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RESUMO 
 

A patogênese da doença falciforme (DF) envolve mecanismos diversos, sendo a inflamação 
crônica, a hemólise e a disfunção vascular fenômenos importantes nesta patologia. A busca 
por biomarcadores de prognóstico é um desafio e um ponto crucial nas pesquisas referentes a 
doença. O objetivo desta tese foi avaliar possíveis marcadores de prognóstico, associados à 
hemólise, inflamação e a disfunção endotelial, e suas possíveis relações com a gravidade 
clínica na DF. Para tanto, investigamos, prospectivamente, marcadores bioquímicos e 
inflamatórios em pacientes com DF em estado estável e em crise comparando-os a indivíduos 
saudáveis. Dessa forma, além das determinações laboratoriais rotineiras (perfis lipídico, 
hematológico, renal, hepático, lactato desidrogenase (LDH) e proteína C reativa CRP)), 
também foram avaliados os níveis séricos de marcadores de remodelamento vascular (inibidor 
tecidual da metaloproteinase-1 (TIMP-1), metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9)), de 
inflamação (leucotrieno B4 (LTB4), prostaglandina E2 (PGE2), citocinas anti-inflamatórias e 
inflamatórias (Fator beta transformador do crescimento (TGF-β), interleucina (IL)-1β, IL-6, 
IL-8, IL-12, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e IL-10), de hemólise (heme livre), e 
níveis séricos de alfa-1 antitripsina (ATT) e os polimorfismos do gene SERPINA1. Os dados 
clínicos dos pacientes foram coletados de prontuários médicos. A comparação entre pacientes 
e controles revelou diferenças significativas para a maioria dos marcadores estudados com 
destaque para o colesterol HDL (HDL-C) que mostrou associação inversa com marcadores de 
hemólise, de inflamação e, cujos níveis reduzidos foram associados a alterações cardíacas, 
pneumonia e aumento da utilização de hemoderivados. Os pacientes com AF, em estado 
estável, apresentaram concentrações elevadas de LTB4, PGE2, TGF-β, IL-8 e IL-12 em 
comparação aqueles em crise. No entanto, os indivíduos com AF em crise apresentaram 
maiores concentrações de IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α em comparação aos pacientes estáveis. 
Os níveis séricos de heme livre, MMP-9 e TIMP-1 estavam aumentados em ambos os grupos 
de pacientes e foram associados a marcadores de inflamação, hemólise e estresse oxidativo. A 
AAT, por sua vez apresentou correlação negativa com marcadores hematológicos, HDL-C, 
ureia, creatinina e albumina e correlação positiva com leucócitos, bilirrubinas, LDH, HbS, 
CRP e ferritina. Pacientes com níveis mais elevados de AAT apresentaram mais infecção, 
litíase biliar e receberam mais transfusões sanguíneas. A presença de um alelo mutante no 
gene da SERPINA1 foi relacionada à redução dos níveis séricos de ATT. Os resultados deste 
trabalho sugerem que alguns pacientes com DF apresentam sub-fenótipo dislipidêmico 
específico, caracterizado por níveis reduzidos de HDL-C, hipertrigliceridemia e elevação de 
VLDL-C. A análise da curva ROC mostrou que o LTB4, PGE2 e TGF-β são marcadores 
relacionados ao estado estável e que a IL-1β, IL-6 e TNF-α são marcadores de crise na DF. 
Além disso, a manutenção dos níveis séricos elevados de heme livre, provavelmente, está 
associada à hemólise crônica. Enquanto que, a MMP-9 e o TIMP-1 parecem estar associados 
a inflamação crônica nos pacientes com AF em crise e estado estável, contribuindo para um 
microambiente que resulta no aumento da gravidade clínica da doença. A AAT, por 
conseguinte, pode ser considerada como um marcador de prognóstico na DF, devido as suas 
associações com marcadores laboratoriais e clínicos relevantes para a doença. Os resultados 
dos genótipos da SERPINA1 enfatizam o papel do alelo mutante na redução da produção de 
AAT, o que pode representar um fator de risco para desfechos graves nos pacientes estudados. 
Consideramos que esses resultados representam um passo importante em direção a um 



prognóstico clínico mais completo; entretanto, estudos adicionais são necessários para testar 
as hipóteses sugeridas e os mecanismos envolvidos nesta rede complexa de marcadores, bem 
como o seu papel na patogênese da DF. 
 
Palavras-chave: Doença falciforme; Inflamação; Hemólise; Disfunção endotelial; 
Biomarcadores de prognóstico. 
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ABSTRACT 
 

The pathogenesis of sickle cell disease (SCD) involves several mechanisms, and chronic 
inflammation, hemolysis and vascular dysfunction, which are important phenomena in this 
pathology. The search for biomarkers of prognosis is a challenge and a crucial point in 
researches related to DF. The aim of this thesis was to evaluate possible prognostic markers, 
associated with hemolysis, inflammation and endothelial dysfunction and their possible 
relationships with clinical severity in SCD. To do so, we investigated prospectively, 
biochemical and inflammatory markers in patients with SCD in steady state and crisis in 
comparing them to healthy subjects. Thus, in addition to the routine laboratory tests (lipid, 
hematological, renal and hepatic profiles, lactate dehydrogenase (LDH) and C-reactive 
protein (CRP), we investigated serum markers of vascular remodeling, such as tissue inhibitor 
of metalloproteinase-1 (TIMP-1), matrix metalloproteinase-9 (MMP-9); inflammation, such 
as leukotriene B4 (LTB4), prostaglandin E2 (PGE2). Inflammatory and anti-inflammatory 
cytokines were investigates, including beta transforming growth factor (TGF-β), interleukin 
(IL) -1β, IL-6, IL-8, IL-12, tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and IL-10). We evaluated 
hemolysis marker, the free heme, serum levels of alpha-1 antitrypsin (ATT) and gene 
polymorphisms of SERPINA1. We also collected clinical data from medical patients’ records, 
and made comparison between patients and controls, which showed significant differences for 
most of the markers studied, especially the high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) that 
showed inverse association with markers of hemolysis, inflammation and whose low levels 
have been associated with cardiac abnormalities, pneumonia and increased use of blood 
transfusion. Patients with SCA in steady state showed high concentrations of LTB4, PGE2, 
TGF-β, IL-8 and IL-12 when compared to those in crisis. However, individuals in crisis with 
SCA had higher concentrations of IL-1β, IL-6, IL-10 and TNF-α compared to stable patients. 
Serum levels of free heme, MMP-9 and TIMP-1 levels were elevated in both groups of 
patients and was associated with markers of inflammation, oxidative stress and hemolysis. 
AAT, in turn, presents negatively correlated with hematological markers, HDL-C, urea, 
creatinine and albumin and positive correlation with leukocytes, bilirubin, LDH, Hb, CRP and 
ferritin. Patients with higher levels of AAT showed more infection, gallstones and received 
more blood transfusions. We found an association of the SERPINA1 mutant allele and 
decreased serum levels of ATT. These results suggest that some patients with SCD have a 
specific dyslipidemic sub-phenotype, characterized by reduced levels of HDL-C, 
hypertriglyceridemia and elevated VLDL-C. The ROC curve analysis showed that LTB4, 
PGE2 and TGF-β are markers related to the steady state and that IL-1β, IL-6 and TNF-α are 
markers of crisis in SCD. Furthermore, the maintenance of high serum levels of free heme is 
probably associated with chronic hyper-hemolysis. Whereas MMP9 and TIMP-1 are probably 
associated with chronic inflammation in patients with SCA and stable state and in crisis, 
contributing to a microenvironment those results in increased clinical severity. We found an 
association of AAT as a prognostic marker in SCD due to their relevant clinical and 
laboratory function in the disease. The results of the genotypes SERPINA1 emphasize the role 
of the mutant allele in reducing production of AAT, which may represent a risk factor for 
severe outcomes in these patients. We believe these results represent an important step toward 
of a more complete clinical follow-up; however, additional studies will be need to test the 



hypotheses and mechanisms involved in this complex network of markers, and its role in the 
pathogenesis of SCD. 
 
Keywords: Sickle Cell Disease; Inflammation; Hemolysis; Endothelial Dysfunction; 
Prognostic biomarkers. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. A MOLÉCULA DE HEMOGLOBINA 

A hemoglobina (Hb) é uma proteína globular encontrada nos eritrócitos, tendo como 

principal função o transporte de oxigênio para todos os tecidos com trocas gasosas com o 

dióxido de carbono nos mesmos. A Hb é constituída pela globina, porção proteíca, e por um 

grupamento prostético formado por um complexo Protoporfirina IX - Ferro 2+ (Fe 2+) 

denominado grupo heme.  A Hb é composta por quatro cadeias polipeptídicas agrupadas duas 

a duas, sendo um par de cadeias do tipo alfa (α – alfa e ξ - zeta) e outro de cadeias tipo não 

alfa (β - beta, δ - delta, γ - gama e ε - epsilon), cujas associações formam os diferentes tipos 

de Hb que são correspondentes a cada estagio de desenvolvimento ontogênico do indivíduo 

(BUNN e FORGET, 1986; WEATHERALL e PROVAN, 2000). O heme é formado por 

quatro núcleos pirrólicos condensados, que possuem estrutura plana e apresentam um átomo 

Fe 2+ na região central. O heme e a globina são produzidos separadamente, sendo associados 

pós-traducionalmente para a formação da  estrutura terciária e queternária da molécula de Hb; 

assim, quando o heme se dissocia da globina a mesma fica mais susceptível a desnaturação 

(HUNTSMAN e LEHMAN, 1974). 

 A hemólise é caracterizada pela lise dos eritrócitos com liberação de seu conteúdo 

celular. Os produtos do catabolismo eritrocitário, como a Hb, o heme e o ferro, são liberados 

pela hemólise e podem causar danos aos vasos e tecidos expostos, visto que, nessa condição, 

estão desprovidos dos antioxidantes normalmente produzidos e decorrentes das vias 

metabólicas do próprio eritrócito (BENZ et al, 1995). Para neutralizar esses compostos, o 

organismo tem captadores plasmáticos especializados na retirada e transporte de moléculas 

oxidantes além de outras moléculas e substâncias redutoras que contribuem para a proteção do 

organismo contra agentes oxidantes. Entretanto, esses sistemas de compensação e de 

desintoxicação são deficientes na doença falciforme (DF), em indivíduos que usam 

hemocomponentes, na malária ou na sepse, tendo em vista a exacerbação da hemólise 

intravascular, bem como o aumento de produtos oxidantes, que contribuem para a geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e para o estabelecimento de um ambiente altamente 

inflamatório  (HUNTSMAN e LEHMAN, 1974; SCHAER et al., 2014). 

Alterações genéticas na molécula da Hb são denominadas hemoglobinopatias e 

apresentam prevalência mundial elevada (NAGEL e STEINBERG, 2001), sendo classificadas 

como estruturais e de síntese. As hemoglobinopatias estruturais são decorrentes de mutações 

nos genes da globina, resultando em alterações na estrutura das cadeias polipeptídicas, com a 
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formação de hemoglobinas variantes, sendo exemplos mais comuns o das hemoglobinas S, C 

e E. As hemoglobinopatias de síntese ou as talassemias resultam de mutações nos genes da 

globina que levam a diminuição ou ausência na produção de uma ou mais cadeias 

polipeptídicas (MODELL e DARLISON, 2008). Nesse segundo grupo estão incluídos os 

indivíduos com persistência hereditária de hemoglobina fetal (PHHF) (LEE et al., 1992; 

BUNN, 1994; BUNN, 1997; WEATHERALL e PROVAN, 2000). 

 

1.2. A HEMOGLOBINA S E A DOENÇA FALCIFORME  

A HbS  é resultante da mutação de ponto GAG > GTG, que ocorre  no sexto códon do 

gene da globina beta (HBB), resultando na substituição de um ácido glutâmico por valina na 

posição 6 da extremidade N-terminal da cadeia beta (β) globínica (STEINBERG et al.,1995). 

A HbS apresenta as mesmas funções da Hb normal, exceto quando a Hb está no estado 

desoxigenado; nesta condição a mutação que caracteriza a HbS leva à exposição de uma 

superfície hidrofóbica em torno da valina que produz interações entre as cadeias cadeias β1 e 

β2 de moléculas da HbS desoxigenadas, resultando em um núcleo polimérico e, em seguida, 

um feixe de polímero longo (GLADWIN E SACHDEV, 2012). O polímero de HbS preenche 

o eritrócito, alterando sua estrutura e flexibilidade, promovendo a desidratação e o aumento 

do estresse físico e oxidativo (STEINBERG, 2009).  A taxa e a extensão da polimerização da 

HbS são proporcionais à extensão e a duração da desoxigenação da Hb, a concentração de 

HbS intracelular, e a concentração da hemoglobina fetal (HbF)  nos eritrócitos, o que reduz de 

forma eficaz a concentração de HbS.  

 A DF é caracterizada pela presença da hemoglobina S (HbS) associada a outras 

hemoglobinas variantes (C e D, por exemplo), como na doença SC (HbSC), ou a 

hemoglobinopatias de síntese, como a talassemia beta. A DF possui prevalência mundial 

elevada o que leva produz impactos sociais e econômicos importantes, influenciando no 

aumento das taxas de abandono escolar, dos custos com internações e da incapacidade laboral 

dos pacientes (WHO, 2012). A anemia falciforme (AF) é a forma mais grave da doença, na 

qual o alelo beta S (βS) encontra-se em homozigose, caracterizando o genótipo HbSS. A 

presença simutanea do alelo normal beta A (βA) da Hb do adulto (HbA) e do alelo βS 

caracteriza os indivíduos heterozigotos (HbAS), que são portadores assintomáticos da HbS 

(BUNN et al., 1986; STEINBERG, 2001). A gravidade da doença está associada a taxa e a 

propagação da polimerização da HbS, que se relacionam a presença concomitante de fatores 

genéticos que modulam os níveis intracelulares de HbS ou a concentração de HbF, tais como 
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os efeitos protetores da alfa (α)-talassemia ou associação com a persistência hereditária de 

HbF (REES et al.; 2010).  Assim, ocorre alteração da forma e diminuição da flexibilidade da 

hemácia, com consequente comprometimento da fluidez e das propriedades reológicas do 

sangue (KAUL e HEBBEL, 2000). 

 

1.3. EPIDEMIOLOGIA DA DOENÇA FALCIFORME 

A HbS é distribuída mundialmente, com frequência elevada na África, principalmente 

nas regiões Centro-Ocidental, Atlântico-Ocidental e Sul. O alelo βS apresenta frequência entre 

0,12 a 0,14 no Congo e Zaire e 0,08 a 0,10 no Senegal. A HbS também é encontrada em 

países do Mediterrâneo, incluindo a Itália e Grécia, bem como na Arábia Saudita, Kuait e 

Índia. Nos Estados Unidos da América e América Latina, aproximadamente 8% da população 

negra é portadora da HbS. A DF afeta aproximadamente 1/500 afro-americanos e 1/1200 

hispano-americanos e estima-se que 72.000 americanos têm DF (WANG e LUKENS, 1998; 

REES, 2010) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O Brasil apresenta distribuição heterogênea do alelo βS entre os diferentes estados, 

com variação da prevalência de acordo com o grupo populacional estudado (Figura 2). O 

estado da Bahia apresenta a frequência brasileira mais elevada para a HbS, tendo sido 

encontrados 9,8% para os indivíduos HbAS e a prevalência de 0,9% para os heterozigotos 

duplos SC (HbSC) e 0,2% para a AF, em recém-nascidos de Salvador-Bahia (ADORNO et 

al., 2005). A Associação de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) descreveu as 

frequências de 9,5 e 11,4% para indivíduos HbAS em  estudo realizado na região do 

Frequência do alelo Sββββ (%) 

América 
9047 

África 
233289 

Sudeste Asiático 
26037 

Pacífico Ocidental 
13 

Mediterrâneo Oriental 
6491 

Figura 1. Distribuição mundial do alelo ββββ
S
. Os números indicam as estimativas para o número anual total de 

indivíduos HbSS, HbSC e HbS/β-talassemia por região, segundo dados da OMS  (adaptado de REES et al., 2010).  
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Recôncavo Baiano (SILVA et al., 2006). Dados da triagem neonatal entre os anos de 2007 e 

2009 relatam a razão de uma criança com DF para cada 565 nascidos vivos no estado da 

Bahia (AMORIM et al., 2010) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA DOENÇA FALCIFORME 

 Os indivíduos com DF apresentam quadro clínico heterogêneo, com grande 

variabilidade na gravidade das manifestações clínicas, sendo estas, influenciadas pela idade, 

gênero, características genéticas, fatores ambientais e socioeconômicos (LYRA et al., 2005; 

BRASIL, 2008). Entre as manifestações clínicas mais comuns na DF podemos destacar os 

eventos de vaso-oclusivos (VOE) e dolorosos, o acidente vascular cerebral (AVC), a 

síndrome torácica aguda (STA), o priaprismo, a hipertensão pulmonar (HP), a retinopatia, a 

anemia hemolítica, o sequestro esplênico (SE), a osteonecrose, a litíase biliar, as infecções e 

as úlceras maleolares, dentre outras (KATO et al., 2007; SONATI, 2008, STEINBERG, 2009; 

SARAF et al., 2014). As crianças com DF podem apresentar eventos graves desde os 

primeiros anos de vida, sendo que as manifestações que levam ao número maior de 

internações até os 10 anos são os VOE e dolorosos, as infecções, SE, STA e AVC (POWARS 

et al., 2005).  

Figura 2. Distribuição da HbS no Brasil. Distribuição do alelo βS em algumas regiões brasileiras conforme 
dados de estudos realizados no país entre 1980 e 2010 (adaptado de AZEDEDO et al, 1980; ADORNO et al, 
2005; SILVA et al, 2006 e AMORIM et al, 2010) 



 18 

 Os fenômenos vaso-oclusivos e dolorosos constituem os principais eventos clínicos da 

DF, sendo decorrentes da oclusão microvascular, secundária a fatores múltiplos associados à 

participação de diversos tipos celulares, como reticulócitos, leucócitos, plaquetas e hemácias 

falcizadas. A taxa de polimerização da HbS tem sido destacada como fator principal 

associado a adesão e desidratação dos eritrócitos e, consequentemente, ao desenvolvimento de 

VOE (KAUL et al., 1989; KAUL e HEBBEL, 2000; TURHAN et al., 2002; Looney e 

Matthay, 2009).  

 A oclusão microvascular pode levar a necrose tecidual e a ação de mediadores 

inflamatórios desencadeando uma resposta dolorosa. Os VOE são frequentemente associados 

a episódios febris e podem estar ou não relacionados aos processos infecciosos (PLATT et 

al.,1994; BALLAS, 2002; HOPPE, 2014). As infecções são as principais causas de óbito 

entre os pacientes com DF e podem ocorrer de forma recorrente e acredita-se que estão 

associadas a alterações no sistema imunológico e à asplenia funcional. Dentre as infecções 

mais comuns estão àquelas causadas por microorganismos encapsulados, como o 

Streptococcus pneumoniae (METHA et al., 2006). 

 A oclusão microvascular relaciona-se a episódios dolorosos e a alterações na 

microcirculação cerebral. O AVC observado nos indivíduos com DF e, frequentemente, em 

crianças com AF, muitas vezes acontece de forma silenciosa e resulta de um 

comprometimento vascular das grandes artérias do polígono de Willis levando a infartos e ao 

comprometimento da perfusão vascular ou, eventualmente, embolia arterial (MESCHIA E 

PANKRATZ, 2005; ADAMS, 2007). O AVC é uma das complicações mais graves da DF, 

sendo o isquêmico mais comum que o hemorrágico; este último equivale a cerca de 5% dos 

casos e é mais frequente em adultos, apresentando morbimortalidade elevada, como 

consequência de ruptura de pequenos vasos, a partir de neoformações vasculares ou de 

aneurismas (STROUSE et al., 2011). O Estudo Cooperativo da DF (CSSCD), o maior estudo 

longitudinal e observacional dos Estados Unidos da América sobre complicações da DF, 

relatou a prevalência global de AVC de 3,75% em indivíduos com DF, sendo que em 

pacientes com AF na faixa etária menor que 20 anos de idade, a prevalência de AVC foi de 

11%. A incidência maior de AVC (1,02 por 100 pessoas/ano) foi encontrada em crianças com 

AF entre 2 e 5 anos de idade (OHENE-FREMPONG et al., 1998).  

As sequelas do AVC comprometem as atividades socio-econômicas dos indivíduos 

com DF e têm reflexo na estrutura familiar (BRASIL, 2008). Atualmente, métodos de 

diagnóstico precoce das alterações vasculares cerebrais têm sido usados para monitoramento 

de indivíduos com DF. O doppler transcraniano (DTC), por exemplo, permite o 
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monitoramento dinâmico da velocidade do fluxo sanguíneo cerebral e pulsatilidade vascular 

com uma resolução temporal elevada (ADAMS, 2005). O DTC vem se tornando cada vez 

mais acessível, reprodutível e a sua portabilidade oferece conveniência maior em relação a 

outros métodos de imagem. As limitações do DTC estão relacionadas à experiência do 

operador e ao fato de 10 a 20% dos pacientes terem janelas acústicas transtemporais 

inadequadas (ADAMS, 2005; NAQVI et al., 2013). 

 A STA é uma complicação frequente na DF, associada usualmente à febre, dor 

torácica e/ou tosse, que ocorre em pacientes com as formas mais graves da doença; tem 

relação com a oclusão vascular ou infecção, embora outras etiologias estejam envolvidas 

(STEINBERG et al., 2001). A infecção predomina em pacientes pediátricos e a obstrução 

vascular nos adultos, embora possam ocorrer de forma simultânea e concorrente (GASTON et 

al., 1986; VICHINSKY et al., 2000; STEINBERG, 2009).  

 A HP é uma complicação reconhecida na DF (GLADWIN, et al., 2004), sendo uma 

condição grave, com taxa de mortalidade elevada (CASTRO et al., 2003). A patogênese da 

HP na DF tem relação com a hemólise recorrente e redução sistêmica do óxido nítrico (NO) 

pela ação da Hb plasmática livre e disfunção endotelial, resultando em hiperplasia da íntima 

vascular pulmonar, hipoxemia crônica, ativação plaquetária excessiva e asplenia (WUN et al., 

1998; VILLAGRA et al., 2007). Vários fatores vêm sendo associados à presença de HP em 

pacientes com DF, entre eles destacam-se a endotelina-1 (ET-1), um aminoácido endógeno, 

produzido pelas células endoteliais pulmonares e sistêmicas, que apresenta ação 

vasoconstrictora potente e de longa duração (HICKEY  et al., 1985; YANAGISAWA et al., 

1998). A ET-1 participa de vários processos fisiológicos relacionados aos sistemas nervoso, 

renal, cardiovascular, respiratório, gastrointestinal e endócrino (MASAKI, 1998; ARCHER, 

2000; KEDZIERSKI E YANAGISAWA, 2001). Além disso, a ET-1 tem sido relacionada a 

diversas complicações clínicas da DF, incluindo alterações cardíacas e hipertensão pulmonar 

(MINNITI  et al., 2009; GLADWIN E SACHDEV, 2012).  

 A redução da capacidade física em indivíduos adultos e pediátricos com DF está 

associada à gravidade da anemia. Neste caso, os exames cardíacos estão geralmente alterados, 

sendo que pode se observar alterações como hiperatividade, sopro sistólico, bem como o 

encontro frequente de contração prematura (COVITZ et al., 1995). O eletrocardiograma de 

indivíduos com DF, em geral não apresenta anormalidades específicas e mostra sinais de 

hipertrofia ventricular (STEINBERG, 2001). As alterações cardíacas na DF estão associadas à 

concentração diminuída de Hb e a alterações das funções sistólica e diastólica (COVITZ et 
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al., 1995; GLADWIN E SACHDEV, 2012), não sendo comum a ocorrência de colapso 

cardiovascular devido à distensibilidade hepática limitada (TAYLOR et al., 2004).  

 O SE se caracteriza pelo aumento súbito do baço, diminuição da Hb, reticulocitose, 

palidez e plaquetopenia (variável), podendo ocorrer insuficiência cardíaca e choque 

hipovolêmico (STEINBERG et al., 2001). O SE está relacionado ao aumento da mortalidade 

em crianças com DF nos primeiros cinco anos de vida; entretanto, pode atingir indivíduos em 

qualquer faixa etária, com genótipo HbSC e Hb S/β-talassemia (HbS/β-tal), devido à 

persistência da esplenomegalia (TAYLOR et al., 2004). O SE deve ser reconhecido e tratado 

rapidamente, sendo responsável por 13% dos óbitos ocorridos entre os pacientes com DF 

menores  de 20 anos (STEINBERG et al., 2001; POWARS et al., 2005). 

 Outra manifestação clínica importante na DF é o priapismo, caracterizado pela 

diminuição acentuada do fluxo sanguíneo e o empilhamento de hemácias falcizadas no corpo 

cavernoso, sendo uma manifestação clínica que pode ocorrer de forma rápida ou prolongada 

nesses pacientes (STEINBERG et al., 2001). Nos casos de eventos prolongados, além da 

hidratação e da analgesia, pode ser necessária a intervenção cirúrgica (STUART e NAGEL, 

2004). Alguns estudos sugerem que a origem desse fenômeno pode estar relacionada a 

mecanismos moleculares complexos que envolvem, por exemplo, a participação da guanilato 

ciclase e de uma fosfodiesterase do tipo 5A (BURNETT, 2003; CHAMPION et al., 2005). 

 Os pacientes com DF podem também desenvolver colelitíase, que é uma consequência 

do metabolismo acelerado de bilirrubina, tipicamente observada nas anemias hemolíticas. A 

litíase biliar pode ser observada na primeira década de vida, sendo que a maioria dos adultos é 

afetada e o método diagnóstico preferencial é a ultrassonografia (STEINBERG, 2001).   

 Os indivíduos com AF podem desenvolver úlceras de pernas, que são decorrentes de 

lesões traumáticas, que levam um período longo para  cicatrização (SERJEANT et al., 2005). 

As condições clínicas, como úlcera de perna e retinopatia têm sido associadas ao risco 

elevado de lesões a órgãos e óbito precoce nesses pacientes (POWARS et al., 2005).  

 

1.5. FISIOPATOLOGIA DA DOENÇA FALCIFORME 

Em grande parte, a morbimortalidade na DF decorre de complicações associadas aos 

VOEs, a isquemia, lesão por reperfusão e infarto em diversos orgãos e tecidos (STEINBERG, 

2006; CHARNESKI E CONGDON, 2010). Dessa forma, os eventos básicos relacionados às 

manifestações clínicas da DF são a VO, a hemólise e a inflamação, que se manisfestam de 

forma aguda e crônica; esses eventos não estão totalmente elucidados, mas acredita-se que 

sejam resultado da interação celular complexa e dinâmica com participação de reticulócitos, 
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hemácias falcizadas, hemácias normais, células endoteliais, leucócitos, plaquetas, além da 

produção exacerbada de radicais livres e citocinas (LEE et al., 2006). 

 

1.5.1. Hemólise 

 A lise dos eritrócitos no compartimento vascular libera Hb para o plasma, que forma 

dímeros que se ligam rapidamente a haptoglobina (Hp). O complexo haptoglobina-

hemoglobina (Hp-Hb) expõe um epítopo que é reconhecido com afinidade elevada pelo 

CD163, presente na superfície de monócitos/macrófagos, levando a endocitose do complexo 

Hp-Hb e a sua degradação (NAGEL E GIBSON, 1971; KRISTIANSEN et al., 2001). Uma 

vez que a haptoglobina não é reciclada, a formação de quantidades grandes do complexo Hp-

Hb conduz à depleção rápida da referida proteína; assim, nas doenças hemolíticas graves, 

como DF, a Hp plasmática geralmente é indetectável (TABBARA, 1992).  

O metabolismo do heme, por sua vez, consiste na oxidação do heme ferroso (Fe 2+), o 

componente de ligação da Hb ao oxigênio, ao heme férrico (Fe 3+), que se liga, com afinidade 

elevada a uma glicoproteína plasmática, a hemopexina (Hpx) (RYTER et al., 2002). O heme 

ligado a Hpx é degradado em uma série de passos enzimáticos no fígado. A hemeoxigenase 1 

(HO-1), posteriormente, degrada o heme livre, que apresenta características pró-oxidantes e 

pró-inflamatórias, produzindo o monóxido de carbono (CO), biliverdina e ferro (Fe) (RYTER 

et al., 2002; JISON et al., 2004). O CO tem propriedades antioxidantes, vasodilatadora, 

antiproliferativa, anti-inflamatórias, enquanto que a biliverdina é um antioxidante que é 

convertido pela biliverdina redutase em bilirrubina (BARANANO et al., 2002). As 

substâncias oxidantes derivadas do ferro hêmico são diretamente capturadas e inativadas pela 

ferritina (SEARS, 1970; ROLTHER et al., 2005). Além disso, a ligação do CD163 ao 

complexo Hp-Hb tem ação anti-inflamatória pela indução da produção de IL-10 e HO-1 pelos 

monócitos circulantes (PHILIPPIDIS et al., 2004). Assim, as ações antioxidantes, 

anticoagulantes, antiproliferativas e os efeitos vasodilatadores do sistema CD163/HO-

1/biliverdina redutase são mecanismos compensatórios a redução dos níveis de NO e aos 

efeitos vasoconstritores, proliferativos, inflamatórios e pró-oxidantes promovidos pelo 

aumento plasmático de Hb, heme e ferro hêmico (SEDLAK E SNYDER, 2004; ROLTHER et 

al., 2005). 

 A hemólise, assim como a VO, é um dos eventos primários mais importantes na 

patogênese da DF (ODIÈVRE et al., 2011; REES E GIBSON, 2011). As alterações na 

permeabilidade a cátions e na organização de proteínas da membrana eritrocitária, levam a 
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redução da flexibilidade e maleabilidade dos eritrócitos, além da desidratação e a baixa tensão 

de oxigênio desencadeando a polimerização da HbS e a hemólise (STEINBERG, 2001).  

 O aumento da desidratação é uma das consequências mais relevante de lesão da 

membrana dos eritrócitos ricos em HbS. As contribuições mais importantes para esse 

processo são dos cotransportadores de potássio (K+)/cloreto (Cl-) e cálcio (Ca++)-ativado e o  

efluxo de  K+ (Lew et al., 1991). As taxas de cotransporte de K+/Cl- são muito mais elevadas 

nos eritrócitos dos indivíduos com AF quando comparadas aqueles normais (HbAA). O 

cotransporte de K+/Cl-  é induzido pela presença de edema celular e também por acidificação 

(BRUGNARA et al., 1985; CANESSA et al., 1986; LEW et al., 1991). Dessa forma, o 

cotransporte desses íons parece ter papel importante na desidratação elevada não só dos 

eritrócitos SS, mas também daqueles SC, resultando em uma característica morfológica 

comum na DF, que é a presença de hemácias em forma de alvo (BRUGNARA et al., 1985; 

CANESSA et al., 1986). Os eritrócitos SS têm quantidades aumentadas de cálcio, 

compartimentada em vesículas intracelulares, mesmo com concentrações normais de Ca++ no 

citosol. Quando a membrana celular é alterada pela falcização, no entanto, há o aumento 

transitório na concentração citosólica de Ca++, sendo este aumento suficiente para provocar 

alteração no canal de Ca++ -dependente de K+, contribuindo com uma segunda via para a 

perda de K+ e de água induzidas pela falcização, além da desidratação eritrocitária (Lew et al., 

1985; BUNN, 1997). 

 A lesão endotelial e a hemólise, por sua vez, contribuem para manutenção do dano 

vascular crônico decorrente do aumento nos níveis de citocinas inflamatórias, da mobilização 

de células mononucleares e dos níveis patológicos da adesão de monócitos ao endotélio 

vascular (SWITZER et al., 2006; CONRAN et al., 2007). Em geral, estas condições 

inflamatórias exacerbadas, bem como as interações entre células mononucleares e endoteliais, 

podem contribuir para o espessamento da camada íntima e estreitamento do lúmen vascular. 

Essas são condições observadas na HP e no AVC em crianças com DF, que representam de 

20-30% das mortes relacionadas à DF em pacientes adultos (VERDUZCO et al., 2009; 

MAÎTRE et al., 2011) (Figura 3). 

 A lise das hemácias falcizadas ocasiona uma série de alterações bioquímicas que são 

percebidas, laboratorialmente, pelo aumento das bilirrubinas (principalmente a indireta), 

diminuição da Hp e aumento dos níveis da lactato desidrogenase lática (LDH), enzima que 

participa do processo metabólico de produção de energia e que é encontrada em grandes 

quantidades nos eritrócitos (REES et al., 2010; REES E GIBSON, 2011). 
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Figura 3. Hemólise intravascular. Durante a hemólise intravascular, a hemoglobina é liberada no plasma, 
de onde é normalmente retirada pela haptoglobina, CD163 e hemopexina. Os complexos de haptoglobina - 
hemoglobina ligam-se a CD163,  na superfície de macrófagos/monócitos, iniciando a endocitose e a 
degradação dos  mesmos. Durante o processo de oxidação da hemoglobina há também a liberação do heme 
férrico, que se liga a hemopexina e é degradado pelos hepatócitos. A hemólise excessiva satura e esgota 
esses sistemas de remoção de hemoglobina e leva a um acúmulo da hemoglobina e do heme no plasma. A 
hemoglobina plasmática e o heme medeiam os efeitos pró-inflamatório, proliferativo e pró-oxidantes nas 
células do endotélio vascular. O óxido nítrico (NO) é normalmente produzido a partir da L-arginina nas 
células endoteliais do vaso pela ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS). O NO mantém o relaxamento 
da musculatura lisa e inibe a ativação e agregação plaquetárias, regulando assim o tônus vascular e 
promovendo a homeostase sistêmica. Durante a hemólise intravascular, a disponibilidade do NO pode ser 
severamente limitada pela reação com oxihemoglobina e pela degradação da L-arginina, pela arginase 
eritrocitária, apesar dos níveis elevados de NOS (diminuição da síntese de NO). A depleção do NO resulta 
na diminuição da ativação da guanilato ciclase, uma enzima necessária para a geração de guanina 
monofosfato cíclico (cGMP). A redução nos níveis de cGMP desrregula o tônus da musculatura lisa 
resultando em distonias, incluindo hipertensão arterial sistêmica e pulmonar, disfunção erétil, disfagia e dor 
abdominal. A diminuição dos níveis de cGMP através da depleção de NO também pode conduzir à ativação 
e agregação das plaquetas, promovendo a formação de coágulos. GTP indica trifosfato de guanosina. 
Adapatado de ROLTHER et al., 2005. 
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 1.5.2. Inflamação 

A DF é caracterizada pela presença de inflamação aguda e crônica associadas à 

ocorrência de infecções recorrentes, à leucocitose, à ativação leucocitária e endotelial, sendo 

estes eventos relacionados à VO (JANEWAY, 2001; HOPPE, 2014). Os aspectos 

imunológicos da DF têm sido cada vez mais estudados, sendo que alguns autores descrevem 

níveis elevados de citocinas Th2, como as interleucinas (IL) 4, 6 e 10 (IL-4, IL-6 e IL-10) e de 

citocinas pró-inflamatórias, como a IL-8 e  o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) no 

plasma de indivíduos com AF em estado estável, alterações que estão associadas ao aumento 

na expressão ou que promovem a ativação de moléculas de adesão em leucócitos, plaquetas e 

no endotélio vascular desses indivíduos (MALAVE, et al., 1993; TAYLOR et al., 1997).  

Nas fases iniciais de uma infecção ocorre a diferenciação das células T em duas 

principais classes efetoras CD4+, as células Th1 (quando estimuladas por IL-12 e interferon 

gama (INF-γ)) ou Th2 (estimuladas pela produção de IL-4 e de IL-6). Nesse contexto, há uma 

indução à citotoxicidade e a resposta inflamatória via produção de citocinas Th1, como a IL-

12, IL-2, o IFN-γ e o TNF-α; a resposta Th2, por sua vez, conta com a participação da IL-4, 

IL-5, IL-6 e IL-10, que são importantes na formação de anticorpos. As células Th1 e Th2 

desempenham papéis distintos em várias condições fisiológicas ou patológicas. Essas 

respostas são também antagônicas, uma vez que o IFN-γ modula negativamente a resposta 

Th2, e as IL-4 e IL-10 modulam negativamente a resposta Th1, o que permite a homeostasia 

do sistema imune e a resposta imunológica balanceada (JANEWAY, 2001; FRENETTE, 

2004; MACHADO, et al. 2004).  

As células fagocíticas desempenham papel importante na imunidade inata e adquirida, 

pela capacidade de reconhecimento, fagocitose e promoção da resposta imune pela produção 

de mediadores inflamatórios e liberação de ROS (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000). No 

que se refere à AF, alguns autores descrevem níveis plasmáticos elevados de citocinas Th2 e 

de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-8 e TNF-α, em estado estável, sendo que, 

possivelmente, essas alterações estão associadas ao aumento na expressão ou promovem a 

ativação de moléculas de adesão em leucócitos, plaquetas e no endotélio vascular desses 

indivíduos (MALAVE et al., 1993; TAYLOR et al., 1997; CAJADO et al., 2011).  

 O processo inflamatório é modulado por diversos tipos de moléculas, tais como 

aminas vasoativas, eicosanóides derivados de lipídios, citocinas e quimiocinas. Mediadores 

lipidicos endógenos têm sido descritos como importantes nesse processo por apresentarem 

efeito imunomodulador. Nesse grupo se destacam os leucotrienos B (LTBs), que são 

moléculas resultantes da ação das lipoxigenases; o  LTB4, por exemplo, foi associado ao 
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aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias e de NO (PETERS-GOLDEN et al., 

2005). Outro grupo de mediadores lipídicos em destaque são as prostaglandinas (PGs), cuja 

produção se inicia com a liberação de ácido araquidônico (AA) a partir de fosfolípidos da 

membrana celular sob a ação da fosfolipase A2, em resposta a estímulos inflamatórios. O AA 

é convertido em prostaglandina (PG) H2 pela ação das ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-

2). A prostaglandina E2 (PGE2), por sua vez, apresenta ações em diversos tipos celulares, de 

acordo com ligações a receptores específicos nessas células; dessa forma, a PGE2 desempenha 

papel importante, como a inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ, 

TNF-α, IL-12,  e IL-1β e a produção de citocinas de perfil Th2, como IL-10 e IL-4 (HARRIS 

et al., 2002). Estudos prévios têm associado a interação anormal de hemácias falcizadas com o 

endotélio hiperestimulado ao aumento nos níveis dos eicosanóides, sugerindo um possível 

aumento na síntese dos mesmos (IBE et al., 1997; HARRIS et al., 2002).  

 O fator beta transformador do crescimento (TGF-β) faz parte de uma família de 

proteínas com propriedades diveras e alguns de seus receptores são amplamente distribuídos 

pelos tecidos do organismo vivo. As ações do TGF-β estão relacionadas ao desenvolvimento 

e diferenciação tecidual, além da regulação de células do sistem imune (MILLS et al., 2000). 

A deficiência de TGF-β, em modelos animais, relaciona-se a um processo inflamatório grave 

que atinge diversos orgãos, sendo associada à ação de citocinas e de linfócitos T (GORELIK 

E FLAVELL, 2002). Keikhaei e cols. (2013) relataram que pacientes com DF em VO 

apresentaram níveis médios aumentados de todas as citocinas quando comparados a 

indivíduos em estado estável, mas com significancia estatística apenas para a IL-8. Por outro 

lado, os níveis de TGF-β e IL-17 foram mais elevados nos  pacientes em estado estável que 

nos controles normais. Vilas-Boas e cols. (2010), em estudo realizado com indivíduos com 

AF, relataram a associação direta entre os níveis de TGF-β e arginase, sugerindo que o TGF-β 

pode ter papel importante na ativação vascular (Figura 4). 
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1.5.3. Lesão Endotelial 

O endotélio vascular dos indivíduos com DF apresenta-se frequentemente estimulado 

pela ação de citocinas pró-inflamatórias, pela sobrecarga de ferro, pelo aumento das ROS e da 

adesividade celular através da expressão de moléculas de adesão como a molécula de adesão 

Figura 4. A resposta inflamatória aguda e o papel dos mediadores lipídicos na sua resolução ou falha. 
A resposta aguda tem início com alterações no fluxo sanguíneo, estimuladas por PGE2 e PGI2, e LTB4, os 
quais são produzidos a partir do ácido araquidônico e estimulam o recrutamento de polimorfonucleares 
(PMN). O excesso de prostaglandinas e leucotrienos contribuem para a inflamação crônica. A 
ciclooxigenase (COX)  desencadeia a produção de PGD2, via sintase PGD2 humana (hPGD2s), ativa seu 
receptor DP1 que estimula a IL-10, citocina anti-inflamatória, que bloqueia a instalação da inflamação 
crônica. PGD2 pode ser convertida em PGJ2 e 15-dPGJ2 e produtos que ativam PPAR-g que leva a 
resolução da inflamação. A mudança de classe do mediador lipídico é a chave temporal, em exsudatos 
inflamatórios, que ativa a produção de lipoxina (LXA). A LXA4 regula a MCP-1, recrutamento de 
monócitos e interrompe o influxo de PMN estimulado por LTB4. Lipoxinas e resolvinas limitam ainda mais 
influxo PMN para o local e estimulam a fagocitose e a depuração de restos celulares pelos macrófagos. 
Resolvinas, protetinas, lipoxinas e maresinas (SPM) estimulam e melhoraram a fagocitose, promovendo a 
resolução do processo. A perda de qualquer um dos receptores celulares ou de mediadores químicos pode, 
em teoria, conduzir à falha de resolução que e ocasionar uma inflamação persistente, crônica, associada a 
diversas doenças (Adaptado de Buckley et al., 2014). 
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intercelular-1 (ICAM-1) e a molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM-1). Além disso, a 

ativação plaquetária e de fatores da cascata de coagulação contribuem para a ocorrência do 

fenômeno vaso-oclusivo na DF (OKPALA, 2004; MORRIS, 2008).  

A homeostase vascular é regulada por diversas substâncias dentre as quais se destaca o 

óxido nítrico (NO), um potente vasodilatado produzido no endotélio a partir da L-arginina, 

substrato obrigatório, que é convertida em citrulina por uma família de enzimas, as sintases do 

NO (NOS) (MORRIS et al., 2005). O NO tem propriedades que podem afetar todos os 

aspectos da DF, desde a redução da ativação plaquetária e expressão de receptores de adesão 

ao endotélio vascular até a diminuição da proliferação de músculo liso vascular, o que limita a 

lesão de isquemia-reperfusão, modula a proliferação endotelial e regula a inflamação 

(ROTHER et al., 2005; DURANTE et al., 2007). A redução dos níveis de NO tem um papel 

crucial na disfunção endotelial, e, por conseguinte, o desequilíbrio no metabolismo do NO é 

um processo comum entre os diversos mecanismos da vasculopatia falciforme (MORRIS et 

al., 2000). A DF é caracterizada por um estado de resistência, inativação e biodisponibilidade 

baixa do NO, embora a expressão e a atividade da óxido nítrico sintase (NOs) esteja 

aumentada na referida patologia. Indivíduos adultos com DF em estado estável da doença 

apresentam deficiência de arginina; já as crianças com DF têm níveis plasmáticos 

comparáveis aos controles saudáveis (ENWONWU, 1989; MORRIS et al., 2000). Logo, 

acredita-se que a deficiência de arginina está relacionada à idade do indivíduo e é influenciada 

por eventos agudos. As concentrações séricas de arginina diminuem, em adultos e crianças, 

durante os VOE e a STA, e estão associadas à redução dos níveis de metabólitos do NO. Em 

última análise, a biodisponibilidade baixa da arginina está associada à mortalidade precoce em 

adultos com DF, principalmente em condições de hemólise elevada, inflamação e/ou estresse 

oxidativo (MORRIS et al., 2005). 

Conhecimentos novos à cerca da disfunção endotelial na DF vêm sendo atribuídos à 

hemólise e a interferência desse fenômeno em diversas etapas da via arginina-NO 

(GLADWIN el al., 2004; ROTHER et al., 2005). Em condições normais, a Hb é encontrada 

no interior dos eritrócitos; entretanto, durante a hemólise, a mesma é descompartimentalizada 

e liberada no plasma, onde reage e destrói, de forma rápida, o NO. Esse processo resulta em 

consumo anormalmente elevado de NO e a formação de ROS e, em última análise, a inibição 

da vasodilatação (MORRIS et al., 2007; TAYLOR et al., 2008). A redução do NO pela ação 

da Hb livre relaciona-se a uma hiperestimulação do endotélio vascular, através da ativação da 

transcrição de moléculas de adesão, incluindo a VCAM-1 e a E-selectina, e vasoconstritores 

potentes, tais como a endotelina. A liberação simultânea da arginase eritrocitária durante a 
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hemólise vai limitar a disponibilidade de arginina para a NOs, contribuindo para uma 

deficiência de NO (DURANTE et al., 2007). A arginase também redireciona o metabolismo 

de L-arginina a L-ornitina e há a formação de poliaminas e de L-prolina, que são essenciais 

para o crescimento de células do músculo liso e para a síntese de colágeno. Dessa maneira, a 

indução da arginase também pode promover a remodelação aberrante do endotélio vascular e 

a formação de neoíntima (FIELD et al., 2008). As complicações pulmonares na DF 

comprometem a oxigenação e contribuem para a manutenção da falcização dos eritrócitos 

(MORRIS et al., 2005). Através da criação de uma mudança para o metabolismo ornitina, a 

arginase desencadeia o processo que contribui para a vasculopatia proliferativa comumente 

encontrada em desordens hemolíticas (ENWONWU, 1989; FIELD et al., 2008; GLADWIN e 

VICHINSKY, 2008) (Figura 5). 

O estresse oxidativo constitui outro mecanismo importante de vasculopatia associada à 

hemólise, uma vez que nessas patologias, o eritrócito pode ser um dos principais 

determinantes do ambiente redox. Os eritrócitos de pacientes com DF ou talassemia 

apresentam aumento das concentrações de ROS em comparação com os eritrócitos normais 

(HEBBEL et al., 1982; ASLAN e FREEMAN, 2004). A superprodução de ROS, como 

superóxido, promove o estresse oxidativo intravascular que também pode interferir na 

homeostase do NO e produzir o peroxinitrito, um agente com potencial oxidante elevado. Na 

DF, as alterações dos lipídios da membrana e a exposição anormal de fosfatidilserina (VER) 

pelos eritrócitos são consequência, em parte, do estresse oxidativo, que contribui para a morte 

precoce das hemácias. A exposição da VER também induz a ligação dos eritrócitos às células 

endoteliais, levando ao sequestro de células que expõem VER nos vasos sanguíneos 

periféricos (ASLAN e FREEMAN, 2004; MORRIS, 2008). Este processo pode contribuir 

para a disfunção vascular, hemólise e um estado pró-trombótico (PRITCHARD et al., 2004; 

NEIDLINGER et al., 2006). Em adição a este fato, as alterações no sistema da glutationa, 

comum a essas afecções, podem tornar eritrócitos incapazes de suportae o aumento da carga 

oxidante, que se tornam sensíveis a hemólise (REID et al., 2006). Dados recentes sugerem 

que a depleção da concentração de glutamina eritrocitária e aberrações no metabolismo da 

glutationa dos eritrócitos estão ligadas à gravidade da HP na DF e a biomarcadores de 

hemólise (HSU et al., 2007). Dessa forma, a disfunção vascular na DF é o resultado final da 

interação entre os referidos fenômenos complexos e multifatoriais que se manifestam de 

forma variada como fenótipos clínicos da doença (MORRIS, 2008).  
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 O endotélio vascular dos pacientes com DF está susceptível a ação de produtos 

provenientes da exposição a microrganismos, o aumento da expressão de moléculas de 

superfície e seus receptores  e a ativação de fatores transcricionais, como o fator nuclear 

kappa B (NF-κB) (BLASIUS e BEUTLER, 2010; LEE E DING, 2013). 

 O NF-κB, por sua vez, regula o crescimento e a diferenciação celular, além de ativar 

os genes envolvidos no controle da inflamação, do estresse oxidativo e da apoptose. De fato, o 

aumento da ativação do NF-κB pode ser mediado tanto pela produção elevada de ROS, como 

Figura 5. Mecanismos hipotéticos de subfenótipos clínicos da doença falciforme. Supõe-se que muitas 
das complicações clínicas presentes na DF podem ser divididas em dois subtipos que se superpõem, mas que 
são, cada um, movidos por mecanismos distintos. As úlceras maleolares, priapismo, hipertensão pulmonar, 
morte súbita e acidente vascular encefálico estão associados, em indivíduos em estado estável da doença, a 
níveis reduzidos de hemoglobina (Hb) e ao aumento da taxa de hemólise intravascular (lado esquerdo da 
figura). Estas complicações vasculares, provavelmente, resultam da disfunção endotelial, mediada tanto pela 
inativação de óxido nítrico (NO), devido ao aumento da Hb livre no plasma e de espécies reativas de 
oxigênio, assim como o catabolismo da arginina (Arg) pela arginase plasmática. Este processo de disfunção 
endotelial associada à hemólise também pode causar a ativação hemostática e proliferação da íntima e da 
musculatura lisa. Tais complicações clínicas como as crises vaso-oclusivas e dolorosas, a síndrome torácica 
aguda, a necrose avascular óssea, e retinopatia estão associadas à contagem elevada de leucócitos no estado 
estável e  concentrações elevadas de Hb. Estas complicações resultam da obstrução dos capilares e das 
vénulas pós-capilares por eritrócitos contendo polímeros de HbS e por leucócitos (monócito, por exemplo), 
como mostrado no lado direito da figura. ET-1: endotelina-1, NOS: óxido nítrico sintetase, O2-: superóxido, 
VCAM: molécula de adesão à célula vascular -1 e XO: xantina oxidase. Adapatado de GLADWIN e 
VICHINSKY, 2008. 
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ocorre na DF, como pelo o aumento da transcrição de genes de citocinas pró-inflamatórias,  

entre elas o TNF-α, IL-1, IL-2, IL-6 e IL-12 (WANG et al., 2002; KIM et al., 2010). A 

estimulação dos monócitos pelo lipopolissacarídeo (LPS), por exemplo, ativa muitos RNAs 

mensageiros e vias de transdução de sinal, que por sua vez ativam fatores de transcrição, 

incluindo aqueles da família do NF-kB, responsáveis pela indução de genes que codificam 

mediadores inflamatórios (O’CONNELL et al., 1998; KIM et al., 2010). 

 A agregação, a ativação e adesão plaquetárias e a trombose podem ser induzidas pela 

ativação da coagulação e, normalmente, refreadas pela ação do NO (JIN et al., 2005; 

SCHAFER et al., 2004). A ativação plaquetária elevada tem sido destacada em pacientes com 

DF (WESTWICK, et al., 1983; WUN et al., 1998), sendo relacionada à ação da Hb livre 

sobre as plaquetas (ex vivo). Nos pacientes com DF que apresentam hemólise intensa e HP 

observa-se a redução do NO e o aumento estatisticamente significativo da ativação 

plaquetária (VILLAGRA et al., 2007), o que sugere a relação direta entre a redução da 

biodisponibilidade do NO e ativação das plaquetas em indivíduos com a referida patologia. 

Villagra e cols. (2007) utilizaram um modelo com sildenafil, um medicamento que amplifica 

a sinalização da via do NO, e observaram a redução da ativação plaquetária, in vivo, em 

pacientes com DF com HP (RUF, et al., 1997).  Dessa forma, é concebível que a ativação 

plaquetária desempenhe papel importante na progressão da HP, podendo estar ligada a 

liberação de fatores contidos nos grânulos plaquetários que podem contribuir para a ativação e 

a disfunção endotelial (RUF, et al., 1997). Outro fator importante é a desregulação da 

protease do fator de Von Willebrand (vWF) em indivíduos com DF, que associada ao 

aumento da liberação da Hb livre, durante a hemólise, pode gerar multímeros de vWF de alto 

peso molecular, contribuindo para as complicações vasculares (SCHNOG et al., 2006; ZHOU 

et al., 2009). A ativação das plaquetas e de fatores de coagulação também contribuem para a 

manutenção dos diversos fenômenos envolvidos na patogênese da DF (STEINBERG E 

RODGERS, 2001; EMBURY, 2004; OKPALA, 2004).  

Kato e cols. (2009) associaram níveis elevados da enzima lactato desidrogenase 

(LDH) a hemólise subclínica e a um estado generalizado de ativação do endotélio vascular 

como reflexo da elevação de moléculas de adesão solúveis, em especial a VCAM-1; logo, o 

aumento da LDH sérica apresenta relação direta com complicações graves, como a HP que 

aumenta em mais de dez vezes o risco de mortalidade precoce em indivíduos com DF. A 

inibição da ativação do endotélio vascular em camundongos transgênicos foi associada a 

ações dos glicocorticóides e da sulfasalazina; em parte, esse efeito se deve a eventos 

múltiplos, a saber: alteração na transcrição do NF-kB, redução da ativação de células 
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endoteliais; redução da expressão de E-selectina e de ICAM-1, além de ligantes como o 

CD162 (AZIZ E WAKEFIELD, 1996; KAUL et al., 2004; BELCHER et al., 2005).  

 

1.6. METALOPROTEINASES E SEUS INIBIDORES 

As metaloproteinases de matriz (MMPs) são endopeptidases dependentes do zinco, 

responsáveis pelo remodelamento tecidual em condições fisiológicas e patológicas, com  

atuação sobre os elementos da matriz extracelular (KHOKHA el al., 2013; SEIZER E MAY, 

2013). As MMPs são reguladas pelos inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMP) e 

estão associadas com a degradação da matriz extracelular; no entanto, as MMPs também 

atuam sobre as citocinas e quimiocinas e servem como reguladores de inflamação e 

imunidade (REYNOLDS, 1996; PARKS et al., 2004; BOURBOULIA E STETLER-

STEVENSON, 2010). 

A regulação da ação das MMPs é realizada por um grande número de inibidores 

endógenos que evitam a proteólise descontrolada. Dentre estes, os mais específicos são os 

TIMPs, compostos por proteínas secretadas que se ligam as MMPs em níveis diferentes de 

especificidades; o TIMP-1, por exemplo, possui afinidade elevada pela MMP-9,  enquanto 

que o TIMP-2 é um inibidor mais eficaz da MMP-2 (KHOKHA et al., 2013). O TIMP-1 é um 

inibidor da atividade da MMP-9 e tem a capacidade de estimular o crescimento de vários tipos 

celulares. No entanto, o TIMP-1 apresenta atividade diversa, dependente ou independente, da 

sua capacidade inibitória da MMP-9 (BERTAUX E HORNEBECK, 1993; GOMEZ et al., 

1997; LAMBERT et al., 2009; OULD-YAHOUI et al., 2009). 

A presença das MMPs, incluindo a MMP-9, também conhecida como gelatinase B,  

varia de acordo com o tipo celuluar, sendo que a sua expressão, secreção e ativação nas 

células do sistema imunológico, são reguladas por citocinas e quimiocinas inflamatórias. A 

MMP-9 é encontrada nos grânulos terciários dos neutrófilos, grânulos de gelatinase, sendo 

liberada, imediatamente, após a estimulação pela IL-8, TNF ou um agente quimioatratante 

(MA et al., 2014). 

 

1.7. O METABOLISMO LIPÍDICO NA DOENÇA FALCIFORME 

 A produção de energia é fundamental para a manutenção da homeostase orgânica e 

nesse âmbito se destacam moléculas de diversas vias metabólicas, como a insulina, a glicose, 

os lipídios e as lipoproteínas (DUONG et al., 2006). Cumpre ressaltar que existe uma relação 

estreita entre carboidratos, lipídios e a insulina, sendo a última um hormônio peptídico 

necessário para a homeostase da glicose, com papel importante na regulação do metabolismo 
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lipídico (Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2009). O estudo de Ahmed E 

Goldstein (2008) descreveu a redução aguda dos níveis séricos de diferentes moléculas após a 

administração, por via intravenosa, de insulina. Entre as moléculas, cujos níveis séricos foram 

alterados, encontram-se a ICAM-1, proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1), fatores de 

transcrição pro-inflamatórios, como o inibidor do ativador do plasminogênio-1 (PAI-1), 

MMP-9, proteína C reativa (CRP), expressão da oxido nítrico sintase induzível (iNOs) e dos 

níveis plasmáticos de nitrito e nitrato. Em adição às funções citadas, a ação da insulina nas 

plaquetas, macrófagos e fatores da coagulação resulta na manutenção da integridade vascular, 

em indivíduos saudáveis (AHMED E GOLDSTEIN, 2008). 

 O desequilíbrio na produção, secreção ou ação insulínica está associado ao conjunto 

de distúrbios metabólicos, como o Diabetes Melito (DM) e a Síndrome Metabólica (SM). 

Essas patologias têm como características a hiperglicemia, o aumento do colesterol total e a 

redução da lipoproteína de alta densidade ligada ao colesterol (HDL-c). Estudos relatam que o 

aumento nos níveis séricos de mediadores inflamatórios e de proteínas de fase aguda, tais 

como fibrinogênio, CRP, PAI-1, IL-6 e da contagem de leucócitos, pode estar associado à 

incidência de DM tipo 2 (SCHMIDT et al., 1999; BARZILAY et al., 2001; DUNCAN et al., 

2003).  

A HDL é uma lipoproteína aceptora no processo de transporte reverso do colesterol 

dos tecidos periféricos ao fígado, que é eliminado pela via biliar (DUONG et al., 2006). Outra 

função importante da HDL é a atividade anti-aterogênica marcante, além de atuar inibindo a 

quimiotaxia de monócitos, a adesão leucocitária ao endotélio e a ativação do complemento, 

apresentando ainda funções antiinflamatórias, antioxidante, anticoagulante e pró-fibrinolítica. 

A HDL exerce papel importante também no endotélio vascular, interferindo na interação entre 

monócitos e moléculas de adesão expressas pelo endotélio, como a VCAM-1, ICAM-1 e 

Selectina-E (NOFER et al., 2002). 

 As alterações no metabolismo de lipídios e carboidratos estão relacionadas as 

manifestações clínicas graves descritas em diversas patologias, incluindo a DF. A 

hiperlipidemia e a hipertensão, por exemplo, têm sido associadas ao aumento do estresse 

oxidativo e ao dano à membrana do eritrócito nos indivíduos com DF (KUYPERS, 2007; 

KUMAR et al., 2008). Taylor e cols. (1979) relacionaram a presença da DF com níveis 

diminuídos de colesterol tanto em homens quanto em mulheres. Os níveis elevados de lipídios 

são associados ao aumento do estresse oxidativo e este aumento é ainda maior nos indivíduos 

com hemoglobinopatias; desta forma, sugere-se que nesses indivíduos ocorra o aumento do 

dano à membrana do eritrócito (KUYPERS, 2007). Ainda tendo como base o estudo de 
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lipidios na DF, Zorca e cols. (2010) correlacionaram a hipertrigliceridemia em indivíduos 

com DF e marcadores de hemólise intravascular, disfunção vascular e hipertensão pulmonar. 

 Os processos referidos anteriormente fazem parte de um fenômeno sistêmico, 

complexo, dinâmico e evolutivo associado a ativação endotelial e a adesão de hemácias 

falcizadas e  leucócitos ao endotélio vascular; a expressão de moléculas de adesão (VCAM-1, 

ICAM-1); a alterações na concentração de Hb total e hemoglobina fetal (HbF); ao aumento do 

número de leucócitos; a ativação de monócitos e a expressão de proteínas de fase aguda, 

citocinas e quimiocinas, contribuindo para o estado inflamatório crônico e pró-oxidante que 

pode ser agravado por alterações no metabolismo de lipídico (HEBBEL e VERCELLOTI, 

1997; WANG e LUKENS, 1998; OHENE-FREMPONG e STEINBERG, 2001; CANALLI et 

al., 2004; CONRAN et al., 2004; STUART e NAGEL, 2004; KUTLAR, 2005; REDDING-

LALLINGER e KNOLL, 2006). 

 

1.8. TRATAMENTO 

 As condutas clínicas e os tratamentos farmacológicos utilizados pelos indivíduos com 

DF objetivam a redução dos eventos graves associados à doença e a melhoria da qualidade de 

vida dos pacientes. A busca por um tratamento seguro e eficaz para a DF passou pela 

avaliação de moléculas com ação promissora, incluindo agentes demetilantes, como a 5-

azacitidina, e ácidos graxos de cadeia curta, como o butirato; entretanto, as limitações para o 

uso dessas substâncias são inúmeras, desde a forma de administração à segurança e eficácia 

dos referidos agentes farmacológicos (LEY et al., 1983; ATWEH et al., 1999; Kaul et al., 

2004). Nesse contexto, a hidroxiuréia (HU), fármaco citotóxico e antimetabólico associado ao 

aumento de HbF, surgiu como agente terapêutico potencial (PLATT et al., 1984). A HU 

associa a facilidade de administração por via oral, com a toxicidade aceitável, sendo que a 

eficácia do tratamento pode ser avaliada pela dosagem da HbF e a contagem de leucócitos; 

além disso, o uso de HU tem sido associado à redução de eventos clínicos graves, como os 

VOE (DAVIES e GILMORE, 2003), apesar dos mecanismos pelos quais a HU age, em 

especial os relacionados ao  aumento da concentração de HbF, não serem totalmente 

conhecidos.  Os efeitos citotóxicos e mecanismos mais complexos têm sido também 

associados ao tratamento com a HU, entre eles pode-se citar a indução da expressão do gene 

gama da globina (HBG), a produção de NO, da guanilato ciclase solúvel e a ativação da via da 

proteína cinase dependente-GMPc (IKUTA et al., 2001; COKIC et al., 2003; MABAERA et 

al., (2008).  
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 O uso de hemocomponentes na DF tem a função de restaurar os níveis de Hb quando 

estes estão muito baixos, reduzir os níveis de HbS e, consequentemente, prevenir 

complicações vaso-oclusivas graves, como o AVC (STEINBERG, 2001). A avaliação 

neonatal adequada, por sua vez, possibilita o diagnóstico precoce da DF e permite a utilização 

de medidas profiláticas, como a antibióticoterapia e esquemas de vacinação (METHA et al., 

2006). 

 

1.9. TALASSEMIA ALFA 

As síndromes talassêmicas compreendem um grupo de alterações hereditárias que 

resultam na síntese reduzida ou ausente da Hb normal, em decorrência  de alterações nos 

genes da globina (STEINBERG, 2001; MARTIN e THOMPSON, 2013). A concomitância da 

talassemia alfa (TA) com a HbS está associada à diminuição da concentração relativa da Hb 

variante e, na DF, a presença da TA está associada a diminuição da ocorrência de úlceras 

maleolares e ao aumento da sobrevida dos pacientes (SONATI, 1990; TAKEKOSHI et al., 

1995). Por outro lado, a redução da hemólise e o aumento do hematócrito, resultantes dessa 

associação, leva ao aumento da viscosidade sanguínea e a predisposição elevada a eventos 

vaso-oclusivos, dolorosos e retinopatias (SADELAIN et al., 1995; ADORNO et al., 2004; 

LYRA et al., 2005). 

 

1.10. ALFA 1 ANTITRIPSINA 

A alfa 1 antitripsina (AAT) é uma glicoproteína responsável pela inibição de proteases, 

preservando os tecidos contra a ação de elastases neutrofílos e de monócitos (CARRELL, 

1996). Estudos têm demonstrado a participação da AAT na inibição da toxicidade de 

linfócitos e quimiotaxia de neutrófilos e monócitos (BREIT et al., 1985, CRYSTAL et al., 

1991). O gene SERPINA1, que codifica a proteína AAT, está localizado no braço longo do 

cromossomo 14 (14q31-32) e é altamente polimórfico, sendo que mais de 100 variantes 

alélicas já foram identificadas (KÖHNLEIN; WELTE, 2008). Entre os alelos associados à 

deficiência da AAT, os mais frequentes são o S e o Z (BRANTLY et al., 1988). A variante Z 

é resultante de mutação no éxon V do gene SERPINA1, onde ocorre a substituição de guanina 

por adenina na posição 9985. A presença em homozigose do alelo Z está associada à redução 

dos níveis séricos da AAT a valores equivalentes a 10-15% do nível normal, com tendência 

para o desenvolvimento de enfisema pulmonar. O alelo S, o segundo mais frequente, é 

resultante da substituição de adenina por timina no éxon III do gene SERPINA1, sendo sua 

presença associada à degradação de AAT recém-sintetizada. Os indivíduos homozigotos para 
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o alelo S apresentam produção intermediária de AAT, suficiente para proteger o pulmão da 

ação proteolítica da elastase neutrófilica; por outro lado, os indivíduos heterozigotos SZ são 

susceptíveis ao desenvolvimento de doença pulmonar (CRYSTAL, 1991). 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

A DF possui variabilidade clínica, com ocorrência de episódios agudos e crônicos e 

propensão à lesão progressiva em órgãos (STEINBERG, 2009). Apesar da gravidade da DF, o 

manejo clínico é composto por medidas  para minimizar os sintomas, uma vez que não 

existem terapias que atuem como um todo no processo patológio da doença (REES et al., 

2010), sendo que os mecanismos fisiopatológicos da DF ainda não foram totalmente 

elucidados. Nesse ponto, a hemólise, aumento do estresse oxidativo e lesão endotelial, têm 

destaque entre os mecanismos estudados na DF. A VO também representa papel importante 

na patogênese da DF, com ênfase para a polimerização da HbS, participação de citocinas pró-

inflamátorias, eicosanóides, metaloproteinases e seus inibidores fisiológicos (REES et al., 

2011). 

 Diante do exposto, o presente estudo avaliou a participação de moléculas relacionadas 

à hemólise (heme livre, haptoglobina, LDH), mediadores do processo inflamatório (citocinas, 

PGE2, LTB4 e TGF-β) e moléculas relacionadas à lesão endotelial (MMP-9 e TIMP-1), 

investigando suas possíveis associações com marcadores laboratoriais de rotina, genéticos  

(polimorfismos no gene da SERPINA1) e dados do histórico clínico apresentados pelos 

pacientes com DF. Indivíduos com DF em  estado estável e em crise fizeram parte da 

casuística do presente estudo, visando contribuir a compreenção da relação entre os 

fenômenos citados, as manifestações e gravidade clínica  da doença. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar marcadores potenciais de prognóstico na DF, em especial aqueles associados à 

hemólise, inflamação e disfunção endotelial, sugerindo os mecanismos pelos quais os mesmos 

se relacionam a gravidade da doença e investigando a sua possível utilização no 

acompanhamento clínico dos pacientes. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

� Avaliar  o perfil laboratorial  de pacientes DF; 

� Avaliar os lipídios como possíveis marcadores de prognóstico na DF e a influência dos 

mesmos na quimiotaxia de neutrófilos; 

� Avaliar o heme livre em pacientes com DF (em estado estável e em crise); 

� Determinar os níveis séricos das citocinas (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-γ, TNF-α, IL-

12, IL-13, IL-10 e TGF-β), em pacientes com DF (em estado estável e em crise );  

� Investigar a participação das citocinas investigadas nos fenômenos vaso-oclusivos e 

inflamatórios  presentes na DF;  

� Avaliar os níveis de LTB4, PGE2, MMP-9 e TIMP-1 em pacientes estáveis e em crise; 

� Avaliar os níveis de AAT e suas possíveis associações  com dados clínicos, 

bioquímicos, hematológicos e mutações no gene da SERPINA1.  
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4. MANUSCRITOS 

4.1. MANUSCRITO I 

Levels of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) among children with steady-state 

sickle cell disease 

 

Magda O Seixas, Larissa C Rocha, Mauricio B Carvalho, Joelma F Menezes, Isa M 

Lyra,Valma ML Nascimento, Ricardo D Couto, Ájax M Atta, Mitermayer G Reis, Marilda S 

Goncalves. Lipids Health Dis, 27; 9:91, 2010. 

 

Este trabalho avalia a associação entre as liporoteínas ligadas ao colesterol, em especial a 

HDL-c e triglicerídeos, bem como suas possíveis associações com marcadores bioquímicos e 

clínicos na DF. 

 

Resumo: A busca por biomarcadores de prognóstico na DF é um desafio. A identificação 

desses marcadores pode auxiliar na compreensão das complicações clínicas graves, no 

acompanhamento dos pacientes e na busca de alvos terapêuticos novos. Neste estudo 

investigamos, prospectivamente, biomarcadores bioquímicos, inflamatórios e hematológicos 

em 152 crianças com DF em estado estável e em 132 indivíduos saudáveis. Os dados clínicos 

foram coletados de prontuários médicos. Nas crianças com DF observamos associação 

positiva entre os níveis de HDL-c com a hemoglobina (p <0,001), hematócrito (p <0,001) e 

colesterol total (p <0,001) e associação significativa negativa com reticulócitos (p = 0,046), 

leucócitos (p = 0,015), monócitos (p = 0,004) e plaquetas (p = 0,005), bilirrubina total (p 

<0,001), direta (p <0,001) e indireta (p <0,001); ferro (p <0,001), transaminase AST (p = 

0,004) e ALT (p = 0,035); LDH (p <0,001), ureia (p = 0,030), alfa 1-antitripsina (p <0,001), 

VLDL-c (p = 0,003), triglicerídeos (p = 0,005) e hemoglobina S (p = 0,002). As 

concentrações diminuídas de HDL-c apresentaram relação direta com a presença de alterações 

cardíacas (p = 0,025), pneumonia (P = 0,033) e uso de hemoderivados (p = 0,025). Lipídios e 

marcadores inflamatórios foram associados a presença de colelitíase. Nossa hipótese é que 

alguns pacientes com DF apresentam subfenótipo dislipidêmico específico, caracterizado por 

níveis reduzidos de HDL-c, com hipertrigliceridemia e níveis elevados de VLDL-c. 

Consideramos que esses resultados representam um passo importante em direção a mais um 

tipo de prognóstico clínico na doença. Estudos adicionais são necessários para testar essa 

hipótese e os mecanismos envolvidos nesta rede complexa de marcadores e seu papel na 

patogênese da DF. 
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4.2. MANUSCRITO II 

Evaluation of Lipids, Prostaglandin-E2 pattern, and neutrophils chemotaxis in sickle cell 

disease 

 

Magda O S Carvalho1,2; Larissa C Rocha1,3; Valma M L Nascimento3; Mauricio B Carvalho3; 

Thassila Pitanga1; Sânzio Silva Santana1; Théo Araújo-Santos4; Deboraci Brito Prates1,2; 

Valéria M. Borges1; and Marilda S Gonçalves1,2 

 

Este trabalho avalia as possíveis associações entre os lipídios, a prostaglandina E2, a 

quimiotaxia de neutrófilos e as manifestações clínicas nos pacientes com doença falciforme.  

 

Resumo: A inflamação crônica e a heterogeneidade clínicas são características importantes na 

doença falciforme (DF). Os produtos do metabolismo do ácido araquidônico e outras 

moléculas lipídicas já foram associados a doenças inflamatórias, metabólicas e neoplásicas. 

Neste trabalho descrevemos associação de prostaglandina E2 (PGE2) e marcadores de 

gravidade clínica na DF,  bem como o perfil lipídico e associação com dados clínicos e 

quimiotaxia de neutrófilos. A casuística do presente estudo foi composta por 356 pacientes 

com DF, estáveis, e 167 indivíduos saudáveis. Foram investigados os níveis séricos de PGE2 e 

suas possíveis associações com marcadores bioquímicos, hematológicos, inflamatórios e 

dados clínicos. As informações sobre as histórias clínicas do paciente foram coletadas dos 

registros médicos dos pacientes. Com base nessas análises observou-se que os níveis de PGE2 

foram estatisticamente associados a dados bioquímicos e hematológicos. O colesterol ligado a 

lipoproteína de alta densidade (HDL-c), o triglicérides e o colesterol total foram associados 

aos marcadores estudados e a diversas características clínicas encontradas nos pacientes com 

DF, tais como vaso-oclusão, úlcera maleolar, internação, pneumonia, esplenomegalia, 

acidente vascular cerebral, crises dolorosas, anormalidades cardíacas e colelitíase. O ensaio de 

quimiotaxia revelou a redução no recrutamento de neutrófilos sob a ação da sinvastatina, e o 

aumento do mesmo sob o estímulo de eritrócitos do próprio paciente. Acreditamos que a 

PGE2 pode ser considerada como um marcador de gravidade na DF, bem como os níveis 

séricos de lipídios. Os resultados obtidos a partir da avaliação da quimiotaxia de neutrófilos 

sugerem  que  alterações lipídicas nos eritrócitos falciformes, podem estimular a migração de 

neutrófilos, além de reforçar o papel da sinvastatina sobre níveis séricos de lipídios oxidados 

presentes em pacientes com DF. 
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The sickle cell disease (SCD) has chronic inflammatory properties and clinical heterogeneity 

being hallmarks of the disease. We study prostaglandin E2 (PGE2) association with markers 

of SCD severity, clinical outcomes and its role in neutrophil chemotaxis.  A total of 351 SCD 

patients were studied, and we investigate PGE2 serum levels and its association with markers 

of the disease severity. PGE2 levels were statistically associated to biochemical and 

hematological markers. The lipid pattern was associated with other laboratorial parameters, 

and with SCD patients’ clinical characteristics. Simvastatin, an important lipid-lowering agent, 

decreased the red blood cells-induced neutrophil recruitment. Our results show PGE2 and 

systemic lipids molecules as markers of SCD severity, and suggest an action of lipid 

membrane disturbance in sickle red erythrocytes as a stimulator of neutrophil migration, and a 

role of simvastatin in systemic oxidized lipids in SCD patients.  

 

Key Words: Sickle cell disease, prostaglandin E2, lipids, leukocytes chemotaxis, erythrocytes 
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INTRODUCTION 

 

The sickle cell disease (SCD) is the denomination of a group of genetic disease characterized 

by the hemoglobin S (HbS) presence, which has a point mutation in the beta globin gene 

(HBB) where adenine is replaced by thymine (GAG → GTG), and valine replaces glutamic 

acid at sixth position of the N-terminus of the beta globin chain (β). The more severe type of 

SCD is the homozygous state the beta S allele (βS) (HbSS), commonly referred as sickle cell 

anemia (SCA). Though, some others SCD types have also a severe clinical picture as 

described in the hemoglobin SC disease (HbSC), characterized by the βS allele in 

heterozygosis with βC allele, related to the hemoglobin C (HbC) presence (Steinberg, 2001; 

Ohene-Frempong e Steinberg, 2001; Rees et al., 2010).  

 

The SCD has a heterogeneous clinical outcome, with multi-organ damage, systemic metabolic 

alteration, and early mortality risk (Steinberg, 2001; Rees et al., 2010). SCD patients has a 

diversified clinical picture and exhibit hemolytic anemia, infection susceptibility, vaso-

occlusive events, pulmonary complication, such as pneumonia, acute chest syndrome (ACS), 

and pulmonary hypertension (PH). SCD patients’                                                                              

children commonly experience stroke episodes, and in general, may present nephropathy and 

retinopathy amongst others complications (Steinberg, 2001; Kato et al., 2007; Galdwin, 2011; 

Ataga et al., 2014).  

 

All clinical alteration described in SCD has been associated with a strong inflammatory 

component, ischemia-reperfusion injury-associated, endothelial dysfunction, and metabolic 

changes, including lipids and correlate metabolites (Kato et al., 2009; Hebbel, 2014; Oztas et 

al., 2011). Previous reports, including study developed in our research group, have been 

related the contribution of lipids in metabolic alterations in SCD patients (Zorca et al., 2010; 

Seixas et al., 2010; Frenette e Atweh, 2007; Rahimy et al., 2006). All of these processes 

involve the activation of several molecules and cells, which are related to hemolysis, 

inflammation, vasculopathy, generation of oxidative process and reactive oxygen species 

(ROS), and exacerbation of several pathways related to the immune system (Okpala et al., 

2002; Haynes et al., 2008; Kaul et al., 2009; Krishnan et al., 2010).  
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Changes in circulating lipids have been described in SCD patients, which present lipid 

oxidation as well as decrease of molecules related to lipid metabolism, such as total 

cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), and low-density lipoprotein 

cholesterol (LDL-C) (el-Hazmi et al., 1995; Njoku et al., 1996; Belcher et al., 1999; 

Vanderjagt et al., 2002; Shores et al., 2003; Rahimy et al., 2006). On the other hand, the 

changes occurring in the red blood cells (RBC) membrane in SCD bring phospholipids 

alterations and repercussions in several metabolic pathways, generating ion and coagulation 

cascade disturbance (Kavecansky et al., 1995; Marzouki e Khoja, 2003; Ren et al., 2005; 

Frenette e Atweh, 2007).  

 

Additionally, eicosanoids and diacylglycerol are released by endothelial cells secondary to 

sickle red cell stimulation, increasing arachidonic acid products, such as prostaglandin E2 

(PGE2)  and leukotriene B4 (LTB4), whose synthesis has been implicated in the control of the 

inflammatory response (Kuehl et al., 1980), and the increase of eicosanoids synthesis was 

described in rat lungs perfused with HbSS erythrocytes, suggesting an aberrant erythrocyte-

endothelium interactions in SCD (Bo et al., 1997). The increase of PGE2 concentration has 

been described in plasma of SCD patients in steady state and crisis (Graido-Gonzalez et al., 

1998; Aslan et al., 2014), and in urinary and plasma concentrations together with 

thromboxane B2 levels among SCA subjects, and related to platelet and endothelial cell 

activation (Kurantsin-Mills et al., 1994). However, the increase of PGE2 has been associated 

to the induction of discocyte to echinocyte transformation, but with any effect on the viscosity 

or osmotic fragility of normal or sickle cell erythrocytes (Gruber e Gilbertson, 1978). 

 

Based on these fact, several biomarkers have been associated with different sub-phenotypes 

exhibited by SCD patients (Kato et al., 2007; Rees e Gibson, 2012), including also those 

related to disturbances of lipids and their action on mechanisms that contribute to the 

maintenance of sub-clinical disease, even in SCD patients in steady state.  In this report, we 

propose evaluate levels of PGE2, LTB4, and molecules associated to lipids systemic pattern 

and their association with laboratorial  parameters, analyzing also the influence of RBC in the 

chemotaxis of neutrophils and the effects of simvastatin on this recruitment. 
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SUBJECTS AND METHODS 

 

Subjects and Controls  

Of 351 unrelated steady state SCD patients, 235 with sickle cell anemia (SCA) and 116 with 

hemoglobin SC disease (HbSC) Brazilian children were prospectively enrolled at the present 

study. Patients were followed at the Hematology outpatient clinics of the Fundação de 

Hematologia e Hemoterapia do Estado da Bahia (HEMOBA). The HEMOBA is a reference 

center to attend hematological disease and realize the follow-up of more than 2,000 SCD 

patients in Salvador, state of Bahia, in the Northeast of Brazil.  All patients were in steady 

state, characterized by an absence of blood transfusion in a period of four months prior to 

blood sampling. Inclusion criteria for steady state SCD patients were a period of three months 

without any acute events, absence of general symptoms, hospitalization, or infections. None 

of patients had taken antibiotics or corticosteroids ten days prior to blood sampling, and 

hydroxyurea, but were on folic acid therapy. Blood samples were taken during a regular 

clinical visit, and the medical history of the SCD patients was recorded from patients’ files. 

 

To identify possible associations between lipids molecules, such as total cholesterol, high-

density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), very 

low-density lipoprotein cholesterol (VLDL-C), and triglycerides levels and clinical pattern of 

SCD, we assessed medical history from patients’ records, including prevalence of vaso-

occlusive events (VOE), presence of leg ulcer, number of hospitalizations, events of 

pneumonia, splenic sequestration, splenomegaly, stroke, painful episodes, infection, priapism, 

cardiac abnormalities, respiratory insufficiency, gallstones, and use of blood therapy.  Cardiac 

abnormalities typical of hemolytic anemia on auscultation were not considered. However, 

patients with cardiac abnormalities had electrocardiograph arrhythmia, and history of 

tricuspid regurgitation, but these evaluations were not realized at the same time of the present 

study. 

 

PGE2, LTB4, heme, tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1), and transforming 

growth factor beta (TGF-β) dosages were evaluated among 146 SCD patients (99 with SCA, 

and 47 with HbSC), which were parts of the 351 SCD patients evaluated at the present study. 

 

The study included 167 healthy children without clinical and biochemical evidence of SCD, 

randomly selected from the Clinical Laboratory of the “Faculdade de Farmácia da 
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Universidade Federal da Bahia (FAR-UFBA)”; control individuals were matched with the 

SCD patients by age and gender. The study was approved by the “Centro de Pesquisa 

Gonçalo Moniz- Fundação Oswaldo Cruz (CPqGM-FIOCRUZ)” human subject research 

board, and all officials responsible provided written informed consent, in accordance with the 

Declaration of Helsinki of 1975, as revised in 2000.  

 

 

Biochemical and Hematological evaluation 

Biochemical laboratorial markers were performed by immunochemistry assay (A25 system, 

BIOSYSTEMS SA, Barcelona, Spain). The serum ferritin was measured by immunoassay 

using an Access® 2 Immunoassay system X2 (Beckman Coulter, Fullerton, CA). C-reactive 

protein (CRP), alpha 1-antitripsin (AAT), and antistreptolysin-O (ASO) were measured by 

immunochemistry (Immage® 800system, Beckman Coulter, Fullerton, CA).  

 

Hematological analyses were carried out using an electronic cell counter, Coulter Count T-

890 (Coulter Corporation, FL, USA). The hemoglobin (Hb) profile and HbF levels were 

investigated by high performance liquid chromatography (HPLC / VARIANT I; BIO-RAD, 

CA, USA).  

 

All these evaluations were developed in the Clinical Analyses Laboratory of the FAR-UFBA 

and the Laboratory of Hematology, Genetic, and Computational Biology (LHGB) at the 

CPqGM-FIOCRUZ.  

 

PGE2, TIMP-1, LTB4, TGF-β, and free heme plasma measurement 

Plasma levels of PGE2 were investigated by the enzyme-linked immunoassay (ELISA) 

technique following the manufacturer’s instructions (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

USA). TIMP-1, LTB4, and TGF-β plasma concentrations were estimated using the ELISA 

technique in accordance with the manufacturer’s instructions (ReD Systems, Minneapolis, 

MN, USA).  Plasmatic concentrations of total free heme were measured with a QuantiChrom 

Heme Assay Kit (Bioassay Systems, Hayward, CA, USA) following the manufacturer’s 

protocol. 
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Chemotaxis assays  

The chemotaxis assay evaluated neutrophil migration from patients with SCD and healthy 

controls to different stimuli as described. We added to the bottom of a 96-well chemotaxis 

plate ChemoTx system (Neuro Probe, Gaithersburg, MD, USA) fresh serum from HbSS, 

HbSC or HbAA; 10 mg/mL simvastatin suspension in each serum; 5% suspension of RBC 

from each group in physiological saline; and medium (RPMI) and lipopolysaccharides 

(LPS).We developed the assay with stimuli under the same condition. Neutrophils were 

obtained from SCD patients and healthy controls by separation on Ficoll (Histopaque 1077 

Sigma) from peripheral blood freshly collected in EDTA and were diluted in RPMI medium 

before being added to the top wells (105 cells/well) of the same chemotaxis plate. We 

incubated the plate at 37 ° C under 5% CO2 for 1h. Following incubation, we counted 

neutrophils that migrated to the bottom wells in a hemocytometer. We used as a negative 

control neutrophil migration toward pure RPMI (random chemotaxis) and migration against 

lipopolysaccharides (LPS) as positive control. We calculated the chemotactic index as the 

ratio between the number of neutrophils that migrated under stimuli and neutrophils that 

migrated with RPMI alone.  

 

Statistical analysis 

We summarized baseline characteristics as means and proportions of selected variables. We 

determined the distribution of quantitative variables using the Kolmogorov-Smirnov test. We 

compared mean values of quantitative variables between two groups using the unpaired t-test 

for normal data distribution and Mann-Whitney for non-normal data. We analyzed bivariate 

correlation between pairs of variables using Pearson and Spearman’s rank correlation (R). We 

used the nonparametric Kruskal-Wallis test to compare means of three or more variables 

values. We analyzed levels of PGE2 as > or < of 50
th (6.0 ng/mL) and of LTB4 as > or < of 

50th (249.0 ng/mL). We assessed correlation analyses between lipids molecules and chemistry 

and hematological variables using Pearson and Spearman’s rank correlation (R). We assessed 

statistical analyses of clinical characteristics and HDL-C, LDL-C, VLDL-C, and triglycerides 

with independent t-test and Mann-Whitney tests. We compared means values obtained from 

the neutrophils chemotaxis assay by the nonparametric Kruskal-Wallis test. We considered all 

tests as significant if p values were less than .05. Data analyses were performed using Prism 

5.01 (Graphpad Software, San Diego, CA), EPIinfo 6.04 (CDC, Atlanta, Georgia), and 

STATA SE 10 software (StataCorp, Texas, USA). 
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RESULTS 

 

Patients and control groups laboratorial characteristics 

 SCD patients had mean ± standard deviation age of 13.96 ± 9.91 years, with median of 12.00, 

and 25th percentile of 8.00 and 75th percentile of 16.00, and 47.51% (162/341) were females.  

 

Association of levels of Prostaglandin E2 and Leukotriene B4 with hematological and 

biochemical markers  

Higher levels of PGE2 were associated with altered levels of biochemistry and hematological 

markers and to SCD severity. However, higher levels of LTB4 were associated to high 

concentration of urea (Figure 1). 

 

Correlation of the high-density lipoprotein cholesterol to biochemical and hematological 

markers  

The HDL-C was correlated to biochemical markers of renal function, hemolysis and hepatic 

dysfunction, and inflammation (Figure 2), indicating its correlation with metabolic changes in 

SCD patients. The HDL-C was also correlated to hematological markers of anemia, 

hemolysis, circulating leukocytes activation, and hemoglobin pattern, showing a participation 

of this molecules on possible mechanisms related to hemolysis (Figure 3), a common clinical 

feature in SCD, and other reactions resulting from the cascade of events that follow the 

hemolysis, such as the generation of ROS (Ren et al., 2008). 

 

Correlation of triglycerides to hematological and chemistry markers  

Triglycerides were correlated to hematological markers of anemia, hemolysis, and 

hemoglobin pattern, showing a participation of this molecule on possible mechanisms related 

to the disease severity (Figure 4). Triglycerides were correlated to biochemical markers of 

renal function, hemolysis and hepatic dysfunction, and oxidative stress (Figure 4), indicating 

its correlation with metabolic changes in SCD patients.  

 

Correlation of total cholesterol to hematological and chemistry markers  

The total cholesterol was correlated to hematological markers of anemia, and platelet 

activation, showing a participation of this molecule on possible mechanisms related to the 

anemia, hypoxia and ischemia, and reperfusion injury (Eltzschig e Eckle, 2011; Hebbel, 2014) 

(Figure 5). The total cholesterol was correlated to biochemical markers of renal function, and 
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hemolysis and hepatic dysfunction and, consequently, to the oxidative stress (Figure 5), 

indicating its correlation with metabolic changes in SCD patients.  

 

Association of lipid pattern to clinical characteristics exhibited by SCD patients 

The lipids altered pattern has been associated to vaso-occlusive events, leg ulcer presence 

(Figure 6); hospitalization, pneumonia, splenomegaly, and stroke events (Figure 7); painful 

crises and cardiac abnormalities (Figure 8); cholelithiasis, and blood therapy (Figure 9).  

 

Chemotaxis assay of neutrophils  

We finally investigated whether SCD patient sera (with or no simvastatin) and its RBC 

suspension are able to induce neutrophil recruitment in vitro. Chemotaxis assay revealed that 

the patient's serum alone induced autologous neutrophil recruitment in vitro (Figure 10). The 

addition of simvastatin (10 mg / ml for 1 h) reduced the rate of neutrophil chemotaxis in 

patients with SCD, independent of genotype (SCA and HbSC), but not in healthy controls 

(HbAA) (Figure 10). The response of neutrophil chemotaxis front of a 5 % suspension of 

washed RBC from the individual himself revealed the highest levels of neutrophil chemotaxis 

in each experiment, suggesting a role of sickle erythrocytes in neutrophil migration in SCD 

(Figure 10). 

 

DISCUSSION 

The present study analyzed the association of levels of PGE2, LTB4, and molecules associated 

to lipids pattern among SCD children in steady state. SCD patients usually have changes in 

hematological markers, with presence of anemia, altered hemolysis markers, and also 

metabolic changes when compared to healthy children, even when patients are in steady state 

(Steinberg, 1996; Kato et al., 2007; Seixas et al., 2010; Milton et al., 2012). Those alterations 

have been related to the inflammatory, vaso-occlusive, painful episodes and with numerous 

clinical events present in the disease, with exacerbation of several signaling pathways, with 

activation of leukocytes, RBC, platelets and endothelial cells (Okpala et al., 2002; Okpala, 

2004; Okpala, 2006). Also the presence of hypoxia and the lipids changes in RBC membrane 

have been described to contribute to the inflammatory environment and other metabolic 

disorders maintenance in the disease (Connor et al., 1997; Setty et al., 1996; de Jong et al., 

1997). 
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The PGE2 is a lipid component, cyclooxygenase (COX)-derived from the arachidonic acid 

metabolism, which mediates several physiological mechanisms, and exerts effect by binding 

prostaglandin receptors (EP), characterized as G protein-coupled receptors (Reader et al., 

2011). The endothelium has the property to control the releasing of relaxing and contracting 

factors to regulate local vascular tone. Increased levels of PGE2 and COX-2 have been 

associated to several disorders, including inflammatory diseases, and also with endothelial 

dysfunction (Wong et al., 2010). Our study described the association of high systemic levels 

of PGE2 with changes in markers related to hepatic dysfunction and hemolysis (Aspartate 

transferase, bilirubin and fractions, lactate dehydrogenase, and free heme); also with TIMP-1, 

and with markers of anemia (Hb, Hct), and leukocytes and platelets activation. The LTB4 was 

only related to urea alterations. The inflammatory property of PGE2 was described in SCD 

patients (Graido-Gonzalez et al., 1998), also the increase of PGE2 levels was associated to 

increase of inflammatory cytokine and with leukocyte activation (North et al., 2007; Konya et 

al., 2011; Barrie et al., 2011; Hegyi et al., 2012), aspects very well known in SCD, 

emphasizing a possible role as a biomarker of the disease severity. Larsson et al. (2015) 

described that beside the lipid mediators have inflammatory property, and in this group they 

include the PGE2 and its role on proinflammatory states and also contribution on neoplastic 

disease, in the growth and malignancy of the tumor. Related to the association of increased 

LTB4 and the increase of urea, we did not find any description in literature and it may be 

involved in kidney alterations described among these patients.  

 

Ours findings about HDL-C, total cholesterol, and triglycerides correlation to biochemical and 

hematological markers in SCD were already described, but studies emphasize lipids alteration 

have increased and are showing the association of SCD with these metabolic changes. The 

decrease of HDL-C has been described not quantitatively, but also qualitatively, mainly 

related to the change of HDL-C to inflammatory action and its use as potential biomarker for 

SCD clinical severity (Sasaki et al., 1983; Djoumessi et al., 1994; VanderJagt DJ et al., 2002a; 

VanderJagt DJ et al., 2002b; Shores et al., 2003; Seixas et al., 2010; Zorca et al., 2010). 

Results related to clinical alteration and have been show and may be associated to the 

production of oxidized phospholipids, increasing metabolic alteration and systemic changes, 

contributing to several organ damage and dysfunction among our SCD patients (Navab et al., 

2001). 
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 Changes in the lipid membrane of RBC in the SCD have been previously  described (Kucuk 

et al., 1992; Connor et al., 1997; Setty et al., 1996; de Jong et al., 1997). Our results of 

increase of neutrophil migration may be explained looking for the lipid changes in the 

erythrocyte membrane and the exposition of these metabolic products, contributing to the 

inflammatory milieu present in SCD. Indeed, we can confirm by the finding of a decrease of 

neutrophil migration after exposition of patient serum to simvastatin, probably by the action 

in the oxidized cholesterol. An important finding in our study was the characteristic of 

simvastatin did not have a strong action on the reduction of the neutrophil migration among 

HbAA individual, what can be related to different metabolites synthetized in the absence of 

oxidized cholesterol.  

 

Conclusions 

In conclusion, we emphasize the importance of the dyslipidemic sub-phenotype in SCD as an 

important mechanism to be involved in target therapeutic strategies. Besides, PGE2 is 

associated with markers of the SCD severity and also with lipids patterns, and an important 

role of simvastatin therapy action in the oxidized cholesterol production and inflammatory 

milieu in this disease. 
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LEGENDS 
 
Figure 1. Association of biochemical and hematological markers in steady state sickle cell 
disease (SCD) patients with Prostaglandin E 2 (PGE2) concentrations higher and lower than 
the 50th percentile (6.42 ng/mL), and with Leukotriene B4 (LTB4) higher and lower than the 
50th percentile (249.0 ng/mL) .   
 
Figure 2. Correlation of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) with other biochemical  
markers in steady state sickle cell disease patients.   
 

Figure 3. Correlation of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) with hematological 
markers in steady state sickle cell disease patients.   

 

Figure 4. Correlation of triglycerides with hematological and chemistry markers in steady 
state sickle cell disease patients.  

 

Figure 5. Correlation of total cholesterol with hematological and chemistry markers in steady 
state sickle cell disease patients.  

 

Figure 6. Association of lipids and clinical events of vaso-occlusive events and legs ulcers in 
sickle cell disease patients in steady state. 

 

Figure 7. Association of lipids with hospitalization and clinical events of pneumonia, 
splenomegaly, and stroke  in sickle cell disease patients in steady state.  

 

Figure 8. Association of lipids and clinical events of painful crises, and cardiac abnormalities 
in sickle cell disease patients in steady state.  

 

Figure 9. Association of lipids with blood therapy and clinical events of cholelithiasis in 
sickle cell disease patients in steady state.  

 

Figure 10. Neutrophil recruitment toward sickle cell disease patient serum. Neutrophils 

migration toward serum from sickle cell anemia (SCA), SC hemoglobin disease (HbSC) 
patients, and health controls (HbAA); all plus simvastatin or not, and red blood cells from 
each group of donors. Following incubation, the migrated neutrophils were counted, and 

the chemotactic index was calculated. Medium is the negative control and 
lipopolysaccharide (LPS) is the positive control. Crtl, Negative control of random 

chemotaxis. Data are representative of three independent experiments performed in 

triplicate for each sample. 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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FIGURE 7 
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FIGURE 9 
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Table 1 – Laboratory characteristics of sickle cell disease patients and control group  
 

Laboratory value Patients (Mean ± SD) 
(N=351) 

Controls (Mean ± SD) 
(N=167) 

 

    
RBC, x1012/L 3.25 ± 0.94 4.57 ± 0.40 <0.0001 
Hemoglobin, g/dL 9.35 ± 1.95 13.07 ± 1.20 <0.0001 
Hematocrit, % 27.18 ± 6.00 39.06 ± 3.40 <0.0001 
MCV, fL 85.62 ± 9.21 85.69 ± 5.48 0.937 
MCH, ρg 29.62 ± 3.78 28.70 ± 2.21 0.001 
MCHC, g/dL 34.56 ± 1.63 33.41 ± 1.26 <0.0001 
Reticulocyte Count,  % 6.07 ± 2.58 1.23 ± 0.69 <0.0001 
WBC, x 109/L 11955.31 ± 4180.38 7406.25 ± 2383.61 <0.0001 
Neutrophil count, x 109/L  5891.08 ± 2789.25 3805.62 ± 1848.54 <0.0001 
Eosinophil count , x 109/L  768.17 ± 712.07 356.38 ± 407.76 <0.0001 
Basophil count , x 109/L  85.64 ± 86.77 94.69 ± 52.82 0.214 
Lymphocyte count, x 109/L  4327.80 ± 2027.55 2693.90 ± 1060.62 <0.0001 
Monocyte count , x 109/L  826.21 ± 402.89 488.53 ± 202.41 <0.0001 
Platelet count, x103/mL 407.21 ± 158.74 275.65 ± 71.19 <0.0001 
Glucose, mg/dL 75.14 ± 19.72 86.01 ± 9.07 <0.0001 
Total Cholesterol, mg/dL 130.25 ± 28.39 171.77 ± 41.86 <0.0001 
HDL-C, mg/dL 33.21 ± 8.73 47.84 ± 10.85 <0.0001 
LDL-C, mg/dL 77.88 ± 24.35 104.31 ± 35.15 <0.0001 
VLDL-C, mg/dL 19.23 ± 9.73 19.62 ± 10.03 0.679 
Triglycerides, mg/dL 96.18 ± 48.47 98.10 ± 50.16 0.680 
ALT, U/L 22.99 ± 14.72 27.63 ± 10.55 <0.0001 
AST, U/L 47.68 ± 22.13 33.18 ± 8.46 <0.0001 
Iron serum, mcg/dL 91.67 ± 51.01 70.23 ± 26.89 <0.0001 
Ferritin, ηg,/mL 305.68 ± 458.89 77.88 ± 78.32 <0.0001 
Total bilirubin, mg/dL 1.99 ± 1.35 0.70 ± 0.27 <0.0001 
Direct bilirubin, mg/dL 0.51 ± 0.47 0.25 ± 0.08 <0.0001 
Indirect bilirubin, mg/dL 1.49 ± 1.23 0.45 ± 0.23 <0.0001 
Total protein, g/dL 7.96 ± 0.80 7.95 ± 0.45 0.802 
Albumin, g/dL 4.45 ± 0.54 4.35 ± 0.25 0.031 
Globulin, g/dL 3.54 ± 0.82 3.60 ± 0.41 0.361 
Uric acid, mg/dL 4.12 ± 1.27 3.20 ± 1.03 <0.0001 
Urea nitrogen, mg/dL 18.17 ± 8.07 23.97 ± 7.19 <0.0001 
Creatinine, mg/dL 0.54 ± 0.51 0.84 ± 0.22 <0.0001 
CRP, mg/L  6.74 ± 9.57 4.09 ± 4.00 0.116 
AAT, mg/dL 158.67 ± 41.42 97.42 ± 26.65 <0.0001 
ASLO, UI/mL 177.68 ± 339.37 90.91 ± 66.44 0.112 
Haptoglobin, mg/dL 8.82 ± 15.75 104.20 ± 55.28 <0.0001 
LDH, U/L 964.05 ± 531.42 415.89 ± 111.25 <0.0001 

RBC: Red blood cells; MCV: Mean Cell Volume; MCH: Mean Cell Hemoglobin; MCHC: 

Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration; HDL-C: High-density lipoprotein cholesterol; 

LDL-C: Low-density lipoprotein cholesterol; VLDL-C: Very Low-density lipoprotein 

cholesterol; ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase; CRP: C-

reactive protein; AAT: Alpha 1-antitrypsin; ASLO: Antistreptolysin-O; LDH: Lactate d
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4.3. MANUSCRITO III 

Biomarkers of steady and crisis states in sickle cell disease patients: the roles of heme, 

MMP-9 and TIMP-1  

 

Magda O S Carvalho1,4,5, Théo Araujo-Santos1, João H O Reis1, Larissa C Rocha1,3, Bruno A 

V Cerqueira1,5, Nívea F Luz1, Isa M Lyra3,4, Valma M Lopes3, Cynara G Barbosa2,3, Manoel 

Barral-Netto1, Valéria M Borges1, Marilda S Goncalves1,2,5 

 

Este trabalho avalia os níveis de marcadores de remodelamento vascular, inflamação e 

hemólise, buscando identificar a relação entre estes e o estado estável ou de crise em 

indivíduos com DF. 

 

Resumo: A doença falciforme (DF) é caracterizada por hemólise, inflamação, disfunção 

vascular, sendo que os mecanismos que contribuem para a gravidade da doença são ainda 

controversos. Neste trabalho buscamos investigar marcadores que possam estar associados ao 

estado estável ou de crise na DF. Foram avaliados os níveis séricos de marcadores de 

remodelamento vascular (Inibidor tecidual da metaloproteinase-1 (TIMP-1), Metaloproteinase 

de matriz-9 (MMP-9)), de inflamação (leucotrieno B4 (LTB4), prostaglandina E2 (PGE2), 

citocinas anti-inflamatórias e inflamatórias (Fator beta transformador do crescimento (TGF-

β), interleucina (IL)-1β, IL-6, IL-8, IL-12, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e IL-10) e de 

hemólise (heme livre) em um total de 148 indivíduos com DF em estado estável. Também 

foram avaliados 23 paciente com anemia falciforme (AF) em crise e 148 indivíduos saudáveis 

pareados por idade e sexo. Os pacientes com AF, em estado estável, tiveram concentrações 

elevadas de LTB4, PGE2, TGF-β, IL-8 e IL-12 em comparação com os pacientes em crise. No 

entanto, os indivíduos com AF em  crise apresentaram níveis mais elevados de interleucina 

(IL)-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α em comparação com o grupo de pacientes estáveis. Os níveis 

séricos de heme livre, MMP-9 e TIMP-1 estavam aumentados em ambos os grupos de 

pacientes com DF e foram associados a marcadores de inflamação, hemólise e estresse 

oxidativo. A curva ROC mostrou que o LTB4, PGE2 e TGF-β são marcadores relacionados 

com os pacientes com AF em estado estável  e que a IL-1β, IL-6 e TNF-α são marcadores de 

crise. Além disso, a manutenção de níveis séricos elevados de heme livre, provavelmente está 

associada a hiper-hemólise crônica. Por sua vez,  MMP-9 e TIMP-1 provavelmente estão 

associados ao processo inflamatório crônico dos pacientes com AF em crise e estado estável, 

contribuindo para um microambiente que resulta no  aumento da gravidade clínica da doença. 



 75 

Estudos adicionais são necessários para desvendar os mecanismos envolvidos e a 

possibilidade de criação de estratégias terapêuticas novas na DF. 
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Biomarkers of steady and crisis states in sickle cell disease patients: the roles of heme, 
MMP-9 and TIMP-1  
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Abstract  

Background: Sickle cell disease (SCD) is characterized by hemolysis, inflammation and 
vascular dysfunction, and the mechanisms determining disease severity remain controversial. 
This study aimed to identify biomarkers related to SCD crisis and steady states. 

Methods: Systemic levels of vascular remodeling (tissue inhibitor of metalloproteinase 
(TIMP-1) and matrix metalloproteinase 9 (MMP-9)), inflammation (leukotriene B4 (LTB4), 
prostaglandin E2 (PGE2)), anti-inflammatory and inflammatory cytokines (transforming 
growth factor beta (TGF-β), interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-8, IL-12, IL-10, tumor necrosis 
factor alpha (TNF-α)) and hemolytic (free heme) markers were monitored in 148 steady-state 
SCD patients, 23 crisis-state sickle cell anemia patients (SCA) and 148 age- and sex-matched 
healthy individuals.  

Results: The steady-state SCA patients had higher LTB4, PGE2, TGF-β, IL-8 and IL-12 levels 
than the crisis patients. However, the crisis-state SCA patients had higher levels of interleukin 
(IL)-1β, IL-6, IL-10 and TNF-α than the steady-state patients. The systemic levels of free 
heme, MMP-9 and TIMP-1 were increased in both SCA patient groups and were associated 
with inflammation, hemolysis and oxidation markers in SCD patients. Receiver operating 
characteristic (ROC) curves demonstrated that LTB4, PGE2 and TGF-β are markers of steady-
state SCA and that IL-1β, IL-6 and TNF-α are markers of crisis-state SCA. 

Conclusions: LTB4, PGE2 and TGF-β are considered predictors of steady-state SCA, and IL-
1β, IL-6 and TNF-α are considered predictors of crisis-state SCA. Additionally, the 
continuous synthesis of systemic free heme is most likely associated with chronic hyper-
hemolysis, and the expression of MMP-9 and TIMP-1 is most likely associated with the 
chronic inflammatory state observed in crisis- and steady-state SCA patients, contributing to a 
hazardous microenvironment that results in increased clinical severity. Further studies related 
to these molecules are required to elucidate the underlying mechanisms and the possibility of 
designing further therapeutic strategies for SCD. 
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Introduction 

Sickle cell disease (SCD) patients have heterogeneous clinical features. The disease is 
characterized by overall organ failure; premature risk of death; hemolysis; vaso-occlusive 
episodes (VOE); neurological alterations, such as vascular encephalic accident (VEA); pain; 
infections; acute chest syndrome (ACS); pulmonary hypertension syndrome; and other 
systemic symptoms. Sickle cell anemia (SCA) is the homozygous state of the beta S (βS) 
allele (HbSS) and is the SCD genotype with the greatest clinical severity [1-3].  
 
SCD is a chronic inflammatory disease with a complex mechanism of pathogenesis. The 

rheological phenomenon of SCD has been directly associated with the activation of red sickle 
blood cells (RBCs), reticulocytes, white blood cells (WBCs), platelets, and endothelial cells, 
and several molecules are secondarily expressed in this inflammatory environment and on the 
surface of these cells. Additionally, adhesion molecules and their ligands are overexpressed, 
stimulating the endothelium and the immune and inflammatory responses [4-6]. Based on the 
complex biological characteristics exhibited by SCD patients, there are several classical 
markers related to disease morbidity and mortality, including a decrease in fetal hemoglobin 
(HbF) concentration, an increase in WBC and reticulocyte counts, and the presence of 
dactylitis during childhood [7].  
 
Although inflammatory mediators have been studied among SCD patients, the 

immunological and inflammatory mechanisms associated with the disease pathogenesis, 
endothelial activation and dysfunction, and repair mechanisms and their roles as biomarkers 
of crisis- and steady-state SCD remain unclear. 
 
Considering the complex network of mechanisms involved in SCD pathogenesis, we 

investigated the systemic levels of inflammatory and anti-inflammatory cytokines, including 
tumor necrosis factor-alpha (TNF-α); interleukin (IL)-1 beta (β), IL-6, IL-8, IL-10, and IL-12; 
and transforming growth factor beta (TGFβ). We also investigated inflammatory mediators, 
such as prostaglandin E2 (PGE2) and leukotriene B4 (LTB4), and the vascular remodelling 
modulator matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and its inhibitor, tissue inhibitor of 
metalloproteinase 1 (TIMP-1). To test the hypothesis that the systemic levels of these 
molecules can be associated with steady and crisis states in SCD patients, we investigated the 
hematological and chemical markers associated with oxidative stress, hemolysis, and 
inflammation to identify biomarkers of prognosis and establish risk factors for each phase of 
the disease.  
 
Our results suggest that high systemic levels of PGE2, LTB4 and TGF-β expression during 

the steady-state period may be related to the maintenance of the chronic inflammatory state 
commonly described in SCA. The alteration of proinflammatory cytokines in SCD patients is 
well established; however, in this study, increased levels of TNF-α, IL-1β and IL-10 were 
found in crisis-state SCA patients and could be related specifically to this disease stage and to 
the inflammatory marker cascade commonly expressed in this disease. Our results suggest 
that heme, MMP-9 and TIMP-1 may be considered key molecules in SCD pathogenesis. 
These molecules were associated with the maintenance of the chronic hyper-hemolysis state 
and with chronic inflammation because their systemic concentrations were heightened in both 
the crisis- and steady-state SCA groups. Finally, to test this statement, the relationships 
between the systemic levels of heme, MMP-9 and TIMP-1 and the markers of hemolysis, 
oxidative stress, and inflammation were tested in a group of steady-state SCD patients.  
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Materials and Methods 

Patient and control group characteristics  

This case-control study was performed between March 2010 and November 2012. Venous 
blood was prospectively and randomly collected from 148 SCD children in a steady state of 
SCD; 101 patients with SCA comprised the group of stable patients (SP), while the remaining 
47 patients had SC disease (HbSC). However, there were differences in the number of 
patients analysed for some variables, and these specific casuistic are described in 
supplementary table S1. 
 
In total, 23 SCA patients in vaso-occlusive crisis were included in the study and comprised 

the crisis patient (CP) group (Table S1); 146 healthy control (HC) individuals comprised the 
casuistic of the study. However, there were differences in the number of healthy individuals 
analysed for certain variables, and these specific casuistic are described in supplementary 
table S1. The patients and controls were age- and sex-matched and selected from within the 
state of Bahia, Brazil, which is a country with a high degree of racial admixture [8]. The 
crisis-state SCA patients were not receiving hydroxyurea (HU) therapy, and blood was 
collected immediately after hospital admission, without any therapeutic intervention.  
 
The eligibility criteria for this study were as follows: homozygous HbSS and double 

heterozygous HbSC, older than 5 years, and not receiving HU therapy. The steady-state SCD 
patients did not present acute clinical events, infection or inflammatory episodes and did not 
undergo any blood transfusion procedures before sampling. The crisis-state patients were 
hospitalized at the time of sample collection. The SCD patients in the steady state were 
selected from Fundação de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA), which is a 
reference center that provides routine visits at an outpatient clinic. Patients in vaso-occlusive 
crisis were admitted to the Children's Hospital of Obras Sociais Irmã Dulce (HCOSID). The 
individuals in the healthy control group were selected randomly from the chemistry laboratory 
of the Faculdade de Farmácia da Universidade Federal da Bahia (PHAR-UFBA). The human 
subject research board of the Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz- Fundação Oswaldo Cruz 
(CPqGM-FIOCRUZ) and the Children's Hospital of Obras Sociais Irmã Dulce (HCOSID) 
HCOSID approved this study (protocol number 0016.0.225.000-09). Each child's guardian 
signed the consent form, and the study followed the Brazilian standards for the development 
of research on humans. This work was in accordance with the Helsinki Declaration of 1975 
and its revision. 
  

Chemical, immunological and hematological marker analyses 

Chemical and immunological markers, including analyses of antistreptolysin O (ASO), 
ferritin, alpha 1-antitrypsin (A1AT), and C-reactive protein (CRP), were evaluated using 
immunochemistry and immunoassay techniques (A25 system, BIOSYSTEMS SA, Barcelona, 
Spain; Access® 2 Immunoassay system X2, Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA; 
Immage® 800 system, Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). An electronic cell counter 
(Coulter Corporation, Miami, FL, USA) was used to quantify hematological parameters. The 
hemoglobin (Hb) pattern and its concentration were estimated using high-performance liquid 
chromatography (HPLC; Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 
Cytometric bead array 

Plasma levels of IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α and IL-10 were measured using a 
cytometric bead array (CBA, BD Biosciences Pharmingen, USA) following the 
manufacturer’s protocol. Standard curves were generated using quality control reagents to 
confirm the established result.  
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Inflammatory mediator plasma measurement 

The PGE2 levels in the plasma samples were estimated using an enzyme-linked 
immunoassay (ELISA) according to the manufacturer’s instructions (Cayman Chemical, Ann 
Arbor, MI, USA). The plasma concentrations of TIMP-1, MMP-9, LTB4 and TGF-β were 
measured using the ELISA technique according to the manufacturer’s instructions (ReD 
Systems, Minneapolis, MN, USA).  

 
Total free heme measurement 

The total systemic free heme in the plasma samples was measured using a QuantiChrom 
Heme Assay Kit (Bioassay Systems, Hayward, CA, USA) following the manufacturer’s 
protocol. 
 

Statistical analysis 

The baseline characteristics of the variables were investigated by analysing their means and 
medians. The quantitative variable distribution was evaluated using the Kolmogorov-Smirnov 
test. The Mann-Whitney test and unpaired Student's t-test analyses were used to estimate 
differences in cytokine levels and inflammatory mediators between the steady- and crisis-state 
SCA patients. Additionally, receiver operator characteristics (ROC) curve and C-statistics 
analyses were performed to estimate the predicted disease severity for acute and chronic 
events using data from each candidate SCA biomarker. The Mann-Whitney test and unpaired 
Student's t-test analyses were also used to estimate the associations between median free 
heme, MMP-9, and TIMP-1 concentrations and hematological and chemical markers in the 
steady-state SCD patient group. Differences with p values less than 0.05 were considered 
significant. Statistical analyses were performed using the EPI Info 6.04 (CDC, Atlanta, 
Georgia, USA) and GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA) software. Supplementary 
information is provided in tables S2 and S3. 
 

Results  

Characteristics of the SCD patient groups and the healthy control group  

The steady-state SCD patient group consisted of 148 patients (101 HbSS and 47 HbSC), 
45.9% (68/148) of whom were female, with a median (50th percentile) age of 9.3 years and an 
interpercentile range (IPR; 25th - 75th percentiles) of 6.0-12.25 years. The HbSS patient group 
included 44.5% (45/101) females and had a median age of 8.6 years (IPR: 6.0-12.0 years). 
The HbSC patient group included 48.9% (23/47) females and had a median age of 10.8 years 
(IPR: 8.0-15.00 years). 
 
The SCA crisis-state patient group included 23 individuals, 56.0% (13/23) of whom were 

female, with a median age of 10.4 years (IPR: 8.0-15.0 years). The control group included 
131 healthy individuals, 49.0% (64 /131) of whom were female, with a median age of 8.7 
years (IPR: 7.0-11.0 years).  
 
As expected, the crisis-state SCA patients had the lowest hematological and chemical 

marker concentrations (Table 1). The SCD patients (HbSS and HbSC) in the steady state had 
the lowest Hb and Ht concentrations; the highest reticulocyte, erythroblast, leukocyte and 
platelet counts; and the greatest chemical and inflammatory systemic biomarker concentration 
alterations compared with individuals in the control group (Tables 2 and 3).  
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LTB4, PGE2 and TGF-β were increased in steady-state SCA patients, and heme, TIMP-1 and 

MMP-9 were increased in both crisis- and steady-state SCA patients  

The inflammatory state of SCD patients is well known. Several of the molecules 
involved in this event are associated with the immune response and are part of a complex 
network in which most mechanisms remain unknown [9]. Thus, the inflammatory mediator 
and cytokine concentrations were investigated in SCD patients in steady and crisis states and 
in the healthy control group (Figure 1). 
 

Comparing the inflammatory and vascular remodelling mediators revealed increases in 
LTB4, PG2, and TGF-β in the steady-state SCA patients compared with the patients in the 
crisis group. However, all of the patients in the SCA groups (steady and crisis state) had 
similar concentrations of heme, TIMP-1, and MMP-9 (Figure 1A-G).  
 

Inflammatory cytokines IL-1β, IL-6, IL-10 and TNF-α were increased in crisis-state SCA 

patients, and IL-12 and IL-8 were increased in crisis- and steady-state SCA patients  

Cytokine levels are associated with the inflammatory state described in SCD patients 
[10-14]. Our results show increases in IL-1β, IL-6, IL-10, and TNF-α among SCA patients in 
the crisis state compared with steady-state patients. In contrast, IL-12 and IL-8 levels were 
elevated in both the steady-state and crisis-state SCA patient groups (Figure 2A-F). 
 

ROC curves and predictive power demonstrate that LTB-4, TGF-β and PGE-2 are markers of 

steady-state SCA, whereas TNF-α, IL-1β and IL-10 are markers of crisis-state SCA 

Biomarkers for clinical evaluation have been explored in SDC research because patients 
have heterogeneous clinical outcomes, as demonstrated by specific subphenotypes [3,15]. 
ROC curves were developed to estimate the predictive power of a group of biomarkers at each 
stage of SCA. ROC curve analysis was performed using the MMP-9/TIMP-1 ratio and 
systemic levels of MMP-9, LTB4, TGF-β and PGE2. The LTB4, TGF-β, and PGE2 levels had 
the highest sensitivity and specificity for predicting steady-state SCD (Figure 3A). Similarly, 
TNF-α, IL-1β and IL-10 had the highest sensitivities and specificities for association with 
crisis-state SCD (Figure 3B) based on the statistical data and the areas under the curves 
(AUCs).  
 

The highest levels of free heme were associated with altered lipid patterns, increased 

hemolysis, hepatic dysfunction, and altered hematological markers in steady-state SCD 

patients  

Increased systemic levels of heme have been associated with hemolytic diseases, such as 
SCD, spherocytosis, and auto-antibody anemia, and are secondary to intravascular hemolysis 
with an increased pro-inflammatory and pro-oxidant environment [16-20]. Because we found 
high concentrations of free heme in both steady- and crisis-state SCA patients, and based on 
the finding of Uzunova et al. [21], which found that a concentration of 66 µM of free heme is 
associated with an increase in free heme accumulation inside RBCs, we sought to validate our 
previous results by evaluating whether the free heme concentration was related to 
hematological and chemical markers of hemolysis, anemia, lipids, the hepatic pattern and 
inflammation. For this evaluation, the systemic free heme levels of the SCD steady-state 
patient group were measured, and we performed statistical analyses of these biomarkers in 
patient groups with values higher and lower than the 50th percentile (54.65 µM) once this 
value approached the value described by Uzunova et al. [21]. Statistically significant 
differences were found between the highest free heme concentrations and the lowest levels of 
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), as well as the highest very low-density 
lipoprotein cholesterol (VLDL-C), triglyceride, ferritin, aspartate transaminase (AST), total 
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bilirubin (TB), indirect bilirubin (IB), direct bilirubin (DB) and lactate dehydrogenase (LDH) 
concentrations (Figure 4 and Figure 5). Additionally, we performed analyses to compare the 
systemic concentrations of free heme with hematological marker concentrations and found 
that the highest levels of free heme were associated with the lowest hematocrit values and 
with the highest monocyte and platelet counts (Figure 6).   
 
When we analysed the SCA steady-state patient groups with heme values higher and lower 

than the 50th percentile (62.35 µM), the highest free heme levels were associated with the 
highest values of VLDL-C, triglycerides, AST, TB, IB and ASLO; with the lowest HDL-C 
and HbF values; and with a high monocyte count. This group also had a high platelet count 
associated with high levels of TIMP-1, TGF-β and MMP-9. Moreover, high levels of MMP-9 
were associated with a high leukocyte count, a low lymphocyte count, low TNF-α levels and 
high TIMP-1 levels (Figure S1). In the analysis of HbSC steady-state patients with heme 
values higher and lower than the 50th percentile (40.9 µM), the highest free heme levels were 
associated with the highest VLDL-C, triglycerides, albumin, and TGF-β values; high TIMP-1 
levels were associated with high alpha-1 antitrypsin levels and with a high monocyte count; 
and high levels of MMP-9 were associated with a high leukocyte count and elevated TIMP-1 
levels (Figure S2). 
 

The highest free heme levels were associated with the highest TGF-β, PGE-2, TIMP-1 and IL-

12 levels in a group of steady-state SCD patients  

High heme concentration has been associated with increased oxidative stress in steady-
state SCD patients, with compromised vascular integrity [18,19] and with the severity of 
malaria vivax [22]. Therefore, we also analysed the association between free heme 
concentrations and our studied markers. In our analyses, we found that the highest heme 
values were associated with the highest levels of TGF-β, PGE2, TIMP-1 and IL-12 (Figure 7).  
 

Elevated levels of TIMP-1 and MMP-9 were associated with altered lipid patterns, increased 

hemolysis, hepatic dysfunction, and altered hematological markers in a group of steady-state 

SCD patients  

Matrix metalloproteinase (MMPs) are endopeptidases that are regulated through the tissue 
inhibitors of metalloproteinase (TIMPs) and are associated with extracellular matrix 
degradation. However, MMPs also act on cytokines and chemokines and serve as regulators 
of inflammation and immunity [23-25]. TIMP-1 inhibits MMP-9 activity and can stimulate 
the growth of several cell types. However, TIMP-1 exhibits diverse activity, some of which is 
dependent on its MMP-9 inhibitory capacity and some of which is independent [26-29]. We 
evaluated whether the concentrations of these molecules were related to classical 
hematological and chemical markers of hemolysis, anemia, and inflammation or to lipid and 
hepatic patterns in steady-state SCD patients. For this evaluation, systemic levels of MMP-9 
and TIMP-1 were measured, and statistical analyses of these biomarkers were established in 
groups with values higher and lower than the 50th percentile, which was 297.5 ng/mL for 
TIMP-1 and 444 ng/mL for MMP-9. A statistically significant association was found between 
the highest TIMP-1 concentration and the lowest HDL-C concentrations; the highest 
triglyceride, AST, TB, IB, and ferritin concentrations (Figure 8); and low RBC counts, low 
hemoglobin and hematocrit concentrations, high mean corpuscular hemoglobin 
concentrations, and high platelet counts (Figure 9). High MMP-9 concentrations were 
associated with high leukocyte and neutrophil counts and with high TIMP-1 concentrations 
(Figure 10).  
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Discussion 

This study investigated biomarkers associated with inflammation and vascular 
remodelling in SCA patients. The highest systemic levels of PGE2, LTB4, and TGF-β were 
found in steady-state patients, and the highest systemic levels of TNF-α, IL-1β and IL-10 
were found in crisis-state patients. Free heme, MMP-9 and TIMP-1 levels were increased in 
both groups of SCA patients (crisis and steady state) and were associated with altered levels 
of hematological, chemical, and inflammatory markers in a group of steady-state SCD 
patients, supporting the hypothesis that continued free heme expression may potentiate 
chronic hyper-hemolysis and that continued MMP-9 and TIMP-1 expression might be 
associated with the chronic inflammatory process that has been described in SCD. 
 
The altered lipid metabolism described in SCD patients has been associated with 

phospholipid asymmetry in sickle erythrocytes, contributing to metabolic abnormalities such 
as dehydration, membrane perturbation, cation imbalance, and hypercoagulability [30-32]. 
Additionally, eicosanoids and diacylglycerol are released by endothelial cells secondary to 
sickle red cell stimulation [33], increasing arachidonic acid products such as PGE2 and LTB4, 
whose synthesis has been implicated in the control of the inflammatory response [34,35]. In 
this report, we found high PGE2 and LTB4 levels in steady-state SCA patients compared with 
crisis-state patients and healthy individuals (Figure 1A and B). Our current data suggest that 
PGE2 and LTB4 are important markers of the chronic inflammation described in SCD and that 
their synthesis is induced by an abnormal interaction between erythrocytes and endothelial 
cells and by the presence of a chronic pro-oxidant milieu. Taken together, these factors 
contribute to the dysfunctional endothelium found in SCD patients. LTB4 has been reported to 
be a neutrophil chemoattractant and has been associated with increased neutrophil adhesion to 
the endothelium [36]. However, Monteiro et al. [37] previously described a heme-dependent 
neutrophilic inflammation process during hemolysis that was associated with the endogenous 
activity of LTB4 originating from macrophages. Graido-Gonzalez et al. [38] reported an 
increase in PGE2 levels in crisis-state SCA patients. Additionally, Setty e Stuart [33] 
described an increase in LTB4 among steady- and crisis-state SCA patients, and Lanaro et al. 
[12] described an increase in PGE2 levels among steady-state SCA patients even after HU 
administration. Data concerning PGE2 and LTB4 levels in SCD patients remain controversial. 
These mediators can act through a wide range of functions, as previous reports describe [39-
44]; thus, further evaluation is needed to clarify their roles in SCD-related inflammation and 
unravel the complex network of mechanisms involved in the pathogenesis of this disease.  
 
TGF-β is a multipotent cytokine that has been previously associated with Th17 cell 

differentiation [45]; with myofibroblast development through its receptor (TGFβR), followed 
by SMAD2 phosphorylation and ROS generation; and, along with endothelin-1, with the 
induction of extracellular matrix deposition via extracellular signal-regulated kinase 1/2 
(ERK1/2) activation [46,47]. Our study demonstrates an increase in systemic TGF-β levels in 
steady-state SCA patients (Figure 1C), suggesting that TGF-β plays a role in vascular cell 
remodelling in this disease and most likely contributes to vessel alteration via extracellular 
matrix deposition. However, TGF-β may act as a ROS generator through its receptor 
activation, participating in both vascular narrowing and endothelial dysfunction and 
inflammation. 
 

The systemic levels of MMPs and TIMPs, as well as their ratio, have been associated with 
normal and pathological events, including tissue remodelling, tumorigenesis, metastasis, 
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angiogenesis, sepsis, dyslipidemia, hemodialysis, multiple sclerosis, obesity, metabolic 
syndrome, and atherosclerosis [48-51]. Our results show increased systemic levels of MMP-9 
and TIMP-1 in both SCA patient groups (crisis and steady state), with an increased MMP-
9/TIMP-1 ratio (Figure 1D-F). These data suggest continuous MMP-9 production in both 
SCA groups, which may represent active matrix remodelling and the maintenance of tissue 
destruction and degradation in these patients. The association between high MMP-9 levels 
and an increased number of leukocytes and neutrophils in the steady-state SCD patient group 
(Figure 10A, B) indicates the activation of leukocytes, which is likely related to their 
transmigration into the vascular wall. This leukocyte activation involves the activation of the 
neutrophil MMP-9 proenzyme, which promotes MMP-9 generation that results in vascular 
cell changes, an increased inflammatory response, and endothelial dysfunction. The increase 
in the neutrophil MMP-9 proenzyme and its relationship with increases in environmental 
inflammation and adhesion have been described for angiogenesis induction and inflammation 
secondary to venous thrombosis in metabolic syndrome patients [52-55].  
 
Increased systemic TIMP-1 levels in our SCA patients could be associated with an MMP-9-

independent function and may be linked to the hypoxic environment found in SCA patients. 
This finding suggests that TIMP-1 has diverse functions, as elevated MMP-9 levels were 
associated with high TIMP-1 levels in our analyses (Figure 10C). Our hypothesis could be 
validated by data demonstrating an association between increased TIMP-1 levels and the 
chemical markers of hemolysis and inflammation and with the hematological biomarkers of 
anemia, which is a pathological process associated with hypoxia (Figure 8 and Figure 9).  
 
Our results demonstrate an association between increased TIMP-1 levels and altered lipid 

patterns and hemolysis markers (Figure 8), suggesting that this molecule is involved with 
ROS and the presence of heme. High systemic levels of TIMP-1 have been shown to trigger 
hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), which has been associated with pro-metastatic alterations 
in the cancer microenvironment. Furthermore, increased TIMP-1 levels are related to the 
induction of miR210, which regulates a metabolic alteration of a glycolytic pathway [56-58]. 
Our results also show an association between high levels of TIMP-1 and a high number of 
platelets, demonstrating that TIMP-1 may be related to corpuscle activation and may be 
linked to the expression of a heme-mediated tissue factor on endothelial cells, which increases 
the procoagulant activity. This phenomenon was previously studied by Setty et al. [59] using 
human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) in a simulated hemolytic environment. 
 
The imbalance of the MMP-9/TIMP-1 ratio described in this study suggests that MMP-9 

contributes to endothelial dysfunction in SCD and to the inflammatory environment 
commonly described in these patients [53-55]. This finding was emphasized by our finding 
that a high MMP-9 concentration is associated with high concentrations of TIMP-1 (Figure 
10C).  
 
Systemic free heme levels and ROS are released during hemoglobin (Hb) catabolism 

following intravascular hemolysis [15-17]. The hazardous effects of heme on the 
microenvironment have been associated with the programmed necrosis of peritoneal 
macrophages in knockout and wild type C57BL/6 mouse models and with TNF-α production 
and increased ROS generation [18]. This study shows an increase in heme in both SCA 
patient groups (crisis and steady state; Figure 1G), suggesting that high systemic levels of free 
heme could be directly related to the chronic hyper-hemolytic state previously reported in 
SCA patients [14]. This relationship would likely be responsible for maintaining the chronic 
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inflammatory state and for continuous ROS generation, which would lead to progressive 
endothelial dysfunction [3,16].  
 
Considering the increased systemic levels of free heme in both crisis- and steady-state SCA 

patients, we evaluated the association between heme and lipid patterns and hematological, 
chemical and inflammatory markers in these patients (Figures 4-7). The results showed that 
this product of erythrocyte disruption can interfere with several pathways related to clinical 
severity in SCD patients. However, our data indicate an association between free heme and 
lipid marker alterations; hemolysis; some inflammatory and remodelling markers, such as 
TGF-β, and TIMP-1; the inflammatory mediator PGE2; and the cytokine IL-12, demonstrating 
the pivotal role of heme in the chronic hyper-hemolysis and chronic inflammatory process 
described in this disease [14,21]. 
 
Altered levels of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines have been 

demonstrated in SCA patients and implicated in the clinical severity of the disease and in the 
maintenance of the inflammatory state [10–12,60]. We found high levels of IL-1β, IL-6, TNF-
α and IL-10 in crisis-state SCA patients and high levels of IL-8 and IL-12 in steady-state SCA 
patients, although the latter cytokines were also increased in crisis-state SCA patients (Figure 
2A-F). These data are consistent with previous studies, including ones performed by our 
research group [10–13,61–64]. Pro-inflammatory cytokine production in SCD patients was 
associated with mononuclear cells and with neutrophils, which alter the adhesive 
characteristics of the environment and contribute to the pathogenesis of this disease. 
However, these cytokines have been associated with vascular dysfunction, leukocytosis, and 
the initial involvement of neutrophils, followed by monocytes and endothelial cells, and these 
cells may serve as a source of these mediators [6,10–12].  
 

The immunomodulatory properties of IL-10 are well known. High amounts of this cytokine 
have been related to the anti-inflammatory response, decreasing the proinflammatory milieu 
to resolve inflammation, and recently to protecting age-related vascular dysfunction [65,66]. 
IL1-β is associated with tissue damage and fibrogenesis and, together with IL-6, has been 
related to vascular disease [67-69]. The increase in IL-12 in the steady-state patients 
emphasizes the role of this cytokine and its family members as mediators of the inflammatory 
response found in sickle cell disease [70].  
 
Using ROC curve analysis, we identified markers associated with steady-state (Figure 3A) 

and crisis-state SCA patients (Figure 3B). The markers we found exhibited high sensitivity, 
specificity, and accuracy and showed high predictive values for these biomarkers in the 
follow-up of SCA patients. These biomarkers also have excellent prospects as targets for 
further therapeutic modalities in SCD patients.  
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Conclusions 

In summary, consistent with the purpose of this study, we described the roles of LTB4, 
PGE2 and TGF-β as markers of steady-state SCA and of IL-1β, IL-6 and TNF-α as markers of 
crisis-state SCA. We found high systemic levels of free heme, MMP-9 and TIMP-1 in both 
SCA states (crisis and steady state), suggesting a possible role of free heme in chronic hyper-
hemolysis and of MMP-9 and TIMP-1 in the chronic inflammatory process of this disease. 
This hypothesis was validated by the association between systemic levels of these molecules 
with markers of hemolysis and inflammation in the SCD patient group. TIMP-1 likely acts 
independently of its MMP-9 inhibitory function, as we found high levels of both molecules in 
both SCA patient groups. The association between TIMP-1 levels and markers of hemolysis 
and anemia may indicate that this molecule plays a pivotal role in SCD pathogenesis, 
particularly in responding to the hypoxic milieu that is continuously present in this disease.  
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Figure Legends 
 
Figure 1. Inflammatory mediator and tissue remodelling marker concentrations in sickle cell 
anemia patients and controls.  (A-B) Analyses of the inflammatory mediators LTB4 and PGE2 
indicate a higher concentration of LTB4 in patients in the steady-state (SP-SCA) group 
compared with patients in the crisis-state (CP-SCA) group and with individuals in the healthy 
control (HC) group, as well as a higher concentration of PGE2 in patients in the SP-SCA 
group compared with patients in the CP-SCA group and individuals in the HC group. (C-F) 
Analyses of the tissue remodelling markers TGF-β, MMP-9, and TIMP-1 and the TIMP-
1/MMP-9 ratio indicate lower TGF-β concentrations in patients in the CP-SCA group than in 
patients in the SP-SCA group and individuals in the HC group; a similar MMP-9 
concentration in patients in the CP-SCA and SP-SCA groups compared with individuals in 
the HC group; a similar TIMP-1 concentration in patients in the CP-SCA and SP-SCA groups 
compared with individuals in the HC group; and a lower TIMP-1/MMP-9 ratio in patients in 
the SP-SCA group compared with patients in the CP-SCA group and individuals in the HC 
group. (G) An analysis of free heme indicates a similar concentration in patients in the CP-
SCA and SP-SCA groups compared with individuals in the HC group.  
 
Figure 2. Inflammatory and anti-inflammatory cytokine concentrations in sickle cell anemia 
patients and controls.  (A) IL-8 analysis indicates a higher concentration in patients in the 
steady-state (SP-SCA) group compared with patients in the crisis-state (CP-SCA) group and 
individuals in the healthy control (HC) group. (B) IL-1β analysis indicates a higher 
concentration in patients in the CP-SCA group than in patients in the SP-SCA group and 
individuals in the HC group. (C) IL-6 analysis indicates a higher concentration in patients in 
the CP-SCA group than in patients in the SP-SCA group and individuals in the HC group. (D) 
IL-10 analysis indicates a higher concentration in patients in the CP-SCA group than in 
patients in the SP-SCA group and individuals in the HC group. (E) TNF-α analyses indicate a 
higher concentration in patients in the CP-SCA group than in patients in the SP-SCA group. 
(F) IL-12 analysis shows a lower concentration in the CP-SCA group than in patients in the 
SP-SCA group and individuals in the HC group.  
 
Figure 3. Receiver operating characteristic (ROC) curves investigating inflammatory markers 
of steady- and crisis-state SCA patients. (A) The ROC curves of the TIMP-1/MMP-9 ratio 
(lilac solid line), MMP-9 (purple dashed line), leukotriene B4 (red dashed line), TGF-β (black 
solid line), and PGE2 (rose dashed line) plasma levels indicate that leukotriene B4, TGF-β, 
and PGE2 are markers involved in steady state SCD. (B) The ROC curves of TNF-α (black 
solid line), IL-1β (red solid line), IL-10 (blue dashed line), IL-12 (gray dashed line), and IL-6 
(green dashed line) plasma levels indicate that TNF-α, IL-1β and IL-10 are markers involved 
in crisis-state SCD, as determined by the statistical data and the areas under the curves 
(AUCs).  
 
Figure 4. Association of free heme concentration with lipid pattern. Statistical analyses were 
conducted to compare the chemical and hematological marker concentrations of steady-state 
SCD patients with free heme concentrations higher and lower than the 50th percentile (54.6 
µM).  (A-C) The SCD patients with the highest free heme concentrations had the lowest 
HDL-C concentrations and the highest triglyceride concentrations.  
 
Figure 5. Association of free heme concentration with hemolysis markers. Statistical analyses 
were conducted to measure the concentration of chemical markers associated with hemolysis 
in steady-state SCD patients with free heme concentrations higher and lower than the 50th 
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percentile (54.6 µM). (A-F) The SCD patients with the highest free heme concentrations had 
the highest concentrations of ferritin, AST, total bilirubin (TB), indirect bilirubin (IB), direct 
bilirubin (DB) and lactate dehydrogenase (LDH).  
 
Figure 6. Association between free heme concentration and hematological markers. 
Statistical analyses were conducted to compare the hematological markers associated with 
hemolysis and anemia in steady-state SCD patients with free heme concentrations higher and 
lower than the 50th percentile (54.6 µM). (A-C) The SCD patients with the highest free heme 
concentrations had the lowest hematocrit values and the highest monocyte and platelet counts. 
 
Figure 7. Association between free heme concentration and inflammatory and vascular 
remodelling markers. Statistical analyses were performed to compare the marker 
concentrations of steady-state SCD patients with free heme concentrations higher and lower 
than the 50th percentile (54.65 µM). (A-D) The SCD patients with the highest free heme 
concentrations had the highest TGF-β, PGE2, TIMP-1, and IL-12 values.  
 
Figure 8. TIMP-1 concentration is associated with hemolysis and inflammation markers. 
Statistical analyses were performed to compare chemical markers of hemolysis and 
inflammation in steady-state SCD patients with TIMP-1 concentrations higher and lower than 
the 50th percentile (297.5 ng/mL). (A-F) The SCD patients with the highest TIMP-1 
concentrations had the lowest HDL-C concentrations and the highest triglyceride, ALT, TB, 
IB and ferritin concentrations. 
 
Figure 9. TIMP-1 concentration is associated with hematological markers. Statistical analyses 
were performed to compare hematological markers between steady-state SCD patients with 
TIMP-1 concentrations higher and lower than the 50th percentile (297.5 ng/mL).  (A-E) The 
SCD patients with the highest TIMP-1 concentrations exhibited the lowest RBC counts and 
hemoglobin and hematocrit concentrations and the highest mean corpuscular hemoglobin 
concentrations and platelet counts.  
 
Figure 10. MMP-9 concentration is associated with hematological and inflammatory markers. 
Statistical analyses were performed to compare hematological markers between steady-state 
SCD patients with MMP-9 concentrations higher and lower than the 50th percentile (444 
ng/mL). (A-C) The SCD patients with the highest MMP-9 concentrations had the highest 
leukocyte and neutrophil counts and the highest TIMP-1 concentrations. 
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Supporting information 
 
Figure 1S. Free heme, TIMP1 and MMP9 concentrations are associated with hemolysis, 
inflammation and vascular remodelling markers in SCA patients. Statistical analyses were 
performed for steady-state SCD patients with concentrations higher and lower than the 50th 
percentile for free heme (54.65 µM), TIMP-1 (323.0 ng/mL), and MMP-9 (444.0 ng/mL).  
(A-I) The SCD patients with the highest free heme concentrations had the highest VLDL-C, 
triglyceride, AST, total bilirubin, indirect bilirubin, and ASLO concentrations and monocyte 
counts as well as lower HDL-C and HbF concentrations. (J-M) The patients with the highest 
TIMP-1 concentrations had increased platelet counts and TGFβ and MMP-9 expression. (N-
Q) The patients with MMP-9 concentrations higher than the 50th percentile had increased 
leucocyte counts and TIMP-1 concentrations as well as decreased TNF-α concentrations and 
lymphocyte counts. 
 
Figure 2S. Free heme, TIMP-1 and MMP-9 concentrations are associated with hemolysis, 
inflammation and vascular remodelling markers in HbSC patients. Statistical analyses were 
performed for steady-state HbSS patients with free heme (43.0 µM), TIMP-1 (247.03 ng/mL) 
and MMP-9 (530.58 ng/mL) concentrations higher and lower than the 50th percentile. (A-D) 
The HbSC patients with the highest free heme concentrations had the highest VLDL-C, 
triglycerides, albumin and TGF-β levels. (E-F) The HbSC patients with TIMP-1 
concentrations higher than the 50th percentile had increased monocyte counts and alpha-1 
antitrypsin concentrations. (G-H) The HbSC patients with the highest MMP-9 concentrations 
had increased leucocyte counts and TIMP-1 concentrations. 
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Table 1. Demographic and hematological characteristics of the SCD patient and control groups.  

 Healthy  
controls 

HbSC HbSS  
P value 

N of patients and controls  148 47 101 - 
     

Age (years) – mean ± SD  8.7±3.2 10.8±4.2 8.6±3.8 0.002 
Female, %                   51.5 51.1 55.4 NS 
     
Hematological data  Mean±SD  
     
 Red blood cell count (RBC), 106/L 4.7±0.4  4.3±0.6 2.7±0.6 <0.0001 
 Hemoglobin, g/dL 12.8±1.0 11.2±1.3 7.8±1.3 <0.0001 
 Hematocrit, % 38.5±2.8 34.9±3.8 24.2±3.8 <0.0001 
 Mean corpuscular volume (MCV), fL 81.4±5.2 80.7±7.5 90.9±10.3 <0.0001 
 Mean corpuscular hemoglobin 

(MCH), pg 
27.1±2.0 26.0±2.5 29.5±3.6 <0.0001 

 Mean corpuscular hemoglobin 
concentration (MCHC), % 

33.3±1.4 32.8±1.1 32.4±0.9 <0.0001 

 Reticulocytes, % 0.8±0.3 4.4±4.9 9.3±4.7 <0.0001 
 Erythroblasts, % 0 0.5±1.5 2.2±2.5 <0.0001 
 Hemoglobin S (HbS), % 0 50.9±5.9 86.7±6.3 <0.0001 
 Fetal hemoglobin (HbF), % 0.5±0.5 2.8±3.3 9.7±6.1 <0.0001 
 White blood cell count (WBC), ×109/L 7027±2179 9353±5599 14753±4997 <0.0001 
 Neutrophils, × 109/L 3240±1686 4790±3260 6714±3488 <0.0001 
 Monocytes, × 109/L 489±205 531±456 945±442 <0.0001 
 Eosinophils, × 109/L 436±397 560±486 980±865 <0.0001 
 Lymphocytes, × 109/L 2775±899 3386±1985 5918±2086 <0.0001 
 Platelet count, × 109/L 308±67.3 321±185.5 444±131.2 <0.0001 
SD=standard deviation; NS=Not significant.  
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Table 2. Chemical characteristics of the SCD patient and control groups.  

Biomarkers  Control HbSC  HbSS P value 
N of patients and controls 146 47 101  
 
Chemistry profile 
 

    

 LDH, U/L 409±132 504±273 1035±504 <0.0001 
 AST, U/L 31±11 33±14 55±26 <0.0001 
 ALT, U/L 17±7.1 23±12.1 30±24.3 <0.0001 
 Total bilirubin, mg/dL 0.5±0.2 1.7±1.7 3.3±1.8 <0.0001 
 Direct bilirubin, mg/dL 0.25±0.1 0.5±0.3 0.8±0.5 <0.0001 
 Indirect bilirubin, mg/dL 0.2±0.2 1.2±0.9 2.6±1.6 <0.0001 
 Total plasma protein, g/dL 7.3±0.6 7.3±0.6 7.3±0.9 NS 
 Albumin, g/dL 4.2±0.5 4.1±0.5 4.1±0.7 NS 
 Globulin, g/dL 3.1±0.6 3.2±0.6 3.3±0.8 0.042 
 Urea, g/dL 21.6±5.9 19.5±6.5 17.3±6.5 <0.0001 
 Creatinine, g/dL 0.5±0.2 0.5±0.1 0.4±0.2 <0.0001 
 Albumin/globulin ratio 1.5±0.4 1.4±0.4 1.3±0.5 0.029 
 Total cholesterol, mg/dL 164±34.5 120±27.0 121±26.5 <0.0001 
 HDL-C, mg/dL 49±13.7 42±14.6 32±9.9 <0.0001 
 LDL-C, mg/dL 97±33.5 59±21.2 67±22.5 <0.0001 
 VLDL-C, mg/dL 18±10.4 17±6.3 22±10.2 <0.0001 
 Triglycerides, mg/dL 88±51.7 88±31.9 110±51.3 <0.0001 
 Iron, mcg/dL 74±42.4 102±106.2 137±126.7 <0.0001 
 Ferritin, ng/mL 37±28.3 151±100.5 396±41.4 <0.0001 
 Total heme, µM 28.5±15.5 43.0±29.5 68.6±29.9 <0.0001 
 RCP 4.4±19.1 5.8±8.6 7.7±13.2 <0.0001 
 Alpha 1 antitrypsin, mg/dL 137.5±43.4 138.3±42.9 161.1±45.5 <0.0001 
 Antistreptolysin O, UI/mL 134±132 163±262 208±297 NS 
NS=Not significant; LDH=Lactate dehydrogenase; AST=Aspartate aminotransferase; ALT=Alanine 

aminotransferase; HDL-C=High-density lipoprotein cholesterol; LDL-C=Low-density lipoprotein cholesterol; 

VLDL-C=Very low-density lipoprotein cholesterol; RCP=Reactive C protein  
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Table 3. Demographic and laboratory characteristics of the crisis-state SCA patients. 

 

 
Characteristics 

 
N (23) 

 
Mean ± Standard Deviation  

Age (Years)  10.3±4.34 
 
Gender 

  

 
Male, N (%) 

10 (44)  

Female, N (%) 13 (56)  
 
Hematological data 

  

  
RBC, ×106/mm3 

 2.6±0.8 

 Hemoglobin, g/dL  8.5±2.0 
 Hematocrit, %  25.9±5.2 
 Mean cell volume, fL  83.6±8.5 
 Mean cell hemoglobin, pg  25.8±3.2 
 Mean corpuscular hemoglobin 

concentration, g/dL 
 33.3±1.6 

 Reticulocyte count, % of RBC  2.5±1.3 
 WBC, × 109/L  15062.4±8006.8 
 Neutrophil count, ×109/L  9428.0±6919.2 
 Band neutrophil count, ×109/L  366.7±179.7 
 Eosinophils, ×109/L  873.6±744.9 
 Lymphocyte count, ×109/L  4238.9±2837.1 
 Monocyte count, ×109/L  421.9±374.5 
 Platelet count, ×109/L  360.6±185.9 
 
Chemistry Profile 

  

  
Total cholesterol, mg/dL 

  
134.1±26.7 

 HDL-C, mg/dL  32.2±7.3 
 LDL-C, mg/dL  80.3±23.8 
 VLDL-C, mg/dL  20.4±10.0 
 Triglycerides, mg/dL  102.3±49.8 
 Lactate dehydrogenase, U/L  751.3±356.4 
 Total bilirubin, mg/dL  1.0±0.5 
 Direct bilirubin, mg/dL  0.4±0.4 
 Indirect bilirubin, mg/dL  0.7±0.6 
 Aspartate aminotransferase, U/L  47.7±30.0 
 Alanine aminotransferase, U/L  27.9±20.2 
 Albumin, g/dL  4.3±0.4 
 Urea nitrogen, mg/dL  21.5±6.2 
 Creatinine, mg/dL  0.4±0.2 
 Uric acid, mg/dL  3.1±1.2 
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4.4. MANUSCRITO IV 

Prognostic impact of Alpha-1 Antitrypsin levels and SERPINA1 gene polymorphisms on 

sickle cell disease  

 

Este trabalho avalia os níveis séricos da alfa-1 antitripsina, os polimorfismos no gene da 

SERPINA1 e suas possíveis associações com marcadores bioquímicos e manifestações 

clínicas na doença falciforme.  

 

A patogênese da doença falciforme (DF) envolve diversas vias, sendo a inflamação crônica e 

a hemólise características importantes na referida patologia. Dessa forma, a busca por 

marcadores de prognósticos para estabelecer possíveis sub-fenótipos da doença é um aspecto 

importante. O presente estudo investigou os níveis da alfa-1 antitripsina (AAT), um inibidor 

de proteases responsáveis por desencadear reações inflamatórias, descrevendo suas 

associações com polimorfismos no gene SERPINA1, biomarcadores hematológicos e 

bioquímicos e a história clínica em crianças com DF em estado estável. Foram incluídos no 

presente estudo um total de 356 indivíduos com DF e um grupo controle (GC) composto por 

100 indivíduos saudáveis pareados por sexo e idade com a mesma origem geográfica. Os 

pacientes com níveis de AAT superior ao percentil 50 (158,0 mg/mL) apresentaram contagem 

de eritrócitos (RBC) (p = 0,003), concentração de hemoglobina (Hb) (p = 0,0002) e 

hematócrito (Ht) (0,0002) significativamente menores, e a contagem de leucócitos (WBC) (p 

= 0,004) e os neutrófilos (p = 0,0001) maiores, bem como níveis mais elevados de proteína C-

reactiva (PCR) e níveis de ureia mais baixos. AAT teve correlação negativa significativa com 

a RBC (r = -0,205, p = 0,0001), Hb (r = -0,203, p = 0,0001), Hct (r = -0,256, p <0,0001), 

colesterol liagdo à lipoproteína de alta densidade (HDL-C ) (r = -0,205, p = 0,0001), ureia (r = 

-0,184, p = 0,0005), creatinina (r = -134, p = 0,012), e albumina (r = -0,135, p = 0,011), e 

correlação positiva significativa com WBC (r = 0,18, 0,0007), neutrófilos (r = 0,2297, p 

<0,0001), HbS (r = 0,2874, p <0,0001), bilirrubina total (r = 0,137, p = 0,01), bilirrubina 

direta (r = 0,136, p = 0,001), bilirrubina indirecta (r = 0,115, p = 0,032), lactato desidrogenase 

(r = 0,159, p = 0,003), ferritina (r = 0,1353, p = 0,011), PCR (r = 0,355, p <0,0001). Pacientes 

com níveis mais elevados de AAT apresentaram mais de três episódios de infecção (OR = 

1,71, IC: 1,05-2,65, p = 0,02), mais litíase biliar (OR = 1,75, IC: 1,03-2,97, p = 0,02), e 

receberam mais transfusões sanguíneas (OR = 2,35, IC: 1,51-3,65, p = 0,0001). Os 

polimorfismos no gene da SERPINA1 foram analisados em 126 pacientes com DF e 100 

indivíduos do GC. O genótipo selvagem (MM) foi encontrado em 115 (91,3%) pacientes com 
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DF e 92 (92%) indivíduos do GC; o genótipo SS foi observado em 2 (1,6%) pacientes com 

DF e em nenhum indivíduo do grupo CG; o genótipo MS foi encontrado em 9 (7,1%) 

pacientes com DF e em 6 (6%) controles; e o MZ estava presente em 2 (2%)  indivíduos 

controle. Os nossos resultados sugerem que a AAT pode ser considerada como um marcador 

de prognóstico na DF, sendo associada a marcadores laboratoriais e clínicos importantes na 

referida patologia. Os resultados relacionados aos genótipos da SERPINA1 enfatizam o papel 

do alelo mutante na diminuição da produção de AAT que pode representar um fator de risco 

para desfechos graves nos pacientes estudados. Estudos adicionais devem ser realizados a fim 

de investigar os mecanismos pelos quais a AAT se relaciona a eventos importantes na 

patogênese da DF.  

 

Palavras-chave: Doença falciforme; SERPINA1; Alfa-1 antitripsina; Biomarcadores de 

prognóstico. 
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ABSTRACT 

Alpha-1 antitrypsin (AAT) is an inhibitor of neutrophil elastase, and a member of the serine 
proteinase inhibitor (serpin) superfamily, and little is known about its activity in sickle cell 
disease (SCD). We hypothesize that AAT may undergo changes in SCD because of the high 
oxidative stress and inflammation associated with the disease. We have found high AAT 
levels in SCD patients compared to controls, while mutant genotypes of SERPINA1 gene had 
decreased AAT levels, in both groups. AAT showed negative correlation with red blood cells, 
hemoglobin, hematocrit, high-density lipoprotein cholesterol, urea, creatinine, and albumin; 
and positive correlation with mean corpuscular hemoglobin concentration, white blood cells, 
neutrophils, hemoglobin S, bilirubin, lactate dehydrogenase, ferritin, and C-reactive protein. 
Patients with higher levels of AAT had more infection episodes (OR=1.71, CI: 1.05-2.65, 
p=0.02), gallstones (OR=1.75, CI: 1.03-2.97, p=0.02), and blood transfusions (OR=2.35, CI: 
1.51-3.65, p=0.0001).  Our data on AAT association with others laboratory markers of 
hemolysis and inflammation suggest that it may be related to SCD severity; the negative 
correlations with renal parameters suggest a cytoprotective mechanism in SCD patients. In 
summary, AAT may need to be included in studies related to SCD, and in the discussion of 
further therapeutic strategies. 
Keywords: Sickle cell disease; Alpha-1 antitrypsin; SERPINA1; oxidative stress, and 
inflammation 
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INTRODUCTION 

Clinical symptoms associated with sickle cell disease (SCD) are heterogeneous, with the 

presence of hemolytic anemia,  vaso-occlusive events (VOE), infections, acute chest 

syndrome (ACS), pulmonary hypertension (PH), stroke,  and glomerulopathy, amongst others 

(Steinberg, 2001; Kato et al., 2009; Rees et al., 2010; Gladwin, 2011; Ataga et al., 2014). 

SCD has several sub-phenotypes and the search for biomarkers related to the disease severity 

is very useful to patients’ follow-up (Kato et al., 2007; Kato et al., 2009; Rees e Gibson, 

2012). 

Alpha-1 antitrypsin (AAT) is a glycoprotein of 52-KD with 394 amino acids, secreted and 

synthesized primarily in hepatocytes, phagocytic cells such as neutrophils, monocytes, and 

macrophages; lung epithelial cells and intestinal cells. It is considered an acute phase protein, 

but it is also known as a hepatic stress protein, since its plasma levels increase during 

inflammation or tissue injury, and are related to inhibition of proteases that trigger 

inflammatory reactions (Rudnick e Perlmutter, 2005). AAT controls the tissue degradation 

promoted by proteases, especially elastase, since it inhibits the pro-inflammatory action of 

these enzymes on specific tissues, such as lung as well as in neutrophils (Eriksson e Elzouki, 

1998; Bals, 2010; Gooptu et al., 2014).  

AAT is encoded by the SERPINA1 gene that is located in the protease inhibitor locus on 

chromosome 14q32.1. There are more than 500 single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

described in the SERPINA1 gene, and some are related to AAT expression changes and also 

with hepatic damage due to the retention of protein in hepatocytes, and occurrence of 

thrombosis, liver disease, pulmonary edema, emphysema, and chronic obstructive pulmonary 

disease (COPD) (Lomas e Mahadeva, 2002; Parfrey et al.,2003;  Marciniak e Lomas, 2014; 

Stockley, 2014a; Stockley, 2014b; Stockley e Turner, 2014; Gooptu et al., 2014). 

AAT deficiency is defined by the reduced concentration of this glycoprotein in serum and/or 

the identification of a defective genotype. The SERPINA1 gene is highly polymorphic 

(Kohnlein e Welte, 2008; Bals, 2010) and among alleles associated with AAT deficiency, the 

most common are the S and Z (Brantly et al., 1988; Lucotte e Sesbou, 1999; Stoller e 

Aboussouan, 2012; Aboussouan e Stoller, 2009; Gooptu et al., 2014). The wild type allele is 

designated proteinase inhibitor (PI)*M, and the more severe deficient type is associated with 

the PI*Z allele, which results from a point mutation where adenine replaces guanine in exon 5 

of the SERPINA1 gene and results in the substitution of glutamic acid for lysine in the protein 

(Glu342Lys). Homozygotes for the PI*Z allele have about 15% of normal levels of AAT and 

have an increased risk for developing emphysema and to a lesser extent, liver disease in 
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neonates. PI*MZ heterozygotes produce about 60% of normal levels of AAT when compared 

to PI*M wild type homozygotes (Lomas et al., 1992; Bals, 2010; Stockley, 2014b).  

We demonstrate the association of AAT with other laboratory parameters considered as 

important prognostic factors in SCD patients’ evaluation; the association of decreased AAT 

levels and SERPINA1 genotypes among SCD patients and health controls; and association of 

AAT levels and clinical picture in SCD patients. Our results suggest that AAT may change its 

function in SCD patients, because of the oxidative and inflammatory milieu. 

MATERIALS AND METHODS  

Three hundred and three unrelated SCD patients (191 HbSS and 107 HbSC), in steady state, 

were included in the present study. Patients mean age (± standard deviation) was 13.96 ± 9.91 

years, with a median of 12.00, 25th percentile of 8.00 and 75th percentile of 16.00 years. 

Patients were in the outpatient pediatric hematology unit of the “Fundação de Hematologia e 

Hemoterapia da Bahia (HEMOBA)” and 47% (142/303) were females. All patients were in 

steady state, i.e. no blood transfusion in a period of four months and any acute events, 

hospitalization, or infections three months prior to blood sampling. None of patients took 

antibiotics or corticosteroids ten days before blood sampling but was on folic acid therapy. 

None patients were taken hydroxyurea and the medical history was recorded from the 

patients’ files. 

The control group consisted of 132 unrelated healthy individuals without clinical and 

biochemical evidence of SCD; their mean age was 9.96 ± 3.17 years, and 48.5% (64/132) 

were female, matched for sex and age with the SCD patients group and were from the same 

geographical origin.  

The study protocol was approved by the Research Board of “Centro de Pesquisas Gonçalo 

Moniz of Fundação Oswaldo Cruz (CPqGM-FIOCRUZ)”, and all subjects included in the 

study had the diagnosis of SCD and the guardians’ agreement to participate in the study and 

to collect biological samples.  The study followed ethical principles of the Declaration of 

Helsinki as well as its revision, informed written consent was signed by each control subject 

and SCD patient’s guardian, and when applicable the child acceptance was recorded. All 

patients lived in the Brazilian state of Bahia, and the majority was from the city of Salvador 

and its metropolitan area, a city with a high racial admixture (Azevedo et al., 1980). 

After collection, we analyzed biological samples at Laboratory of Hematology, Genetic and 

Computational Biology (LHGB) of CPqGM-FIOCRUZ and at the Clinical Analyses 

Laboratory of the School of Pharmacy (LACTFAR), of the “Universidade Federal da Bahia 

(UFBA)”.  
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Hematological analyses were performed by automated machine ABX Pentra 80 (HORIBA 

DIAGNOSTICS, Montpellier, FR), and blood smears were stained with Wright’s stain and 

examined with light optic microscopy. We count reticulocytes after stain with brilliant cresyl 

blue supravital dye (Bain et al., 2012), and confirmed the hemoglobin profile by high 

performance liquid chromatography (HPLC) (Bio-Rad Variant-I; Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA).  

Liver, renal, lipid, inflammation, and hemolysis profiles, including AAT and ferritin serum 

concentration were analyzed using automated equipment A25 (Biosystems S.A, Costa Brava, 

Barcelona); Access 2 and Immage (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA).  

Molecular biology analyses were performed on genomic DNA extracted from peripheral 

leukocytes using Flexigene DNA Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA) and quantified by 

spectrophotometer (Nanodrop® ND-1000, NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, NC, 

USA). SERPINA1 gene variants were investigated by a duplex polymerase chain reaction 

(PCR), using a combination of specific primers for the detection of variant alleles PI*M, 

PI*S, and PI*Z in a single reaction, and followed by digestion of PCR products with TaqI 

restriction enzyme (Lucotte e Sesbou, 1999). 

We performed statistical analyses with the EPI INFO software version 6.04, SPSS version 

18.0 and GraphPad version 5.0, and  considered P values <0.05 as significant for analyses. 

We performed analysis of normal distribution of quantitative variables using the Kolmogorov-

Smirnov test, and with the parametric ANOVA or nonparametric Kruskal-Wallis tests. We 

analyze qualitative or categorical variables with three or more groups by nonparametric chi-

square (χ²) test, corrected by Mantel-Haenszel and Yates tests. In the analysis of less than 4 

values, we use the Fisher exact test, and we calculate the confidence interval at 95% and the 

odds ratio for these variables. 

We use the Independent T test and Mann-Whitney for analyses of two variables comparing 

two groups of values within a given variable, taking into account the distribution of each 

variable. 
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RESULTS 

Patients and control groups characteristics  

 Table I shows SCD patients characteristics presenting the mean ± standard deviation (SD) of 

hematological and biochemical data.  

There are differential levels of AAT among SCD patients and control groups, and between 

SCD patients and control individuals exhibiting different genotypes of the SERPINA1 gene  

SCD patients presented higher AAT levels when compared to control individuals (Fig 1). We 

analyzed the SERPINA1 gene polymorphisms among 126 SCD patients, and 100 control 

group individuals. We found the (Pi)*MM or wide type genotype in 115 (91.3%) of SCD 

patients and 92 (92%) of controls; the PI*SS genotype in 2 (1.6%) SCD patients; the PI*MS 

genotype in 9 (7.1%) SCD patients and in 6 (6%) controls; and the PI*MZ genotype was 

found in 2 (2%) controls. We found higher levels of AAT among SCD patients when 

compared with healthy controls, and changes in AAT levels by the SERPINA1 polymorphism 

presence, as previously described (Marciniak e Lomas, 2014; Stockley, 2014a; Stockley, 

2014b; Stockley e Turner, 2014; Gooptu et al., 2014). If the hypothesis that AAT may be 

experiencing changes in its molecule as a result of oxidative stress and inflammation, changes 

already described in cancer with the presence of an oxidized-alpha-1 antitrypsin (Ox-AAT) as 

a predictive risk marker (Jamnongkan et al., 2013; Khenjanta et al., 2014), the AAT presence 

in SCD can be modified independently of the SERPINA1 allele. However, the presence of 

some AAT alleles, especially individuals’ carrier of genotypes SZ and SS, which may be 

more sensitive to have severe lung changes in SCD, especially in cases of pulmonary 

hypertension and recurrent acute chest syndrome.  

The AAT is correlated and associated to hematological and biochemistry markers 

AAT had negative significant correlation to red blood cells (RBC), hemoglobin (Hb), 

hematocrit (Hct), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), urea, creatinine, and albumin, 

and positive significant correlation to mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), 

white blood cells (WBC), neutrophils, HbS, total bilirubin (BT), direct bilirubin (DB), indirect 

bilirubin (IB), lactate dehydrogenase (LDH), ferritin, and C-reactive protein (CRP)  (Fig 2-4). 

High AAT concentration was higher among SCD patients with altered hematological and 

biochemistry markers (Fig 5).  
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Levels of AAT and clinical profile of SCD patients 

AAT serum levels were associated with different clinical outcomes among the SCD patients 

(Fig 6). Increased levels were found in patients that had more than 2 episodes of the 

following:  infection, gallstones, and blood transfusion during follow-up. This would suggest 

the participation of the molecule in biological responses. We did not find association of 

patients’ clinical history and the presence of SERPINA1 gene genotypes.  

 

DISCUSSION 

SCD presents epidemiological importance due to its high prevalence and high rate of 

morbidity and mortality worldwide. The clinical variability and the diversity of factors that 

modulate the disease are still not very well understood (Steinberg, 2001; Kato et al., 2007; 

Rees e Gibson, 2012). 

The present study has demonstrated a correlation between the serum concentration of AAT (in 

both patients and controls) and the SERPINA1 genotype, showing higher ATT serum levels in 

the wild type compared to mutant alleles. AAT is probably an important biomarker among 

SCD patients, and may have a role in the clinical severity of the disease, especially in those 

with liver and lung complications, which are prevalent among these patients. AAT levels have 

been investigated in some few reports in SCD, and have brought controversial results about 

AAT as a prognostic biomarker of the disease (Omene et al.,1980; Hedo et al., 1993; 

Bourantas et al., 1998; Tete-Benissan et al., 2000). Also, AAT biochemical genotypes were 

associated with the clinical course of SCD (Adekile et al.,1984). 

Considering the SERPINA1, the S and Z alleles are the most frequently associated with 

reduced serum levels of AAT, with increased risk of developing pulmonary emphysema and 

liver disease secondary to AAT deficiency and decrease of its immunomodulatory and anti-

inflammatory and proteinase inhibitory properties (Lucotte e Sesboöé, 1999; Köknlein e 

Welte, 2008). In the liver, the presence of the Z allele may facilitate the protein 

polymerization and hepatocyte accumulation secondary to the altered synthesis and chaperone 

binding induction (Bals, 2010; Tan et al., 2015). Our results showed that among SCD patients 

approximately 10.3% had polymorphic alleles. Therefore, AAT levels and the SERPINA1 

genotypes may need to be revisited as markers that should be included in studies related to 
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SCD and in future therapeutic strategies, especially of pulmonary disease among these 

patients (Kassim e DeBaun, 2013).  

The present study also showed that high serum levels of AAT were associated with a more 

severe anemia, increased WBC and neutrophil counts, and altered CRP levels. In addition, 

AAT had significant negative correlation with biochemistry markers of HDL-C, liver and 

kidney function, such as albumin, creatinine, and urea. On the other hand, we found a 

significant positive correlation with serum bilirubin (TB, DB, and IB), LDH, ferritin and 

CRP, both, acute phases proteins.  

Based on our results, we hypothesize that the systemic AAT present in SCD patients may 

change its anti-inflammatory property, once it is exposed to ROS, and it may be altered 

(Daemen et al., 2000; Nita et al, 2007; O’Dwyer et al, 2012; Jonigk et al., 2013; ; McCarthy et 

al., 2014Stockley e Turner, 2014). AAT  synthesis occurs, preferentially, in the liver; it 

explains our finding about the positive correlation with hepatic enzymes and other stress 

proteins, and the negative correlation that may explain its role on renal function. The CRP is a 

positive acute phase protein that rises rapidly during inflammatory processes, and showed 

significant positive correlation with AAT levels. However, CRP is an important inflammatory 

marker in clinical practice due to the ease of determining its serum levels and good clinical-

epidemiological correlation (Malm et al., 2013). 

With regard to the negative correlation of AAT and renal parameters, our results may 

emphasize previous hypothesis about a cytoprotective effect of AAT in acute kidney injury 

(Zager et al., 2014). Our results reinforce the importance in research into prognostic markers 

in SCD, since they suggest a possible relationship between the levels of AAT and changes in 

its molecule as result of oxidative stress and inflammation, and suggest association of AAT 

levels with routine markers, with easy access for monitoring and estimation of severity of the 

disease. 

Genotypes in the SERPINA1 gene described in this study corroborate the presence of deficient 

AAT production. Our results suggest a direct correlation between AAT and SCD clinical 

manifestations, hemolysis, inflammation, and endothelial injury. This hypothesis deserves 

further studies, which should also focus on the interaction of the SERPINA1 gene variant and 

AAT molecule changes and their involvement in the immune response. The role of oxidative 

stress of SCD on the AAT molecule may also prove quite worthwhile.  
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Figure legends 
 
Figure 1. Association of alpha-1 antitrypsin concentrations between heathy controls 
individuals and sickle cell disease (SCD) patients in steady state, and with polymorphism 
in SERPINA1 gene between steady state SCD patients and individuals of control group. 
(A) SCD patients presented higher AAT levels when compared to control individuals; (B) 
Association of SERPINA1 gene polymorphism and AAT concentration among SCD patients. 
SCD patients with genotype PI*MM had higher AAT levels than patients with polymorphic 
genotype analysed separately (PI*MS and PI*SS) and together.  (C) Association of 
SERPINA1 gene polymorphism and AAT concentration among control group individuals. 
Control groups individuals with genotype PI*MM had higher AAT levels than individuals 
with polymorphic genotype analysed separately (PI*MS and PI*MZ) and together.   
 
 
Figure 2. Correlation of alpha-1 antitrypsin with hematological markers in steady state 
sickle cell disease patients.  (A) Red blood cells (RBC) are negatively correlated to alpha-1 
antitrypsin (AAT); (B) Hemoglobin is negatively correlated to AAT; (C) Hematocrit is 
negatively correlated to AAT; (D) Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (MCHC) is 
positively correlated to AAT; (E) WBC count is positively correlated to AAT; (F) Neutrophils 
count is positively correlated to AAT; (G) Hemoglobin S is positively correlated to AAT.  
 

Figure 3. Correlation of alpha-1 antitrypsin with biochemistry markers in steady state 
sickle cell disease patients (Part I).  (A) Total bilirubin is positively correlated to AAT; (B) 
Direct Bilirubin is directly correlated to AAT; (C) Indirect Bilirubin is positively correlated to 
AAT; (D) Lactate dehydrogenase is positively correlated to AAT; (E) Ferritin is positively 
correlated to AAT; (F) C-Reactive Protein is positively correlated to AAT.  

 

Figure 4. Correlation of alpha-1 antitrypsin with biochemistry markers in steady state 
sickle cell disease patients (Part II). (A) High Density Lipoprotein of Cholesterol (HDL-C) 
is negatively correlated to AAT; (B) Urea is negatively correlated to AAT; (C) Creatinine is 
negatively correlated to AAT; (B) Direct Bilirubin is positively correlated to AAT; (C) 
Indirect Bilirubin is positively correlated to AAT; (D) Albumin is negatively correlated to 
AAT.  

 
Figure 5. Association of hematological and biochemistry markers in steady state sickle 
cell disease patients with alpha-1 antitrypsin concentrations higher and lower than the 
50th percentile.  Statistical analyses indicate that sickle cell disease (SCD) patients with 
alpha-1 antitrypsin concentration higher than the 50th percentile (158.0 mg/mL) had: (A) 
lower count of red blood cells (RBC); (B) lower concentration of hemoglobin (Hb); (C) lower 
concentration of hematocrit (Hct); (D) higher count of white blood cells (WBC); (E) higher 
count of neutrophils; (F) higher  concentration of C-Reactive Protein (CRP);  (G) higher 
concentration of urea.   
 

Figure 6. Association of alpha-1 antitrypsin concentration between SCD patients and 
clinical history. (A) Association of AAT concentration among SCD patients with history of 
infection episodes; (B) Association of AAT concentration among SCD patients with history 
of gallstones; (C) Association of AAT concentration among SCD patients with history of 
blood therapy.  
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Table I. Laboratory characteristics of patients with sickle cell disease. 
 
 

 
RBC: Red blood cells; MCV: Mean Cell Volume; MCH: Mean Cell Hemoglobin; HDL-C: High-
density lipoprotein cholesterol; LDL-C: Low-density lipoprotein cholesterol; VLDL-C: Very Low-
density lipoprotein cholesterol; AST: Aspartate aminotransferase; ALT: Alanine aminotransferase; 
LDH: Lactate dehydrogenase. 
 
 
 
 
 

 

Percentile values 
Laboratory values N Mean Standard 

Deviation 25th 50th 75th 

       
RBC, x10

12
/mL 355 3.25 0.93 2.53 3.00 4.00 

Hemoglobin, g/dL 356 9.35 1.95 8.00 9.00 11.00 
Hematocrit, % 356 27.18 6.00 22.13 26.00 32.00 
MCV, fL 356 85.62 9.21 79.15 85.60 92.00 
MCH, ρg 356 29.62 3.78 27.00 29.65 32.00 
Reticulocyte Count, % 352 6.07 2.58 4.00 6.00 7.88 
Fetal hemoglobin, % 356 7.39 6.57 2.00 5.35 11.00 
S hemoglobin, % 356 72.63 17.95 51.32 81.00 88.35 
Leukocyte count, x 10

9
/mL 356 11955.31 4180.38 8800.00 11450.00 14600.00 

Neutrophil count, x 10
9
/mL 356 5891.08 2789.25 3870.00 5357.00 7391.00 

Eosinophil count, x 10
9
/mL 356 768.17 712.07 274.00 521.50 1109.75 

Lymphocyte count, x 10
9
/mL 356 4327.80 2027.55 2924.50 3922.00 5229.25 

Monocyte count, x 10
9
/mL 356 826.21 402.89 537.00 741.00 1070.75 

Platelet Count, x10
3
/ uL 356 407.21 158.74 288.50 392.00 507.50 

Glucose, mg/dL 356 75.14 19.72 68.00 74.00 79.00 
Total Cholesterol, mg/dL 356 130.25 28.39 110.00 126.50 147.00 
HDL-c,  mg/dL 356 33.21 8.73 27.00 32.00 38.00 
LDL-c, mg/dL 356 77.88 24.35 62.00 76.00 92.00 
VLDL-c, mg/dL 356 19.23 9.73 13.00 17.00 23.00 
Triglycerides, mg/dL 356 96.18 48.47 64.00 86.50 116.00 
ALT, U/L 356 22.99 14.72 14.00 20.00 27.00 
AST, U/L 356 47.68 22.13 32.00 43.00 60.00 
Iron serum, mcg/dL 356 91.67 51.02 60.00 82.00 105.75 
Ferritin, ηg/mL 351 305.68 458.89 81.00 167.20 320.60 
Total bilirubin, mg/dL 356 1.99 1.35 1.00 1.90 2.50 
Direct bilirubin, mg/dL 356 0.51 0.47 0.00 0.40 1.00 
Indirect bilirubin, mg/dL 356 1.49 1.23 0.90 1.00 2.00 
Total protein, g/dL 356 7.96 0.80 7.50 8.00 8.30 
Albumin, g/dL 356 4.45 0.54 4.00 4.40 5.00 
Globulin, g/dL 356 3.54 0.82 3.00 3.55 4.00 
Uric acid, mg/dL 356 4.12 1.27 3.00 4.00 5.00 
Urea nitrogen, mg/dL 356 18.17 8.07 13.00 17.00 21.00 
Creatinine, mg/dL 354 0.54 0.51 0.00 1.00 1.00 
C-reactive protein, mg/L  353 6.74 9.57 2.47 4.00 7.00 
Antistreptolysin-O, UI/mL 353 177.68 339.38 28.50 80.00 165.00 
Haptoglobin, mg/dL 353 8.82 15.75 5.83 6.00 6.00 
LDH, U/L 356 964.05 531.42 597.25 855.00 1199.75 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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5. DISCUSSÃO 
 
 

As manifestações clínicas presentes na DF são heterogêneas, com espectro amplo de 

alterações que compreendem o quadro de anemia hemolítica, eventos vaso-oclusivos e 

dolorosos, infecções e AVC entre outras (OHENE-FREMPONG e STEINBERG, 2001). A 

presença de alfa talassemia, os haplótipos ligados a gene da globina β e os níveis elevados de 

HbF são descritos como moduladores clássicos dos eventos clínicos na DF (NAGEL,1984; 

STEINBERG, 2001; MARTIN e THOMPSON, 2013). Estudos mais recentes estabeleceram a 

relação entre a LDH e o NO, por exemplo, com a apresentação  de subfenótipos específicos 

entre os indivíduos com DF, destacando a importância da pesquisa de biomarcadores 

associados ao prognóstico, com ênfase para os aspectos epistáticos descritos na doença 

(MORRIS et al., 2000; KATO et al., 2007).  

Na primeira parte deste estudo investigamos indivíduos com DF, em estado estável, 

provenientes do estado da Bahia, que são acompanhados na fundação HEMOBA e indivíduos 

saudáveis atendidos no Laboratório de Análises Clínica da Faculdade de Farmácia 

(LACTFAR) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), que compuseram o grupo controle 

do estudo. Nos pacientes e controles foram avaliados marcadores hematológicos, de função 

renal, metabolismo lipídico, hemólise e inflamação, sendo que os sujeitos de ambos os grupos 

foram pareados em relação ao sexo e a idade. No que se refere à comparação entre pacientes 

estáveis e indivíduos controles, o nosso objetivo foi identificar as possíveis diferenças entre os 

grupos e eleger biomarcadores, de determinação rápida e rotineira, que estivessem associados 

as manifestações clínicas mais comuns na DF, na população estudada. Verificamos que a 

comparação entre os grupos revelou diferenças estatísticas para todos os marcadores 

estudados, corroborando com o estudo realizado por Isichei (1980), exceto para os níveis 

séricos de proteínas totais e frações (albumina e globulina), creatinina e antiestreptolisina O, 

conforme dados da tabela 1 do Manuscrito I. Essas diferenças bioquímicas observadas entre 

os pacientes e controles podem estar relacionadas aos diferentes mecanismos associados a 

patogênese da DF, que são precipitados por quadros de infecção, inflamação, bem como pelos 

eventos vaso-oclusivos  presentes entre os pacientes (OHENE-FREMPONG e STEINBERG, 

2001; STUART e NAGEL, 2004). Entre os marcadores estudados, o HDL-C se mostrou 

promissor como biomarcador de prognóstico, uma vez que a sua presença em níveis 

reduzidos, foi associada à ocorrência de pneumonia e alterações cardíacas, além de apresentar 

correlação inversa com marcadores de hemólise, contagem de leucócitos e plaquetas. 
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 As concentrações normais de proteína totais, albumina e globulina, bem como a 

relação albumina/globulina nos pacientes com DF sugerem que não há lesão hepática precoce 

no grupo estudado (ISICHEI, 1980). Os níveis séricos de creatinina dentro dos valores de 

referência entre os pacientes com DF confirmam observações anteriores de que túbulos renais 

disfuncionais ocasionam o aumento na taxa de secreção de creatinina, contribuindo para a 

manutenção dos níveis séricos de creatinina e depuração da creatinina falsamente normais, 

uma vez que os pacientes apresentam hiperfiltração renal. Dessa maneira, a creatinina não é 

um bom parâmetro para avaliação de comprometimento renal em pacientes pediátricos com 

DF, sendo necessária a utilização de outros analitos clínicos, como a proteinúria, e, 

principalmente a avaliação de microalbuminúrica precoce (MAROUF et al., 2006).  

A HDL é uma lipoproteína composta de várias partículas com diferentes composições 

e funções, sendo que uma das mais revelantes é a retirada do excesso de colesterol dos tecidos 

periféricos, transportando-o para o fígado para excreção pela via biliar, processo esse 

denominado de transporte reverso de colesterol (PRINSEN et al., 2003; MIYAZAKI et al., 

2009; PEARSON et al., 2009). A redução dos níveis séricos de colesterol tem sido descrita 

em pacientes com DF, com redução significativa dos níveis de colesterol LDL e do HDL 

(SASAKI et al.,1983; VANDERJAGT et al., 2002a; SHORES et al., 2003; ZORCA et al., 

2010). Neste estudo, relacionamos alterações nos lipídios, com ênfase para a redução do 

colesterol HDL, com manifestações graves na DF, sugerindo o papel importante dessas 

moléculas como potenciais marcadores de gravidade clínica nos pacientes (SEIXAS et al., 

2009). O colesterol VLDL é uma molécula rica em triglicerídeos e desempenha função 

relevante na oxidação lipídica e na gênese da aterosclerose; somado a este fato, nossos dados 

revelaram a associação inversa entre o colesterol HDL-C e o VLDL nos pacientes com DF 

investigados (DJOUMESSI et al., 1994).  

A associação negativa observada entre a LDH e o colesterol HDL sugere que este 

último pode funcionar como marcador de prognóstico da hemólise intravascular e da 

disfunção endotelial devido as suas propriedades anti-inflamatória, antioxidante, 

antiagregante, anticoagulante e pró-fibrinolíticas (NOFER et al., 2002). Os pacientes com DF 

que apresentaram níveis mais elevados do HDL-c apresentaram risco reduzido para a 

ocorrência de hemólise e para a disfunção endotelial, incluindo contagens menores de 

reticulócitos e de eritroblastos, bem como, concentração diminuída de HbS, fato que pode 

estar relacionado ao consumo elevado de colesterol, devido à atividade medular elevada 

durante a crise hemolítica. Esses indivíduos também apresentaram número reduzido de 

leucócitos, monócitos e plaquetas, e concentrações diminuídas de marcadores hepáticos e 
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hemolíticos, concentrações significativamente menores do VLDL-c, triglicerídeos e da AAT,  

dados que refletem as propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes deste biomarcador 

(NOFER et al., 2002; FREDENRICH e BAYER, 2003). 

A confirmação adicional das associações citadas anteriormente foi obtida da 

comparação entre as concentrações de HDL-c e dos registros clínicos dos pacientes; esta 

investigação revelou a ocorrência maior de pneumonia e anormalidades cardíacas entre 

aqueles com concentrações reduzidas de HDL-c. O resultado relacionado ao risco de 

pneumonia pode ser explicado pela produção de auto-anticorpos específicos contra 

fosfolipídios oxidados; esses auto-anticorpos têm sido associados à inibição da absorção, 

pelos macrófagos, do colesterol LDL oxidado e a proteção contra a infecção por 

pneumococos virulentos (NAVAB et al., 2001). Níveis reduzidos de HDL-c constituem fator 

de risco cardiovascular importante, sendo que a HDL e a apolipoproteína A1 foram 

associadas à redução das lesões e melhoria da reatividade vascular em modelos animais e 

humanos de aterosclerose. Estas alterações podem ser consequência da redução de lipídios 

oxidados e do incremento do transporte reverso de colesterol (NAVAB et al., 2004).  

A presença de hipertensão pulmonar (HP) está associada a uma série de alterações em 

testes laboratoriais (MINNITI et al., 2009), sendo recentemente demonstrado o papel da via 

da apolipoproteína A1 e sua associação com a disfunção endotelial em pacientes com  DF e 

HP (MINNITI et al., 2009). Os pacientes com DF que apresentaram níveis reduzidos de 

HDL-c também apresentaram número maior de transfusões sanguíneas; este fato pode estar 

relacionado ao curso clínico mais grave da doença, uma vez que esta é uma estratégia 

terapêutica utilizada para evitar ou minimizar diversos sintomas clínicos presentes na doença, 

tais como AVC (OHENE-FREMPONG e STEINBERG, 2001). 

A litíase biliar em pacientes com anemia hemolítica já é bem descrita como resultante 

do acúmulo de estruturas compostas por bilirrubinato de cálcio. Tendo em vista os resultados 

de nossas correlações entre colesterol e triglicerídeos com a hemólise, propomos que os 

cálculos biliares, em pacientes com DF, podem estar relacionados diretamente à hemólise e 

geração de bilirrubina e, indiretamente, ao colesterol e aos lipídios, necessitando confirmação 

através de novas estratégias de investigação.  A associação de proteínas de fase aguda e 

colelitíase pode ser explicada pela resposta ao estresse oxidativo ocorrido em consequência da 

lesão traumática ou a mecanismos relacionados a infecção, incluindo hipermetabolismo e 

catabolismo proteico, que contribuem para a ocorrência de resposta inflamatória 

(STEINBERG, 1999). 
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No manuscrito II analisamos a associação entre os níveis de PGE2, LTB4 e moléculas 

associadas ao perfil lipídico em crianças em estado estável com DF. As crianças com DF, 

geralmente, apresentam alterações nos índices hematológicos, com presença de anemia, 

aumento dos níveis de marcadores de hemólise e alterações metabólicas, quando comparadas 

com crianças saudáveis, mesmo quando os pacientes estão em estado estável (STEINBERG, 

1996; KATO et al., 2007; SEIXAS et al., 2010; MILTON et al., 2012). Essas alterações têm 

sido associadas a eventos inflamatórios, vaso-oclusivos, dolorosos e com inúmeros eventos 

clínicos presentes na doença com exacerbação de várias vias de sinalização, com a ativação de 

leucócitos, hemácias, plaquetas e células endoteliais (OKPALA et al., 2002; OKPALA, 2004; 

OKPALA, 2006). Além disso, a presença de hipóxia e as alterações nos lipídios da membrana 

eritrocitária contribuem para a manutenção do ambiente inflamatório e de outros distúrbios 

metabólicos descritos na doença (CONNOR et al., 1997;. SETTY et al., 1996;. DE JONG et 

al., 1997).  

A PGE2 é um componente lipídico,  resultante da ação da ciclo-oxigenase (COX) e 

derivado do metabolismo do ácido araquidônico, que medeia diversos mecanismos 

fisiológicos, e atua através da ligação de receptores de prostaglandina (PE), caracterizado 

como receptores acoplados à proteína G (READER et al., 2011 ). O aumento dos níveis de 

PGE2 e COX-2 tem sido associado a várias doenças, incluindo doenças inflamatórias, e com a 

disfunção endotelial (WONG et al., 2010). Nosso estudo descreveu a associação de níveis 

séricos elevados de PGE2 com alterações nos marcadores relacionados à disfunção hepática e 

hemólise (aspartato aminotransferase, bilirrubina total e frações, lactato desidrogenase e heme 

livre); também com alterações no inibidor tecidual da metaloproteinase 1 (TIMP-1), com 

marcadores de anemia (Hb, Hct) e a ativação de leucócitos e plaquetas. O LTB4 só foi 

relacionado a alterações de uréia. Propriedades inflamatórias foram descritas, para a PGE2, em 

pacientes com DF; assim como, os níveis elevados de PGE2 têm sido associados ao aumento 

de citocinas inflamatórias e a ativação leucocitária (GRAIDO-GONZALEZ et al., 1998; 

NORTH et al., 2007; KONYA et al., 2011; BARRIE et al., 2011; HEGYI et al., 2012), 

aspectos muito conhecidos na DF e que indicam a PGE2 como um possível biomarcador de 

gravidade nesta patologia. No que se refere à associação entre o aumento do LTB4 e ureia, 

não há nenhuma descrição na literatura e esse resultado pode estar relacionado a participação 

dessa molécula nas alterações renais descritas entre pacientes com DF.  

Nossos dados sobre a correlação entre o HDL-c, colesterol total e triglicérides e 

marcadores bioquímicos e hematológicos já foram descritos, e outros os estudos sobre 

alterações dos lipídios têm demonstrado associações importantes entre a DF e estas desordens 
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metabólicas. A diminuição do HDL-C foi descrita não somente quantitativamente, mas 

também qualitativamente; essa redução foi associada à ação anti-inflamatória e ao uso como 

potencial biomarcador de gravidade clínica na DF (SASAKI et al., 1983; DJOUMESSI et al., 

1994; VANDERJAGT et al., 2002a; VANDERJAGT et al., 2002b; SHORES et al., 2003; 

SEIXAS et al., 2009;. ZORCA et al., 2010). Em relação à clínica dos pacientes, as alterações 

têm sido associadas à produção de fosfolipídios oxidados, aumentando os distúrbios 

metabólicos, contribuindo para dano a órgãos e para a disfunção endotelial nos pacientes com 

DF (NAVAB et al., 2001).  

A presença de alterações na membrana lipídica dos eritrócitos falciformes já foi 

descrita em estudos anteriores (KUCUK et al., 1992; CONNOR et al., 1997;. SETTY et al., 

1996; DE JONG et al., 1997), os nossos resultados relativos ao aumento da migração de 

neutrófilos podem ser explicados com base nas alterações dos lipídios da membrana do 

eritrócito e da exposição destes produtos metabólicos que contribuem para o ambiente 

inflamatório presente na doença; estes resultados são confirmados pela constatação da 

diminuição da migração de neutrófilos após a exposição dos pacientes ao soro com 

sinvastatina, provavelmente pela ação da mesma sobre o colesterol oxidado. Um achado 

importante em nosso estudo foi o fato de que a sinvastatina não reduziu a migração de 

neutrófilos em indivíduos saudáveis. Os dados discutidos até este parágrafo referem-se à 

primeira parte do estudo e compõem os manuscritos I e II 

A próxima etapa do nosso estudo teve como objetivo responder as questões geradas 

nos dois primeiros manuscritos. Dessa forma, conduzimos um estudo prospectivo que incluiu 

pacientes com DF em estado estável, atendidos na HEMOBA e pacientes em crise, que 

estavam internados no Hospital Santo Antônio (HSA) das Obras Sociais Irmã Dulce (OSID). 

Para tal, investigamos biomarcadores associados à inflamação, hemólise e remodelamento 

vascular. Nessa investigação encontramos níveis sistêmicos mais elevados de PGE2, LTB4 e 

TGF-β em pacientes com DF em estado estável, e concentrações séricas mais elevadas de 

TNF-α, IL-1β e IL-10 em pacientes com DF em crise. Os níveis séricos de heme livre, MMP-

9 e TIMP-1 aumentaram nos grupos de pacientes com AF, em estado estável e em crise e 

foram associados a alterações de marcadores hematológicos, bioquímicos e inflamatórios 

entre pacientes com DF em estado estável, apoiando a hipótese de que a expressão continuada 

de heme livre, MMP-9 e de TIMP-1 pode estar associada ao processo inflamatório crônico 

observado nesses pacientes. 

A alteração do metabolismo lipídico descrita em pacientes com DF tem sido associada 

à assimetria de fosfolipídios dos eritrócitos falciformes, contribuindo para alterações 
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metabólicas, tais como desidratação, perturbação da membrana, desequilíbrio de cátions e 

hipercoagulabilidade (CONNOR et al., 1997; DE JONG et al., 1997; KUYPERS, 2007). 

Além disso, eicosanóides e diacilglicerois são liberados, secundariamente, por células 

endoteliais por estímulo provenientes das hemácias falciformes (SETTY e STUART, 2002), 

aumentando produtos do ácido araquidônico, tais como PGE2 e LTB4, cuja síntese está 

associada ao controle da resposta inflamatória (KUEHL e EGAN, 1980; WONG et al., 2010). 

No manuscrio III relatamos níveis elevados de PGE2 e LTB4 em pacientes com AF em estado 

estável em comparação com pacientes em crise e indivíduos sadios (Figura 1A e B). Estes 

dados sugerem que a PGE2 e LTB4 são importantes marcadores de inflamação crônica em 

pacientes com DF e que a sua síntese é induzida por uma interação anormal entre eritrócitos e 

células endoteliais e pela presença de um ambiente pro-oxidante crônico presente na doença. 

Em conjunto, esses fatores contribuem para a disfunção endotelial encontrada nestes 

pacientes.  

O LTB4 tem sido referido como um quimioatrativo de neutrófilos e associado ao 

aumento da adesão destes ao endotélio (SETTY et al., 1996). No entanto, Monteiro e cols. 

(2011) descreveram previamente o processo inflamatório neutrofílico heme dependente 

durante a hemólise, que foi associado a atividade endógena de LTB4 proveniente de 

macrófagos. Graido-Gonzalez e cols. (1998) relataram o aumento nos níveis de PGE2 em 

pacientes com AF em crise. Além disso, Setty e Stuart (2002) descreveram o aumento no 

LTB4 em pacientes com AF e Lanaro e cols. (2009) descreveram o aumento nos níveis de 

PGE2 em pacientes com AF em estado estável, mesmo após a administração de HU. Os dados 

relativos as concentrações de PGE2 e LTB4  em pacientes com DF permanecem controversos. 

Esses mediadores podem atuar por meio de uma ampla gama de funções, como descrito 

anteriormente (IBE et al., 1997; NORTH et al., 2007; WANG et al., 2010; BARRIE et al., 

2011; KONYA et al., 2011; HEGYI et al., 2012); dessa maneira, são necessárias avaliações 

mais aprofundadas visando esclarecer o papel do LTB4 na inflamação associada à DF e 

desvendar a rede complexa de mecanismos envolvidos na patogênese da doença. 

O TGF-β é uma citocina com multiplas funções associada à diferenciação de células 

Th17 (HAN et al., 2012), ao desenvolvimento de miofibroblastos por meio do seu receptor 

(TGFβR), seguido pela geração de ROS; e, juntamente com a endotelina-1, induz a deposição 

de matriz extracelular (LAMBERS et al., 2013; YANG et al., 2013). O nosso estudo 

demostrou o aumento nos níveis séricos de TGF-β em indivíduos com  AF em estado estável 

(conforme figura 1C do manuscrito III), o que sugere que o TGF-β desempenha papel no 

remodelamento vascular nesta doença, e que, provavelmente, contribui para a alteração 
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vascular através da deposição de matriz extracelular. No entanto, o TGF-β pode atuar como 

um gerador de ROS  por meio da ativação do seu receptor, que participa tanto do 

estreitamento vascular, quanto da disfunção endotelial e da inflamação (YANG et al., 2013).  

Os níveis sistêmicos de MMPs e TIMPs, bem como a razão entre eles, têm sido 

associados a eventos normais e patológicos, incluindo remodelamento tecidual, 

carcinogênese, metástase, angiogênese, sepse, dislipidemia, hemodiálise, esclerose múltipla, 

obesidade, síndrome metabólica e aterosclerose (BELO et al., 2009; DEROSA et al., 2009a; 

DEROSA et al., 2009b; LORENTE et al., 2009). Nossos resultados mostram o aumento nos 

níveis séricos de MMP-9 e TIMP-1 nos dois grupos de pacientes com AF investigados, em 

estado estável e em crise, com o aumento da razão MMP-9/TIMP-1 (Figura 1E-F do 

manuscrito III). Estes dados sugerem que a produção contínua de MMP-9, em ambos os 

grupos, pode representar processos ativos de remodelamento da matriz e manutenção da 

destruição e degradação tecidual nestes pacientes. A associação entre níveis elevados de 

MMP-9 e o aumento no número de leucócitos e neutrófilos nos pacientes com DF em estado 

estável (Figura 10A, B do manuscrito III) sugere uma ativação leucocitária, relacionada, 

provavelmente, à transmigração dos leucócitos através da parede vascular. Esta ativação 

leucocitária envolve a ativação da proenzima MMP-9 neutrofílica, que promove a geração de 

MMP-9 e resulta em mudanças nas células vasculares, aumento da resposta inflamatória e 

disfunção endotelial. A elevação da MMP-9 nos neutrófilos e a sua relação com o aumento do 

ambiente inflamatório e adesão vascular foram descritas nos processos de indução a 

angiogênese e inflamação secundária a trombose venosa em pacientes com síndrome 

metabólica (WAKEFIELD et al., 2008; APLIN et al., 2009; ARDI et al., 2009; 

GONÇALVES et al., 2009).  

O aumento dos níveis séricos de TIMP-1 no grupo de pacientes com AF incluidos no 

presente estudo pode estar associado a uma função independente da MMP-9 e ao ambiente 

hipóxico, encontrado nos pacientes com AF. Nas nossas análises encontramos a associação 

entre os níveis elevados de MMP-9 e de TIMP-1 (Figura 10C do manuscrito III), sugerindo 

que o TIMP-1 apresenta diversas funções; sendo que, esta hipótese pode ser validada pela 

observação das associações entre o aumento do TIMP-1 e os níveis de marcadores 

bioquímicos de hemólise, inflamação e marcadores hematológicos de anemia, estes últimos 

associados à hipoxia (Figura 8 e Figura 9 manuscrito III).  

Os nossos resultados demonstram a associação entre o aumento do TIMP-1 e 

alterações nos lípidos e marcadores de hemólise (Figura 8 manuscrito III), sugerindo que esta 

molécula está envolvida com a geração de ROS e a produção de  heme. Os níveis elevados de 
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TIMP-1 foram descritos como acionadores do fator 1 induzível por hipóxia (HIF-1), que tem 

sido associado com alterações pró-metastáticas no microambiente cancerígeno. Além disso, o 

aumento nos níveis de TIMP-1 está relacionado a indução de miRNA210, que regula a 

alteração metabólica de uma via glicolítica (KONDO et al., 2002; AKHAVANI et al., 2009; 

CUI et al., 2012). Observamos também a associação entre níveis elevados de TIMP-1 e o 

aumento da contagem de plaquetas, o que sugere que este marcador pode estar associado a 

ativação plaquetária e com a expressão de fator tecidual, mediado por heme, em células 

endoteliais, ocasionando o aumento da atividade procoagulante. Este fenômeno foi estudado 

anteriormente por Setty e cols. (2008) usando células endoteliais humanas de cordão 

umbilical (HUVECs) na simulação de um ambiente hemolítico. O desequilíbrio da relação de 

MMP-9/TIMP-1, descrito neste estudo, sugere que a MMP-9 contribui para a disfunção 

endotelial na DF e para o ambiente inflamatório comumente descrito nestes pacientes 

(Wakefield et al., 2008; Ardi et al., 2009; Gonçalves et al., 2009).  

O heme livre e as ROS são liberados durante o catabolismo da Hb que se segue à 

hemólise intravascular (FERREIRA et al., 2008; TAYLOR et al., 2008; BELCHER et al., 

2010). Os efeitos nocivos do heme no microambiente vascular têm sido associados a necrose 

programada de macrófagos peritoneais em modelos de ratos C57BL/6, selvagens e knockout, 

e com a produção de TNF-α e o aumento da produção de ROS (FORTES et al., 2012). Este 

estudo mostrou o aumento do heme nos paciente com AF, em crise e no estado estável (Figura 

1G manuscrito III), sugerindo que níveis sistêmicos elevados de heme livre podem estar 

diretamente relacionados ao estado de hiper-hemólise crônica anteriormente descrito nesses 

indivíduos (VILAS-BOAS et al., 2010). Esta relação, provavelmente, é responsável por 

manter o estado inflamatório crônico e pela geração contínua de ROS, o que levaria a uma 

disfunção endotelial progressiva (KATO et al., 2007; FERREIRA et al., 2008).  

Considerando o aumento nos níveis plasmáticos do heme livre em ambos os  grupos 

de pacientes com AF, avaliamos a associação entre o heme e marcadores lipídios, 

hematológicos, bioquímicos e inflamatórios nesses pacientes (Figuras 4-7, manuscrito III). Os 

resultados mostraram que este produto da lise eritrocitária pode interferir com diversas vias 

associadas à gravidade clínica nos pacientes com DF. Dessa forma, os nossos dados indicam 

uma associação entre o heme livre e alterações em marcadores lipídicos, de hemólise; alguns 

inflamatórios e de remodelamento, como o TGF-β, TIMP-1, PGE2 e a IL-12, o que reforça o 

papel fundamental do heme na hiper-hemólise crônica e no processo inflamatório crônico 

descritos na doença (UZUNOVA et al., 2010; VILAS-BOAS et al., 2010). 
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Níveis alterados de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias têm sido descritos 

em pacientes com AF com envolvimento na gravidade clínica da doença e na manutenção do 

estado inflamatório (GONÇALVES et al., 2001; ASSIS et al., 2005; BRITTAIN E PARISE, 

2007; LANARO et al., 2009). Nós encontramos níveis elevados de IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-

10 em pacientes com AF em crise, e níveis elevados de IL-8 e IL-12 em pacientes com AF em 

estado estável, embora estas últimas citocinas também tenham sido  encontradas em 

concentrações elevadas nos pacientes com AF em crise (Figuras 2A-F, masnuscrito III). Estes 

dados são consistentes com estudos anteriores, incluindo os realizados por nosso grupo 

(ABBOUD et al., 2000; GONÇALVES et al., 2001; PATHARE et al., 2004; ASSIS et al., 

2005; LANARO et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2011; KEIKHAEI et al., 2013; VEIGA et 

al., 2013). A produção de citocinas pró-inflamatórias em pacientes com DF foi associada a 

contagem de células mononucleares e aos neutrófilos, com  consequente alteração das 

características adesivas do ambiente, contribuindo para a patogênese da doença. Além disso, 

estas citocinas têm sido associadas à disfunção vascular, leucocitose, e ao envolvimento 

inicial de neutrófilos, seguido por monócitos e células endoteliais, sendo que estas podem 

servir como fonte dos referidos mediadores (GONÇALVES et al., 2001; ASSIS et al., 2005; 

OKPALA, 2006; LANARO et al., 2009).  

As propriedades imunomoduladoras da IL-10 são bem conhecidas, sendo que o 

aumento nos níveis desta citocina foi associado a resposta anti-inflamatória, diminuição do 

ambiente pró-inflamatório, e, recentemente, a proteção contra a disfunção vascular 

(KINZENBAW et al., 2013; TABAS E GLASS, 2013).  A IL1-β está associada a danos aos 

tecidos e a fibrogênese e, em conjunto com a IL-6, foi relacionada com doença vascular 

(GIELING et al., 2009; MIWA et al., 2013; SAXENA et al., 2013). O aumento da IL-12 nos 

pacientes em estado estável investigados no presente estudo enfatiza o papel desta citocina 

como mediador da resposta inflamatória na AF (BARRIE E PLEVY, 2005). 

A análise da curva ROC proporcionou a  identificação de marcadores associados aos  

pacientes com AF em em estado estável e em crise (Figuras 3A e 3B, manuscrito III, 

respectivamente). Os marcadores encontrados exibiram sensibilidade, especificidade e 

acurácia elevadas, com valor preditivo alto para o acompanhamento de pacientes com AF. 

Estes biomarcadores apresentam-se como excelentes perspectivas no estudo de possíveis 

alvos terapêuticos na DF.  

No quarto momento do estudo investigamos os níveis séricos da alfa 1 antitripsina 

(AAT) em pacientes com DF, buscando associá-los a marcadores hematológicas, 

bioquímicos, a eventos clínicos e com a presença dos polimorfismos no gene SERPINA1. 
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Nossos resultados revelaram que os níveis elevados de AAT foram associados a presença de 

anemia mais grave e ao aumento das contagens de leucócitos e neutrófilos; além de níveis 

alterados de CRP e baixos níveis de uréia. Adicionalmente, os resultados obtidos indicam que 

a AAT teve correlação negativa com marcadores hematológicos referentes à anemia, 

avaliação das funções hepática e renal, tais como a albumina, creatinina e uréia, e com  o 

HDL-c. Por outro lado, encontramos correlação positiva da AAT com as bilirrubinas (total, 

direta e indireta), LDH, ferritina e CRP, sendo estas últimas proteínas de fase aguda.  

Nossos resultados estão de acordo com estudos anteriores que descreveram as 

propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatórias da AAT, ressaltando as características 

descritas anteriormente como a alteração da adesão de neutrófilos ao endotélio e seu efeito 

sobre a redução da expressão de receptores semelhantes a Toll e de citocinas pró-

inflamatórias, principalmente no pulmão (DAEMEN et al., 2000; JONIGK et al., 2013; 

STOCKLEY E TURNER, 2014). Além disso, como a AAT é sintetizada preferencialmente 

no fígado, esse fato pode explicar os nossos dados sobre a correlação positiva da mesma com 

enzimas hepáticas e outras proteínas de estresse,  bem como a correlação negativa da ATT 

com marcadores de função renal que pode estar relacionada às propriedades da mesma na 

regulação dos referidos marcadores. A CRP é uma proteína de fase aguda que aumenta 

rapidamente durante processos inflamatórios, sendo que esta também apresentou correlação 

positiva e significativa com os níveis de AAT. Dessa forma, em pacientes com DF, a CRP 

está aumentada assim como a AAT. A CRP tornou-se um marcador inflamatório importante 

devido a facilidade de determinação dos seus níveis séricos e a boa correlação clínico-

epidemiológica apresentada pela mesma (MALM et al., 2013).  

O aumento da produção de AAT tem sido relacionado à disfunção hepática, a resposta 

inflamatória e ao dano tecidual (ERIKSSON E ELZOUKI, 1998; TRAINA et al., 2007; 

BALS, 2010). A AAT tem papel importante na regulação de leucócitos, incluindo a expressão 

de moléculas de superfície em monócitos e a inibição da elastase e outras serina proteases 

produzidos pelos neutrófilos. Assim, a AAT controla a degradação tecidual promovida por 

proteases, especialmente pela elastase neutrofílica, e inibe a ação destas enzimas pró-

inflamatórias em tecidos específicos, tais como o efeito de elastase neutrofílica nos pulmões, 

que apresenta papel importante na doença pulmonar obstrutiva crônica e no enfisema 

(LOMAS et al., 1992; CHURG et al., 2001; JANCIAUSKIENE et al., 2007; NITA et al., 

2007; STOCKLEY, 2014a; STOCKLEY, 2014b; STOCKLEY e TURNER, 2014; STONE et 

al., 2014). A despeito da função inibidora de proteases da AAT, ela também tem 

características anti-inflamatórias, com atividade imunorreguladora sobre algumas células, 
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particularmente, os linfócitos, monócitos, macrófagos e neutrófilos, que regulam a síntese de 

leucotrieno B4 (LTB4) e de citocinas pró-inflamatórias, tais como a IL-8, TNF-α, IL-1 e IL-6. 

Curiosamente, foi descrito um efeito citoprotetor da AAT impedindo o acúmulo da elastase 

neutrofílica nos túbulos renais, em modelos experimental e humano de lesão renal aguda 

(ZAGER et al., 2014). Os resultados relacionados com marcadores renais podem apoiar a 

hipótese, anteriormente descrita, da AAT como um biomarcador de doença renal, que pode 

ser relevante nos pacientes com DF, embora sejam necessários estudos mais aprofundados 

para confirmação dessa suspeita. 

O presente estudo sugere, além disso, que a AAT desempenha função importante na 

patogênese da DF, uma vez que o aumento dos níveis de bilirrubinas está associado à 

hemólise, ao aumento da contagem de leucócitos e as alterações nos níveis de CRP, sendo 

associado, dessa forma, à lesão endotelial e a inflamação crônica descritas nos pacientes com 

DF (REES E GIBSON, 2012). Em relação aos parâmetros hematológicos, nossos resultados 

mostram a ocorrência de uma correlação negativa entre a contagem de eritrócitos, a dosagem 

de hemoglobina e o hematócrito com AAT, o que pode fortalecer a hipótese anteriormente 

descrita (ZAGER et al., 2014). 

No presente estudo, associamos o aumento da concentração da AAT com as 

manifestações clínicas e as alterações inflamatórias crônicas observadas nos pacientes com 

DF. As propriedades inibidoras de proteases já descritas para AAT justificam o seu aumento 

nos episódios de infecção; a ocorrência de cálculos biliares pode ser relacionada com a sua 

produção hepática e também com a repercussão orgânica da hemólise; o aumento do uso de 

hemoderivados pode representar uma resposta complementar a hemólise, inflamação e 

alguma alteração do sistema imune, entre estes pacientes, bem como a associação com a 

gravidade clínica da doença (KATO et al., 2007).  

Por meio dos resultados obtidos no nosso trabalho foi possível correlacionar a 

concentração de AAT (pacientes e controles) com o genótipo do gene SERPINA1, mostrando 

uma diferença entre os níveis séricos da ATT entre o genótipo selvagem e na presença dos 

alelos mutantes. Sugerimos que a AAT pode ser um biomarcador importante de doença nos 

pacientes com DF, estando associada ao aumento da gravidade clínica, em particular das 

doenças hepática e pulmonar, que apresentam prevalência elevada entre os pacientes. Os 

níveis de AAT têm sido investigados em alguns relatos esporádicos de DF, mas a ATT sérica 

não foi considerada como biomarcador de doença ou correlacionada com sintomas clínicos, 

mas enfatizamos que a mesma pode estar sofrendo alterações conformacionais e assumindo 

uma natureza inflamatória em decorrência da sua exposição direta a produtos do estresse 
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oxidativo (OMENE et al., 1980; HEDO et al., 1993; BOURANTAS et al., 1998; TETE-

BENISSAN et al., 2000).  

Considerando o polimorfismo no gene SERPINA1, sabe-se que os alelos mutantes S e 

Z são os mais frequentemente encontrados e que estão associados a níveis séricos reduzidos 

de AAT, com gravidade variável da doença de acordo com os genótipos e, consequentemente, 

com o aumento no risco de enfisema pulmonar, doença hepática secundária a deficiência de 

AAT e diminuição das suas propriedades imunomoduladora, anti-inflamatória e inibidora de 

proteases (LUCOTTE E SESBOÖÉ, 1999; KÖKNLEIN E WELTE, 2008). No fígado, a 

presença do alelo Z pode facilitar a polimerização da proteína e o seu acúmulo nos 

hepatócitos, secundário a alteração de sua síntese (BALS, 2010). Nossos resultados 

permitiram avaliar que cerca de 10,3% dos pacientes com DF apresentaram o alelo mutante, 

embora a grande maioria tenha o genótipo selvagem. Assim, a investigação dos níveis de 

AAT e a caracterização dos genótipos da SERPINA1 podem compor uma nova abordagem 

sobre um antigo marcador que pode ser promissor na compreensão da patogênese da DF e na 

discussão de estratégias terapêuticas novas para a referida patologia (KASSIM E DEBAUN, 

2013). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 146

 
6. CONCLUSÕES 
 
 
• Pacientes com DF podem apresentar sub-fenótipo dislipidêmico específico, caracterizado 

por níveis reduzidos de HDL-C, hipertrigliceridemia e níveis elevados de VLDL-C, 

associados a biomarcadores, como aqueles relacionados com a inflamação; 

• O HDL-c teve destaque como possível biomarcador de prognóstico associado a 

manifestações clínicas importantes em crianças com DF;  

• O aumento na migração dos neutrófilos frente ao estímulo com soro de indivíduos com 

DF, pode ser explicado pela presença de produtos proveniente da oxidação de lipídios; 

• Os níveis das citocinas estudadas são elevados nos indivíduos com DF (estáveis e em 

crise) quando comparados aos controles saudáveis; IL-1β, IL-6 e TNF-α  e são preditores 

de crise em indivíduos com DF; 

• LTB4, PGE2 e TGF-β apresentaram elevação em suas concnetrações em indivíduos com 

DF em estado estável e redução em indivíduos em crise, quando comparados aos 

controles. LTB4, PGE2 e TGF-β são preditores do estado estável da DF;  

•  O heme livre, MMP-9 e TIMP-1 encontram-se elevados nos pacientes com AF, mesmo 

aqueles em estado estável da doença, sugerindo um possível papel do heme livre na 

hemólise crônica; bem como, da MMP-9 e do TIMP-1 no processo inflamatório crônico 

presente na DF; 

• Existe associação entre os níveis sistêmicos de heme livre, MMP-9 e TIMP-1 e 

marcadores de hemólise e inflamação nos pacientes com DF; 

• O TIMP-1 parece desempenhar papel importante na patogênese da  DF, especialmente na 

resposta a hipóxia; 

• Os níveis de AAT apresentaram relação com marcadores laboratoriais comumente 

investigados na rotina laboratorial, incluindo aqueles utilizados no monitoramento e 

avaliação da gravidade da doença;  

• Os diferentes genótipos do gene SERPINA1 descritos neste estudo mostraram relação com  

as concentrações de ATT nos pacientes com DF estudados; os dados sugerem a correlação 

direta entre AAT e as manifestações clínicas naDF;  

• Os resultados reforçam a importância da investigação de marcadores novos de prognóstico 

na DF, visando identificar moléculas alvo a serem utilizadas no monitoramento dos 

pacientes e em estratégias terapêuticas, com destaque para o desenvolvimento de estudos 

com abordagens clínicas e de mecanismos. 
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A  - MANUSCRITOS 

 

A.1 – MANUSCRITO I 

 

The Leftward deletion 4.2 Kb Alpha-Thalassemia in two sickle cell anemia siblings  

 

Daniele Takahashi, Silvana S. Paz, Magda O. Seixas, Cynara G. Barbosa, Cyntia Cajado, 

Nadja J. Gonçalves-Santos, Elisangela V. Adorno, Isa M. Lyra, Larissa C. Rocha, Mitermayer 

G. Reis, Marilda S. Gonçalves. 

 

Este é um relato de caso de dois irmãos provenientes do Estado da Bahia, Brasil, que têm 

Anemia Falciforme e são portadores silenciosos da deleção -α 4.2Kb da alfa talassemia. 

Gazeta Médica da Bahia, 2010;80:3. 

 

Resumo: A presença da deleção –α thal 3.7Kb está associada com melhor prognóstico de 

pacientes que possuem anemia falciforme (AF), contudo não existem estudos na literatura a 

respeito da associação da –α thal 4.2Kb com a evolução clínica desses pacientes. No presente 

relato são descritos achados laboratoriais e perfil de hemoglobina de dois irmãos que possuem 

AF em associação com a –α thal 4.2Kb. Ambos os pacientes apresentam anemia acentuada, 

baixos índices de volume corpuscular médio (VCM) e contagem de leucócitos elevada. 

Estudos adicionais são necessários para elucidar a possível associação entre a –α thal 4.2Kb e 

a gravidade da AF.  

 

Palavras-chave: doença falciforme, doença SC, talassemia, haplótipos. 
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A.2 – MANUSCRITO II 

Cytokine profiles in sickle cell anemia: Pathways to be unraveled 

  

Thassila Nogueira Pitanga1,2, Wendell Vilas-Boas1,2, Bruno Antônio Veloso Cerqueira1,2,3, 

Magda Oliveira Seixas1,2,4, Cynara Gomes Barbosa1,2,4, Elisângela Vitória Adorno2,4, 

Marilda Souza Goncalves1,2,4* 

 

Este trabalho revisa o papel das citocinas nos diversos eventos clínicos associados a anemia 

falciforme. Advances in Bioscience and Biotechnology, 2013, 4, 6-12. 

 

Resumo: A anemia falciforme (AF) é uma doença hemolítica herdada geneticamente, 

caracterizada por inflamação crônica. A expressão de citocinas afeta as vias centrais que 

contribuem para a patogênese da doença, mas os mecanismos envolvidos não são bem 

compreendidos. A AF está associada ao estado pró-inflamatório e a resposta inflamatória 

aumentada que ocorre durante a crise vaso-oclusiva. O sistema imunitário desempenha, assim, 

um papel importante nesta doença inflamatória, com vários tipos de células secretoras de 

citocinas pró-inflamatórias que contribuem para a ocorrência de acontecimentos cíclicos 

comuns em pacientes com AF, tal como hemólise, oclusão vascular e inflamação. O estudo 

das citocinas e quimiocinas em pacientes AF tem esclarecido os mecanismos envolvidos e 

destacam a necessidade de uma melhor compreensão da participação das citocinas na 

fisiopatologia da AF. 

 

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Citocinas; Quimiocinas; Inflamação; Inflamosoma 
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A.3 – MANUSCRITO III 

Sickle cell disease: Only one road, but different pathways for inflammation 

 

Wendell Vilas-Boas, Bruno Antônio Veloso Cerqueira, Thassila Nogueira Pitanga, Magda 

Oliveira Seixas, Joelma Menezes, Cyntia Cajado de Souza, Elisângela Vitória Adorno, 

Marilda Souza Gonçalves 

 

Este trabalho revisa os diversos processos envolvidos com a inflamação na doença falciforme. 

Advances in Bioscience and Biotechnology, 2012, 3, 538-550. 

 

Resumo: A doença falciforme (DF) é uma doença genética caracterizada por um processo 

inflamatório crônico. Biomarcadores novos têm sido estudados como moléculas promissoras 

para a compreensão da inflamação e da fisiopatologia da DF. A hemólise e a liberação de 

moléculas associadas ao catabolismo da hemoglobina (Hb), como a Hb livre, ferro e heme, 

geram um ambiente oxidante com a produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. O 

sistema imunológico desempenha papel importante na inflamação e há, também, um estado de 

resistência ao óxido nítrico (NO), com redução da bioatividade do NO, que contribui para a 

disfunção vascular, ativação de plaquetas, leucócitos, eritrócitos e células endoteliais, com a 

expressão de moléculas de adesão e os seus ligantes, e vários receptores, que, em conjunto, 

participam do processo inflamatório. Durante a inflamação, há o aumento de células 

dendríticas (DCs) expressando receptores tipo toll (TLR), mas o papel de DCs e dos TLR na 

patogênese da DF não é claro. Além disso, existem moléculas que contribuem para o aumento 

da disfunção endotelial, tais como a homocisteína, que tem sido associada a complicações 

vasculares em outras patologias e pode contribuir para as mesmas complicações na DF. 

Micropartículas (MPs) circulantes apresentam-se em níveis aumentados em várias doenças e 

têm sido descritas na DF, sendo que compostos da membrana celular estão associados à 

trombose e a ativação da coagulação, tais como fator tecidual e a fosfatidilserina (PS), o que 

pode contribuir para a disfunção endotelial. O conhecimento de todos estes biomarcadores 

pode contribuir para descoberta de abordagens terapêuticas novas, melhorando a qualidade de 

vida do paciente DF. 

 

Palavras-chave: Doença Falciforme; Inflamação; Estresse Oxidativo; Ativação Celular. 
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A.4 - MANUSCRITO IV 

Sickle cell disease retinopathy: characterization among pediatric and teenage patients 

from Northeast Brazil 

 
1,2 Dayse Cury de Almeida Oliveira MD, PhD; 3,4,7 Magda O S Carvalho MSc; 2Flávia 

Silva Villas-Bôas MD; 3,5,7Isa Menezes Lyra MD, PhD; 2,7 Bernardo Galvão-Castro 

MD, PhD; 4,6,7 Marilda Souza Goncalves PhD 

 

Este trabalho avalia a retinopatia falciforme em crianças e adolescentes com foco no 

papel do exame oftalmológico para a prevenção da gravidade desta  alteração. Brazilian 

Journal of Hematology and Hemotherapy.  

 

Resumo: A doença falciforme (DF) é caracterizada por uma variedade de alterações 

clínicas que estão ligadas à anemia hemolítica e aos eventos vaso-oclusivos associados a 

crises dolorosas e outras características clínicas, incluindo retinopatia. O objetivo do 

presente estudo foi caracterizar retinopatia em crianças e adolescentes com DF da 

Bahia, estado do nordeste brasileiro com incidência e prevalência  elevada da doença. 

Foi realizado um estudo de corte transversal que envolveu um grupo de 51 pacientes 

com DF (36 HbSS e 15 HbSC) com idade variando entre 4 a 18 anos. O exame 

oftalmológico foi realizado e para os pacientes com DF com mais de 10 anos de idade, o 

exame foi acompanhado por angiofluoresceinografia. As lesões oculares mais 

frequentes foram "tortuosidade vascular", que foi encontrado em 9 (25%) pacientes 

HbSS, e "black sunburst", que foi encontrado em 3 (20%) pacientes HbSC. Alterações 

arteriais periféricas foram observadas em cinco (13,9%) pacientes HbSS e 3 (13,3%) 

HbSC. Anastomoses arteriovenosas estavam presentes em 6 (16,5%) pacientes HbSS e 

6 (37,5%) pacientes HbSC. A neovascularização não foi identificada em nenhum dos 

pacientes com DF. Este estudo demonstra a importância da utilização do exame 

oftalmológico precoce em pacientes jovens com DF para prevenir a progressão da 

retinopatia falciforme para uma doença grave ou até mesmocegueira. 
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B. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

B.1. PARA MENORES DE 18 ANOS 

 
Você está sendo convidado a consentir com a participação do 
menor____________________________________________________________, em 
pesquisas realizadas no Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz – FIOCRUZ - BA, cujo título 
está especificado a seguir, uma vez que oficialmente é o seu representante legal. 
 
"AVALIAÇÃO DO PAPEL DE LIPOPROTEÍNAS DO COLESTEROL E 
TRIGLICÉRIDES E BIOMARCADORES CLÁSSICOS NA DOENÇA FALCIFORME: 
ASSOCIAÇÃO COM PROCESSOS INFLAMATÓRIOS E VASO-OCLUSIVOS" 
 
A doença falciforme é uma doença genética muito comum na população de Salvador, sendo 
que o indivíduo doente apresenta crise de dor, decorrente da oclusão das veias pelas células 
vermelhas que possuem o formato de foice, podendo também possuir infecção e outros 
tipos alterações clínicas, como alteração nos olhos, rins, coração, pulmão e cérebro.     
 
Nessa pesquisa estudaremos a doença falciforme, alteração que muda a forma das células 
vermelhas que ficam rígidas, facilitando a obstrução de veias e juntamente com as células 
brancas participam das crises de dor e podem contribuir para a ocorrência de derrame, 
problemas no coração, nos olhos, nervos e pulmões. O sangue retirado será destinado ao 
estudo do DNA, RNA das células e de algumas substâncias que ajudam na ligação das 
células às veias, além do estudo de fatores que contribuem para os fenômenos de vaso-
oclusão. Os resultados obtidos nesta pesquisa poderão posteriormente servir para estudos 
futuros de medicamentos novos para a doença. 
 
A sua participação é totalmente voluntária e a sua permissão para participar do estudo pode 
ser retirada a qualquer momento, não resultando em punições. 
 
O objetivo deste trabalho é investigar aspectos epidemiológicos, clínicos e laboratoriais da 
população atendida na fundação HEMOBA.  
 
Os registros da participação do menor no estudo serão mantidos confidencialmente, sendo 
do conhecimento apenas da equipe participante do projeto e do médico que o acompanha. 
As amostras coletadas serão identificadas por código, bem como os dados individuais dos 
exames e testes, que serão do conhecimento somente dos pesquisadores envolvidos na 
pesquisa. Desta forma, a sua identidade será mantida em segredo e nenhum outro grupo terá 
acesso às informações coletadas, tais como seguradoras, empregadores ou superiores, de 
acordo com a resolução CNS 340/2004, item V.1.e. 
 
A permissão para que o menor participe deste estudo não implicará na retirada de sangue 
adicional, de modo que será utilizada uma quantidade remanescente da mesma amostra 
coletada para a realização dos exames solicitados pelo médico. Também queremos que 
você concorde que as amostras colhidas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em 
estudos futuros, desde que estes estudos adicionais sejam analisados por um Comitê de 
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Ética em Pesquisa em Seres Humanos e sigam os aspectos éticos determinados nas 
resoluções 196/96  e 347/05 do Conselho Nacional de Saúde.   
 
Comunicamos que o sangue será colhido do braço e poderá acarretar em riscos e 
desconfortos, como sangramento e dor. Entretanto, a coleta de sangue será realizada por 
pessoal habilitado e especializado, visando diminuir esses riscos. A realização de coletas 
adicionais dependerá do médico e estará relacionada, simplesmente, ao acompanhamento 
clínico e avaliação periódica do menor. 
 
A participação do menor no estudo não trará benefícios, mas possibilitará a obtenção de 
dados que poderão ser utilizados futuramente no acompanhamento de indivíduos que 
apresentam alguma doença conhecida e na implantação de políticas de saúde. 
 
Assinatura do responsável ____________________________________________________  
Data ___/___/___      
RG:_________________________ 
 
 
 
 
 
Nome do responsável (letra de forma) __________________________________________ 
Endereço__________________________________________________________________
_________________________________________________________________________ 
 
Nome Testemunha 1_________________________________________________ 
RG: _________________ 
 
Nome Testemunha 2 _______________________________________________ 
RG: _________________ 
 
Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso você necessite de maiores 
esclarecimentos: 
 
Dra Marilda de Souza Gonçalves - Coordenadora do projeto - Laboratório de Pesquisa em 
Anemias da Faculdade de Farmácia/UFBA e Laboratório de Hematologia e Genética 
Biocomputacional (LHGB)/Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM) – Fiocruz-
Bahia. Fone (71) 3176-2226. 
 
Magda Oliveira Seixas – Responsável pelo desenvolvimento do projeto – Laboratório de 
Hematologia e Genética Biocomputacional (LHGB)/Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz 
(CPqGM) – Fiocruz-Bahia. Fone (71) 3176-2226. 
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B.2. PARA MAIORES DE 18 ANOS 

 
Você está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa realizado no Centro de 
Pesquisas Gonçalo Moniz – FIOCRUZ - BA, cujo título está especificado a seguir: 
 
"AVALIAÇÃO DO PAPEL DE LIPOPROTEÍNAS DO COLESTEROL E 
TRIGLICÉRIDES E BIOMARCADORES CLÁSSICOS NA DOENÇA FALCIFORME: 
ASSOCIAÇÃO COM PROCESSOS INFLAMATÓRIOS E VASO-OCLUSIVOS" 
 
A doença falciforme é uma doença genética muito comum na população de Salvador, sendo 
que o indivíduo doente apresenta crise de dor, decorrente da oclusão das veias pelas células 
vermelhas que possuem o formato de foice, podendo também possuir infecção e outros 
tipos alterações clínicas, como alteração nos olhos, rins, coração, pulmão e cérebro.     
 
Nessa pesquisa estudaremos a doença falciforme, alteração que muda a forma das células 
vermelhas que ficam rígidas, facilitando a obstrução de veias e juntamente com as células 
brancas participam das crises de dor e podem contribuir para a ocorrência de derrame, 
problemas no coração, nos olhos, nervos e pulmões. O sangue retirado será destinado ao 
estudo do DNA, RNA das células e de algumas substâncias que ajudam na ligação das 
células às veias, além do estudo de fatores que contribuem para os fenômenos de vaso-
oclusão. Os resultados obtidos nesta pesquisa poderão posteriormente servir para estudos 
futuros de medicamentos novos para a doença. 
 
A sua participação é totalmente voluntária e a sua permissão para participar do estudo pode 
ser retirada a qualquer momento, não resultando em punições. 
 
O objetivo deste trabalho é investigar aspectos epidemiológicos, clínicos e laboratoriais da 
população atendida na fundação HEMOBA.  
 
Os registros da sua participação no estudo serão mantidos confidencialmente, sendo do 
conhecimento apenas da equipe participante do projeto e do médico que o acompanha. As 
amostras coletadas serão identificadas por código, bem como os dados individuais dos 
exames e testes, que serão do conhecimento somente dos pesquisadores envolvidos na 
pesquisa. Desta forma, a sua identidade será mantida em segredo e nenhum outro grupo terá 
acesso às informações coletadas, tais como seguradoras, empregadores ou superiores, de 
acordo com a resolução CNS 340/2004, item V.1.e. 
 
Sua participação não implicará na retirada de sangue adicional, de modo que será utilizada 
uma quantidade remanescente da mesma amostra coletada para a realização dos exames 
solicitados pelo médico. Também queremos que você concorde que as amostras colhidas 
sejam armazenadas e possam ser utilizadas em estudos futuros, desde que estes estudos 
adicionais sejam analisados por um Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos e 
sigam os aspectos éticos determinados nas resoluções 196/96 e 347/05 do Conselho 
Nacional de Saúde.   
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Comunicamos que o sangue será colhido do braço e poderá acarretar em riscos e 
desconfortos, como sangramento e dor. Entretanto, a coleta de sangue será realizada por 
pessoal habilitado e especializado, visando diminuir esses riscos. A realização de coletas 
adicionais dependerá do médico e estará relacionada, simplesmente, ao acompanhamento 
clínico e avaliação periódica do menor. 
 
A sua participação no estudo não trará benefícios, mas possibilitará a obtenção de dados 
que poderão ser utilizados futuramente no acompanhamento de indivíduos que apresentam 
alguma doença conhecida e na implantação de políticas de saúde. 
 
 
 
 
Assinatura do voluntário______________________________________________  
Data ___/___/___    
RG:_________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
Nome do responsável (letra de forma) ___________________________________ 
Endereço__________________________________________________________________
_________________________________________________________________________
________________________________________________ 
 
 
Nome Testemunha 1_________________________________________________ 
RG: _________________ 
 
 
Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso você necessite de maiores 
esclarecimentos: 
 
Dra Marilda de Souza Gonçalves - Coordenadora do projeto - Laboratório de Pesquisa em 
Anemias da Faculdade de Farmácia/UFBA e Laboratório de Patologia e Biologia 
Molecular do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz - FIOCRUZ.    Fone (71) 3176-2226. 
 
Magda Oliveira Seixas – Mestranda responsável pelo desenvolvimento do projeto – 
Laboratório de Patologia e Biologia Molecular do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz – 
FIOCRUZ. Fone (71) 3176-2265. 
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C. QUESTIONÁRIO 
 
 

"AVALIAÇÃO DO PAPEL DE LIPOPROTEÍNAS DO COLESTEROL E TRIGLICÉRIDES E 
BIOMARCADORES CLÁSSICOS NA DOENÇA FALCIFORME: ASSOCIAÇÃO COM PROCESSOS 

INFLAMATÓRIOS E VASO-OCLUSIVOS" 
  
 

QUESTIONÁRIO PARA PACIENTES E CONTROLES  
 
 

Nome: {NOME} _____________________________________ Sigla: {sig} _______ Telefone:  (    ) ___________ 

Endereço: ___________________________________________________________________________________ 

Registro: {REG} ____________ Nº Pront. HEMOBA: {PRON} _________________ Data de Nasc.: ____/____/____ 

Idade: {I} ____________ Gênero: {GENER} (    ) Masculino [0] (    ) Feminino [1] 

  

01. Qual a sua cor? {cor} (   ) Branca[0] (   ) Negra[1] (   ) Parda[2] (   ) Amarela[3] (   ) Indígena[4] 

02. Você estuda? {EST} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1]  

03. Nível de escolaridade: {NESC} (    ) Alfabetiz.[0] (    ) Até 4 FM[1] (    ) Até 8 FM[2] (    ) Até 3 MD[3] 

04. Número de irmãos:{NIRM} (    ) 0 [0] (    ) 1 [1] (    ) 2 [2] (    ) 3 [3] (    ) 4 ou + [4] 

05. Familiares com DF? {FDFALC} (    ) Nenhum[0] (    ) Pai [1] (    ) Mãe [2] (    ) Irmão [3] 

06. Idade primeira menstruação: {IPM} (    ) Não menst.[0] (    ) 09-11[1] (    ) 12-14 [2] (    ) 15-17 [3] 

07. Já engravidou? {ENGRA} (    ) NÃO [0]  (    ) SIM [1] 

08. Está grávida? {GRA} (    ) NÃO [0] (    ) SIM  [1] 

09. Usa anticoncepcional? {ANTICO} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

10. Menstruação é regular? {MREG} (    ) NÃO [0] (    ) SIM  [1] 

(    ) <6 m [0] (    ) 6m - 4anos [1] (    ) 5 - 9anos [2] 11. Idade do 1° diagnóstico de Doença 

Falciforme: {ID} (    ) 10 - 14anos [3] (    ) 15 - 17anos [4] 

12. Eletroforese de Hb {EHB} (    ) AA[0] (    ) SS[1] (    ) SC[2] (    ) SB+[3] (    ) SB0[4] 

  (    ) SD[5]         

13. Haplótipo  {HAPL} (    )  

(    ) 

Sen[0] 

Atip[5] 

(    )  

(    ) 

Car[1] 

I[6] 

(    )  

(    ) 

Ben[2] 

II[7] 

(    )  

(    ) 

Cam[3] 

III[8] 

(    ) Sau-Ara [4] 

14. Talassemia {TAL} (    )  

(    ) 

Negativo[0]  

Hetero 4.2[3] 

(    )  

(    ) 

Hetero 3.7[1] 

Homo 4.2[4] 

(    ) 

 

Homo 3.7[2] 

 

 Mieloperoxidase {MPO} (    ) GG[0] (    ) AG[1] (    ) AA[2] 

 Alelo mutante Mieloperoxidase ? {MUTMPO} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1]   

 Alfa 1 antitripsina {AATP} 

 

(    ) 

(    ) 

MM[0] 

SZ[3] 

(    ) 

(    ) 

MZ[1] 

SS[4] 

(    ) 

(    ) 

MS[2] 

ZZ[5] 
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15. Já esteve internado? {INTER} (    )  NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Se SIM, quantas vezes? {QINTER} (    ) 1 [0] (    ) 2-5 [1] (    ) 6-10 [2] (    ) 11 ou + [3] 

 
 Qual especialidade? {ESPEC} (    ) Cardiologia [0] (    ) Oftalmologia [1] (    ) Neurologia [2] 

  (    ) Infectologia [3] (    ) Pneumologia [4] (    ) Cirurgia [5] 

  (    ) Angiologia [6] (    ) Nefrologia [7] (    ) Clínica da Dor [8] 

  (    ) Outras [9]     

16. Já teve pneumonia? {PNEU} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Se SIM, quantas vezes? {QPNEU} (    ) 1[0] (    ) 2-3[1] (    ) 4-6[2] (    ) 7 ou + [3] 

 Se SIM, teve febre? {FEBRE} (    ) NÃO [0] (   ) SIM [1] 

 Anormalidade no RX? {ARX} (    ) NÃO [0]  (   ) SIM [1] 

 Quando internado, usou medicação? {MPNEU} (   ) NÃO [0] (   ) SIM [1]  

 Quais? {DESCMPNEU} ____________________________________________________________________________ 

17. Teve ou tem esplenomegalia? {ESPLE} (    ) NÃO [0] (   ) SIM [1] 

 Em que período? {PERIOESPLE} (    ) <6m[0] (    ) 6m-1ano [1] (    ) 2-3a [2] (    ) 4-5a [3] (    ) >6a [4] 

 Teve crise de seqüestro esplênico? {SEQESPLE} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Se SIM, quantas vezes? {QSEQESPLE} _____________________________________________________ 

18. Faz uso profilático de Penicilina? {PROP} (    )  NÃO[0] (    ) SIM [1] 

 Se SIM, qual? {QPEN} (    ) Penicilina V oral [0] (    ) Penicilina benzatina [1] 

 Se Sim, há quanto tempo? {QTPEN} (    ) até 1 ano [0] (    ) + de 1 ano a 3 anos [1] 

  (    ) + 3 anos a 5 anos [2] (    ) + 5 anos a 7 anos [3] 

  (    ) + de 7 anos [4]   

19. Já teve AVC? {AVC} (    ) NÃO [0]  (    ) SIM [1] 

 Se SIM, quantas vezes? {QAVC} (    ) 1 [0] (    ) 2 [1] (    ) 3 [2] (    ) 4 ou + [3] 

 Se SIM, seqüelas do AVC? {SEQAVC} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Já fez ressonância magnética? {RESSOMAG} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Alguma alteração? {ALTRESSOMAG} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

20. Esplectomizado? {ESPLECTO} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Esplenectomia: {TIPOESPLECTO} (    ) Total [0] (    ) Parcial [1] 

21. Apresenta asma? {ASMA} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Se SIM, quantas crises nos últimos 06 meses? {QASMA} (   ) 0[0] (   ) 1-3[1] (   ) 4-7[2] (   ) 8ou+[3] 

 Faz uso regular de nebulização?{NEBU} (    ) [0] NÃO (    ) SIM [1] 

22. Tem crises de dor? {CRISDOR} (    ) [0] NÃO (    ) SIM [1] 

 Se SIM, quantas crises nos últimos 06 meses? {QCRISDOR} (   ) 0[0] (   ) 1-3[1] (   ) 4-7[2] (   ) 8ou+[3] 

 Quando foi a última crise? {ULTCRISDOR} (    ) <1mês [0] (    ) 1-3m [1] (    ) 4m ou+[2] 

 Usa medicação para a dor? {MDOR} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1]  

 Prescrita por um médico? {PRESMDOR} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1]  

 Assistido por especialista em dor? {ESPECDOR} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1]  
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 Faz tratamento com hidroxiuréia? {HIDROXI} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1]  

23. Faz uso de alguma medicação? {MEDIC} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Se SIM, qual? {DESCMEDIC} ____________________________________________________________________ 

 Com que freqüência? {FREQMEDIC} (    )  Diário [0]       (    ) Dias alternados[1]       (    ) Semanal[2]  

(    ) Quinzenal[3]  (    ) Mensal [4] (    ) Bimestral[5] (    ) Semestral [6] 

24. Vaso-Ocusão: {VO} (    )  NÃO [0] (    ) SIM [1] Quantas vezes? {QVO} _________________ 

 Fez uso de alguma medicação? {MVO} (    )  NÃO [0] (    ) SIM [1] 

25. Retinopatia: {RETIN} (    ) NÃO [1] (    ) SIM [2] 

 Se SIM, fez uso de alguma medicação? {MRETIN} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Faz consultas periódicas com oftalmo? {CONSOFTAL} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

26. Infecções: {INFEC} (    )  NÃO[0] (    ) SIM [1] 

 Quais? {DESCINFEC} (    ) Rinite [0] (    ) Sinusite [1] (    ) Otite [2] 

  (    ) Faringite [3] (    ) Amigdalite [4] (    ) Outros [5] 

 Fez uso de alguma medicação? {MINFEC} (    ) SIM [0] (    ) NÃO [1] 

27. Priapismo: {PRIAP} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1]  

 N° de vezes: {QPRIAP} (    ) Até 4 [0] (    ) 05-09 [1] (    ) 10 ou +[2] 

 Fez uso de alguma medicação? {MPRIAP} (    )  NÃO [0] (    ) SIM [1] 

28. Úlcera maleolar: {ULCMALEO} (   ) NÃO [0]  (    ) SIM [1] Quantas vezes? {QULCMALEO} ___________ 

 Idade da primeira úlcera: {IDULC} (    ) Até 4 anos [0] (    ) 5-9 [1] (    ) 10 ou + [2] 

 Tratou a úlcera? {TRATULC} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1]  

 Qual tratamento? {QUALTRAT} _______________________________________________________________ 

29. Síndrome toráxica aguda: {SDTOR} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Quantas vezes? {QSDTOR} (    ) Até 2 [0] (    ) 03-05 [1] (    ) 06 ou + [2] 

30. Alterações ósseas: {ALTOSSEA} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Quais? {DESCALTOSSEA} ___________________________________________________________________ 

31. Insuficiência Renal Aguda: {INSRENAG} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Quantas vezes? {QINSRENAG} (    ) Até 2 [0] (    ) 03-05 [1] (    ) 06 ou + [2] 

32. Insuficiência Renal Crônica: {INSRENCRO} (    ) NÃO [0] (    ) SIM[1] 

 Idade diagnóstico: {IDINSRENCRO} (    ) Até 5 anos [0] (    ) 06-11[1] (    ) 12 ou + [2] 

33. Alterações cardíacas: {INSCARD} (   ) NÃO [0] (    ) SIM[1] 

 Qual alteração? {QUALALTCA} __________________________________________________________________ 

 Idade diagnóstico: {IDINSCARD} (    ) Até 5 anos [0] (    ) 06-11 [1] (    ) 12 ou + [2] 

 Fez eletrocardiograma? {ELETRO} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Fez ecocardiograma? {ECOCARD} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

34. Seqüestro hepático: {SEQHEP} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] Quantas vezes? {QSEQHEP} ______ 

35. Insuficiência respiratória: {INSRESP} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] Quantas vezes? {QINSRESP} ______ 

36. Distúrbio do sono? {DISTSONO} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 
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37. Litíase biliar: {LITIBILI} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] Quantas vezes? {QLITIBILI} ______ 

38. Cirurgia: {CIRURG} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1]   

 Quais? {QUALCIRURG} __________________________________________________________________________ 

39. Se SIM, fez uso de profilaxia antibiótica? {PROFANTIB} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

40. Completou o calendário vacinal? {CALVAC} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Fez uso das seguintes vacinas? {USOVAC} (    ) 7 valente [0] (    ) 23 valente [1] 

  (    ) Meningo [2] (    ) Haemophilus [3] 

41. Faz uso de hemoderivados? {HEMODER} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Se SIM, quantas vezes ao ano? {QHEMODER} _______________________________________________ 

42. Possui outra patologia? {PATOLOG} (    ) NÃO [0] (    ) SIM  [1] 

 Quais? {DESCPATOLOG} (    ) Hipertensão [0] (    ) Diabetes [1] (    ) Obesidade [2] (    ) Outras [3] 

43. Você trabalha? {TRAB} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Tipo de profissão: {QTRAB} ____________________________________________________________________ 

 Se SIM, manipula alguma substância química? {SUBQUIM} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Qual? {QSUBQUIM} __________________________ Freqüência ? {FREQSUBQUI} ________________ 

 Manipula diretamente esta subst? {MANIDIRE} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

44. Pratica esportes? {ESPOR} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

45. Faz uso de bebida alcoólica? {BEBE} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Se SIM, que freqüência? {FREQBEBE} __________________________________ 

46. Você fuma? {FUMA} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Se SIM, que freqüência? {FREQFUMA} __________________________________ 

47. Faz uso de alguma droga? {DROGA} (    ) NÃO [0] (    ) SIM [1] 

 Em caso de SIM, que freqüência? {FREQDROGA} __________________________________ 

48. Além dos seus pais quantos membros da família ou parentes são apegados a vc? {APEG} 

 (    ) 01[0] (    ) 02 – 03 [1] (    ) 04 – 06[2] (    ) 07 – 10[3] (    ) nenhum[4] 

49. Quantos amigos vc têm aproximadamente? {AMIGO} 

 (    ) 01[0] (    ) 02 – 03 [1] (    ) 04 – 06[2] (    ) 07 – 10[3] (    ) nenhum[4] 

50. Com que freqüência vc se reúne com seus parentes, amigos ou vizinhos? {REUNI} 

 (    ) Diariamente ou quase todos os dias [0] (    ) Várias vezes na semana [1] 

 (    ) Várias vezes no mês [2] (    ) Várias vezes por ano [3] (    ) Quase nunca [4] 

 Data da próxima consulta no HEMOBA: ____/____/____ 
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D. MATERIAS E MÉTODOS 

 

D.1 - CASUÍSTICA E INSTITUIÇÕES PARTICIPANTES 

Para a realização desta tese foi conduzido um estudo de corte transversal com a coleta de 

dados de pacientes  com DF em estado estável da doença (PE), internados (PI) e controles 

saudáveis (CS). Fizeram parte do estudo 356 pacientes com DF e foram realizadas 503 

coletas; O número de crianças com DF foi 306, sendo as crianças em estado estável da 

doença (287) acompanhadas na Fundação de Hematologia e Hemoterapia da Bahia 

(HEMOBA) e as em crise (23) estavam internadas no Hospital da Criança/Obras Sociais 

Irmã Dulce (HC-OSID). Além destes, foram incluídos no estudo 69 pacientes adultos com 

DF acompanhados regularmente na HEMOBA. Como grupos de comparação, também 

foram incluídos  no estudo 150 crianças e 88 adultos saudáveis atendidos Laboratório de 

Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal da 

Bahia (LACTFAR- UFBA), com o perfil de hemoglobina Hb AA. No dia da coleta todos 

os participantes e/ou responsáveis que aceitaram participar assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE – apêndices B1 e B2) e responderam a um 

questionário (apêndice C) para obtenção de dados individuais, socioeconômicos 

(escolaridade, número de irmãos, contatos sociais) e referentes a comorbidades, tais como, 

pneumonias, problemas cardíacos, renais, hepáticos e possíveis problemas familiares. As 

coletas de sangue e de dados clínicos, as análises laboratoriais e moleculares foram 

realizadas entre os anos de 2009 a 2013. Os experimentos moleculares e celulares foram 

realizados no Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM) – Fiocruz-Bahia. A seguir 

seguem algumas características dos grupos de pacientes e controles: 

Pacientes  

1) Estáveis: indivíduos acompanhados regularmente no ambulatório de hematologia da 

Fundação HEMOBA que não haviam recebido hemoderivados ou apresentado 

qualquer evento grave associado a DF (pneumonia, internação, sequestro esplênico, 

AVC, úlcera maleolar, crise hemolítica, priaprismo, entre outros) nos três meses que 

precederam a coleta de amostras para o estudo. A média de idade destes pacientes foi 

de 13,95 ± 9,09 anos, sendo 191 homens (53,65%) e 165 mulheres (46,35%). 
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2) Em crise: pacientes admitidos para internamento no HC-OSID devido a complicações 

associadas a DF, descritas anteriormente no corpo desta tese. A média de idade neste 

grupo foi de 10,34 ± 4,36 anos, sendo destes 12 (52,2%) homens e 11 (47,8 %) 

mulheres. 

A coleta de sangue dos pacientes estáveis foi realizada durante a consulta ambulatorial e os 

dados clínicos informados pelos pacientes foram confirmados através da avaliação dos 

prontuários médicos dos mesmos. Os pacientes internados realizaram coleta de amostras no 

momento da admissão, antes de realizar transfusão ou passar por qualquer procedimento; os 

dados clínicos foram obtidos por entrevista, com os pais ou responsáveis, utilizando o 

questionário padronizado para o estudo (apêndice C).  

 

Controles 

Esse grupo foi formado por crianças e adultos saudáveis, sem históricos de qualquer 

patologia ou processo infeccioso no último mês, atendidos no LACTFAR- UFBA. Do total 

de participantes, 54 (32,3%) eram homens e 113 (67,7%) mulheres. A média de idade deste 

grupo foi de 22,49 ± 16,29 anos. 

 

 

D.2 - MÉTODOS 

Coleta de amostras: Foram obtidos 15mL de sangue venoso dos participantes, sendo que 5 

mL coletados em anticoagulante (EDTA) e 10 mL sem aditivos. As amostras dos pacientes 

coletadas na HEMOBA e Hospital da Criança – OSID foram adequadamente transportadas 

para o Laboratório de Pesquisa em Anemias (LPA) e Laboratório de Análises Clínicas 

(LACTFAR) da Faculdade de Farmácia (FACFAR) da Universidade Federal da Bahia 

(UFBA), onde foram realizadas todas as determinações hematológicas e bioquímicas. 

 

Análise Hematológica e de hemoglobinas: A confirmação do perfil de hemoglobinas foi 

realizada para todos os participantes do estudo, pelo método automatizado de cromatografia 

líquida de alto desempenho (HPLC) utilizando o equipamento Variant II (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA). O hemograma foi realizado pelo método automatizado utilizando-se o 
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contador eletrônico (Coulter Corporation, Miami, FL, USA); a contagem de reticulócitos 

realizada pela técnica manual, utilizando o corante azul de cresil brilhante (Figura 1A).  

 

Análises Bioquímicas: As análises bioquímicas incluíram a determinação da glicemia em 

jejum, do perfil lipídico (colesterol total e frações e triglicerídeos), dosagem de proteínas 

totais e frações, bilirrubinas totais e frações, desidrogenase lática (LDH), transaminases 

(ALT e AST), perfil renal (ureia e creatinina), ferro e ácido úrico, sendo realizadas pelo 

método automatizado, utilizando técnicas de imunoquímica e imunoensaio (A25 system, 

BIOSYSTEMS SA, Barcelona, Spain).  As dosagens de ferritina e haptoglobina foram 

realizadas em sistema de imunoensaio (Access® 2 Immunoassay system X2, Beckman 

Coulter, Fullerton, CA, USA) e as dosagens de PCR, alfa 1 antitripsina, e antiestreptolisina 

O (ASLO) pelo método imunoquímico automatizado (Immage® 800 system, Beckman 

Coulter Fullerton, CA, USA) conforme figura 2A. A determinação da insulinemia foi 

realizada no laboratório da Associação de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) em 

colaboração com o Dr. Gildásio Carvalho. 

 

Dosagem do CBA inflamatório 

 Os níveis plasmáticos de TNF-α, IFN-γ, IL-10, IL-1β , IL-6 e IL-8 foram quantificados 

pelo kit Cytometric Bead Array - CBA (BD Biosciences Pharmingen , EUA), de acordo 

com o protocolo do fabricante. O ensaio de citometria de fluxo foi realizado e analisado por 

um único operador e foram obtidas curvas padrão para cada citocinas avaliadas. 

 

Mediadores inflamatórios 

Os níveis de PGE2 foram determinados por enzima imunoensaio, de acordo com as 

instruções do fabricante (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). As concentrações 

plasmáticas de MMP-9, TIMP-1 e TGF-β foram avaliadas no soro dos pacientes, utilizando 

kits de ELISA específicos para cada molécula, de acordo com as instruções do fabricante 

(R e D Systems, Minneapolis, MI, USA).  

 

Determinação do Heme total 
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A dosagem do heme livre total foi realizada em soro pelo Kit QuantiChrom Heme Assay 

Kit (BioAssay Systems, Hayward, CA, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. 
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Figura 1A. Desenho experimental da realização das determinações hematológicas. Hm: contagem de 
hemácias; Hb: concentração de hemoglobina; Ht: Hematócrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: 
Hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média. 
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Figura 2A. Desenho experimental das determinações bioquímicas. PCR: Proteína C reativa; AAT: Alfa 1 Anti-tripsina; ASLO: Antiestreptolisina O; HDL-c: 
Colesterol HDL; LDL-c: Colesterol LDL; VLDL-c: Colesterol VLDL; ALT: Alanina transaminase; AST: Aspartato transaminase; LDH: Desidrogenase Lática.
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Análise de Biologia Molecular 

O DNA genômico foi extraído em 200uL de sangue periférico, utilizando o kit QIAamp® 

DNA Mini Kit (Qiagen) de acordo com as recomendações do fabricante. A caracterização 

dos polimorfismos gênicos no gene gene SERPINA1 (alelos S e Z) e dos haplótipos ligados 

ao grupo de genes da globina beta foi realizada pela amplificação de fragmentos de DNA 

pela reação de polimerase em cadeia (PCR), utilizando oligonucleotídeos sintéticos 

(primers) específicose avaliação do tamanho dos fragmentos gerados pelo corte com 

enzimas de restrição  (Restriction Fragment Lenght Polymorphism-RFLP (SEITZER et al., 

1997; TAYLOR et al., 2002; HEINZMANN et al., 2004). A talassemia alfa deleção de 3,7 

kilobases (Kb) (Tal alfa-3,7kb) foi investigada por PCR. 

 

Isolamento de neutrófilos dos pacientes e controles 

Para essa etapa foram convidados pacientes e controles com níveis de HDL-c normais e 

diminuídos. Os neutrófilos foram obtidos por separação em gradiente de Ficoll (Histopaque 

1077 Sigma, St. Louis, Estados Unidos) a partir de sangue venoso, recém-coletado em 

EDTA, sendo que as células separadas foram lavadas duas vezes em PBS e centrifugadas a 

800 rpm durante 5 minutos. Após as lavagens as células foram diluídas 1:20 em meio 

RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY) e,  em seguida, foram feitas outras diluições, no 

mesmo meio, para obter a quantidade de 105 células/mL (ASSIS et al., 2005; O'MAHONY 

et al., 2008). A população celular foi confirmada através da observação de esfregaços 

sanguíneos corados pelo Wright (Merck, Darmstadt, Alemanha) e observadas  ao 

microscópio óptico a um aumento de 400 vezes. 

 

Quimiotaxia de neutrófilos 

Foram definidos como estímulos para o ensaio de quimiotaxia, o uso de soro fresco; 

suspensão de sinvastatina em soro dos pacientes a 10mg/mL; suspensão de hemácias em 

salina fisiológica a 5%; suspensão de S. pneumoniae realizada de acordo com a escala de 

Mac Farlland a 0,5, que equivale a uma densidade bacteriana de 150 milhões/mL. Todos os 

testes foram utilizados sob as mesmas condições para indivíduos com DF e controles 

saudáveis. Os estímulos foram adicionados a microplaca de quimiotaxia de 96 poços do 

sistema ChemoTx (Neuro Probe, Gaithersburg, MD, EUA). Os neutrófilos foram obtidos 
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conforme método descrito no item 4.5.9 e foram diluídos em meio RPMI, antes  da adicão a 

parte superior dos poços (105 células/poço); em seguida e placa foi incubada a 37°C a 5% 

de CO2 durante 1,5 h. Após a incubação, as células que migraram para os poços inferiores 

foram contadas em hemocitômetro. A migração dos neutrófilos frente ao estímulo com 

meio RPMI puro (quimiotaxia radômica) foi utilizada como controle negativo e a migração 

frente ao lipopolissacarídeo (LPS a 75ng/mL), como controle positivo. Os índices de 

quimiotaxia foram calculados como a razão entre o número de neutrófilos que migraram 

sobre os estímulos descritos e número  destes leucócitos que migraram com o meio RPMI 

puro. A sinvastatina é um agente redutor do colesterol, cujo principal metabólito é um 

inibidor da 3-hidróxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima que 

catalisa um passo precoce e limitante da taxa de biossíntese do colesterol; por essa razão, 

esse fármaco foi escolhido para avaliar o efeito in vitro dos lipídios sobre a quimiotaxia dos 

neutrófilos. 

 

Definição de Eventos Clínicos 

Os dados clínicos foram coletados dos prontuários médicos e os dados demográficos foram 

obtidos por meio de entrevistas aos paciente, pais ou responsáveis legais. Os pacientes 

foram considerados em estado estável da doença quando não apresentavam febre, infecção, 

internamento no período de 15 dias ou uso de hemocomponentes nos últimos 3 meses, 

antes da coleta de sangue. Os pacientes em crise foram aqueles que estavam hospitalizados 

por crise vaso-oclusiva ou infecção no momento da coleta da amostra. 

 

D.3 - ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados dos questionários e dos resultados obtidos dos experimentos realizados foram 

analisados estatisticamente em banco de dados gerado no Software EPI INFO versão 6.04, 

Graph pad Prism 5.0 (Graphpad Software, San Diego, CA-USA) e SPSS versão 10, de 

acordo com o tipo de variável. A análise de normalidade da distribuição das variáveis foi 

realizada pelo teste de D’Agostino e Pearson. A partir desta informação utilizou-se o teste 

paramétrico ANOVA ou não paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo os resultados 

confirmados pelo pós-teste de Bonfferoni. A análise de variáveis qualitativas ou categóricas 

foi realizada pelo teste não paramétrico do Qui-quadrado (χ2), devidamente corrigido pelos 
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testes de Mantel-Haenszel e Yates.  Na análise de parâmetros menores que 5 para variáveis 

categóricas, utilizou-se o teste exato de Fisher. Os intervalos de confiança em 95% e a 

razão de prevalência foram calculados para essas variáveis. As análises de correlação foram 

realizadas utilizando os coeficientes de Pearson´s para os dados de distribuição normal e os 

coeficientes de Kendall´s tau-b e Spearman para os dados com distribuição não normal. O 

teste de Mann-Whitney e teste T independente foram utilizados para a análise de duas 

variáveis numéricas, na comparação de dois grupos de valores dentro de uma mesma 

variável para variáveis de distribuição não normal e normal, respectivamente.  Os valores 

de P <0,05 foram considerados significativos para as análises realizadas. 

 

D.4. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS E DE BIOSSEGURANÇA 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do 

CPqGM/FIOCRUZ-BA sob o CAAE 0022.0.225.000-09 (136/2009) e  0016.0.225.000-09 

(131/2009), este último também aprovado pelo CEP/OSID. Todas as informações obtidas 

através das análises das amostras coletadas foram e serão mantidas sob sigilo, com acesso 

permitido apenas para a equipe clínica e pesquisadores. Os resultados dos testes 

laboratoriais foram fornecidos ao médico, para que pudessem auxiliá-lo no 

acompanhamento clínico dos pacientes. Todo o trabalho foi desenvolvido de acordo com os 

critérios da Regulamentação de Bioética no Brasil, Resolução n° 196/96, posteriormente 

revogada pela resolução n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde. Os experimentos 

foram realizados com base nas normas de Biossegurança, de acordo com a Lei no. 

11.105/2005, seguindo as normas técnicas existentes no manual de biossegurança da 

FIOCRUZ (Comissão Técnica de Biossegurança da FIOCRUZ – Ministério da Saúde, 

1998).  

Os indivíduos foram convidados a participar do presente estudo e assinaram o TCLE e 

autorizaram a utilização dos dados e dos materiais coletados. Todos os participantes da 

pesquisa concordaram que suas amostras fizessem parte do biorrepositório  e fossem 

utilizadas em estudos futuros, desde que os estudos adicionais fossem  analisados por um 

Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos e seguissem os aspectos éticos 

determinados nas resoluções 466/2012 e 347/05 do Conselho Nacional de Saúde.   


