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RESUMO 

_________________________________________________________________________ 
 
Estudos recentes sobre o papel da inflamação na fisiopatologia da anemia falciforme (AF) 

sugerem que o equilíbrio da resposta imune Th1/Th2, relacionado ao perfil de citocinas 

produzidas, pode influenciar a morbidade nos portadores dessa doença. A haptoglobina 

(Hp) é uma glicoproteína plasmática cuja função primordial é ligar-se à hemoglobina (Hb) 

livre no plasma para prevenir a excreção renal de ferro e os efeitos oxidativos resultantes de 

sua presença no vaso. Além disso, é uma proteína de fase aguda positiva, com propriedades 

imunomodulatórias. Dois alelos codominantes, HP1 e HP2, resultam em três 

genótipos/fenótipos principais, Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2, que correspondem a proteínas com 

características físico-químicas e eficiências distintas. O objetivo do presente estudo foi 

avaliar se os genótipos da Hp poderiam influenciar o estado inflamatório na AF por meio 

da comparação dos níveis de determinados parâmetros a ele relacionados. Para isso, foram 

comparados os níveis plasmáticos ou séricos e/ou as taxas de expressão gênica (em células 

mononucleares) dos mediadores imunológicos IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-, das 

moléculas de adesão sVCAM-1, sICAM-1 e sL-selectina, do antígeno do Fator de Von 

Willebrand (FvW:Ag), dos Dímeros-D, da proteína C reativa (CRP), do microRNA-155 

(miRNA-155) e do gene HP (ambos em células mononucleares e polimorfonucleares) em 

92 pacientes adultos com AF acompanhados no Hemocentro de Pernambuco, sudivididos 

em  Hp1-1 (n=27), Hp2-1 (n=37) e Hp2-2 (n=28).  Os valores obtidos e os genótipos de Hp 

foram ainda comparados com dados clínicos e laboratoriais (hematológicos e bioquímicos) 

oriundos dos prontuários dos pacientes. Além disso, a presença do polimorfismo CCR532, 

relacionado a respota inflamatória, foi investigada nesses pacientes. As taxas de expressão 
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gênica e os níveis plasmáticos/séricos foram quantificados por PCR em tempo real (qPCR) 

e ELISA, respectivamente, enquanto os genótipos de Hp e o polimorfismo CCR532 foram 

investigados por reações de PCR. Não foram encontradas diferenças estatisticamente 

significativas entre os genótipos da Hp quando comparados os níveis plasmáticos/séricos 

dos mediadores imunológicos, das moléculas de adesão, da CRP e dos Dímeros-D, e 

tampouco da expressão gênica de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-, HP e do miRNA-155. 

Em contrapartida, foi observada uma diminuição significativa do FvW:Ag (p=0,018) no 

grupo de pacientes com o genótipo Hp2-2, o que pode sugerir maior disfunção endotelial; 

diminuição significativa da concentração plasmática de creatinina e tendência ao aumento 

da estimativa da Taxa de Filtração Glomerular (eTFG) (p=0,08) em um subgrupo de 

pacientes com idade ≥ 27 anos (mediana da idade) com genótipo Hp2-2. Com relação ao 

histórico de úlceras de perna, observamos que esse evento clínico estava relacionado a 

níveis significativamente aumentados de IL-8, CRP e contagem de reticulócitos, mas não 

aos genótipos de Hp. De nosso conhecimento, este é o primeiro estudo no Brasil a 

investigar se o polimorfismo da Hp pode influenciar a resposta inflamatória na AF. Com 

base nos resultados obtidos, é possível sugerir que ele, em associação a muitos outros 

fatores genéticos e ambientais, também contribua para a diversidade clínica dessa doença. 

No entanto, estudos experimentais serão necessários para essa investigação. 
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ABSTRACT 

_________________________________________________________________________ 
 
Recent studies on the role of inflammation in the pathophysiology of sickle cell anemia 

(SCA) suggest the Th1/Th2 balance of the immune response, relating to the profile of 

cytokines produced, may influence the morbidity in patients with SCA. Haptoglobin (Hp) is 

a plasma glycoprotein whose primary function is to bind to free hemoglobin (Hb) in the 

plasma, preventing excretion of iron by the kidneys and protecting blood vessels from its 

oxidative effects. Moreover, it is also an acute phase positive protein with 

immunomodulatory properties. Two codominant alleles, HP1 and HP2, result in three main 

genotypes/phenotypes, Hp1-1, Hp2-1 and Hp2-2, which correspond to proteins with 

different functional characteristics. The aim of this study was to evaluate whether the Hp 

genotypes may influence the inflammatory state in SCA by comparing the levels of certain 

parameters related to it. For this purpose, we compared the plasma or serum and/or rates of 

gene expression (in mononuclear cells) of immune mediators IL-1 , IL-6, IL-8, IL-10 and 

TNF-, adhesion molecules sVCAM-1, sICAM-1 and sL-selectin, antigen von Willebrand 

Factor (vWF: Ag), D-dimers, C-reactive protein (CRP), microRNA-155 (miRNA-155) and 

Hp gene (both in mononuclear and polymorphonuclear cells) in 92 adult patients with SCA 

followed up at the Blood Center of Pernambuco, subdivided in Hp1-1 (n = 27), Hp2-1 (n = 

37) and Hp2-2 (n = 28). The values obtained and the Hp genotypes were also compared to 

clinical and laboratory (hematology and biochemistry) data from patients' records. 

Furthermore, the presence of polymorphism CCR532, related to inflammatory response, 

was investigated in these patients. The rates of gene expression and serum/plasma were 

quantified by real time PCR (qPCR) and ELISA, respectively, while the Hp genotypes of 
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polymorphism and CCR532 were investigated by PCR reactions. There were no 

statistically significant differences between Hp genotypes compared to plasma/serum levels 

of immune mediators, adhesion molecules, CRP and D-dimers, and neither the gene 

expression of IL-1β, IL-6, IL -8, IL-10, TNF-, HP and miRNA-155. On the other hand, 

we observed a significant decrease of vWF:Ag (p=0.018) in patients with genotype Hp2-2, 

which may suggest greater endothelial dysfunction; significant decrease in plasma 

creatinine and a tendency to increasing the estimate of the Glomerular Filtration Rate 

(eGFR) (p = 0.08) in a subgroup of patients aged ≥ 27 years (median age) with Hp2-2 

genotype. In regard to the history of leg ulcers, this clinical event was related to 

significantly increased levels of IL-8, CRP and reticulocyte count, but not to Hp genotypes. 

To our knowledge, this is the first study in Brazil that investigated whether the Hp 

polymorphism may influence the inflammatory response in SCA. Based on the data 

obtained, it is possible to suggest that, in combination with many other genetic and 

environmental factors, the Hp genotype also contribute to the clinical diversity of this 

disease. However, experimental studies will be needed for this investigation. 
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1.1 AS HEMOGLOBINAS HUMANAS 

As hemoglobinas (Hb) humanas são proteínas tetraméricas de estrutura globular, 

com peso molecular de 64.500 daltons, compostas por quatro cadeias polipeptídicas 

(cadeias de globina), cada uma delas associada a um grupo prostético heme (Figura 1), que 

contém um átomo de ferro no estado ferroso (Fe++) capaz de se ligar de modo reversível à 

molécula de oxigênio, e desempenhar sua função primordial de transporte do oxigênio dos 

pulmões para os tecidos (Perutz et al., 1960; Bunn & Forget, 1986). Cada molécula de Hb é 

formada por duas cadeias globínicas do tipo alfa -  ou  - e duas do tipo beta - , ,  ou . 

Milhares de mutações podem ocorrer e alterar a sequência primária de aminoácidos dos 

polipeptídeos de globina e, por vezes, resultar em doenças clinicamente significativas 

denominadas por hemoglobinopatias (Steinberg, 2008).  

 

 
Figura 1: Representação da estrutura tetramérica da molécula de Hb humana. Cada globina 

está associada a um grupo prostético heme (figura adaptada do site: 

http://porpax.bio.miami.edu/~cmallery/150/chemistry/organic.htm).  

Globina  

Globina   
Ferro 

Heme 

Globina  

Globina   
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1.2 OS GENES DAS GLOBINAS 

Os genes responsáveis pela síntese das cadeias globínicas estão agrupados em dois 

clusters multigênicos localizados nos braços curtos dos cromossomos 11 (que codifica as 

globinas do tipo β) e 16 (que codifica as globinas do tipo α) (Hill & Wainscoat, 1986; 

Higgs et al., 2012). Esses genes responsáveis pela codificação das cadeias globínicas são 

compactos e de estrutura similar entre eles, com cerca de 1 a 2 kilobases (kb) de DNA, 

organizados em 3 éxons e 2 íntrons (Hill & Wainscoat, 1986; Higgs et al., 1989). 

Nos clusters, esses genes estão organizados ao longo dos cromossomos na ordem 

em que se expressam durante o desenvolvimento humano, produzindo assim, diferentes 

tetrâmeros de Hbs (Higgs et al., 2012). O cluster  (11p15.5) inclui o gene embrionário , 

dois genes de globina fetal, G e A, um pseudogene () e dois genes de globinas adultas, 

 e , dispostos na ordem: 5’ -  - G - A -  -  -  - 3’ (Hill & Wainscoat, 1986). O 

cluster  (16p13.3) é formado pelo gene embrionário , os pseudogenes  e 1, os genes 

da globina  duplicados (2 e 1) e os genes  e D (também conhecido como ), dispostos 

na seguinte ordem: 5’ - ζ - ψζ - µ - ψα1- α2 - α1 - θ – 3’ (Harteveld & Higgs, 2010). Os 

produtos proteicos destes genes serão responsáveis pela formação dos diferentes tipos de 

Hbs: Embrionárias (Gower I - 22, Gower II - 22 e Portland I - 22), Fetal (22) e 

Adultas (Hb A – 22 e Hb A2 - 22) (Hill &Wainscoat, 1986; Higgs et al., 1989). 

A expressão dos genes de globina em ambos os clusters é regulada de acordo com o 

estágio de desenvolvimento humano e de maneira tecido-específica (Higgs et al., 2012). 
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1.3 AS HEMOGLOBINOPATIAS 

As doenças intrínsecas da Hb são denominadas hemoglobinopatias, as quais 

representam as formas mais comuns de anemia hemolítica hereditária. Do ponto de vista 

clínico, dois defeitos principais podem ocorrer: os estruturais (as variantes da Hb) e os de 

desequilíbrio no ritmo de síntese das cadeias globínicas (talassemias); com menor 

frequência, ambos os fenótipos podem estar associados. Entre os defeitos estruturais mais 

importantes está o da HbS (22
6 GLUVAL), conhecida pela gravidade e frequência, 

particularmente entre os povos africanos ou afro-descendentes (Bunn & Forget, 1986).  

1.4 ANEMIA FALCIFORME 

A anemia falciforme (AF) foi descrita cientificamente pelo médico James Bryan 

Herrick, em 1910, em Chicago, no sangue do estudante de odontologia, Walter Clement 

Noel, negro oriundo da Ilha de Granada no Caribe (Savitt & Goldberg, 1989) e, em 1949, 

foi caracterizada como "a primeira doença molecular humana" por Pauling e colaboradores 

(Savitt & Goldberg, 1989; Orkin & Higgs, 2010; Pace et al., 2012). A AF é causada pela 

homozigose de uma única mutação (AT) no sexto códon do gene β (homozigose do gene 

HBB*S). Devido a esta mutação, um resíduo de ácido glutâmico é substituído por um 

resíduo de valina (glu6val) na sexta posição da cadeia polipeptídica da globina β (Serjeant, 

1997; Steinberg, 2008). Estudos do cluster dos genes ligados ao da globina β sugerem que 

as mutações da HbS tiveram cinco origens distintas na África equatorial e, talvez, no 

Oriente Médio e na Índia; e depois se espalhou por todo o mundo de acordo com o 

deslocamento das populações através de guerras, comércio de escravos e migração 

voluntária (Nagel & Labie, 1989; Steinberg, 2008). O termo doenças falciformes (DF) é 
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utilizado para identificar condições em que a associação da HbS com outra alteração de Hb, 

estrutural ou talassêmica, leva a um quadro clínico similar ao da AF. 

1.5 FISIOPATOLOGIA E ASPECTOS CLÍNICOS DA AF 

A base da fisiopatologia da AF está centralizada na capacidade de polimerização da 

HbS desoxigenada que, por sua vez, leva à hemólise crônica evoluindo com processos 

vaso-oclusivos, os quais são observados em graus variados, ocasionando alguns fenótipos 

clinicamente mais graves do que outros. Isto é devido, em grande parte, à variação na 

concentração celular de HbS e à propensão para a formação de polímeros, que é altamente 

dependente da tensão de oxigênio (Steinberg, 2008) (Figura 2). Sob condições de baixas 

tensões de oxigênio, a HbS pode polimerizar formando estruturas filamentosas que se 

depositam no interior dos eritrócitos, modificando sua forma e tornando-os falcizados e 

reduzindo a deformabilidade celular. O fenômeno de falcização pode ser revertido quando 

níveis elevados de oxigênio são novamente atingidos, no entanto, falcizações sucessivas 

alteram permanentemente a estrutura da membrana do eritrócito, favorecendo a formação 

de células irreversivelmente falcizadas (Smith et al., 1981; Antonarakis et al., 1984; 

Steinberg, 2008). 
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Figura 2: Mecanismo fisiopatológico da anemia falciforme (adaptada de Steinberg, 2008).  

Além da capacidade de polimerização da HbS, as alterações nos mecanismos de 

transporte de íons das células vermelhas contribuem com a fisiopatologia da AF. A 

homeostasia catiônica é prejudicada nas células falciformes, principalmente, pela 

capacidade reduzida destas células para manter o seu gradiente normal de K+, a qual é 

mediada pela ativação de canais transportadores de íons, tais como o canal de Gardos e o 

sistema de co-transporte do K-Cl (Brugnara, 2003; Steinberg, 2008; Sonati & Costa, 2008). 

Este último, quando ativado, permite que o K+ e o Cl- deixem a célula, seguidos pela água, 

o que resulta em desidratação celular. Esta atividade está anormalmente aumentada na AF, 

o que leva a uma maior concentração intracelular de HbS e favorece sua polimerização. O 

canal de Gardos é um canal de efluxo de K+ ativado pelo aumento intracelular de Ca++ 

decorrente da desoxigenação e da falcizacão das hemácias. Assim, como ocorre no sistema 

de K-Cl, a saída de K+ resulta no efluxo de água, desidratação celular e aumento da 

concentração interna de HbS (Sonati & Costa, 2008).  
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A AF tem sido caracterizada como um estado inflamatório crônico com ativação 

anormal do endotélio, resultante de vários fatores que se associam. A vaso-oclusão é a 

principal causa de morbimortalidade na AF; essa obstrução de vasos sanguíneos, seguida 

por isquemia ou infarto em vários tecidos, leva, em última instância, à lesão progressiva 

dos órgãos-alvo (Johnson & Telen, 2008). O entendimento desse processo tem evoluído ao 

longo de várias décadas. Inicialmente, foi pensado que a polimerização da HbS resultando 

em células falcizadas, que mecanicamente bloqueavam os vasos de pequeno calibre, 

respondia completamente pelo processo. Entretanto, mais tarde foi reconhecido que estes 

eritrócitos lesados, por si só, não eram suficientes para produzir a vaso-oclusão em vasos 

maiores, que pode ser observada tanto em seres humanos quanto em modelos animais. 

Assim, foi postulado que outros fatores exercem papel relevante nesse processo, incluindo a 

inflamação crônica vascular, a adesão dos leucócitos, a ativação e agregação das plaquetas, 

a ativação da coagulação, o dano endotelial e a diminuição da biodisponibilidade do óxido 

nítrico (NO) (Chiang & Frenette, 2005). Dessa forma, uma visão ampliada da patogênese 

que envolva esses fatores é crucial na fisiopatologia, no desenvolvimento e na 

heterogeneidade da doença (Kutlar, 2005).  

 1.5.1 Estado inflamatório crônico e a ativação da célula endotelial 

As células endoteliais participam na manutenção da hemostasia e produzem NO, 

gás vasodilatador que regula o tônus vascular, além de ser importante inibidor da expressão 

das moléculas de adesão nas células endoteliais e da ativação dos leucócitos (Sonati & 

Costa, 2008). A Hb livre e a arginase, enzima que consome o substrato L-arginina utizado 

para a produção de NO, são liberadas durante a hemólise crônica dos eritrócitos 

falciformes. O fenômeno da vasoconstrição é resultante do sequestro deste gás e consumo 
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do substrato e, por sua vez, retarda o fluxo sanguíneo, favorece o processo de falcização 

dos eritrócitos falciformes, aumenta a ativação plaquetária e a expressão das moléculas de 

adesão nos leucócitos e nas células endoteliais, comprometendo, assim, a integridade do 

endotélio vascular e promovendo a adesão dos eritrócitos e dos leucócitos (Conran et 

al.,2003; Brittain & Parise, 2007; Zago & Pinto, 2007; Conran & Costa, 2009). 

A ativação endotelial ocorre na presença de mediadores inflamatórios, tais como o 

fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina-1β (IL-1β) e proteína C reativa (CRP) 

(Conran & Costa, 2009). A Hb livre danifica e também ativa as células endoteliais. A 

hemólise e as espécies reativas de oxigênio (ROS) contribuem para o consumo do NO e, 

consequentemente, podem induzir à produção de endotelina-1 e à expressão de moléculas 

de adesão (Conran & Costa, 2009). Atualmente, é amplamente aceito que os leucócitos, 

encontrados em contagem elevada em vários pacientes com AF, desempenham um papel 

fundamental na fisiopatologia da doença, aderindo ao endotélio vascular e participando do 

estresse oxidativo e dos mecanismos de inflamação (Brittain & Parise, 2007). Além das 

interações entre monócitos e endotélio, que desempenham papel importante na modulação 

da vasculopatia na AF e que ocorrerem em resposta à lesão no vaso, outras interações de 

diferentes células sanguíneas e fatores plasmáticos com as células endoteliais produzem 

inflamação, estresse oxidativo e ativação endotelial (Zennadi et al., 2008). A adesão dos 

monócitos às células endoteliais resulta na indução de genes envolvidos na sua migração 

transendotelial e diferenciação em macrófagos (Lim et al., 1998; Zennadi et al., 2008). Os 

primeiros genes induzidos nesse processo são aqueles para as moléculas de adesão, 

quimiocinas e citocinas. Zhao et al. demonstraram que as citocinas pró-inflamatórias, TNF-

 e IL-1 induzem a expressão de E-selectina e VCAM-1 (molécula de adesão da célula 
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vascular-1), facilitando a adesão de monócitos às Células Endoteliais da Veia Umbilical 

Humana (HUVEC) (Zhao et al., 2003). O estado pró-adesivo das células endoteliais 

durante sua exposição a componentes celulares do sangue pode proporcionar um ambiente 

favorável para vaso-oclusão na AF, no qual a inflamação e o dano endotelial exercem 

papéis significativos na fisiopatologia (Safaya et al., 2012). 

A ativação da via de sinalização NF-k é induzida no endotélio ativado, conduzindo 

à regulação positiva da expressão da molécula de adesão de superfície e à produção de 

mediadores inflamatórios, incluindo citocinas e leucotrienos, fatores vasoconstritores e 

fatores pró-coagulantes, tais como o fator de von Willebrand (FvW), fator de ativação de 

plaquetas (PAF) e o fator tecidual (TF). Muitas dessas moléculas perpetuam a ativação 

endotelial, levando ao estado inflamatório crônico que é característico da AF (Conran & 

Costa, 2009).   

Os leucócitos na AF interagem não somente com o endotélio, mas também com 

plaquetas circulantes e eritrócitos falciformes, sendo identificados como locais de captura e 

fixação de eritrócitos na vasculatura, sugerindo papéis diretos e indiretos no processo da 

vaso-oclusão (Brittain & Parise, 2007). Já os eritrócitos falciformes, ao interagirem com as 

células endoteliais, aumentam a expressão das moléculas ICAM-1 (molécula de adesão 

intercelular-1), VCAM-1 e a endotelina-1 (Safaya et al., 2012). Ensaios em modelo animal 

(Hb SS) demonstraram que, após um estímulo inflamatório, os leucócitos são recrutados 

para o endotélio ativado das vênulas pós-capilares e, subsequentemente, formam interações 

adesivas com os eritrócitos circulantes, conduzindo a redução do fluxo sanguíneo e, 

eventualmente, vaso-oclusão (Frenette, 2002; Turhan et al., 2002). Por outro lado, tem sido 

observado que os eritrócitos falcizados podem recrutar os leucócitos para a parede do vaso 
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(Zennadi et al., 2008) e ativar a cascata de coagulação, pela exposição da fosfatidilserina na 

sua superfície, promovendo ainda mais inflamação através da via da geração de trombina e 

exposição do fator tecidual (Yasin et al., 2003). 

Outro aspecto do processo vaso-oclusivo é abordado por estudos que identificaram 

níveis plasmáticos de citocinas inflamatórias alterados em pacientes com AF, durante a 

crise ou no estado estável da doença (Pathare et al., 2004; Brittain & Parise, 2007). A 

primeira defesa do organismo ao dano tecidual é a resposta inflamatória aguda, a qual 

representa um processo biológico complexo que envolve componentes vasculares, celulares 

e uma diversidade de substâncias solúveis na tentativa de remover o estímulo e realizar o 

reparo tecidual completo. Entretanto, a persistência do estímulo nocivo conduz à 

inflamação crônica, caracterizada por mudanças progressivas nos elementos celulares e 

solúveis que infiltram o tecido lesado (Souza et al., 2010). 

A oclusão da microcirculação, infecções e hemólise são fatores importantes que 

estimulam a produção de citocinas e proteínas de fase aguda (Pathare et al., 2004). Além 

disso, o endotélio ativado produz citocinas e quimiocinas, incluindo IL-1β, PAF, IL-6 e IL-

8, os quais contribuem para a ativação pancelular que resulta em altos níveis circulantes de 

numerosas moléculas inflamatórias encontradas nos indivíduos com AF, incluindo TNF-α, 

fator estimulador de crescimento de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF), IL-

8, IL-6, IL-1β, IL-3 e fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) (Gonçalves et 

al., 2001; Conran & Costa, 2009; Lanaro et al., 2009). As citocinas, TNF-α e IL-1β, como 

mencionado anteriormente, são potentes ativadores do endotélio criando um ciclo vicioso 

que leva à perpetuação da produção de mediador inflamatório, adesão celular a parede 

vascular e, eventualmente, a inflamação crônica (Conran & Costa, 2009).  
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Outro mediador inflamatório que pode fornecer contribuição importante para a 

ativação endotelial é a CRP, a qual tem sido relatada em níveis aumentados entre pacientes 

em estado estável da doença, bem como durante crises álgicas vaso-oclusivas (Archer et al., 

2008). Essa proteína de fase aguda é produzida pelos hepatócitos em resposta ao aumento 

dos níveis de IL-6, e induz a processos inflamatórios, bem como a lesão tecidual, estimula a 

produção de quimiocinas e citocinas, diminui a expressão e a atividade da NO sintase, e 

aumenta a expressão de moléculas de adesão na superfície das células endoteliais (Schnog 

et al., 2004; Makis et al., 2006; Conran & Costa, 2009). 

1.5.2 Papel das moléculas de adesão 

As moléculas de adesão celular são glicoproteínas expressas na superfície celular, as 

quais modulam o contato entre células sanguíneas ou entre células e o endotélio vascular. 

Além disso, funcionam como moléculas sinalizadoras e têm participação essencial na 

regulação da inflamação e resposta imune, por mediar o recrutamento e a migração seletiva 

de células inflamatórias dos vasos sanguíneos até o local da inflamação (Gomes et al., 

2009; Granger & Senchenkova, 2010). 

O endotélio vascular desempenha papel crucial na vaso-oclusão e na isquemia de 

órgãos-alvo por meio de vários mecanismos, os quais incluem a regulação da hemostasia e 

do tônus vascular, a adesão de hemácias e leucócitos, e a lesão provocada pela isquemia-

reperfusão (Belcher et al., 2000). Vários estudos sugerem que o endotélio vascular 

encontra-se frequentemente lesado na AF, principalmente pela presença anormal de 

moléculas de adesão de células endoteliais circulantes, tais como a ICAM-1, VCAM-1 e E-

selectina no plasma dos pacientes (Kaul et al., 2009), e o aumento do número das células 

endoteliais circulantes no sangue dos pacientes com crise álgica aguda (Solovey et al., 
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1997; Belcher et al., 2000; Strijbos et al., 2009). As moléculas expressas na superfície das 

células endoteliais ativadas incluem ICAM-1, VCAM-1, P-selectina, E-selectina e o fator 

tecidual (Belcher et al., 2000; Johnson & Telen, 2008). A L-selectina é uma molécula de 

adesão constitutivamente expressa em uma variedade ampla de leucócitos, desempenhando 

papel importante na migração dessas células para os locais de inflamação (Granger & 

Senchenkova, 2010). Essa selectina medeia a captura e o rolamento dos leucócitos sobre as 

células endoteliais, após interação com as selectinas P e E, expressas no endotélio (Conran 

et al., 2003; Granger & Senchenkova, 2010).  

As moléculas de adesão das células endoteliais desempenham papel fisiológico vital 

no recrutamento e na ligação das células inflamatórias ao endotélio vascular, 

particularmente em vênulas (Kato et al., 2005). Várias pesquisas apontam que, além do 

grau de polimerização da HbS, a vaso-oclusão pode ser dependente das interações entre 

eritrócitos e reticulócitos falciformes, leucócitos e células endoteliais por meio das 

moléculas de adesão, contribuindo de maneira significativa com a fisiopatologia da doença 

(Setty & Stuart, 1996; Frenette, 2004; Hebbel et al., 2004; Wood et al., 2004; Kaul et al., 

2009). A expressão dessas moléculas de adesão celular está sob a influência de citocinas 

inflamatórias, tais como TNF- e IL-1 (Kato et al., 2005; Monchanin et al., 2008). 

Existem também algumas evidências de que os eritrócitos falcizados ativam ou danificam 

as células endoteliais (Johnson & Telen, 2008). Em 2001, Brown et al. demonstraram o 

aumento da expressão de VCAM-1, E-selectina e ICAM-1 em cultura de células endoteliais 

expostas a eritrócitos falcizados. Danos na membrana do eritrócito falciforme também 

levam à exposição de fosfatidilserina, que é normalmente restrita à superfície interna da 

bicamada lipídica da membrana. Esta exposição de fosfatidilserina também contribui para a 
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aderência dessas células ao endotélio (Chiang & Frenette, 2005; Johnson & Telen, 2008; 

Setty & Betal, 2008). Fundamentado em alguns estudos, acredita-se que níveis elevados de 

moléculas de adesão solúveis no plasma de pacientes com AF ocorram secundariamente ao 

aumento do estresse inflamatório sistêmico (Kato et al., 2005).  

A expressão de moléculas de adesão também é modulada pelo NO endotelial 

produzido a partir da NO sintase, uma vez que a inibição dessa enzima durante a 

estimulação com TNF- e IL-1 aumenta significativamente a expressão gênica de 

VCAM-1  (De Caterina et al., 1995). Assim, níveis elevados de sVCAM-1 no plasma 

refletem uma disfunção endotelial que é observada na biologia vascular da AF. Vários 

relatos têm destacado que os níveis elevados de VCAM-1 e ICAM-1 solúveis estão 

associados com a diminuição da biodisponibilidade do NO e o aumento da taxa hemolítica 

em pacientes com AF (Setty & Stuart, 1996; Gladwin et al., 2003). Assim, a ativação 

excessiva do endotélio e a vasoconstrição resultante do consumo do NO podem contribuir 

para a instabilidade vascular observada nos pacientes com AF (Reiter & Gladwin, 2003; 

Nath et al., 2004). Estas observações sugerem que as moléculas de adesão solúveis são 

potenciais marcadores de disfunção endotelial, caracterizada por ativação do endotélio e 

biodisponibilidade insuficiente do NO derivado do endotélio (Kato et al., 2005). 

Níveis circulantes aumentados de VCAM-1, ICAM-1, P-selectina, a laminina, e 

trombospondina solúveis foram observados em pacientes com AF fora de crise. Durante 

episódios vaso-oclusivos, os pacientes apresentam aumento do número de células 

endoteliais ativadas que expressam ICAM-1, VCAM-1, P-selectina e E-selectina (Solovey 

et al., 1997; Brown et al., 2001). Já as moléculas E-selectina e ICAM-1 são consideradas 

importantes para a promoção da resposta inflamatória observada após isquemia e 
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reperfusão, o que poderia ser consequência da vaso-oclusão (Brown etal., 2001). As 

interações célula-célula e célula-endotélio contribuem para a vaso-oclusão e têm sido 

destacadas como alvos em potencial para abordagens farmacológicas com o intuito de 

atenuar a gravidade da AF (Finnegan et al., 2007) Até o momento, a hidroxiureia continua 

sendo a droga que induz a diminuição na frequência de episódios vaso-oclusivos e 

proporciona benefícios clínicos para um número expressivo de pacientes com AF (Johnson 

& Telen, 2008). 

1.5.3 Hipercoagulabilidade na AF 

A vaso-oclusão na AF é um processo complexo e multifatorial e, o papel da 

coagulação intravascular na patogênese da crise vaso-oclusiva ainda não está 

completamente compreendido (Ahmed et al., 2004; van Beers et al., 2009). Os pacientes 

com AF, durante períodos clinicamente estáveis, normalmente apresentam aumento da 

ativação das plaquetas, da geração de trombina e da fibrinólise. Entretanto, observa-se 

amplificação destas atividades trombogênicas durante períodos de crise, o que caracteriza o 

estado de hipercoagulabilidade, resultante da coagulação crônica e da ativação endotelial 

(Tomer et al., 2001; van Beers et al., 2009). Embora a hipercoagulabilidade seja 

considerada multifatorial, torna-se cada vez mais claro que a hemólise crônica e o grau de 

exposição de fosfatidilserina em eritrócitos desempenham papel crucial neste processo 

(Setty et al., 2001; van Beers et al., 2009). Outros pesquisadores relataram que as 

micropartículas, pequenas vesículas de membrana liberadas por brotamento a partir de 

plaquetas, eritrócitos, leucócitos e células endoteliais, após ativação ou durante a apoptose, 

também podem contribuir para o estado de hipercoagulabilidade na AF (Diamant et al., 

2004).  
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Em eventos trombóticos, comumente observados na AF, incluindo acidente vascular 

encefálico (AVE), necrose avascular e embolia pulmonar, observam-se que vários 

parâmetros hemostáticos estão alterados, tais como: as plaquetas, que estão anormalmente 

ativadas e em número aumentado; os eritrócitos, que são pró-coagulantes devido à 

exposição da fosfatidilserina; os níveis do FvW e do fator VIII (FVIII), que são elevados e, 

finalmente, a geração de trombina crônica, com níveis elevados de Dímeros-D, complexo 

trombina-antitrombina (TAT) e outros marcadores (Telen, 2007). As plaquetas, estimuladas 

pela presença de citocinas inflamatórias, tais como IL-1, IL-6, IL-8, TNF- e GM-CSF, 

liberam multímeros de von Willebrand que favorecem as ligações entre plaquetas, endotélio 

e o eritrócito falciforme (Graido-Gonzales et al., 1998).  

Os Dímeros-D são produtos específicos de degradação da fibrina, sendo portanto, 

utilizados como marcadores plasmáticos de fibrinólise. Seu nível plasmático tem sido 

utilizado como indicativo, de maneira indireta, da ocorrência de trombose e/ou coagulação 

intravascular. (Anderson & Wells, 2000). Na literatura, há relatos que pacientes com AF 

têm níveis elevados de Dímeros-D, sendo esses níveis correlacionados com a ocorrência de 

complicações vaso-oclusivas (Setty et al., 2001; Ahmed et al., 2004).  

O FvW é outro elemento com participação relevante nos mecanismos relacionados 

ao estado de hipercoagulabilidade encontrado na AF; corresponde a uma glicoproteína 

multimérica de alto peso molecular, sintetizada pelas células endoteliais e megacariócitos. 

No plasma, os multímeros do FvW são clivados por uma protease denominada 

ADAMTS13 (a disintegrin-like and metalloprotease with trombospondin type 1 motifs) que 

limita a formação do trombo plaquetário. O FvW tem duas funções principais: ligar e 

transportar o fator VIII, protegendo-o da degradação proteolítica no plasma; e ligar-se ao 
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colágeno presente no subendotélio e nas plaquetas, promovendo adesão e agregação 

plaquetária em locais de dano vascular, sendo utilizado como marcador de disfunção 

endotelial (Zhou et al., 2009; Chen et al., 2011). 

A hemólise intravascular é um componente importante da AF e, a Hb livre no 

plasma tem efeitos deletérios sobre a vasculatura, provocando o consumo do NO e 

promovendo a gênese de vários eventos. A redução da biodisponibilidade do NO, gás que 

regula a ativação das plaquetas, conduz à agregação das mesmas e a formação de coágulos 

vasculares. Estudos in vitro demonstraram que a hipóxia é forte agonista para a liberação 

endotelial do FvW (Krishnan, 2008) e, recentemente, um mecanismo adicional foi 

postulado, pelo qual a hemólise intravascular aumentada conduz a um estado trombótico, 

por aumentar a atividade do FvW na AF. Nesse processo, a Hb livre liga-se diretamente ao 

FvW, no local do sítio proteolítico da metaloprotease, ADAMTS13, bloqueando, assim, a 

clivagem do FvW in vitro. Dessa forma, o aumento da Hb livre está associado com altos 

níveis de multímeros do FvW hiperativos no plasma de pacientes com AF (Zhou et al., 

2009). Em outro estudo, Zhou et al. observaram que a sub-população de multímeros do 

FvW ligados a Hb livre é hiperativa, e existe em maior quantidade no plasma de pacientes 

com AF do que em controles normais. Estes resultados sugerem que a Hb livre no plasma 

possa ser capaz de acumular multímeros do FvW hiperativos in vivo que, por sua vez, 

podem mediar as complicações trombóticas e vaso-oclusivas observadas em pacientes com 

AF (Zhou et al., 2012). 

1.5.4 Fenômenos vaso-oclusivos 

Os neutrófilos, também ativados pelas citocinas inflamatórias, tais como IL-1, IL-

6, IL-8, TNF- e GM-CSF, são recrutados para o sítio inflamatório, aumentando a 
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produção de peróxidos e expondo maior quantidade de moléculas de adesão em sua 

superfície, facilitando, assim, a adesão ao endotélio, a outros neutrófilos, às plaquetas e aos 

eritrócitos falciformes, culminando com fenômenos vaso-oclusivos frequentemente 

observados na AF (McIntyre et al., 2003). 

Os fenômenos vaso-oclusivos acontecem, principalmente, em órgãos com 

circulação sinuosa, onde o fluxo de sangue é lento, a tensão do oxigênio é baixa, ou ainda, 

naqueles órgãos onde há suprimento sanguíneo arterial terminal limitado. A hipóxia 

decorrente da obstrução vascular leva a infartos teciduais, e proporciona crises de dor ou 

danos teciduais crônicos (Labie & Elion, 1999).  

A forma anormal do eritrócito falciforme, aliada à sua rigidez acentuada, 

viscosidade aumentada e tendência a aderir às células do endotélio, favorece a ocorrência 

de dois mecanismos patológicos principais: hemólise e vaso-oclusão. A anemia, icterícia, 

esplenomegalia, hepatomegalia, alterações ósseas e úlcera de perna podem ser atribuídas à 

hemólise. Os eventos vaso-oclusivos podem gerar, de acordo com o local envolvido, dor 

abdominal, necrose asséptica da cabeça do fêmur, priapismo, artralgia, dactilite, 

hipostenúria, hematúria, AVE e lesões na retina. O fenômeno da vaso-oclusão pode levar à 

destruição progressiva do baço e consequentemente à auto-esplenectomia, sendo 

responsável pela suscetibilidade aumentada a infecções graves, que estão entre as principais 

causas de morte em todas as idades nesse grupo de pacientes (Serjeant, 1997; Stuart & 

Nagel, 2004). 

1.6 MODULADORES GENÉTICOS DA AF 

Desde a primeira descrição da diferença química entre as Hbs de células normais e 

de células falcizadas, há pouco mais de 60 anos, a AF tornou-se uma das doenças 
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monogênicas humanas melhor caracterizadas (Fertrin & Costa, 2010). Uma das 

propriedades marcantes da doença é a variabilidade de suas manifestações clínicas e 

embora muitos esforços da comunidade científica sejam empregados na tentativa de 

elucidar o papel dos vários fatores responsáveis, as razões para essa heterogeneidade ainda 

não são completamente entendidas (Lettre et al., 2008), variando de formas quase 

assintomáticas até clinicamente graves, responsáveis por alta mortalidade na infância 

(Serjeant, 1997; Higgs & Wood, 2008). Na AF, vários polimorfismos estão associados não 

apenas com o grau de anemia, mas também com a ocorrência de dor, AVE, úlceras de 

perna, hipertensão pulmonar, osteonecrose, complicações hepatobiliares, priapismo, entre 

outras manifestações clínicas (Fertrin & Costa, 2010). Dessa forma, os fatores genéticos 

são de grande importância na modulação do quadro clinico dessa doença, entre os mais 

conhecidos estão as variações nos níveis da Hb Fetal (HbF), o tipo de haplótipo ligado ao 

cluster da globina  e a presença de talassemia  (Higgs & Wood 2008, Lettre et al., 2008).   

 Além dos moduladores clássicos da AF, outros polimorfismos genéticos podem 

explicar a variabilidade clínica observada nos pacientes e podem tornar-se alvos para o 

desenvolvimento de novas terapias. É possível citar, como exemplos, polimorfismos no 

gene Klotho e em vários genes da via de sinalização TGF-β/BMP, os quais parecem estar 

relacionados ao desenvolvimento de hipertensão pulmonar, priapismo, úlceras de perna e 

AVE, enquanto que o polimorfismo na região promotora do gene UGT1A (rs8175347) e a 

mutação C677T no gene MTHFR (rs1801133) podem aumentar o risco da ocorrência de 

colelitíase e osteonecrose, respectivamente (Fertrin & Costa, 2010). Outros polimorfismos 

se destacam por influenciar os níveis de HbF, como nos genes KLF1, BCL11A e HBS1L-
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MYB genes que apresentam papel relevante na eritropoiese e no switching da HbF para Hb 

adulta (Menzel et al., 2007; Sankaran et al., 2008; Sankaran et al., 2009; Satta et al., 2011).  

O entendimento do mecanismo de ação de outros candidatos a moduladores, como 

os componentes inflamatórios, vasculares e hemolíticos nas DF, pode levar a novas 

descobertas e abordagens terapêuticas (Steinberg & Adewoye, 2006). Mais recentemente, o 

polimorfismo da haptoglobina (Hp) tem sido investigado como um possível modulador 

genético das DF (Hughes et al., 2005; Bora et al., 2008; Santos et al., 2011). 

1.7 CANDIDATOS A MODULADORES DA GRAVIDADE CLÍNICA DA AF 

1.7.1 Haptoglobinas humanas 

A Hp é uma glicoproteína plasmática sintetizada principalmente nos hepatócitos, 

cuja produção é induzida pela secreção de IL-6, IL-1 e TNF- (Sandrzadeh & 

Bozorgmehr, 2004; Van Vlierberghe et al., 2004).  

O processo de hemólise intravascular, com a liberação da Hb contida nos eritrócitos, 

parece ser um mediador importante de doenças vasculares (Azarov et al., 2008). A 

toxicidade e a natureza inflamatória da Hb livre resultam do maior consumo de NO que ela 

promove e consequente acúmulo de radicais hidroxilas e ROS nos vasos. O primeiro 

mecanismo de defesa do organismo contra os efeitos deletérios da Hb livre é realizado pela 

Hp, cuja função primordial é ligar-se à Hb livre no plasma, impedindo a excreção renal de 

ferro e protegendo os vasos de seus efeitos oxidativos (Langlois & Delanghe, 1996; 

Melamed-Frank et al., 2001). Essa proteína forma um complexo solúvel com a Hb (Hp-Hb) 

cuja ligação constitui a mais forte interação não-covalente conhecida entre proteínas 

plasmáticas de transporte, caracterizada por afinidade e estabilidade extremamente elevadas 
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(Langlois & Delanghe, 1996; Van Vlierberghe et al., 2004). Subsequentemente à ligação, 

esse complexo é rapidamente removido da circulação, principalmente pelos hepatócitos 

(90%) e macrófagos/monócitos teciduais (10%) (Van Vlierberghe et al., 2004). O receptor 

para o complexo Hp-Hb nos macrófagos/monócitos teciduais foi identificado e denominado 

de CD163 (Kristiansen et al., 2001), cuja expressão é marcadamente induzida pela 

diferenciação dos monócitos em macrófagos, sendo considerado um marcador de 

diferenciação desse tipo celular, porém nos hepatócitos, o receptor específico ainda 

permanece sem caracterização. Após a endocitose, o complexo Hp-Hb é catabolisado nos 

lisossomos; a Hp não é reciclada, mas como consequência do processo, o grupo heme é 

degradado pela ação da enzima heme-oxigenase (HO) e o ferro é liberado e utilizado para 

síntese de novas proteínas, como a Hb, além da liberação da biliverdina, que posteriormente 

é convertida em bilirrubina (Levy, 2003; Van Vlierberghe et al., 2004). A IL-6 desempenha 

um papel regulatório relevante, pois além de estimular a produção de Hp, aumenta a 

expressão dos receptores CD163 nos macrófagos e eleva a eficiência da degradação do 

grupo heme da Hb (Dennis, 2001) (Figura 3). Na AF, a destruição dos eritrócitos ocorre, 

predominantemente, no espaço extravascular, mas ainda assim, parte da lise acontece no 

compartimento intravascular, evidenciada pelos níveis séricos reduzidos de Hp observados 

nessa doença (Hillman & Finch, 1992). 
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Figura 3: Representação esquemática da endocitose do complexo Hp-Hb pelos macrófagos 

(adaptada de Dennis, 2001). 

A molécula da Hp consiste de duas cadeias polipeptídicas diferentes, cadeias  e , 

as quais são codificadas por dois alelos autossômicos codominantes – HP1 e HP2 – 

mapeados no braço longo do cromossomo 16 (16q22) (Langlois & Delanghe, 1996). Em 

ambos os alelos, os loci que correspondem a essas cadeias são ligados, de modo que um 

único mRNA é sintetizado, gerando uma cadeia polipeptídica que, quando clivada, formam 

as duas cadeias distintas,    e  (Asleh & Levy, 2005).  

As cadeias  consistem de 245 aminoácidos (aa) e não são polimórficas. O 

polimorfismo da Hp é consequência das variações nas cadeias  que resultam das 

diferenças entre a cadeia 1 (83 aa), codificada pelo alelo HP1, e 2 (142 aa), codificada 

pelo alelo HP2 (Yano et al., 1998). A cadeia 1 é ainda subdividida em 1S (“slow”) e 1F 

(“fast”), de acordo com sua mobilidade eletroforética decorrente da troca de dois 

aminoácidos (Langlois & Delanghe, 1996).  

 O alelo HP1 se subdivide em HP1S e HP1F; estes diferem entre si por substituições 

de bases nos códons 52 e 53, localizados no éxon 4 (Carter & Worwood, 2007). Como 

consequência, as cadeias resultantes distinguem-se nos aminoácidos nas posições 52 e 53, 
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sendo asparagina e ácido glutâmico na cadeia 1S e ácido aspártico e lisina na cadeia 1F 

(Yano et al., 1998). O alelo HP2 é originário de uma duplicação intragênica parcial do alelo 

HP1, ocorrida através de um crossing over desigual entre um alelo HP1F e um alelo HP1S 

(Asleh & Levy, 2005). Os resíduos homólogos contidos em cada sequência específica 

desses alelos gênicos são repetidos in tandem no alelo HP2, ou seja, enquanto os alelos 

HP1 apresentam 5 éxons, os alelos HP2 possuem 7 éxons, sendo os éxons 5, 6 e 7 do HP2 

correspondentes aos éxons 3, 4 e 5 do HP1S (Figura 4). O último éxon de cada alelo HP 

(éxon 5 no HP1 e éxon 7 no HP2) responde pela síntese das cadeias , enquanto que os 

demais são responsáveis pela produção das cadeias . As cadeias 2, sintetizadas pelo alelo 

HP2, são por essa razão, quase duas vezes mais longas que as cadeias 1 (Yano et al., 

1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Representação esquemática da estrutura dos genes da Hp. Os boxes indicam os 

éxons (adaptada de Yano et al., 1998). 
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A combinação entre esses alelos resulta em seis diferentes genótipos/fenótipos: 

Hp1S-1S, Hp1F-1S, Hp1F-1F, Hp2-1S, Hp2-1F e Hp2-2, sendo considerados os três 

genótipos/fenótipos principais (Hp1-1, Hp2-1, e Hp2-2), que correspondem a proteínas com 

características bioquímicas/biofísicas e eficiências funcionais bastante diferenciadas, 

relacionadas com suscetibilidade e evolução clínica em várias doenças (Langlois & 

Delanghe, 1996; Melamed-Frank et al., 2001; Sadrzadeh & Bozorgmehr, 2004; Asleh & 

Levy, 2005; Wobeto et al., 2008). O subtipo Hp1-1 corresponde à molécula de menor 

tamanho, sendo encontrada como dímero, com peso molecular de aproximadamente 86 

kDa. Em contraste, Hp2-2 é encontrada como polímero cíclico, apresentando o maior peso 

molecular - 170 a 900 kDa, enquanto a Hp2-1 consiste de um polímero linear e possui peso 

molecular intermediário - 90 a 300 kDa (Figura 5) (Melamed-Frank et al., 2001). Ensaios, 

in vitro, demonstraram que a proteína Hp1-1 confere maior proteção contra danos 

oxidativos que a proteína Hp2-2 (Koda et al., 1998). Como os três fenótipos principais 

apresentam a mesma capacidade de ligação à Hb (Melamed-Frank et al., 2001), variações 

na sua propriedade de liberação do heme, provavelmente, resultam das diferenças no 

tamanho dessas proteínas. Dessa forma, a proteína Hp2-2 apresenta remoção mais lenta do 

ferro para o espaço extravascular, por ser molécula mais complexa, consequentemente, a 

Hb permanece por mais tempo no vaso levando ao aumento do estresse oxidativo 

(Melamed-Frank et al., 2001). Esses dados são consistentes com os achados anteriores, que 

mostraram que o consumo in vitro de vitamina C no plasma de indivíduos com fenótipo 

Hp2-2 foi mais rápido do que no plasma daqueles com fenótipo Hp1-1 (Langlois et al., 

1997). A superprodução de ROS, por sua vez, pode também perturbar a homeostase do NO 

e está relacionada ao agravamento dos sintomas de muitas doenças, incluindo a AF (Wood 

et al., 2008). 
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Figura 5: Representação esquemática das diferentes estruturas protéicas correspondentes 

aos três fenótipos da Hp (adaptada de Asleh & Levy, 2005). 

Uma consequência deletéria da presença da Hb livre liberada pelos eritrócitos é a 

intensificação do consumo do NO (Azarov et al., 2008) e os genótipos da Hp têm sido 

relacionados às doenças nas quais o NO parece ter papel relevante (Levy, 2003; Van 

Vlierberghe et al., 2004; Hughes et al., 2005). Diferenças na propriedade de consumo do 

NO, dependentes dos genótipos da Hp, podem estar associadas à proporção de captura do 

complexo Hp-Hb pelos macrófagos, sendo que os complexos com a proteína Hp1 são 

retirados do vaso de 2 a 3 vezes mais rapidamente que os complexos com a proteína Hp2 

(Azarov et al., 2008). Em 2008, Azarov et al., através de cálculos computacionais, 

determinaram que a diferença de duas vezes na razão da remoção do complexo Hp-Hb 

afetaria de maneira significativa a biodisponibilidade do NO. Dessa forma, os genótipos da 

Hp poderiam contribuir para o desenvolvimento de complicações em algumas dessas 

doenças. 
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Além da capacidade antioxidativa, a Hp é uma proteína de fase aguda positiva, com 

propriedades imunomodulatórias, podendo inibir ou estimular a resposta imune, e 

promotoras de angiogênese (Langlois & Delanghe, 1996; Melamed-Frank et al., 2001; Van 

Vlierberghe et al., 2004; Wobeto et al., 2008). Diferentes subtipos de linfócitos, conhecidos 

como células Th1 e Th2, são responsáveis por induzir e regular a resposta imune celular e 

humoral, respectivamente. As células Th1 produzem IL-2 e IFN-γ e induzem uma forte 

resposta IgG, favorecendo, dessa forma, a resposta imune celular, enquanto as células Th2 

produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 e aumentam a produção de IgE, mediando 

resposta predominantemente humoral e eosinofílica. Tem sido demonstrado que a Hp atua 

de maneira relevante na modulação do equilíbrio entre os linfócitos Th1 e Th2 (Th1/Th2), 

pela promoção de resposta celular predominantemente Th1 (Arredouani et al., 2003). Essas 

células são mais efetivas na proteção contra infecção envolvendo parasitas intracelulares e 

inibição da liberação das citocinas Th2, responsáveis pela defesa contra micro-organismos 

extracelulares. A Hp parece seletivamente modular a resposta inflamatória pela propriedade 

de suprimir a síntese do TNF-α, IL-10 e IL-12 pelos monócitos estimulados com 

lipopolissacarídeo (LPS) (Wobeto et al., 2008). Em 2007, Guetta et al. mostraram que o 

complexo Hp1-1-Hb induz muito mais a produção de IL-6 e IL-10 do que o complexo Hp2-

2-Hb, e que a liberação dessas citocinas depende da ligação desses complexos aos 

receptores CD163 de macrófagos e da atividade da caseína Kinase II (CKII). O fenótipo da 

Hp pode, assim, modular o equilíbrio entre as citocinas inflamatórias (Th1) e anti-

inflamatórias (Th2) produzidas pelo macrófagos expostos à Hb livre, podendo contribuir 

para as diferenças interindividuais na resposta inflamatória (Guetta et al., 2007). A Figura 6 

representa um modelo para o papel da Hp nos processos inflamatórios. Em indivíduos com 

o fenótipo Hp1-1, a produção de ROS é significativamente reduzida pela Hp, devido à sua 
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ferro e na suscetibilidade e evolução de diversas doenças humanas (Van Vlierberghe et al., 

2004). Estudos clínicos têm demonstrado que o polimorfismo da Hp pode ter papel 

importante sobre suas propriedades antioxidativas. Em pacientes diabéticos, por exemplo, o 

fenótipo Hp2-2 foi considerado fator de risco para complicações micro e macrovasculares 

(Melamed-Frank et al., 2001). 

A associação entre a Hp e as DF tem sido pouco estudada, e em casuísticas pouco 

representativas. Em 1987, Ostrowski et al. observaram maior frequência do fenótipo Hp1-1 

em pacientes SS e S/-talassêmicos (n = 18). No ano seguinte, o grupo encontrou a mesma 

associação analisando indivíduos SC (n = 10) (Ostrowski et al., 1988). Outro grupo de 

pesquisa observou a baixa representatividade do genótipo Hp2-2 em pacientes adultos com 

DF quando comparados aos pacientes pediátricos, sugerindo uma desvantagem para 

pacientes com esse genótipo (Hughes et al., 2005). Posteriormente, o mesmo grupo avaliou, 

in vitro, a liberação de citocinas pelas células mononucleares obtidas de controle normal e 

de paciente com DF, quando incubadas com diferentes complexos Hp-Hb e concluiu que a 

produção de citocinas é predominantemente relacionada ao tipo de Hp, e não ao tipo de Hb 

ligada ao complexo, demonstrando que o genótipo Hp2-2 corresponde a uma resposta 

inflamatória mais acentuada (Bora et al., 2008). 

Em estudo prévio realizado por nosso grupo, os genótipos da Hp foram 

identificados em 775 pacientes afro-brasileiros com DF divididos em diferentes grupos 

etários. Os resultados mostraram que a frequência do genótipo Hp2-2 nesses pacientes foi 

menor do que a do Hp1-1, ao passo que o oposto foi observado em um grupo controle 

adulto. Além disso, foi observado que nos pacientes com idade superior a 20 anos, a 

frequência de Hp2-2 diminuía com o aumento da idade, enquanto que nos controles 
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permanecia estável. As diferenças nas frequências genotípicas foram constatadas, sem, no 

entanto, atingir significância estatística (Santos et al., 2011). 

Nesse contexto, as diferentes capacidades antioxidantes e as propriedades 

imunomodulatórias dos três genótipos/fenótipos da Hp ganham importância para verificar o 

possível papel de modulador na AF.  

1.7.2 Polimorfismo do CCR5 

O gene CCR5 (C-C chemokine receptor type 5), que codifica o receptor de 

quimiocinas β, foi relacionado ao estado inflamatório crônico nos pacientes com AF. Trata-

se de um receptor de quimiocinas presente principalmente em células do sistema imune, 

como macrófagos e linfócitos T, com papel relevante na migração dessas células para os 

sítios inflamatórios, direcionando uma resposta imune envolvendo um padrão de citocinas 

Th1. O gene está localizado no braço curto do cromossomo 3, formando um cluster com 

outros genes receptores de quimiocinas (Vargas et al., 2006). 

Em 1996, Liu et al. descreveram um alelo variante com deleção de 32pb 

denominado CCR5Δ32; este origina uma proteína truncada, com consequente perda do 

receptor de superfície celular envolvido na resistência relativa à infecção pelo HIV-1. 

Sabendo-se que a resposta imune Th1 está associada à inflamação, Chies & Hutz (2003) 

propuseram que a presença do alelo CCR5Δ32 não funcional conferiria maior vantagem 

aos pacientes por implicar em resposta Th1 menos eficiente. Não se sabe, no entanto, se há 

um padrão preferencial das citocinas produzidas na resposta da célula T dos pacientes com 

AF portadores do alelo CCR5Δ32. 
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1.7.3 microRNAs 

Mais recentemente, os microRNAS (miRNAs) têm recebido destaque por 

representar outra classe de candidatos a moduladores da gravidade clínica na AF 

(Sangokoya et al., 2010). Essas pequenas moléculas de RNA fita simples de 18–22 

nucleotídeos, não codificadoras de proteínas, regulam a expressão dos seus genes alvo de 

maneira pós-transcricional, induzindo à degradação do RNAm ou reprimindo sua tradução 

(Erson & Petty, 2008; Blahna & Hata, 2012). O miRNA Lin4 (Lineage-deficient-4) foi 

inicialmente identificado em Caenorhabditis elegans, em 1993 por um grupo da 

universidade de Harvard, sendo nesta época associado à regulação do desenvolvimento 

larval nesse nematódeo e, desde a descoberta inicial, a regulação gênica dependente de 

miRNA tem sido amplamente investigada em vários organismos eucariontes (Erson & 

Petty, 2008). 

Atualmente, existem mais de 3600 miRNAs maduros descritos no genoma humano 

(miRBase v.19, Agosto 2012) e um único miRNA pode, potencialmente, ter como alvo 

cerca de 200 transcritos diferentes que podem atuar em diversas vias celulares (Erson & 

Petty, 2008), constituindo assim uma classe considerável de reguladores gênicos. 

Estimativas indicam que mais de 60% de todos os RNAs mensageiros de mamíferos são 

alvos previstos de miRNAs (Blahna & Hata, 2012). 

Os miRNAs são fortemente conservados entre os vertebrados, invertebrados e 

plantas; são transcritos a partir de genes individuais, às vezes agrupados, e localizados em 

regiões intergênicas ou em íntrons ou éxons de genes codificadores de proteínas. Em 

humanos localizam-se, predominantemente, em íntrons (Cortez et al., 2011). A biogênese 

dos miRNAs (Figura 7) tem início no núcleo, onde são transcritos pela RNA Pol II em um 
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Dados recentes têm demonstrado que o miR-155 representa uma pequena molécula 

de RNA tipicamente multifuncional. Até o momento, as evidências indicam que essa 

molécula tem perfis distintos de expressão e desempenha um papel crucial em vários 

processos fisiológicos e patológicos, tais como diferenciação de linhagem hematopoiética, 

inflamação, câncer e imunidade (Faraoni et al., 2009). 

A resposta inflamatória envolve a indução de centenas de genes, em um processo 

minuciosamente regulado para atingir o objetivo e evitar as consequências patológicas de 

uma expressão gênica anormal. O miR-155 foi identificado e caracterizado como 

componente da resposta dos macrófagos primários a diferentes tipos de mediadores 

inflamatórios, como observado por Taganov et al., em 2006. Nesse experimento a 

expressão desse miRNA, em uma linhagem celular monocítica humana, foi induzida por 

LPS; outros pesquisadores como O'Connell et al., em 2007, relataram resultados 

semelhantes com a utilização de mediadores inflamatórios, incluindo TNF-α, em cultura de 

macrófagos e monócitos (Taganov et al., 2006; O'Connell et al., 2007).  

Recentemente, foi relatado em pacientes com artrite reumatóide que o miR-155 é 

importante para a ativação inflamatória das células mielóides humanas e que sua 

superexpressão em células CD14+ do sangue periférico conduziu a diminuição da expressão 

do SHIP-1 (Src homology 2-containing inositol phosphatase-1), um inibidor da inflamação, 

e a um aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias, incluindo a IL-6 e TNF-α. Foi 

hipotetizado que o miR-155 poderia aumentar diretamente os níveis de TNF-α, aumentando 

a estabilidade transcricional por meio da ligação à região 3'UTR. Alternativamente, o miR-

155 poderia ter como alvo os transcritos de genes que codificam proteínas conhecidas por 

serem repressoras da tradução de TNF-α. Dessa forma, a via de miR-155/SHIP-1 pode ser 

parcialmente responsável pela ativação pró-inflamatória excessiva de células mielóides. 



 57 

Entretanto, não se podem excluir outros papéis possíveis para alvos regulados pelo 

miRNA-155 (Kurowska-Stolarska et al., 2011). 

As possíveis funções dos miRNAs nos eventos clínicos da AF ainda não estão bem 

estabelecidas e poucos estudos são encontrados na literatura. Em 2008, Chen et al. 

demonstraram que a expressão de miRNAs em eritrócitos de indivíduos normais e de 

pacientes com AF exibiam diferença significativa. Em outro estudo no ano de 2010, o 

grupo liderado pelo pesquisador Chi analisou a expressão de miRNAs de eritrócitos para 

identificar um grupo de pacientes com DF que apresentava um fenótipo de anemia mais 

grave. Nesse estudo foi observado que a expressão aumentada do miR-144 no eritrócito 

estava associada a quadro de anemia mais intenso e, nesse sentido, foi postulado um 

mecanismo para explicar esta associação. A expressão aumentada do miR-144 leva a uma 

diminuição da expressão do seu alvo, o fator de transcrição NRF2 (fator nuclear eritróide 2 

relacionado ao fator 2). Sob estresse oxidativo, o NRF2 liga-se ao elemento de resposta 

antioxidante (ARE), encontrado nos promotores de genes essencialmente envolvidos na 

resposta ao estresse oxidativo. A ligação do NRF2 ao ARE é importante para a expressão 

coordenada de enzimas antioxidantes, tais como superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), glutationa peroxidase 1 (GPX1) e glutationa (GSH). A expressão regulada pelo 

NRF2 dos genes associados ao ARE, especialmente aqueles envolvidos na biossíntese e 

reciclagem da GSH, demonstrou ser importante para a sobrevivência das células durante o 

estresse oxidativo em vários modelos in vivo e in vitro. Assim, como consequência da 

redução da expressão do NRF-2, é observada a diminuição dos genes-alvo importantes para 

a tolerância ao estresse oxidativo, especialmente, em ambientes sob estresse elevado, como 

observado nas DF. Desse modo, esse desequilíbrio pode explicar a capacidade antioxidante 

comprometida, a suscetibilidade ao estresse oxidativo, a hemólise e a anemia grave 
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observada nesses pacientes. Em conjunto, os resultados sugerem que os miRNAs eritróides 

podem servir como moduladores genéticos da DF e podem fornecer novas evidências para 

a heterogeneidade clínica observada nessa doença (Sangokoya et al., 2010). 

A classe dos miRNAs está emergindo como fator na fisiopatologia de diversas 

doenças e, o fato de um único miRNA modular diferentes vias regulatórias 

simultaneamente, torna-os candidatos a moduladores em potencial. Portanto, uma melhor 

compreensão da complexa natureza das interações dos miRNAs com múltiplas vias 

inflamatórias pode fornecer a identificação de alvos e o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas. 
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OBJETIVO GERAL 

Avaliar se os genótipos da Hp podem influenciar o estado inflamatório na AF por 

meio da comparação dos níveis de determinados parâmetros a ele relacionados, em 

amostras de pacientes adultos acompanhados no Hemocentro de Pernambuco (HEMOPE).  

 

Objetivos específicos 

Comparar os parâmetros abaixo relacionados entre os três grupos de pacientes 

subdivididos de acordo com os genótipos da Hp: 

 Níveis plasmáticos/séricos e/ou taxas de expressão gênica dos mediadores 

inflamatórios IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-, do mediador anti-inflamatório IL-10 e 

da CRP; 

 Níveis séricos das moléculas de adesão sVCAM-1, sICAM-1 e sL-selectina;  

 Concentração plasmática dos marcadores vasculares FvW:Ag e Dímeros-D;  

 Taxas de expressão gênica da HP e do miR-155 em células mononucleares; 

 Dados clínicos e laboratoriais (hematológicos e bioquímicos); 

 Presença do polimorfismo CCR532. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 
_________________________________________________________________________ 
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3.1 CASUÍSTICA 

Para este estudo foram convocados, no período de 11 de janeiro a 09 de fevereiro de 

2010, noventa e dois (n=92) pacientes com AF, previamente genotipados em relação ao 

gene HP (Santos et al., 2011), em seguimento no Ambulatório de Hemoglobinopatias do 

Hospital HEMOPE. Eles encontravam-se em fase estável da doença, na ausência de 

infecções ou de processos inflamatórios. Os critérios de exclusão foram a transfusão 

sanguínea nos últimos três meses antecedentes à avaliação e/ou terapia com Hidroxiureia. 

Dessa forma, procurou-se estratificar os pacientes de acordo com os genótipos Hp1-1, Hp2-

1 e Hp2-2 de forma proporcional, podendo assim, ser consideradara uma amostragem de 

conveniência. A idade dos pacientes variou entre 18-54 anos (com mediana de 27 anos), 

sendo 51 deles do sexo masculino (55,4%) e 41 do sexo feminino (44,6%). Em relação aos 

genótipos da Hp, 27 pacientes eram Hp1-1 (29,35%), 37 Hp2-1 (40,22%) e 28 Hp2-2 

(30,43%). 

O diagnóstico laboratorial da HbS foi realizado no Laboratório de 

Hemoglobinopatias do Hospital HEMOPE, que é um dos mais importantes centros de 

referência no atendimento e na investigação dos pacientes com DF no país, e baseou-se no 

eritrograma, na eletroforese de Hb em pH alcalino e na Cromatografia Líquida de Alta 

Performance (HPLC – VARIANT II / BIO-RAD, CA, EUA); a HbS foi confirmada pelo 

teste de solubilidade em tampão fosfato 2,4M na presença de ditionito de sódio (Dacie e 

Lewis, 2006). 

3.2 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) para Estudos em 

Seres Humanos da Fundação HEMOPE em 22/07/2009, sob o registro de nº 001/2009, de 
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acordo com o previsto na resolução nº 196/96 do Conselho Nacional de Saúde (CNS) 

(Anexo 1). 

Os pacientes que concordaram em participar do estudo assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelo CEP. 

3.3 SEPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

A separação das amostras dos pacientes foi realizada no Laboratório de 

Hemoglobinopatias do Hospital Hemope. As amostras de sangue dos 92 pacientes foram 

coletadas em tubos de coleta contendo o anticoagulante apropriado, centrifugadas de acordo 

com a exigência para cada tipo de material, em até trinta minutos após a coleta. 

 Separação do plasma em EDTA: 

As amostras foram coletadas em tubo (5,0 ml) contendo EDTA como 

anticoagulante, centrifugadas por 15 minutos a 1000g, aliquotadas e armazenadas em 

freezer -80ºC até a realização dos ensaios. 

 Separação do plasma em citrato: 

As amostras foram coletadas em tubo (5,0 ml) contendo citrato de sódio como 

anticoagulante, centrifugadas por 20 minutos a 3000 rpm, aliquotadas e armazenadas em 

freezer -80ºC até a realização dos ensaios. 

 Separação do soro: 

As amostras foram coletadas em tubo seco (9,0 ml), sem anticoagulante, 

centrifugadas a 1000g por 15 minutos, aliquotadas e armazenadas em freezer -80ºC até a 

realização dos ensaios. 

 Isolamento de células mononucleares e polimorfonucleares do sangue 

periférico: 
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As amostras de DNA dos pacientes foram extraídas previamente, por Santos et al. 

(2011), a partir dos leucócitos do sangue periférico, pelo método orgânico (fenol-

clorofórmio) (Davis et al., 1986).  Os genótipos da Hp desses pacientes foram determinados 

previamente por Santos et al. (2011), a partir da amplificação seletiva dos diferentes alelos, 

conforme descrito por Yano et al. (1998) (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose mostrando a amplificação dos produtos 

específicos para cada alelo da Hp. Legenda: M - Marcador de peso molecular ladder 100 pb 

(Fermentas); C: Controle HP2, HP1S, HP1F; P1: Paciente 1 - Hp2-1S; P2: Paciente 2 – 

Hp1S-1F; P3: Paciente 3 – Hp2-1S. 

3.4.2 Coleta dos dados clínicos e laboratoriais  

Os dados clínicos e laboratoriais dos pacientes foram obtidos dos prontuários 

médicos, conforme roteiro estruturado para essa apreciação (Anexo 2). A dosagem 

plasmática de creatinina foi realizada pelo método de Jaffé (Roche, Basiléia, Suíça), 

especificamente para a pesquisa e, com base nessa dosagem, foi determinada a estimativa 

da Taxa de Filtração Glomerular (eTFG), calculada pela fórmula do MDRD (Modified Diet 

in Renal Disease) utilizando-se três parâmetros: [eTFG (ml/min/1,73m2) = 175 x 

(creatinina sérica)-1,154 x (idade)-0,203 x 0,742 (se mulher)] (Haymann et al., 2010). Para as 
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comparações estatísticas, a insuficiência renal foi definida como eTFG <60 ml/min/1,73m2 

e hiperfiltração renal como eTFG >130 ml/min/1,73m2 e >140 ml/min/1,73m2 para 

mulheres e homens, respectivamente (Haymann et al., 2010). 

3.4.3 Dosagens séricas das moléculas de adesão 

As moléculas de adesão (sVCAM-1, sICAM-1 e sL-Selectina) foram dosadas por 

kit comercial de ELISA (Quantikine ELISA Kits, R&D Systems, Minneapolis, EUA) de 

acordo com as instruções do fabricante, nos 92 pacientes com AF. 

3.4.4 Dosagens plasmáticas/séricas de IL-1, IL-6, IL-8 e TNF- 

As citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-) foram dosadas por kit comercial de ELISA 

(Quantikine High Sensitivity ELISA Kits, R&D Systems, Minneapolis, EUA) de acordo 

com as instruções do fabricante, nos 92 pacientes com AF. Já a quimiocina (IL-8) foi 

quantificada por outro kit comercial de ELISA (Elisa Kit II, BD, San Diego, EUA). 

3.4.5 Pesquisa da deleção do CCR532 

A pesquisa da deleção CCR532 foi realizada por PCR, para a qual foram 

desenhados e sintetizados primers específicos para a região que flanqueia a deleção, no 

gene CCR5 (CCR532_F e CCR532_R). As sequências dos primers constam na Tabela 

1. 

Tabela 1: Sequências dos primers utilizados para determinar a deleção de 32 pb no gene o 

polimorfismo CCR532. 

Primer Sequência de oligonucleotídeos (5’- 3’) 

CCR532_F CTTGGGTGGTGGCTGTGTTT 

CCR532_R AGTTTTTAGGATTCCCGAGTAGC 
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citrato de sódio como anticoagulante. Os ensaios foram realizados no Laboratório de 

Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP. 

As microplacas de poliestireno com 96 poços de fundo U (NUNC) foram cobertas 

com 125,0 μl de anticorpo de coelho anti-von Willebrand (anticorpo de captura) diluído em 

tampão de sensibilização, na concentração final de 7 μg/ml por 12 horas à 4ºC. Os poços 

das placas foram lavados 4 vezes com 200,0 μl de tampão de lavagem, e em seguida, foram 

adicionados 170,0 μl do tampão de cobertura na placa que foi incubada por 1 hora sob 

agitação a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas 4 vezes com 

200,0 μl de tampão de lavagem, com o intuito de remover o excesso de albumina presente 

no tampão de cobertura. Para dosar o antígeno do FvW foi realizada uma curva de 

calibração, com concentrações progressivas de um calibrador de valor conhecido para 

FvW:Ag que variavam de 6,25-100%, supondo que o calibrador tenha como referência 

100% para FvW. Em cada poço da microplaca foi colocado 100,0 μl das diluições da curva 

de calibração, dos controles normal e patológico e do plasma dos pacientes, todos em 

duplicata, e incubados por 3 horas sob agitação a temperatura ambiente. Após essa 

incubação, as placas foram lavadas novamente e, em seguida, 100,0 μl de anticorpo de 

coelho anti-von willebrand conjugado com peroxidase e diluído com tampão do conjugado 

(1/8000), foram adicionados em cada poço, incubando-se as microplacas por 1 hora a 

temperatura ambiente. Ao final dos 60 minutos, as placas foram lavadas e a cada poço foi 

adicionado um volume de 100,0 μl de OPD diluído em tampão de substrato. As placas 

ficaram sob agitação e protegidas da luz e após 15 minutos a reação foi bloqueada com a 

adição de 50,0 μl de ácido sulfúrico. Em seguida, foi realizada a leitura das microplacas no 

leitor de ELISA em um comprimento de onda de 492 nm. 
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3.4.7 Ensaio para determinação dos Dímeros-D 

Os Dímeros-D são os produtos terminais de degradação do coágulo de fibrina, 

sendo os únicos que realmente certificam a presença da fibrina estabilizada. A dosagem dos 

Dímeros-D tem uma importância particular no diagnóstico de exclusão da doença 

tromboembólica venosa. Associado a estudos de probabilidade clínica, uma concentração 

inferior a um limiar pré-determinado por esses estudos, permite excluir a presença de uma 

trombose venosa profunda ou de uma embolia pulmonar em pacientes não hospitalizados 

com suspeita dessas manifestações clínicas. Por outro lado, várias situações fisiológicas ou 

clínicas podem levar a um aumento dos Dímeros-D, independentemente do aparecimento 

de trombose, destacando-se a reação inflamatória, comumente presente na AF. Visto isso, o 

intuito da dosagem dos Dímeros-D é a sua possível utilização, em associação a eventos 

clínicos e dados laboratoriais, como marcador inflamatório da referida doença. 

Para a dosagem quantitativa dos Dímeros-D nos pacientes com AF foi utilizado o 

kit VIDAS® D-Dimer ExclusionTM (bioMérieux, Marcy l'Etoile, França) que permite a 

determinação imunoenzimática (ELFA - Enzyme Linked Fluorescent Assay) dos produtos 

de degradação da fibrina no plasma humano, obtidos a partir das amostras de sangue 

coletadas em tubo contendo citrato de sódio como anticoagulante. O princípio do teste está 

fundamentado em duas etapas com detecção final da fluorescência, realizadas 

automaticamente no aparelho miniVIDAS® Biomérieux. Na primeira etapa, a amostra é 

transferida para um poço que contém anticorpo monoclonal anti-Dímeros-D adsorvido na 

sua superfície, marcado com fosfatase alcalina. A amostra misturada ao conjugado é 

aspirada e dispensada várias vezes no cone a fim de aumentar a velocidade de reação. 

Dessa forma, é possível a ligação do antígeno às imunoglobulinas fixadas no cone e, por 

outro lado, ao conjugado, formando assim um sandwich. Na segunda etapa, os poços são 



 73 

saturados por aspiração e liberação do conjugado, seguida de lavagem para eliminar os 

componentes não fixados. Durante a etapa final de revelação, o substrato (4-metil-

umbeliferil fosfato) é aspirado e dispensado no cone e catalisado pela enzima do conjugado, 

gerando um produto (4-metil-umbeliferona) cuja fluorescência é medida a 450nm. O valor 

do sinal é proporcional à concentração do antígeno presente na amostra. Após a finalização 

dos testes, os resultados são calculados automaticamente pelo sistema em relação a duas 

curvas de calibração. 

Os ensaios foram realizados no Laboratório de Hematologia da Divisão de Patologia 

Clínica do Hospital de Clínicas da UNICAMP.  

3.4.8 Determinação da concentração sérica da proteína C reativa (CRP)  

A CRP é uma proteína de fase aguda clássica, que tem seus níveis séricos 

aumentados em decorrência de múltiplos fatores, geralmente relacionados a processos 

inflamatórios e infecciosos, sendo considerados normais níveis séricos inferiores a 10 mg/L 

(Ramamoorthy et al., 2012). 

O soro para dosagem da CRP foi obtido durante o processo de separação das 

amostras de sangue. Antes do início do procedimento as amostras foram descongeladas à 

temperatura ambiente e centrifugadas para eliminar o excesso de lipídeos, e transferidas 

para tubos de 1,5 mL. A dosagem da CRP foi realizada pela técnica de imunonefelometria 

no nefelômetro BN II (Dade Behring, Marburg, Alemanha), utilizando o kit N High 

Sensitivity CRP (Dade Behring), constituído por partículas de poliestireno revestidas com 

anticorpo monoclonal de rato contra CRP humana. 

A técnica de nefelometria baseia-se na dispersão da luz ao interagir com complexos 

antígeno-anticorpo. Dessa maneira, as amostras são colocadas em cuvetas contendo as 
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partículas revestidas com anti-CRP humana e os anticorpos interagem com a CRP presente 

no plasma, ocorrendo a formação de imunocomplexos. Um feixe de luz é dirigido para a 

cuveta que, ao encontrar os imunocomplexos, é desviada e dispersada. A intensidade de luz 

dispersada é proporcional à quantidade de imunocomplexos presentes na cuveta, sendo 

possível obter a concentração de antígeno através da utilização de uma curva de referência 

criada a partir de um padrão com concentrações conhecidas do antígeno e o sinal de luz 

disperso por cada uma dessas concentrações. 

Os ensaios foram realizados no Laboratório de Imunologia da Divisão de Patologia 

Clínica do Hospital de Clínicas da UNICAMP. 

3.4.9 Extração e quantificação de RNA 

As amostras de RNA das células mononucleares e polimorfonucleares dos pacientes 

foram extraídas com a utilização do reagente TRIzol (Invitrogen, Life Technologies, 

Carlsbad, EUA), conforme recomendações do fabricante. A quantificação e a pureza das 

amostras de RNA foram determinadas com o espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 

(NanoDrop Techonologies, Inc., Rockland, EUA) e em seguida, as amostras foram 

armazenadas em freezer -80ºC e, posteriormente, submetidas a síntese de DNA 

complementar (cDNA). 

3.4.10 Síntese de DNA complementar (cDNA) 

Inicialmente, as amostras de RNA (2 μg) foram tratadas com a enzima DNase I 

(Invitrogen, Life Technologies). O tratamento consistiu na adição de 0,1 U de DNase I, 

DNase I Reaction Buffer 1X (200 mM Tris-HCl, 20 mM MgCl2, 500 mM KCl2) e água 

suficiente para um volume final de 10,0 μl de reação. As amostras foram incubadas por 15 

minutos a temperatura ambiente, para remoção de DNA contaminante e, posteriormente, a 
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reação foi bloqueada pela adição de 2,27 mM de EDTA sob incubação a 65°C por 5 

minutos. Após esse tratamento, as amostras foram submetidas à síntese cDNA com a 

utilização do kit RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas Life 

Sciences, Amherst, EUA). Essa etapa teve início com a adição de 5,0 M do oligo [dT]18, 

Reaction Buffer 1X, 1,0 U de RiboLockTM RNase inhibitor, 1,0 mM de dNTP mix e 10,0 U 

de RevertAidTM H Minus M-MuLV Reverse transcriptase.  A reação ocorreu por 60 minutos 

a 42°C, seguida de 5 minutos a 70°C. Ao término dessa etapa, os transcritos foram 

quantificados e armazenados a -80ºC. 

3.4.11 Verificação da síntese de cDNA 

As amostras de cDNA, transcritas de acordo com o protocolo acima, foram 

submetidas a uma reação de PCR para amplificação de um fragmento de 640 pb do gene da 

beta actina (ACTB), com a finalidade de verificar a qualidade do cDNA transcrito. As 

reações foram realizadas no termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, Life Technologies, Foster City, EUA), durante 35 ciclos (94ºC por 30 

segundos, 58ºC por 45 segundos e 72ºC por 40 segundos) contendo 1,0 μL de cDNA 

(aproximadamente 1μg), tampão da Taq DNA Polimerase 1X, 1,5 mM de MgCl2, 0,3 mM 

de dNTP, 200 nM de cada primer para o gene ACTB: ACTB_F (5’- 

AAGAGATGGCCACGGCTGCT –3’) e ACTB_R (5’- TCGCTCCAACCGACTGCTGT – 3’), 

0,03 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e H2O destilada para um volume final de 50,0 

μL. Os produtos amplificados foram submetidos à separação eletroforética em gel de 

agarose 1,5%, corado com brometo de etídio, e os fragmentos foram visualizados sob 

transiluminação com UV, de acordo com a Figura 11.  
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Figura 11: Amplificação de um fragmento de 640 pb do gene ACTB de amostras de cDNA 

dos monócitos de pacientes com AF. 

3.4.12 PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

A PCR quantitativa em tempo real (qPCR) é uma técnica bastante utilizada para 

avaliar a expressão gênica e está fundamentada no monitoramento da fluorescência emitida 

durante a reação de PCR, através da ligação de uma sonda ou de um agente intercalante de 

DNA de dupla fita. 

O sistema de detecção utilizado foi o SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosytems, Life Technologies, Foster City, EUA), que contêm todos os reagentes 

necessários para a PCR (dNTP’s, MgCl2, tampão, AmpliTaq Gold), além do agente 

intercalante (SYBR Green).  

3.4.13 Desenho dos primers para a reação de qPCR 

Uma atenção especial deve ser dispensada no desenho dos primers para garantir a 

especificidade e reprodutibilidade da reação de qPCR. Dessa forma, alguns cuidados devem 

ser considerados como, por exemplo, a localização dessas sequências nos genes, o tamanho 

e porcentagem de GC do amplicon, que estão diretamente relacionados com o TM esperado 

para o produto, o que garante a especificidade da reação. Os primers foram desenhados 

(Tabela 2) com a utilização do software Primer Express (Applied Biosytems, Life 
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Technologies, Foster City, EUA) e a análise das sequências foram complementadas com a 

utilização dos programas Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) e Gene Runner. 

Tabela 2: Sequências dos primers utilizados para a avaliação da expressão gênica.  

Primers Sequência dos primers 
Tamanho do 
fragmento 

IL-1_RT_F 5'   CAGGGACAGGATATGGAGCA  3' 
106 pb 

IL-1_RT_F 5'   GATTCTTTTCCTTGAGGCCC  3' 

IL-6_RT_F 5’   CCAGGAGCCCAGCTATGAAC   3’ 
64 pb 

IL-6_RT_R 5’    CCCAGGGAGAAGGCAACTG  3’ 
IL-8_RT_F 5'     CTCTCTTGGCAGCCTTCCTG    3' 

71 pb 
IL-8_RT_R 5'     TTCTTTAGCACTCCTTGGCAAA   3' 

IL-10_RT_F 5'  CTGAGAACCAAGACCCAGACATC   3' 
98 pb 

IL-10_RT_R 5'  AAGAAATCGATGACAGCGCC   3' 

TNF-_RT_F 5'   GGCCCAGGCAGTCAGATCA  3' 
143 pb 

TNF-_RT_R 5'   CTCTCAGCTCCACGCCATTG  3' 

HP_RT_F 5’   GCTGTCATTGCCCTCCTGC   3’ 
82 pb 

HP_RT_R 5’   AGCCGTCATCTGCGATATCC   3’ 
ACTB_RT_F 5’- AGGCCAACCGCGAGAAG-3’  

79 pb 
ACTB_RT_R 5’- ACAGCCTGGATAGCAACGTACA-3’  

GAPDH_RT_F 5’- GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’  
89 pb 

GAPDH_RT_R 5’- CCACTTGATTTTTGGAGGGATCT-3’  
 

3.4.14 Padronização da concentração dos primers 

Na reação de qPCR, a concentração ótima de primer deve ser a mínima suficiente 

para permitir que o gene de interesse apresente o menor Cq (Quantification Cycle), 

indicando que o gene foi amplificado mais precocemente. Nessa padronização, utilizando a 

mesma quantidade de amostra, foram realizadas reações para cada um dos conjuntos de 

primers nas concentrações finais de 70 nM, 150 nM e 300 nM. Na Tabela 3 podemos 

observar as concentrações dos primers padronizadas. 
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Tabela 3: Concentração dos primers e eficiência obtida para a reação de qPCR.  

Primer Concentração utilizada Eficiência da reação 

IL-1 300 nM 99,35% 

IL-6 70 nM 99,9% 

IL-8 150 nM 99,6% 

IL-10 70 nM 99,9% 

TNF- 150 nM 99,7% 

HP 150 nM 99,5% 

ACTB 150 nM 99,4% 

GAPDH 150 nM 99,8% 

 

3.4.15 Eficiência da reação de qPCR 

A eficiência da reação de qPCR está diretamente relacionada à confiabilidade e a 

reprodutibilidade. Dessa forma, para atingi-los são necessárias condições ótimas de reação, 

ou seja, as amplificações devem apresentar 100% de eficiência a cada ciclo da reação de 

PCR. Nesta etapa, utilizamos a concentração que foi padronizada anteriormente e variamos 

a concentração da amostra. A eficiência de amplificação é calculada a partir da seguinte 

fórmula: 10(-1/slope), sendo que o slope significa o coeficiente de inclinação da curva e, 

quando aplicado à fórmula de eficiência, o desejado é que o valor obtido seja próximo de 2, 

significando que a cada ciclo de amplificação o produto gerado foi duplicado e isso 

equivale a 100% de eficiência. As curvas de eficiência dos primers padronizados para esse 

estudo encontram-se na Figura 12, enquanto que a eficiência de reação para cada conjunto 

de primer encontra-se na Tabela 3. 
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                   ACTB                                GAPDH                                  IL1- 

 
                    IL-6                                     IL-8                                      IL-10 

 
                 TNF-                                      HP 

 
 
Figura 12: Análise da eficiência da reação de amplificação. 

 

 

Slope = -3,336 

Slope = -3.333 

Slope = -3,328 Slope = -3,338 

Slope = -3,338  Slope = -3,332 Slope = -3,324 

Slope = -3,328 
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3.4.16 Reação de qPCR 

As reações foram realizadas em placas de 96 poços com tampas ópticas que 

permitem a passagem da luz e os ensaios foram realizados em duplicata, em um volume 

total de 12,0 μL, contendo: 1X SYBR Green, a concentração adequada para cada conjunto 

de primer (Tabela 3) e 5,0 ng/μL da amostra de cDNA. Para verificar a qualidade da reação 

no que se refere principalmente a contaminantes foram utilizados controle-negativos, sem 

adição de amostra (NTC – no template controls). As condições de ciclagem foram as 

seguintes: 95ºC por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 

1 minuto. Ao término da reação, uma etapa de 20 minutos foi adicionada, na qual a 

temperatura foi elevada de forma gradual de 60ºC para 95ºC. Nesta etapa, denominada 

Melting curve, ocorre a desnaturação do produto amplificado e, consequentemente, a 

redução da emissão de fluorescência pelo SYBR Green, fornecendo informações que 

asseguram a especificidade da reação. 

A detecção da amplificação foi realizada no equipamento 7500 Fast Real-time PCR 

System (Applied Biosytems, Life Technologies, Foster City, EUA) e os dados obtidos 

foram gerados em gráficos de fluorescência versus número de ciclos. O equipamento faz a 

detecção da fluorescência a cada ciclo de amplificação, permitindo assim, a visualização 

em tempo real de cada fase da reação (exponencial, linear e platô). Inicialmente, um limiar 

de detecção é estabelecido (Threshold), o qual deve ser posicionado na região de 

amplificação exponencial, definida como melhor eficiência da reação, e serve como 

referência onde todas as amostras possuem a mesma intensidade de fluorescência. O ciclo 

em que cada curva de amplificação ultrapassa o threshold é denominado de Cq, permitindo 

assim, a comparação entre amostras. Os gráficos gerados permitem analisar a qualidade da 
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assay Kit (Life Technologies) que contém o primer para a conversão específica do miRNA 

de interesse. 

3.4.17 Expressão do miRNA-155 através da qPCR   

A determinação da expressão gênica dos miRNAs  foi realizada no equipamento 

StepOne PlusTM Real-Time PCR System (Life Technologies). Para a detecção da 

amplificação dos miRNAs foram realizadas reações em duplicatas utilizando o sistema de 

detecção TaqMan® miRNA Assay (Life Technologies), no qual uma sonda hibridiza às 

sequências específicas nos fragmentos amplificados pela PCR. Essa sonda apresenta um 

fluoróforo em uma das extremidades (reporter) e na outra uma molécula que absorve a 

fluorescência emitida (quencher). No processo de amplificação, após hibridização, a sonda 

é degradada devido à atividade exonuclease 5´  3´da Taq DNA polimerase, separando o 

quencher da molécula fluorescente durante a extensão aumentando dessa forma, a 

intensidade da fluorescência captada pelo equipamento.  

Todas as amostras foram ensaiadas em 12,0 l de volume final, sendo 6,0 l do 

reagente TaqMan® 2X Universal PCR MasterMix, 3,0 l mix da amostra de cDNA (5,0 

ng/l de concentração final) e 3,0 l mix TaqMan® miRNA Assay. Em todas as placas 

foram pipetados os NTC’s. As reações foram realizadas em placas de 96 poços e o 

programa foi iniciado a 95°C/10 minutos com a finalidade de ativar a AmpliTaq Gold, 

seguido de 40 ciclos nas seguintes condições: 95°C/15 segundos e 60°C/1 minuto. Os 

miRNAs U47 e U48 foram utilizados como normalizadores da expressão para todas as 

amostras analisadas. A Tabela 4 apresenta as sequências dos miRNAs analisados. 
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Tabela 4: Sequências dos miRNAs utilizados no ensaio de expressão. 

miRNAs Sequência dos miRNAs 
Assay 

(Life Technologies) 

U47 
TAATGATTCTGCCAAATGAAATATAATGATATC

ACTGTAAAACCGTTCCATTTTGATTCTGAGGT 
001223 

U48 
GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCTGA

TGCCATCACCGCAGCGCTCTGACC 
001006 

miR-155 *UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU 002623 

*sequência do miRNA maduro. 

3.4.18 Análise dos dados da qPCR 

A expressão dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, ou seja, os 

valores de expressão são normalizados em relação aos genes de referência. Dessa forma, 

foram utilizados os genes ACTB e GAPDH para os genes IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF- 

e HP, e U47 e U48, para o miR-155.  

O programa geNorm (Vandesompele, et al., 2002) foi utilizado para o cálculo da 

média geométrica entre os genes de referência, resultando no denominado Fator de 

Normalização (FN) da amostra. A expressão do gene de interesse foi estimada pela razão 

entre o valor de Q (Quantificação relativa) pelo FN da amostra. Dessa forma, o valor obtido 

foi expresso em unidades arbitrárias (UA). 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As análises descritivas foram realizadas com apresentação de tabelas de frequências 

para variáveis categóricas e medidas de posição e dispersão para variáveis numéricas. O 

teste Qui-quadrado foi utilizado para comparar proporções. A distribuição dos valores de 

variáveis não-gaussianas em cada grupo de pacientes (Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2) foram 
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comparados utilizando o teste não paramétrico de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis, 

entre 2 ou 3 grupos, respectivamente. Por fim, para identificar fatores de risco para a 

manifestação clínica de úlcera de perna foi utilizada a análise de regressão de Cox 

univariada e múltipla. O processo de seleção de variáveis empregado foi o stepwise (passo-

a-passo). O valor considerado estatisticamente significativo para os testes foi de 5%. As 

comparações estatísticas foram realizadas sob orientação da Assessoria de Estatística da 

Câmara de Pesquisa da FCM/UNICAMP e os softwares utilizados para as análises foram o 

SAS System for Windows, versão 9.2 (SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, EUA) e o 

SPSS (version 16), enquanto que os gráficos foram plotados com a utilização do software 

Graph Pad Instat. 
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4.1 Descrição geral dos pacientes e das variáveis  

A Tabela 5 apresenta a distribuição dos 92 pacientes em relação aos genótipos da 

Hp, idade e gênero. 

Tabela 5: Distribuição dos 92 pacientes com AF pelos genótipos da Hp, idade e gênero. 

Genótipos da Hp Números de pacientes (%) 

Hp1-1 27 (29,35%) 

Hp2-1 37 (40,22%) 

Hp2-2 28 (30,43%) 

Idade (18-54 anos) Números de pacientes (%) 

< 27* 44 (47,8%) 

≥ 27 48 (52,2%) 

Idade 

Genótipos da Hp 

Hp1-1 Hp2-1 Hp2-2 p-valor 

Média 29,3 29,6 29,1 0,8 
Mediana 26 29 27 

Gênero Números de pacientes (%) 

Feminino 41 (44,6%) 

   Masculino 51 (55,4%) 

Gênero 
Genótipos da Hp 

Hp1-1 Hp2-1 Hp2-2 p-valor 

Feminino 10 (24,4%) 17 (41,5%) 14 (34,1%) 0,6 
Masculino 17 (33,3%) 20 (39,2%) 14 (27,5%) 

*Mediana da idade = 27 anos 
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Dentre as variáveis analisadas estão: as dosagens plasmáticas/séricas das citocinas, 

CRP, moléculas de adesão, marcador de disfunção endotelial e de hipercoagulabilidade, e 

as expressões gênicas. 

Para o grupo total de pacientes (n=92) foram calculadas as medianas das variáveis 

em estudo, as quais são relatadas nas tabelas descritivas (Tabelas 6, 7 e 8). 

Tabela 6: Dosagens plasmáticas/séricas de IL-1β, IL-6, IL-8, TNF- e da CRP e a taxa de 

expressão gênica de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-, Hp e do miR-155. 

Dosagens 

plasmáticas 

n Mediana (min-max) 
Intervalos interquartis 

P25 P75 

Il-1 (pg/ml) 86 0,37 (0,01-14,88) 0,17 0,99 

IL-6 (pg/ml) 92 3,00 (0,33-31,77) 2,09 5,04 

IL-8 (pg/ml) 92 7,08 (0,15-191,35) 2,92 13,35 

TNF- (pg/ml) 91 1,37 (0,15-16,03) 0,98 2,26 

CRP (mg/dl) 92 0,47 (0,037-5,30) 0,25 0,95 

Dosagens 

plasmáticas 

n Mediana (min-max) 
Intervalos interquartis 

P25 P75 

Il-1 89 0,08 (0,004-3,71) 0,02 0,26 

IL-6 89 0,03 (0,002-3,17) 0,01 0,21 

IL-8 89 0,22 (0,002-15,51) 0,08 0,61 

IL-10 89 0,31 (0,034-7,82) 0,15 0,76 

TNF- 89 0,15 (0,032-3,39) 0,09 0,34 

HP 92 0,25 (0,010-5,96) 0,14 0,50 

miR-155 92 0,50 (0,15-1,67) 0,34 0,68 
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Tabela 7: Dosagens séricas das moléculas de adesão sVCAM-1, sICAM-1 e sL-Selectina.  

Moléculas 

 de adesão 
n Mediana (min-max) 

Intervalos Interquartis 

P25 P75 

sVCAM-1(ng/ml) 92 1011,27 (487,3-4777,5) 770,1 1456,0 

sICAM-1(ng/ml) 88 236,39 (73,8-908,4) 167,8 346,9 

sL-selectina(ng/ml) 92 1378,88 (786,6-2944,9) 1183,0 1564,0 

 

Tabela 8: Dosagens dos marcadores de disfunção endotelial (FvW:Ag) e de 

hipercoagulabilidade (Dímeros-D).  

Marcadores 

vasculares 
n Mediana (min-max) 

Intervalos Interquartis 

P25 P75 

FvW:Ag (%) 92 159,39 (65,5-406,9) 131,6 240,7 

Dímeros-D (ng/ml) 92 1521,93 (250,0-8441,8) 1055,0 2103,0 

 

4.3 Descrição dos eventos clínicos 

A Tabela 9 resume a frequência dos eventos clínicos relatados nos prontuários dos 

92 pacientes com AF. No entanto, uma das dificuldades encontradas durante a coleta de 

dados foi a heterogeneidade das informações clínicas e, não obstante os inúmeros registros 

médicos avaliados, a ausência de algumas das informações procuradas. Assim, os dados 

mostrados na Tabela 9 foram aqueles coletados de modo homogêneo para todos os 

pacientes, ou seja, a maioria dos pacientes possuía algum registro médico sobre o evento 

específico.  

Ao comparar as frequências de complicações clínicas dos pacientes por nós 

estudados com aquelas relatadas em outros levantamentos disponíveis na literatura 
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(Adeyoju et al., 2002; Haymann et al., 2010; Ballas et al., 2012), verifica-se que algumas 

delas foram menores na presente casuística, o que, se não for uma característica da própria 

população, é provavelmente resultante do subdiagnóstico ou da falha no registro médico. 

Diante desse impasse, optamos por avaliar apenas os dados relativos às úlceras de perna, 

cuja identificação é inequívoca.  

Tabela 9: Prevalência dos eventos clínicos distribuídos entre os 92 pacientes com AF. 

Evento Clínico Número de pacientes (%) 

CVO 44 (47,8%) 

Priapismo* (n=51) 7 (13,7%) 

NACF 12 (13,0%) 

Colelitíase**(n=83) 54 (65,1%) 

AVE 5 (5,4%) 

Pneumonia 35 (38,0%) 

Úlceras de perna 19 (20,7%) 

CVO: Crise Vaso-oclusiva (relato de pelo menos um evento no ano de 2010); Priapismo* Condição apenas 
para pacientes do sexo masculino; NACF: Necrose Asséptica Cabeça Fêmur; Colelitíase**: Dados faltantes 
em 9 pacientes; AVE: Acidente Vascular Encefálico. 

 

4.4 Descrição dos dados laboratoriais 

De modo semelhante às variáveis clínicas, os dados laboratoriais foram obtidos a 

partir da análise dos prontuários médicos dos pacientes, seguindo o roteiro estruturado. 

Contudo, as mesmas dificuldades encontradas durante a coleta dos dados clínicos foram 

observadas, principalmente, no referente ao momento em que haviam sido realizados os 

exames laboratoriais. Assim, os dados abaixo foram coletados de modo homogêneo para 

todos os pacientes, ou seja, a maioria dos pacientes possuía algum exame laboratorial 

recente sobre o dado estudado.   

A Tabela 10 resume as variáveis dos exames laboratoriais dos pacientes com AF.
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Tabela 10: Variáveis laboratoriais coletadas dos prontuários médicos dos pacientes com 

AF. 

Dados 

laboratoriais 
n Média Mediana DP P25 P75 

Hb (g/dL) 88 7,9 7,9 1,24 7,0 8,8 

Ht (%) 90 24,2 23,9 4,2 21,0 26,8 

LEUCO (/mm3) 88 14.258 11.750 16.031 10.300 14.475 

PLT (/mm3) 89 378.607 356.000 132.170 291.500 452.500 

RNI 65 1,11 1,12 0,13 1,03 1,17 

R 48 1,01 0,99 0,16 0,92 1,12 

Uréia (mg/dL) 83 17,56 15,00 8,87 12,0 20,0 

CREA (mg/dL) 92 0,58 0,54 0,20 0,45 0,67 

eTFG (mL/min/1,73m2) 92 163,10 161,54 51,94 122,8 194,0 

URICO (mg/dL) 83 5,39 5,10 1,72 4,0 6,2 

AST (U/L) 87 52,0 45,00 30,83 32,0 61,0 

ALT (U/L) 87 34,0 28,00 26,95 20,0 40,0 

BT (mg/dL) 89 5,25 3,40 7,22 2,5 5,3 

BD (mg/dL) 89 1,32 0,70 4,10 0,48 0,94 

BI (mg/dL) 89 3,83 2,52 4,65 1,73 4,21 

RET (%) 75 9,10 8,40 4,40 6,0 10,8 

LDH (U/L) 67 927,0 816,0 501,5 553,0 1168,0 

HbF (%) 81 8,2 7,20 5,04 4,2 11,0 

n: Número de indivíduos; DP: Desvio Padrão; Intervalos interquartis (P25 e P75); Hb: Hemoglobina (g/dL); 
Ht: Hematócrito (%); LEUCO: Leucócitos (/mm3); PLT: Plaquetas (/mm3); RNI: Referência para Tempo de 
Atividade da Protrombina; R: Razão para o Tempo da Tromboplastina Parcial Ativada; U: Uréia (mg/dL); 
CREA: Creatinia (mg/dL); eTFG: estimativa da Taxa de filtração glomerular (mL/min/1,73m2); URICO: 
Ácido Úrico: (mg/dL); AST: Aspartato aminotransaminase (U/L); ALT: Alanina aminotrasaminase (U/L); 
BT: Bilirrubina Total (mg/dL); BD: Bilirrubina Direta (mg/dL); BI: Bilirrubina Indireta (mg/dL); RET: 
Reticulócitos (%); LDH: Lactato Desidrogenase (U/L); HbF: Hemoglobina Fetal (%). 
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4.6 Dosagens das moléculas de adesão versus genótipos Hp 

As dosagens plasmáticas das moléculas de adesão sVCAM-1, sICAM-1 e sL-

Selectina foram realizadas em amostras de pacientes com AF divididos em três grupos, de 

acordo com os genótipos da Hp, mas nenhuma diferença estatisticamente significativa entre 

os grupos analisados foi obtida (Figura 15).  

A B

C

 

Figura 15: Dosagens plasmáticas das moléculas de adesão sVCAM-1 (A), sICAM-1 (B) e 

sL-Selectina (C) entre pacientes com AF de acordo com o genótipo da Hp. O eixo X 

representa os três diferentes genótipos da Hp e o eixo Y a concentração (ng/mL) das 

variáveis analisadas. Os valores são representados pela média ± EPM; e o teste de Kruskal-

Wallis revelou p-valor > 0,05. 
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4.7 Antígeno do FvW e Dímeros-D versus genótipos Hp         

A dosagem plasmática do FvW:Ag, marcador de disfunção endotelial, foi avaliada 

em amostras de pacientes com AF divididos em três grupos, de acordo com os genótipos da 

Hp, e foi observado que os níveis  estão significativamente diminuídos no grupo de 

pacientes com o genótipo Hp2-2 quando comparados aos grupos Hp1-1 e Hp2-1 (Figura 

16). Por outro lado, a dosagem plasmática dos Dímeros-D, marcador de 

hipercoagulabilidade, também estava diminuída no grupo Hp2-2 em relação aos outros 

grupos, porém a diferença não foi suficiente para alcançar a significância estatística (Figura 

16). 

A B

 

Figura 16: Dosagens plasmáticas do FvW:Ag (%) e do Dímeros-D (µg/ml), em pacientes 

com AF, de acordo com o genótipo da Hp. O eixo X representa os três diferentes genótipos 

da Hp e o eixo Y a concentração plasmática do FvW:Ag (A) (teste de Kruskal-Wallis, 

p=0,018) e a dosagem dos Dímeros-D (B) (teste de Kruskal-Wallis, p=0,55).  Os valores 

são representados pela média ± EPM. Teste de Mann-Whitney em relação ao FvW:Ag 

(Hp1-1 vs Hp2-2, p=0,016) e (Hp2-1 vs Hp2-2, p=0,012). 
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A variabilidade nos níveis plasmáticos do FvW está relacionada ao grupo sanguíneo 

ABO e idade; dessa forma, níveis aumentados dessa glicoproteína são observados tanto 

com a progressão da idade quanto nos indivíduos de grupos sanguíneos não-O. A tipagem 

sanguínea do sistema ABO dos pacientes (n=92), na qual os resultados foram expressos em 

grupo O e grupo não-O, constam na Tabela 11, enquanto o gênero e a idade encontram-se 

na Tabela 5. Esses fatores não representaram influência para as análises aqui realizadas. 

Tabela 11: Distribuição dos pacientes em relação aos grupos sanguíneos (grupo O e não-O) 

entre os genótipos da Hp. 

Grupo Sanguíneo 
Genótipos da Hp 

Hp1-1 Hp2-1 Hp2-2 p- valor 

Grupo O 12 (44,4%) 18 (48,6%) 13 (46,4%) 
0,9 

Grupo não-O 15 (55,6%) 19 (51,4%) 15 (53,6%) 

 

4.8 Expressão gênica das citocinas, quimiocina, HP e miR-155 versus genótipos Hp      

Em dados parciais apresentados no American Society For Cell Biology Congress – 

ASCB 2012 (Santos et al., 2012) foi observada diferença significativa na taxa de expressão 

do miR-155 em polimorfonucleares de pacientes com o genótipo Hp1-1 quando 

comparados ao genótipo Hp2-2 (Figura 17).  
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Figura 17: Expressão do miR-155 em polimorfonucleares de pacientes com AF divididos 

de acordo com os genótipos da Hp (12 pacientes/genótipo). Os valores registados foram 

normalizados em função da expressão do miR-U47 e do miR-U48. Teste de Kruskal-Wallis 

(p=0,009 n=36). Teste de Mann-Whitney (Hp1-1 vs Hp2-1, p=0,06), (Hp2-1 vs Hp2-2, 

p=0,54) e (*Hp1-1 vs Hp2-2, p=0,002). 

A expressão gênica de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-, HP e miR-155 foram 

avaliadas em mononucleares de pacientes com AF divididos em três grupos, de acordo com 

os genótipos da Hp, mas nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

analisados foi obtida (Figura 18). Adicionalmente, uma correlação negativa de fraca 

intensidade entre as expressões do miR-155 e da HP foi observada nessas células. 
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Figura 18: Expressão dos genes IL-1 (A), IL-6 (B), IL-8 (C), IL-10 (D), TNF- (E), HP 

(F) e miR-155 (G) em células mononucleares de pacientes com AF entre os diferentes 

genótipos da Hp. O eixo X representa os genótipos da Hp e o eixo Y a unidade arbitrária de 

expressão (UA). Os valores são representados pela média ± EPM; e o teste de Kruskal-

Wallis revelou p-valor > 0,05. 
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4.9 Dados laboratoriais versus genótipos Hp 

Não foram observadas diferenças significativas entre os genótipos da Hp e os 

dados laboratoriais coletados (hematológicos e bioquímicos). Quanto aos níveis 

plasmáticos de creatinina e dos valores da eTFG, também não foram encontradas diferenças 

significativas (Figura 19). De acordo com os valores da eTFG obtidos com a utilização da 

fórmula simplificada do MDRD (Haymann et al., 2010), observou-se que um paciente 

apresentava a eTFG abaixo de 60 mL/min/1,73m2, sendo, dessa forma, excluído das 

comparações genotípicas para a dosagem de creatinina e da eTFG. Além disso, foi 

observado que 59 dos 91 pacientes [feminino (n=29) e masculino (n=30)], apresentaram 

hiperfiltração glomerular, correspondendo a 64,83% dos pacientes.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Níveis plasmáticos de creatinina (mg/dL) e a eTFG (mL/min/1,73m2), calculada 

pelo método MDRD, em pacientes com AF de acordo com o genótipo da Hp. O eixo X 

representa os genótipos de Hp e o eixo Y a dosagem de creatinina (A) (Teste de Kruskal-

Wallis - p=0,50 - n=91) a eTFG (B) (Teste de Kruskal-Wallis - p=0,86 - n=91). Os valores 

são representados pela média ± EPM. Teste de Mann-Whitney em relação a Creatinina 

(Hp1-1 vs Hp2-1, p=0,69), (Hp2-1 vs Hp2-2, p=0,49) e (Hp1-1 vs Hp2-2, p=0,21) e em 

relação a eTFG (Hp1-1 vs Hp2-1, p=0,93), (Hp2-1 vs Hp2-2, p=0,59) e (Hp1-1 vs Hp2-2, 

p=0,70). 
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Os 91 pacientes foram então estratificados em dois subgrupos, em função da 

mediana da idade: ≥ 27 anos [Hp1-1 (n=11), Hp2-1 (n=21), Hp2-2 (n=15)] e < 27 anos de 

idade [Hp1-1 (n=15), Hp2-1 (n=16), Hp2-2 (n=13)]. Os dados obtidos com essa 

classificação mostraram que pacientes com idade ≥ 27 anos e com o genótipo Hp2-2 

apresentaram menor concentração plasmática de creatinina do que pacientes do mesmo 

subgrupo com o genótipo Hp1-1 (p=0,01). Como consequência, foi observada uma 

tendência  à filtração glomerular mais elevada nos pacientes com o genótipo Hp2-2 quando 

comparados aos pacientes com genótipo Hp1-1 (p=0,08) (Figura 20). Não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os genótipos de Hp no subgrupo de pacientes com idade 

inferior a 27 anos (Figura 21).  

 

 

 

 

 

Figura 20: Níveis plasmáticos de creatinina (mg/dL) (A) e a eTFG (mL/min/1,73m2) (B) 

no subgrupo de pacientes com AF ( ≥ 27 anos) de acordo com os genótipos da Hp. O eixo 

X representa os genótipos de Hp e o eixo Y, a dosagem de creatinina (A) (Teste de 

Kruskal-Wallis - p=0,053, n=47) a eTFG (B) (Teste de Kruskal-Wallis - p=0,15, n=47). Os 

valores estão representados pela média ± EPM. Teste de Mann-Whitney em relação a 

Creatinina (Hp1-1 vs Hp2-1, p=1,0), (Hp2-1 vs Hp2-2, p=0,058) e (Hp1-1 vs Hp2-2, 

p=0,01) e em relação a eTFG (Hp1-1 vs Hp2-1, p=0,32), (Hp2-1 vs Hp2-2, p=0,19) e (Hp1-

1 vs Hp2-2, p=0,08). 
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Figura 21: Níveis plasmáticos de creatinina (mg/dL) (A) e a eTFG (mL/min/1,73m2) (B), 

no subgrupo de pacientes com AF ( < 27 anos) de acordo com o genótipo da Hp. O eixo X 

representa os genótipos de Hp e o eixo Y a dosagem de creatinina (A) (Teste de Kruskal-

Wallis - p=0,29, n=44) a eTFG (B) (Teste de Kruskal-Wallis - p=0,58, n=44). Os valores 

são representados pela média ± EPM. Teste de Mann-Whitney em relação a Creatinina 

(Hp1-1 vs Hp2-1, p=0,30), (Hp2-1 vs Hp2-2, p=0,13) e (Hp1-1 vs Hp2-2, p=0,67) e em 

relação a eTFG (Hp1-1 vs Hp2-1, p=0,51), (Hp2-1 vs Hp2-2, p=0,34) e (Hp1-1 vs Hp2-2, 

p=0,67). 

4.10 Evento clínico úlceras de perna versus parâmetros avaliados 

O histórico de úlceras de perna registrado no prontuário médico dos pacientes foi 

computado nessa análise. Observou-se que 73 pacientes não relatavam essa complicação, 

enquanto no prontuário de 19 pacientes havia o registro desse evento clínico em algum 

momento de suas vidas. A presença de úlcera bilateral foi considerada como evento único. 

A comparação dos pacientes com e sem o histórico de úlceras de perna em função dos 

parâmetros avaliados está apresentada na Tabela 12. 
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Tabela 12: Comparação dos marcadores avaliados entre os pacientes sem e com o histórico 

de úlceras de perna. 

Marcadores 
Sem histórico de 

úlceras de perna (n=73) 

Com histórico de 

úlceras de perna (n=19) 
p-valor 

Idade 28,44±9,04 33,11±9,42 0,037 

Il-1 (pg/mL) 1,16±2,35 0,95±1,36 0,61 

IL-6 (pg/mL) 4,37±4,89 4,27±2,48 0,33 

IL-8 (pg/mL) 7,68±7,26 23,77±43,16 0,0039 

TNF- (pg/mL) 2,10±2,24 1,54±1,03 0,31 

CRP (mg/dL) 0,74±0,94 0,83±0,64 0,049 

Il-1 (UA) 0,34±0,67 0,36±0,66 0,77 

IL-6 (UA) 0,28±0,59 0,24±0,56 0,74 

IL-8 (UA) 0,87±2,33 0,66±1,19 0,85 

IL-10 (UA) 0,68±1,10 0,46±0,45 0,80 

TNF- (UA) 0,35±0,59 0,39±0,38 0,17 

HP (UA) 0,43±0,72 0,42±0,53 0,77 

miR-155 (UA) 0,55±0,29 0,60±0,36 0,79 

sVCAM-1 (ng/mL) 1179,49±638,35 1293,99±668,67 0,43 

sICAM-1 (ng/mL) 252,09±118,46 340,01±225,34 0,23 

sL-selectina (ng/mL) 1403,90±345,51 1350,63±275,72 0,50 

FvW:Ag (%) 176,19±74,57 213,28±93,60 0,15 

Dímeros-D (ng/mL) 1760,35±1230,29 2387,60±1926,05 0,20 

Reticulócitos (%) 8,36±4,08 11,84±4,58 0,009 
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A média de idade foi, significativamente, maior nos pacientes que apresentaram o 

histórico (33,11 vs 28,4 p=0,037). Similarmente, outros parâmetros avaliados também 

foram maiores em pacientes com o histórico de úlcera, dentre eles: dosagem de IL-8 (23,78 

vs 7,68 p=0,004), contagem de reticulócitos (11,84 vs 8,36 p=0,009) e dosagem da CRP 

(0,83 vs 0,74 p=0,049) (Figura 22).  
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Figura 22: Dosagens da IL-8 (A), CRP (B) e a contagem de reticulócitos (C), em pacientes 

com AF de acordo com o genótipo da Hp. O eixo X representa os genótipos de Hp e o eixo 

Y a dosagem da IL-8 (pg/mL) (Teste de Mann-Whitney, p=0,003), o nível sérico da CRP 

(mg/L) (Teste de Mann-Whitney, p=0,049) e a contagem de reticulócitos (%) (Teste de 

Mann-Whitney, p=0,009).  Os valores são representados pela média ± EPM.  
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Com relação aos genótipos da Hp, não foi identificada associação estatística entre 

esse evento clínico e um genótipo específico (p=0,6), embora, em valores percentuais, a 

úlcera de perna estivesse mais presente em pacientes com o genótipo Hp2-2 do que nos 

demais (Tabela 13). 

Tabela 13: Distribuição dos pacientes que apresentaram ou não histórico de úlcera de 

perna entre os genótipos da Hp. 

Úlcera de 

perna 

Genótipos Hp  

Hp1-1 Hp2-1 Hp2-2 Total p-valor 

Sem histórico 23 (85,2%) 29 (78,4%) 21 (75,0%) 73 (79,3%) 
0,636 

Com histórico 4 (14,8%) 8 (21,6%) 7 (25,0%) 19 (20,7%) 

A regressão logística utiliza como medida de efeito a razão de chances e não a 

razão de prevalências ou de incidências, medidas naturais de estudos transversais e 

longitudinais. Dessa forma, a regressão de Cox pode ser utilizada como alternativa para 

estimar a razão de prevalências em estudos transversais. Assim, os dados, com exceção 

apenas da contagem de reticulócitos obtida somente de 75 pacientes, foram tratados pelo 

método da regressão de Cox univariada e somente o nível de IL-8 se mostrou 

estatisticamente significativo, revelando-se fator de risco independente para a presença do 

histórico de úlcera de perna. Além disso, a dosagem de IL-8 continuou significativa no 

modelo múltiplo, após a aplicação da seleção stepwise [p=0,01; Risco: 1,01; IC (95%): 

1,00-1,02]. A Tabela 14 resume esses resultados. 
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Tabela 14: Regressão de Cox univariada para os fatores associados à presença do histórico 

de úlcera de perna. 

Variável p-valor Risco IC (95%) 

Idade 0,08 1,04 0,99-1,08 

IL-8 0,02 1,01 1,00-1,02 

CRP 0,72 1,08 0,69-1,70 

IC: Intervalo de Confiança. 

4.11 Correlações entre os genótipos da Hp, as características clínicas, os dados 

laboratoriais, as dosagens plasmáticas/séricas e as expressões gênicas 

Os genótipos da Hp, os eventos clínicos, os dados laboratoriais, assim como as 

dosagens plasmáticas/séricas e as expressões gênicas dos marcadores analisados foram 

correlacionados em busca de uma possível associação entre os parâmetros estudados. O 

coeficiente de correlação linear de Spearman (R) foi utilizado para verificar se existe 

relação linear entre as dosagens plasmáticas/séricas, as expressões gênicas e os dados 

laboratoriais e aferir a sua força. Assim, quanto mais próximo de -1 ou 1 for o R, maior será 

a força dessa relação. Tendo em vista a quantidade expressiva de correlações encontradas 

(59 correlações), as quais incluem várias de intensidades fracas, serão mostradas na Tabela 

15 aquelas que apresentaram os coeficientes de correlação mais elevados (R>0,5).  
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Tabela 15: Coeficientes de correlação linear de Spearman relacionando as dosagens 

plasmáticas/séricas, expressões gênicas e os parâmetros laboratoriais. 

IL-1β (UA)  IL-6 (UA) IL-8 (UA) IL-10 (UA) TNF- (UA) 

 R 0,869 0,895 0,702 0,584 

 p valor < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 

 n 89 89 89 89 

IL-6 (UA)  IL-8 (UA) IL-10 (UA)   

 R 0,818 0,716   

 p valor < 0,001 < 0,001   

 n 89 89   

IL-8 (UA)  IL-10 (UA) TNF- (UA)   

 R 0,690 0,518   

 p valor < 0,001 < 0,001   

 n 89 89   

 
4.12 Polimorfismo do gene CCR532 

A pesquisa da deleção CCR532 foi concluída nos 92 pacientes. Quatro pacientes 

(4,34%) eram heterozigotos da deleção CCR532, enquanto 88 (95,66%) apresentaram o 

genótipo normal. O número de pacientes heterozigotos é muito restrito para se efetuarem 

análises estatísticas confiáveis. 
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A AF representa a doença hereditária monogênica mais comum no Brasil, 

distribuindo-se de forma heterogênea e sendo mais frequente em populações onde a 

proporção de antepassados negros é predominante, como a região nordeste que recebeu o 

maior fluxo migratório de escravos africanos (Cançado & Jesus, 2007). O Hospital do 

Hemope é um dos centros de referência para o diagnóstico e tratamento dessa condição 

clínica, onde atualmente são acompanhados cerca 1300 pacientes. Por outro lado, o 

Laboratório de Hemoglobinopatias da Divisão de Patologia Clínica do Hospital de Clínicas 

da Unicamp é um centro de referência em pesquisas relacionadas às alterações estruturais e 

funcionais da Hb, e dessa forma, a colaboração firmada entre essas duas instituições 

representa uma grande contribuição no esclarecimento da diversidade fenotípica encontrada 

nessa doença.  

Para a realização deste trabalho, os grupos de estudo foram compostos por 

pacientes com AF genotipados previamente para Hp (Santos et al., 2011); vale ressaltar que 

os pacientes selecionados, de acordo com o genótipo da Hp, estavam clinicamente estáveis, 

sem necessidade transfusional, por pelo menos três meses, e sem uso de hidroxiureia, droga 

de potencial anti-inflamatório que certamente alteraria os resultados das variáveis em 

análise. Assim, os pacientes foram distribuídos de forma homogênea entre os diferentes 

grupos, com relação à idade e ao gênero. 

Vários estudos têm demonstrado a importância dos haplótipo S, dos níveis 

elevados de HbF e da presença de talassemia  na modulação da gravidade das DF, mas há 

consenso de que outros moduladores, genéticos e ambientais, também estejam envolvidos 

(Steinberg, 2006; Higgs & Wood, 2008; Lettre et al., 2008). Polimorfismos em outros 

genes que não os globínicos têm surgido como candidatos a moduladores fenotípicos nas 
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DF (Kutlar, 2005), entre estes, encontra-se os da Hp, proteína com capacidade de ligar-se à 

Hb livre no plasma, prevenindo os danos oxidativos causados pelo heme (Hughes et al., 

2005, Santos et al., 2011). O polimorfismo da Hp tem sido associado à suscetibilidade e 

evolução clínica em diversas doenças, como a nefropatia e a retinopatia diabética (Nakhoul 

et al., 2000; Nakhoul et al., 2001; Bessa et al., 2007), no entanto, os resultados não são 

homogêneos e parecem variar de população para população (Koda et al., 2002; Wobeto et 

al., 2007). 

No presente estudo, cujo objetivo geral foi avaliar se os genótipos da Hp poderiam 

influenciar o estado inflamatório na AF através da comparação dos níveis de determinados 

parâmetros a ele relacionados, não foram encontradas diferenças estatisticamente 

significativas entre os genótipos da Hp quando comparados os níveis plasmáticos/séricos 

das citocinas (IL-1β, IL-6 e TNF-), da quimiocina (IL-8), das moléculas de adesão 

(sVCAM-1, sICAM-1 e sL-Selectina) e da CRP, e tampouco da expressão gênica de IL-1β, 

IL-6, IL-8, IL-10, TNF-, HP e miR-155. Esses dados não corroboram achados in vitro, o 

que sugere o envolvimento de outros mecanismos compensatórios in vivo. Quanto à IL-8, 

foi possível observar níveis aumentados dessa quimiocina nos pacientes com o genótipo 

Hp2-2 em relação aos demais, embora a diferença não tenha sido estatisticamente 

significativa. Estudos futuros, avaliando a influência do polimorfismo da Hp em pacientes 

com AF durante episódios de crises hemolíticas talvez possam contribuir para o 

esclarecimento dessa possível modulação da resposta inflamatória na AF. 

Com relação ao miR-155, dados parciais apresentados por nós no American Society 

For Cell Biology Congress – ASCB 2012 mostraram que a taxa de expressão do miR-155 

em polimorfonucleares de pacientes com o genótipo Hp1-1 foi maior do que a observada 
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com o genótipo Hp2-1, o que por sua vez, foi maior do que em pacientes com  o genótipo 

Hp2-2 (12 pacientes/genótipo) (Santos et al., 2012). Sabe-se que o miR-155 está envolvido 

na resposta inflamatória de células mielóides e pode regular a expressão do SHIP-1, um 

inibidor da inflamação, e consequentemente, a produção de citocinas pró-inflamatórias, tais 

como IL-6 e TNF-α. De acordo com estes resultados parciais sugere-se uma relação entre o 

miR-155 com o genótipo da Hp, o qual poderia desempenhar papel relevante na resposta 

inflamatória em pacientes AF. Entretanto, é interessante destacar que não houve diferença 

significativa na expressão do miR-155 em células mononucleares (n=92), que apresentam 

maior envolvimento na produção de citocinas, apresentando, inclusive, inversão no perfil 

de expressão desse miRNA entre os genótipos da Hp em relação ao obtido com 

polimorfonucleares em 36 pacientes. 

A investigação da associação do polimorfismo da Hp com as DF é pouco explorada 

na literatura. Ostrowski et al., em 1987, avaliaram 18 pacientes HbSS e HbS/-talassemia e, 

em estudo posterior (Ostrowski et al., 1988), 10 pacientes HbSC. Nesses estudos, as 

frequências do fenótipo Hp1-1 foram de 72% e 90%, respectivamente. Os pesquisadores 

sugeriram duas hipóteses: (1) o fenótipo Hp1-1 poderia conferir vantagem a esses 

pacientes, pois sua prevalência elevada no grupo indicaria que os demais fenótipos estariam 

associados ao pior prognóstico, ou (2) ao contrário, esse fenótipo estaria associado a uma 

desvantagem durante os episódios hemolíticos, levando ao aumento no número de pacientes 

Hp1-1 no atendimento ambulatorial.    

Em 2005, Hughes et al. avaliaram o genótipo da Hp em dois grupos de pacientes 

com DF, um grupo pediátrico (n=21) e um grupo adulto (n=41). Eles encontraram 
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frequência significativamente menor do alelo HP2 no grupo adulto, sugerindo que este 

alelo sofreria uma seleção desfavorável com o aumento da idade dos pacientes.  

Os resultados dos experimentos in vitro devem ser interpretados com cautela, uma 

vez que eles nem sempre representam exatamente o que está acontecendo in vivo. Bora et 

al. (2008), em estudo in vitro apresentado no Congresso da Sociedade Americana de 

Hematologia - ASH 2008, analisaram o perfil de liberação de citocinas em culturas de 

células mononucleares isoladas de indivíduos controle e paciente com DF, expostas aos 

complexos Hp-Hb (Hp1-1-HbA, Hp2-2-HbA, Hp1-1-HbS e Hp2-2-HbS). Os resultados 

evidenciaram maior liberação das citocinas (GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-) nas 

culturas de células, de paciente e controle, expostas aos complexos Hp2-2-HbA / Hp2-2-

HbS do que aos complexos Hp-1-1-HbA / Hp1-1-HbS, indicando que a liberação dessas 

citocinas foi predominantemente relacionada ao tipo de Hp e não ao tipo de Hb. Dessa 

forma, o fenótipo Hp2-2 resultaria em resposta inflamatória mais pronunciada, sugerindo 

novo mecanismo pelo qual a hemólise acarretaria efeitos adversos relacionados ao 

polimorfismo da Hp (Bora et al., 2008).  

Em estudo publicado por nosso grupo de pesquisa (2011), a frequência dos 

genótipos da Hp foi investigada em 775 pacientes com DF, os quais foram divididos em 5 

grupos etários. A frequência do genótipo Hp2-2 sempre foi menos representada nos 

diferentes grupos de pacientes do que o genótipo Hp1-1. Entretanto, esta redução foi mais 

acentuada quando o grupo V (pacientes com idade ≥ 21 anos) foi subdividido em V.a (21 a 

30 anos de idade) e V.b (superior a 30 anos) (de 25% para 19,5%, respectivamente). Esses 

dados sugeriram que com o aumento da idade dos pacientes adultos ocorria uma redução 

progressiva da frequência do genótipo Hp2-2, contrariamente ao observado nos subgrupos 
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controles, onde a frequência de Hp2-2 se manteve em 28% (Santos et al., 2011). Embora a 

magnitude das diferenças observadas não tenha sido suficiente para que o nível de 

significância fosse atingido, esses achados corroboraram o esperado segundo os estudos in 

vitro que demonstraram eficiências distintas nas atividades das Hp.  

Com base nesses resultados, nossa hipótese é de que, embora o fenótipo Hp2-2 

esteja comprovadamente relacionado a menor capacidade antioxidativa e a resposta 

inflamatória mais exacerbada que podem, de fato, contribuir para um pior prognóstico na 

AF e em outras doenças, in vivo outros mecanismos, inerentes aos organismos complexos, 

estariam compensando os efeitos danosos observados in vitro, o que faz com que as 

diferenças observadas não atinjam significância estatística.   

Uma das características marcantes da AF é a variabilidade de manifestações clínicas 

e as razões para essa heterogeneidade ainda não são completamente entendidas (Lettre et 

al., 2008). A AF é caracterizada por várias alterações vasculares que envolvem a disfunção 

endotelial, leucocitose, ativação de leucócitos e de plaquetas. Essas alterações ocorrem em 

um contexto de hemólise acentuada, falcização e adesividade das células, e resultam em 

mudanças no tônus vascular, vaso-oclusão e hipóxia, preparando um ambiente perfeito para 

a "tempestade vascular" observada (Brittain & Parise, 2007). Embora os relatos da origem 

do início dessas alterações vasculares sejam intimamente relacionados à falcização dos 

eritrócitos, as teorias atuais sugerem que estas células sejam capazes de desencadear uma 

série de reações que conduzem à liberação de fatores plasmáticos e citocinas que medeiam 

efetivamente essas mudanças e alteram a vasculatura (Brittain & Parise, 2007). A 

inflamação, a adesão celular ao endotélio vascular e a lesão endotelial podem contribuir de 

forma significativa com as manifestações clínicas observadas na AF. Embora as alterações 

no perfil de citocinas e de biomarcadores inflamatórios tenham sido relacionadas com a 



 114 

doença, alguns relatos são contraditórios e o papel para essas moléculas ainda não foi 

completamente estabelecido na AF. O melhor conhecimento dessas vias pode contribuir 

para a compreensão mais ampla da fisiopatologia da AF. 

Em nosso estudo, foram também comparadas as concentrações plasmáticas dos 

marcadores vasculares FvW:Ag e Dímeros-D. Observou-se a diminuição significativa do 

FvW:Ag no grupo de pacientes com o genótipo Hp2-2 em relação aos demais, 

independentemente da idade e do grupo sanguíneo ABO. Bernardo et al. (2004) 

demonstraram que citocinas inflamatórias, como TNF- e IL-8, podem estimular a 

liberação dos multímeros de alto peso molecular do FvW a partir de células endoteliais 

ativadas resultando no seu acúmulo no plasma e na superfície endotelial, o que pode induzir 

à agregação plaquetária e adesão ao endotélio vascular. Com relação a IL-8, não 

observamos diferenças significativas entre os grupos, porém os níveis dessa quimiocina 

foram maiores em pacientes com o genótipo Hp2-2, o que talvez influenciasse o aumento 

da liberação dos multímeros do FvW de alto peso molecular; esse último, por sua vez, 

poderia sobrecarregar a capacidade de processamento da ADAMTS13, levando ao acúmulo 

desses multímeros e resultando em agregação plaquetária e adesão das plaquetas e dos 

leucócitos ao endotélio vascular. Assim, uma possível explicação estaria relacionada a uma 

menor atividade de clivagem dos multímeros do FvW pela enzima ADAMTS13 nos 

pacientes com o genótipo Hp2-2 quando comparados aos demais, uma vez que o genótipo 

Hp2-2 está relacionado à maior disfunção endotelial em diversas doenças. Por outro lado, 

os pacientes com o genótipo Hp2-1 e Hp1-1 possivelmente apresentariam uma clivagem 

mais eficiente do FvW, reduzindo assim o efeito pró-trombótico. Outra hipótese poderia 

estar relacionada a maior ocupação, pela Hb, do sítio proteolítico da enzima ADAMTS13 
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nos multímeros do FvW (Zhou et al., 2009) nos pacientes com a proteína Hp2-2, visto que 

a depuração diminuída do complexo Hp2-2-Hb resulta em sua maior concentração, e isto 

permite que o complexo Hp-Hb possa se ligar a outras proteínas no plasma e mediar sua 

modificação funcional e estrutural (Levy et al., 2010). Dessa forma, os pacientes com o 

genótipo Hp2-2 poderiam apresentar altos níveis de multímeros do FvW e menor nível do 

FvW:Ag, este último significativamente diminuído quando comparado aos demais 

genótipos. Estudos adicionais e experimentais poderão investigar melhor as hipóteses 

postuladas. Quanto à dosagem plasmática dos Dímeros-D, foi observada uma atividade 

fibrinolítica aumentada em todos os grupos genotípicos, sem, no entanto, asociação com 

um genótipo específico. 

Adicionalmente, foi observado que 64,8% dos 91 pacientes apresentavam 

hiperfiltração glomerular. Esses achados estão em concordância com aqueles obtidos por 

Haymann et al. (2010), que observaram a prevalência de hiperfiltração, estimada pela 

mesma fórmula utilizada por nós, em 51% dos 280 pacientes com AF e em 72% de um 

subgrupo de pacientes com AF (n=48), este último utilizado para comparar diferentes 

métodos de avaliação da filtração glomerular. Nesse mesmo estudo, cerca de 84% dos 

pacientes apresentaram nefropatia associada à AF, quando hiperfiltração concomitante a 

albuminúria ou insuficiência renal foram consideradas como critérios relevantes. Isso 

significa que a nefropatia associada à AF, embora muitas vezes imperceptível na fase 

inicial, é uma das complicações crônicas mais frequentes da doença (Haymann et al., 

2010). A taxa de filtração glomerular parece estar diretamente relacionada ao débito 

cardíaco e regulação anormal do tônus vascular, o que pode elevar o fluxo sanguíneo 

intrarrenal, diminuir a biodisponibilidade do NO e provocar a ativação anormal do 

endotélio. Dessa forma, a hemólise intravascular, que é responsável pela redução da 
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biodisponibilidade do NO, poderia estar mais intimamente relacionada a hiperfiltração 

glomerular (Haymann et al., 2010).  

A nefropatia é uma complicação comum na AF representando uma causa importante 

de mortalidade em pacientes adultos (Platt et al., 1994). Sabe-se que desde a infância esses 

pacientes estão sujeitos à insuficiência renal, como consequência da anemia crônica, fluxo 

sanguíneo aumentado e eventos de veno-oclusão intraparenquimatoso. A hiperfiltração 

glomerular parece ser um dos primeiros indícios do surgimento da nefropatia na AF, assim 

como na nefropatia associada à DM tipo I; essa hiperfiltração é característica comum em 

pacientes adulto-jovens com AF (Barros et al., 2006; Haymann et al., 2010). A eTFG 

aumentada pode ser identificada desde os primeiros anos de vida em crianças com AF, 

predizendo uma disfunção renal precoce (Wigfall et al., 2000; Wesson, 2002). O rim desse 

paciente é afetado tanto por alterações hemodinâmicas crônicas quanto em consequência da 

vaso-oclusão no interior da medula renal e as anormalidades na estrutura e na função renal 

ocorrem com o aumento da idade (Emokpae & Uadia, 2012). O aumento do estresse 

oxidativo é considerado um mecanismo patogênico importante no desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, cerebrovasculares e vasculares periféricas e os pacientes com AF 

são suscetíveis a esse processo devido à hemólise observada, uma vez que a Hb livre atua 

como um catalisador poderoso para iniciar a reação peroxidativa. Além disso, 

anormalidades metabólicas, inflamação e isquemia também podem aumentar o estresse 

oxidativo na nefropatia falciforme (Emokpae & Uadia, 2012). 

Em nosso trabalho não houve diferenças significativas entre as dosagens de 

creatinina e a eTFG com os genótipos da Hp. Entretanto, quando os pacientes foram 

estratificados em dois subgrupos, de acordo com a mediana da idade (27 anos), observou-se 

que o nível plasmático de creatinina foi significativamente menor nos pacientes acima de 
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27 anos e com genótipo Hp2-2 (p=0,01), o que se refletiu em tendência à filtração 

glomerular aumentada (p=0,08). Essa tendência pode ser presumível, pois a variação na 

capacidade oxidativa da Hp não foi atribuída às diferenças de afinidade entre os seus 

subtipos à molécula de Hb, mas refletia o fato de que o complexo Hp2-2-Hb, devido a seu 

maior tamanho e estrutura, atravessaria com maior dificuldade e maior tempo a barreira 

endotelial para alcançar os espaços extravasculares quando comparado aos demais 

complexos (Levy et al., 2000; Nakhoul et al., 2001; Levy et al., 2002; Asleh et al., 2003). 

Assim, pacientes com esse genótipo poderiam estar mais expostos aos eventos oxidativos 

quando comparados àqueles com genótipos Hp2-1 e Hp1-1, o que poderia resultar em 

alterações estruturais significativas no parênquima renal, contribuindo para 

desenvolvimento de insuficiência renal. Como os resultados aqui obtidos sugerem que os 

genótipos de Hp possam associar-se a hiperfiltração glomerular com o aumento da idade, 

para uma próxima etapa de investigação, esse parâmetro específico poderá ser estudado em 

amostra mais representativa da população e com a utilização do clearance do Cr-EDTA 

que representa o padrão-ouro para avaliação da função renal. Além disso, estudos 

experimentais serão particularmente importantes nesse contexto. 

A importância dos genótipos da Hp na progressão de doenças tem sido relatada na 

diabetes mellitus (DM), em doença vasculares, em doenças autoimunes e em muitas 

doenças inflamatórias (Quaye, 2008). O aumento do estresse oxidativo em pacientes 

diabéticos resulta na oxidação da glicose e na modificação de lipoproteínas. Essas 

alterações podem estimular a produção de citocinas inflamatórias que têm sido relatadas 

nas alterações morfológicas e patológicas encontradas nas complicações macrovasculares e 

microvasculares (Giugliano & Ceriello, 1996; Levy, 2003). Diferentes graus de 

suscetibilidade ao desenvolvimento de problemas vasculares foram observados em estudos 
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que avaliaram as propriedades antioxidantes da Hp em pacientes diabéticos, nos quais 

indivíduos com o genótipo Hp1-1 apresentaram melhor proteção contra as complicações 

vasculares da DM do que os indivíduos com os genótipos Hp2-1 e Hp2-2. Em 2008, Asleh 

et al. propuseram que pacientes diabéticos com o genótipo Hp2-2 apresentavam oxidação 

do HDL como resultado dessa dificuldade na sua remoção dos vasos, e a ligação aumentada 

do complexo Hp2-2-Hb ao HDL era devido a sua avidez pela lipoproteína e a concentração 

plasmática mais elevada. Esse complexo, quando ligado ao HDL, pode produzir ROS que 

são capazes de oxidar proteínas, componentes lipídicos de HDL e torná-lo não funcional, 

alterando assim o transporte reverso do colesterol. A propriedade da Hb associada ao HDL 

em sequestrar o NO nos indivíduos diabéticos Hp2-2 pode ter significado clínico de 

importância mais acentuada do que o efeito no transporte do colesterol. Dessa forma, o 

HDL nesses indivíduos pode, de fato, ser pró-inflamatório e pró-trombótico pela limitação 

da biodisponibilidade do NO (Asleh et al., 2008). 

O fenótipo Hp2-2 também foi associado às complicações microvasculares em 

ambos os tipos de DM (Nakhoul et al., 2007). Em 2000, Nakhoul et al. constataram que o 

fenótipo Hp2-2 estava demasiadamente representado em pacientes israelenses com DM tipo 

1 com retinopatia diabética, enquanto que pacientes com DM do tipo 1 e 2 com o fenótipo 

Hp1-1 apresentaram relativa proteção contra nefropatia diabética (Nakhoul et al., 2001). 

Resultados semelhantes foram relatados por Bessa et al. (2007) para pacientes egípcios com 

DM tipo 2. Entretanto, outros estudos têm reportado resultados contraditórios, como o 

observado por Koda et al. (2002) que não conseguiram detectar efeito protetor do alelo HP1 

em pacientes japoneses com DM tipo 2. Uma explicação razoável pode estar relacionada 

com o tempo de evolução, tipo de doença e maior exposição ao estresse oxidativo. Dessa 

forma, de acordo com as características fenotípicas, surgiu a hipótese de que o complexo 
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Hp-Hb de pacientes com genótipo Hp2-2 estaria sujeito a maior estresse oxidativo, o que 

poderia contribuir com manifestações clínicas mais graves em doenças que apresentam 

componentes significativos de lesões vasculares (Koda et al., 1998; Melamed-Frank et al., 

2001).  

Outra investigação realizada nesse estudo foi correlacionar os genótipos da Hp com 

dados clínicos dos pacientes. Dentre as manifestações clínicas apresentadas nos prontuários 

médicos dos pacientes, avaliamos somente a úlcera de perna por razões citadas 

anteriormente. A prevalência desse evento dentro dos três grupos genotípicos foi de 25,0% 

(Hp2-2), 21,6% (Hp2-1) e 14,8% (Hp1-1), sem diferença significativa (p=0,6). Entretanto, 

ao correlacionar esse evento clínico com outras variáveis foram observados níveis 

significativamente aumentados de IL-8, CRP e contagem de reticulócitos em pacientes que 

tinham histórico de úlceras de perna.  

A úlcera de perna é uma complicação debilitante da AF; está associada ao aumento 

da morbidade e cerca de 10% desses pacientes desenvolvem essa manifestação clínica entre 

10 e 50 anos de idade (Koshy et al., 1989; Minniti et al., 2011). Por outro lado, esse evento 

clínico tem baixa prevalência nos pacientes com idade inferior a 10 anos e em outros 

genótipos das DF (Koshy et al., 1989; Minniti et al., 2011). Além disso, a localização 

geográfica parece exercer forte influência na prevalência das úlceras de perna, como 

observado em estudo realizado na Jamaica por Serjeant, em 1974, que relatou a prevalência 

de 75% dessa complicação em pacientes com AF, diferente dos valores encontrados em 

populações dos Estados Unidos (2,5%) e da África (1,5-13,5%) (Koshy et al., 1989; Nolan 

et al., 2006). 

Os avanços no entendimento da fisiopatologia e no tratamento das úlceras de perna 

têm acontecido de forma lenta. A patogênese das úlceras crônicas nas DF é um processo 
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pouco conhecido e bastante complexo e os eventos como a obstrução mecânica pelas 

células falciformes densas, incompetência venosa, infecções bacterianas, controle 

autônomo anormal com vasoconstrição excessiva, trombose microvascular, anemia com 

diminuição na capacidade carreadora de oxigênio e diminuição da biodisponibilidade do 

NO levando à função endotelial prejudicada, têm sido propostos como fatores potenciais 

que contribuem nesse processo (Mack & Kato, 2006). Estudos venográficos têm 

demonstrado que a insuficiência venosa não é a causa primária das ulcerações na AF. Em 

vez disso, o shunt arteriovenoso tem sido postulado como um fator na formação da úlcera, 

uma vez que, priva a pele de oxigênio e dessa forma, promove a ulceração. Além disso, 

trauma, infecção e inflamação também foram citados como potenciais causas de úlceras de 

membros inferiores na AF. É a combinação desses fatores, juntamente com a 

microcirculação interrompida, que contribuem para a fisiopatologia das úlceras de 

membros inferiores em pacientes com AF (Minniti et al., 2010).  

Esse evento clínico está associado ao grau de hemólise, uma vez que a incidência é 

reduzida em pacientes que apresentam concomitância com a talassemia , maiores 

concentrações de Hb total e naqueles com níveis elevados de HbF (Koshy et al., 1989). 

Além disso, as úlceras de perna têm sido relatadas mais comumente em portadores do 

haplótipo CAR para o cluster da globina βS (Minniti et al., 2010). Pacientes com úlcera de 

perna possuem risco aumentado de desenvolver complicações graves das DF, tais como a 

hipertensão pulmonar, priapismo e, possivelmente, doença renal (Minniti et al., 2011). 

Em nosso estudo encontramos associação positiva entre o histórico de úlceras de 

perna e idade mais avançada dos pacientes (28,4 vs 33,11 p=0,037), contudo, quando 

retiramos a influência de outros parâmetros estudados, a idade avançada não se revelou 
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como fator de risco para o histórico desse evento. Os nossos dados corroboram os achados 

de Minnit et al. (2011), em uma coorte de cerca de 505 pacientes com DF, que mostrou 

relação positiva para idade e a ocorrência de úlceras de perna. Adicionalmente, os níveis de 

IL-8, CRP e da contagem dos reticulócitos mostraram-se aumentados nos pacientes que 

apresentaram o histórico de úlceras de perna em algum momento de suas vidas o que 

demonstra uma associação entre esses fatores com a prevalência dessa manifestação clínica. 

Nesse estudo, a associação da contagem dos reticulócitos foi similar àquela reportada por 

Minnit et al. (2011). A CRP, uma proteína de fase aguda positiva, é utilizada como um 

marcador de inflamação sistêmica (Raman et al., 2012), sendo também vista por muitos 

como um marcador de inflamação vascular (Armani & Becker, 2005). Um dos efeitos pró-

inflamatórios da CRP incluem a indução de citocinas inflamatórias e do fator tecidual em 

monócitos, além de ter sido relatada com um efeito procoagulante (Ramamoorthy et al., 

2012). No presente trabalho, encontramos valores basais discretamente elevados em 

pacientes com o histórico de úlcera de perna quando comparados aos pacientes sem o 

histórico. A quimiocina IL-8 é um potente mediador da quimiotaxia de neutrófilos, e níveis 

elevados dessa quimiocina foram associados com algumas doenças classicamente 

ulcerativas, como o Pioderma Gangrenoso e a Colite Ulcerativa (Pukstad et al., 2010). No 

estudo de Peral et al., em 2009, foram observados altos níveis de IL-8 em tecido de úlceras 

de pacientes diabéticos em comparação com o grupo controle sem úlcera, sugerindo que 

níveis aumentados dessa quimiocina estejam relacionados com o desenvolvimento dessa 

manifestação clínica. Assim, nossos achados indicaram a associação entre o histórico de 

úlceras de perna e os níveis de CRP e IL-8, os quais se mostraram aumentados nos 

pacientes que tinham relatos desse evento clínico. Interessantemente, o nível de IL-8, bem 



 122 

como, a prevalência do histórico de úlceras de perna foram maiores nos pacientes com 

genótipo Hp2-2 do que nos demais, sem, no entanto, alcançarem significância. 

O receptor de quimiocinas CCR5 é principalmente encontrado em células do 

sistema imune, como macrófagos e linfócitos T, e desempenha um papel importante na 

migração dessas células para os sítios inflamatórios, direcionando preferencialmente, a uma 

resposta imune Th1. Como essa resposta está associada à inflamação, foi proposto que a 

presença do alelo CCR5∆32, não funcional, poderia conferir maior vantagem aos pacientes 

com AF por implicar em resposta Th1 menos eficiente. 

Em nossa casuística, não identificamos homozigotos do alelo CCR532 e o número 

de heterozigotos foi pequeno [n = 4 (4,34%)], o que é característica esperada uma vez que 

esta mutação é de origem européia. Devido à baixa frequência desse alelo, não foi possível 

estabelecer uma comparação entre os grupos de pacientes e relacioná-los a uma possível 

vantagem quanto à diminuição nos níveis das citocinas inflamatórias. 

A compreensão do papel das citocinas, quimiocinas e dos marcadores de 

disfunção vascular como vetores de inflamação pode ser de fundamental importância para o 

melhor entendimento da variabilidade fenotípica observada nos pacientes com AF e na 

busca de novas terapias para o seu tratamento (Brittain & Parise, 2007). Sabe-se que a 

variabilidade fenotípica observada pode ser explicada, em parte, por fatores biológicos, 

como as bases genéticas e a influência ambiental e que quando combinados a outras 

influências, podem contribuir para a heterogeneidade clínica. Dessa forma, com base nos 

resultados obtidos, e no tamanho amostral aqui analisado, não se pôde observar a 

influência, in vivo, dos genótipos da Hp sobre alguns aspectos inflamatórios em pacientes 

com AF, porém não se pode excluir a possibilidade de que pacientes com o 
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genótipo/fenótipo Hp2-2 possam sofrer uma desvantagem seletiva, uma vez que 

determinados dados corroboram a hipótese de uma possível modulação da gravidade clínica 

da AF relacionada ao polimorfismo da Hp, como a associação do genótipo Hp2-2 aos 

níveis diminuídos do FvW:Ag,  que poderia estar relacionada  à clivagem menos eficiente 

do FvW, favorecendo, assim, o efeito pró-trombótico nesses pacientes. Ainda, a tendência à 

hiperfiltração apresentada por pacientes Hp2-2 à medida em que a idade aumenta. Embora 

o critério utilizado nesse estudo para seleção dos pacientes tenha sido o genótipo da Hp, 

não podemos excluir a possibilidade de vieses que interferiram na representatividade dessa 

amostra em relação à população total de pacientes.  
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 Os níveis plasmáticos/séricos dos mediadores inflamatórios (IL-1, IL-6, IL-8 e 

TNF-), da CRP e das moléculas de adesão sVCAM-1, sICAM-1 e sL-selectina não 

diferiram significativamente entre pacientes com AF portadores de diferentes 

genótipos de Hp; 

 Diferenças significativas também não foram detectadas nas taxas de expressão 

gênica dos mediadores inflamatórios (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-) e do mediador 

anti-inflamatório (IL-10) entre os diferentes genótipos da Hp; 

 A concentração plasmática do FvW:Ag foi significativamente menor nos pacientes 

com o genótipo Hp2-2, sugerindo assim, possível influência do genótipo da Hp no 

processamento indireto dos multímeros do FvW. Em contrapartida, os níveis dos 

Dímeros-D não apresentaram diferenças significativas entre os genótipos da Hp; 

 As taxas de expressão gênica da HP e do miR-155, em células mononucleares, não 

apresentaram diferenças entre os genótipos da Hp, enquanto que em estudo 

preliminar, a expressão do miR-155 encontrou-se significativamente diminuída em 

polimorfonucleares de pacientes com o genótipo Hp2-2; 

 A hiperfiltração glomerular foi detectada em 59 dos 91 pacientes com AF (64,8%), 

não se constatando associação significativa com os genótipos da Hp. No subgrupo 

de pacientes com o genótipo Hp2-2 e com idade igual ou superior à mediana de 27 

anos observou-se níveis plasmáticos de creatinina significativamente diminuídos; 

  Em pacientes que apresentaram histórico de úlceras de perna em algum momento 

de suas vidas, observou-se uma elevação dos níveis de IL-8 e CRP e da contagem 
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dos reticulócitos no modelo univariado; no multivariado apenas a IL-8 foi 

estatisticamente significativo; 

 A deleção de 32 pb no gene CCR5 foi identificada, em heterozigose, em apenas 4 

pacientes (4,34%), o que impossibilitou tratamento estatístico adequado. 

 

De nosso conhecimento, este é o primeiro estudo no Brasil que comparou alguns 

dos importantes aspectos inflamatórios da AF, procurando associá-los aos três diferentes 

genótipos da Hp. Os resultados não permitiram concluir que esses genótipos podem 

modular a resposta inflamatória dos pacientes aqui estudados. Não obstante, pelas 

tendências observadas em algumas das comparações feitas, também não se deve excluir a 

possibilidade de que o polimorfismo da Hp pode, combinado a outros fatores genéticos e 

ambientais, contribuir para a diversidade clínica observada nessa doença.  Estudos de 

aspectos e fatores isolados em amostras de tamanhos mais representativos das populações, 

bem como análises experimentais poderão contribuir para esclarecer aspectos relevantes do 

comportamento clínico de pacientes com AF. 
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Anexo 2:  

ROTEIRO PARA ANÁLISE DE PRONTUÁRIOS DE PACIENTES COM ANEMIA 

FALCIFORME 

 

IDENTIFICAÇÃO 

Nome do Paciente:_________________________________________ Sexo:_________ 

Registro HEMOPE:_______________  Data de nascimento/Idade:_________________ 

Etnia:______________ Data diagnóstico de AF:    

Tipagem sanguínea: ______________ Imunofenotip. eritrocitária:_________________ 

DADOS LABORATORIAIS 

Hb Fetal:______%                        Hb S:______%                   HbA2:_______% 

Data última transfusão sanguínea: Observar se houve no período: Set/09-fev/10 

HEMOGRAMA – Último hemograma (sem transfusão / fora de crise) 

Hb:________  Ht:_________ VCM:________ HCM:_________CHCM:____________                                               

Reticulócitos:_____________ 

Leucócitos:____________________ (Número Absoluto) 

Linf.:__________   Mon.:____________ Neut:___________ Eosin:______________                            

Contagem de plaquetas:___________________ 

COAGULOGRAMA 

TP:_______            TTPA:________               RNI:_________       R:___________ 

BIOQUÍMICA 

LDH:____________      Creatinina sérica: ___________                PCR:____________ 

Bilirrubina Total:_________       B. Direta:___________            B.Indireta:__________ 

Ferro Sérico:___________          Ferritina:____________             VB12:____________ 

AST:________  ALT:________ Gama GT: _________    Fosfatase Alcalina:_________ 
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Cálcio Sérico:_________  Uréia: __________  Sódio:________   Potássio: __________ 

Creatinina:_______________ Clearence de Creatinina:________________ 

Microalbuminúria:_________ Relação MALB/CREA:_________________ 

DADOS CLÍNICOS  

Comorbidades ? Diabetes, Hipertensão, Obesidade ? 

Número de crises álgicas/ano – anotar ano. 

Acidente Vascular Encefálico – anotar ano. 

Número de Transfusões/ano – anotar ano. 

Número de Infecções/ano – anotar ano e caracterizá-la – Urina, pele… 

Síndrome torácica – anotar ano e evolução. 

Hepatoesplenomegalia – anotar outros achados  

Colelitíase  

Cardiomiopatia 

Necroses ósseas (NACF)                                           Osteoporose 

Priapismo – Anotar crises/ano 

Úlceras de pele – Anotar evolução se possível 

Outras doenças da pele 

Achados interessantes no exame físico – último ano 

Anotar qualquer intercorrência que leve o paciente ao médico. Se houver exames 

laboratoriais anotar. Exemplo: Paciente procura o serviço devido a febre e tosse. 

Diagnosticada pneumonia: se houver hemograma, atentar para as características 

laboratoriais.  

Uso de Hydrea: (  ) sim    (  )Não                                          Tempo: 

Outro medicamento: (  )Sim   Qual(is):                                 Tempo: 


