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“There's nothing you can do that can't be done 

Nothing you can sing that can't be sung (...) 
Nothing you can make that can't be made  
No one you can save that can't be saved 

Nothing you can do but you can learn how to be 
you in time 

It's easy 

All you need is love” 
 

The Beatles 
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Acidente Vascular Cerebral na anemia falciforme. 87 f. Dissertação (Mestrado em Patologia 

Humana e Experimental) – Universidade Federal da Bahia. Instituto Gonçalo Moniz, Fundação 

Oswaldo Cruz, Salvador, 2020. 

  

 RESUMO 

INTRODUÇÃO: Pacientes com anemia falciforme (AF) apresentam variabilidade fenotípica 

elevada, podendo apresentar diversas manifestações clínicas, incluindo o Acidente Vascular 

Cerebral (AVC). No contexto da AF, o comprometimento das artérias cerebrais está 

primordialmente associado à inflamação crônica, hemólise e a anemia. OBJETIVO: Desta 

forma, o objetivo do presente trabalho foi identificar a presença de polimorfismos em genes de 

citocinas inflamatórias buscando associar a frequência de tais mutações ao desenvolvimento do 

AVC em crianças com AF. METODOLOGIA: Para isto, foram investigados 66 indivíduos, 24 

indivíduos que tiveram AVC, formando o grupo caso, e 42 indivíduos que nunca tiveram AVC, 

compondo o grupo controle. Foram analisados os parâmetros hematológicos, bioquímicos e o 

perfil inflamatório, bem como foi analisada a presença de polimorfismos em genes de citocinas 

inflamatórias, tais como TNF -308 G>A (rs1800629), IL1B +3954 C>T (rs1143634), IL4 -590 

C>T (rs2243250) e IFNG +874 T>A (rs2430561).  Os marcadores hematológicos, bioquímicos e 

imunológicos foram investigados através de métodos automatizados e os marcadores genéticos 

foram identificados pelas técnicas de reação em cadeia da polimerase e Restriction Fragment 

Length Polymorphism. RESULTADOS: Analisando os parâmetros laboratoriais, foi encontrado 

uma elevada contagem de reticulócitos em indivíduos pertencentes ao grupo caso (p=0,0101). 

Avaliando os dados laboratoriais, encontramos uma associação entre a dosagem de albumina 

(p=0,0006), proteínas totais (p=0,0087) e ácido úrico (p=0,0395). Foi encontrada uma associação 

da presença do polimorfismo -308 G>A no gene do TNF, onde o alelo A foi associado à 

ocorrência do AVC (p=0,430). Uma análise multivariada mostrou uma associação entre a 

presença do polimorfismo -308 G>A no gene do TNF e a ocorrência do AVC (p= 0,016). A 

frequência de indivíduos mutante para o polimorfismo do gene do IFNG esteve elevada nos 

grupos caso e controle. Faram descritas diferentes associações  significativas entre a presença do 

polimorfismo -590 C>T no gene da IL4 e alguns parâmetros laboratoriais, como contagem de 

linfócitos (/mL) (p=0,0152), plaquetas (x10³/mL) (p=0,0203), proteínas totais (%)(0,0227) e 

bilirrubina direta (mg/dL) (p=0,0054). Analisando os parâmetros laboratoriais no grupo de 

indivíduos com AVC, foi identificada a associação significativa entre a presença do alelo T no 

polimorfismo -509 C>T do gene da IL4 e alguns parâmetros laboratoriais, como VCM (fL) 

(p=0,0105), HCM (rg) (0,0421), RDW (%) (p= 0,0105), LDL (mg/dL) (p= 0,0351), AST (uL) 

(p= 0,0292) e bilirrubina total (mg/dL) (p= 0,0468). Além disso, foi encontrada associação entre 

a dosagem de citocinas pró inflamatórias, como IL-12 (p= 0,0095), IL1-β (p= 0, 0300) e IL-8 (p= 



 

 

0,0167) em indivíduos com o alelo mutante do polimorfismo -509 C>T no gene da IL4. 

Nenhuma associação estatística foi encontrada entre os parâmetros avaliados a presença dos 

polimorfismos nos genes da IL1B e IFNG. CONCLUSÃO: Pode-se concluir que pacientes com 

AF com histórico prévio de AVC apresentam alterações nos parâmetros laboratoriais e 

apresentam uma maior frequência do alelo A do polimorfismo do- -308 G>A no gene do TNF. 

Além disso, pode-se observar que o polimorfismo -590 C>T no gene da IL4 esteve associado a 

alterações em marcadores laboratoriais, alterando o nível de expressão de citocinas inflamatórias. 

Esses resultados evidenciam a necessidade de se investigar possíveis interferências genéticas, 

afim de se estabelecer os efeitos de tais variáveis no desfecho do AVC em pacientes com AF. 

Palavras chaves: Anemia falciforme; Citocinas Inflamatórias, Acidente Vascular Cerebral, 

Inflamação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

FIUZA, Luciana Magalhães. Polymorphisms in inflammatory cytokine genes associated with 

stroke in sickle cell anemia. 87 f. Dissertação (Mestrado em Patologia Humana e Experimental) – 

Universidade Federal da Bahia. Instituto Gonçalo Moniz, Fundação Oswaldo Cruz Salvador, 

2020. 

 

ABSTRACT 

INTRODUCTION: Patients with sickle cell anemia (SCA) have high phenotypic variability and 

have several clinical manifestations, including stroke. In the context of SCA, impairment of the 

cerebral arteries is primarily associated with chronic inflammation, hemolysis and anemia. 

OBJECTIVE: Thus, the aim of the present study was to identify the presence of polymorphisms 

in inflammatory cytokine genes, seeking to associate the frequency of such mutations with the 

development of stroke in children with SCA. METHODOLOGY: For this, 66 individuals were 

investigated, 24 individuals who had a stroke, forming the case group, and 42 individuals who 

never had a stroke, making up the control group. Hematological, biochemical and inflammatory 

profile parameters were analyzed, as well as the presence of polymorphisms in inflammatory 

cytokine genes, such as TNF -308 G> A (rs1800629), IL1B +3954 C> T (rs1143634), IL4 - 590 

C> T (rs2243250) and IFNG +874 T> A (rs2430561). Hematological, biochemical and 

immunological markers were investigated using automated methods, and genetic markers were 

identified by polymerase chain reaction and Restriction Fragment Length Polymorphism 

techniques. RESULTS: Analyzing the laboratory parameters, a high reticulocyte count was 

found in individuals belonging to the case group (p = 0.0101). Evaluating the laboratory data, we 

found an association between the dosage of albumin (p = 0.0006), total proteins (p = 0.0087) and 

uric acid (p = 0.0395). An association of the presence of the -308 G> A polymorphism was found 

in the TNF gene, where the A allele was associated with the occurrence of stroke (p = 0.430). A 

multivariate analysis showed an association between the presence of the -308 G> A 

polymorphism in the TNF gene and the occurrence of stroke (p = 0.016). A high frequency of 

mutants was found for the IFNG gene polymorphism. a significant association was observed 

between the presence of the -590 C> T polymorphism in the IL4 gene and some laboratory 

parameters, such as lymphocyte count (/ mL) (p = 0.0152), platelets (x10³ / mL) (p = 0 , 0203), 

total proteins (%) (0.0227) and direct bilirubin (mg / dL) (p = 0.0054). Analyzing the laboratory 

parameters in the group of individuals with stroke, a significant association was identified 

between the presence of the T allele in the -509 C> T polymorphism of the IL4 gene and some 

laboratory parameters, such as CMV (fL) (p = 0, 0105), HCM (rg) (0.0421), RDW (%) (p = 

0.0105), LDL (mg / dL) (p = 0.0351), AST (uL) (p = 0.0292) and total bilirubin (mg / dL) (p = 

0.0468). In addition, an association was found between the dosage of pro-inflammatory 

cytokines, such as IL-12 (p = 0.0095), IL1-β (p = 0.000) and IL-8 (p = 0.0167) in individuals 

https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk00mlgnMvqg2_3KUzBKAW8yOEKdp9A:1593237086027&q=METHODOLOGY&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjpurjUpqHqAhVQI7kGHWmqCJEQkeECKAB6BAgUECo


 

 

with the mutant allele of the -509 C> T polymorphism in the IL4 gene. No statistical association 

was found between the parameters evaluated, the presence of polymorphisms in the IL1B and 

IFNG genes. CONCLUSION: Thus, it can be concluded that patients with AF with a previous 

history of stroke have changes in laboratory parameters and have a higher frequency of the allele 

A of the -308 G> A polymorphism in the TNF gene. In addition, it can be seen that the -590 C> 

T polymorphism in the IL4 gene was associated with changes in laboratory markers, altering the 

level of expression of inflammatory cytokines. These results demonstrate the need to investigate 

possible genetic interferences, in order to establish the effects of such variables on the stroke 

outcome in patients with SCA. 

Key words: Sickle Cell Anemia, Inflammatory Cytokines, Stroke, Inflammation. 
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Figura 1. Representação gráfica do fenômeno vaso-oclusivo presente na doença 

falciforme, mostrando a participação de leucócitos, plaquetas, 

reticulócitos, hemácias normais e falcizadas e células 

endoteliais.................................................................................................... 
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CAR Haplótipo ligado ao grupo de genes da globina beta do tipo Bantu ou 
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STOP Ensaio de prevenção do acidente vascular cerebral na doença falciforme, do 

inglês Stroke Prevention Trial in sickle cell disease 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 ANEMIA FALCIFORME 

 

 A anemia falciforme (AF) é uma anemia hemolítica decorrente de uma mutação de ponto 

no sexto códon do gene da globina β (HBB), onde ocorre a substituição de adenina por timina 

(GAT→GTT). A substituição não sinônima da base nitrogenada possui implicâncias na síntese 

proteica, onde ocorre a troca do aminoácido ácido glutâmico por valina na posição β6, 

produzindo a hemoglobina variante S (HbS). A presença em homozigose do alelo beta S (βS) em 

um indivíduo irá caracterizá-lo como possuidor da AF. As modificações genéticas irão promover 

alterações significativas na dinâmica celular do eritrócito, pois a substituição do aminoácido 

interfere diretamente no balanço de cargas da molécula de hemoglobina (REES et al., 2010). As 

moléculas de HbS, em baixas concentrações de oxigênio, tendem a formar longos polímeros de 

filamentos duplos, o que culmina na alteração da estrutura do eritrócito, que apresentará o 

formato alongado, característico desta patologia (CONRAN e BELCHER, 2018). As 

manifestações clínicas na AF são bastante heterogêneas, podendo sofrer influências de diversos 

fatores, como variáveis genéticas, condições climáticas, sociais e econômicas as quais o 

indivíduo está submetido (LYRA et al., 2005; BRASIL, 2008). 

Um estudo realizado no gene HBB evidenciou a existência de duas mutações distintas, 

detectadas pela ação da enzima de restrição Hpa I, indicando a origem multicêntrica para esta 

patologia (KAN e DOZY, 1978). Foram identificados os haplótipos, outras variações genéticas 

no gene HBB, as quais possuem implicâncias diretas no fenótipo do indivíduo com AF 

(LOGGETTO, 2013). Os haplótipos constituem um padrão de combinação de sítios polimórficos 

em um determinado cromossomo e são um elemento fundamental para a análise antropológica, 

bem como são uma ferramenta para o estudo clínico dos pacientes, pois já foi estabelecida a 

relação direta entre essas variáveis genéticas e a gravidade da AF (GALIZA NETO e 

PITOMBEIRA, 2003). Foram descritos cinco principais haplótipos do alelo βS, sendo eles 

República Centro-Africana (CAR), Benin (BEN), Senegal (SEN), Camarões (CAM) e Índia-

Arábia Saudita (SAUDI). Os haplótipos do gene da globina β possuem uma associação com os 

níveis de hemoglobina fetal (HbF), possuindo, deste modo, uma interferência direta na evolução 

clínica do indivíduo. Os níveis de HbF constituem um fator importante para o desenvolvimento 
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clínico dos pacientes com AF, pois interferem diretamente na polimerização da HbS, reduzindo a 

formação de polímeros no interior do eritrócito. Estudos apontam para o aumento na 

concentração de HbF nos haplótipos SEN e SAUDI e para sua diminuição nos haplótipos BEN e 

CAR (LOGGETTO, 2013). 

Outro importante fator genético que interfere no perfil clínico dos pacientes com AF é a 

talassemia-alfa (α) (Tal-α), em especial a deleção de 3.7kb no gene da cadeia α da hemoglobina. 

Estudos apontam para a frequência de 30% da Tal-α nas populações de indivíduos com AF 

(KATO et al. 2007; STEINBERG e SEBASTIANI, 2012). Estudos sugerem que o efeito 

modulador da Tal-α nas manifestações clínicas da AF está associado a redução da concentração 

intracelular da HbS, reduzindo o dano celular provocado pela polimerização da hemoglobina 

variante (EMBURY et al., 1984; KATO et al., 2017; RAFFIELD et al., 2018). 

Assim, os pacientes com AF apresentam variabilidade fenotípica elevada, podendo 

apresentar diversas manifestações clínicas, tais como a anemia hemolítica crônica, dores 

abdominais, dores osteoarticulares, priapismo, infartos pulmonares, trombose, úlceras, infecções 

recorrentes, crise de sequestro esplênico, síndrome torácica aguda (STA), nefropatia, retinopatia, 

além de apresentarem risco elevado para a ocorrência de acidente vascular cerebral (AVC) 

(ILESANMI, 2010). 

 

1.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL 

 

O AVC é definido pelo Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD) como uma 

síndrome neurológica aguda decorrente do rompimento ou da oclusão de uma artéria, alterando o 

funcionamento normal da circulação sanguínea cerebral (BALLAS et al., 2009). Trata-se de uma 

patologia que tem como causa primária o comprometimento do fluxo sanguíneo de importantes 

artérias cerebrais, como a carótida interna, cerebral média e cerebral anterior (HOPPE et al., 

2007). Atualmente, classifica-se o AVC em dois principais tipos, o AVC isquêmico (AVCi) e o 

AVC hemorrágico (AVCh). O AVCi é o tipo mais comum, onde ocorre a obstrução vascular, 

levando a redução da perfusão cerebral (SPENCER, 2013). O segundo tipo mais comum é o 

AVCh, onde ocorre o rompimento de um vaso sanguíneo cerebral (hemorragia intracerebral) ou 

em torno da membrana que circunda o cérebro (hemorragia subaracnóide). O AVCi pode evoluir  
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para um AVCh (transformação hemorrágica), quando ocorre a perda da integridade 

microvascular, devido à obstrução isquêmica do vaso cerebral.  

O AVCi possui uma associação importante com processos inflamatórios, sendo a 

inflamação considerada como possível fator de causa ou de aumento do risco para a ocorrência de 

oclusão isquêmica de artérias cerebrais (PALM et al., 2016). Um marcador inflamatório 

importante, a proteína C reativa, tem tido seus níveis associados à ocorrência do AVC em 

indivíduos sem AF, indicando que a inflamação sistêmica crônica está diretamente relacionada à 

oclusão de vasos sanguíneos (MUIR et al., 2007). O estudo de Palm e colaboradores (2016) 

demonstrou que há uma relação entre a inflamação desencadeada por processos infecciosos e a 

ocorrência do AVC, onde ficou estabelecido que infecções que promovem um quadro 

inflamatório sistêmico podem ser consideradas um gatilho para a ocorrência do AVC. Além dos 

processos infecciosos, inflamações sistêmicas autoimunes são conhecidas por exacerbar o risco 

para o desenvolvimento do AVC, tais como a doença arteriosclerótica e artrite reumatoide 

(DHILLON; LIANG, 2015; MUIR et al., 2007).  

No contexto da AF, o comprometimento das artérias cerebrais está primordialmente 

associado à inflamação crônica, hemólise e a anemia (FLANAGAN et al., 2011; WEBB e 

KWIATKOWSKI, 2013). Além disso, o AVC em indivíduos com AF vem sendo associado ao 

aumento da viscosidade sanguínea (WEBB e KWIATKOWSKI, 2013). As condições vasculares 

iniciais para o desenvolvimento do AVC na AF estão associadas à aderência de reticulócitos ao 

endotélio vascular, o que resulta em danos às células endoteliais, promovendo a sua ativação. Tal 

fenômeno estimula o recrutamento de mediadores inflamatórios e de plaquetas, gerando um 

quadro de obstrução aguda vascular (ADAMS, 2007; WEBB e KWIATKOWSKI, 2013). 

Indivíduos com AF que desenvolveram o AVC possuem dosagens elevadas de integrinas, 

E-selectinas, moléculas de adesão solúveis, moléculas pró-coagulantes, fator de von-Willebrand, 

membros das imunoglobulinas, fibrinogênio e trombina (FRENETTE, 2002). Dados da literatura 

apontam para a relação íntima entre a anemia hemolítica e o AVC, onde já ficou demonstrado o 

aumento na velocidade do fluxo sanguíneo cerebral em indivíduos que apresentam quadro grave 

de anemia hemolítica, pois esses indivíduos manifestam complicações trombóticas, tais como o 

tromboembolismo in situ, trombose pulmonar e AVC (ATAGA, 2009). 

Além disso, já foi evidenciado que indivíduos com AF apresentam o quadro inflamatório 

crônico, evidenciado pela leucocitose. A contagem elevada de leucócitos já foi demonstrada por 
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estar associada ao aumento da mortalidade, bem como ao aumento da ocorrência de STA e do 

AVC (CONRAN e BELCHER, 2018). Estudos realizados in vivo e em ex vivo apontaram que 

citocinas inflamatórias desempenham papel crucial no desenvolvimento do AVC isquêmico 

(MUNRO; POBER; COTRAN, 1989; TONG et al., 2013). A inflamação crônica e a ativação do 

sistema imune inato vêm sendo diretamente associadas ao desenvolvimento do AVC isquêmico 

(J.; J., 2003; JIN; YANG; LI, 2010; TONG et al., 2013). Assim, a inflamação tem sido 

considerada um mecanismo essencial para possíveis intervenções terapêuticas no contexto do 

AVC, devido ao seu papel no desencadeamento das mudanças vasculares que culminam na 

ocorrência desta manifestação clínica (MUIR et al., 2007).  

As consequências do AVC para o indivíduo são imprevisíveis e irão depender do grau de 

comprometimento dos vasos, bem como da velocidade da intervenção médica no momento da 

obstrução ou rompimento do vaso sanguíneo. Trata-se de uma condição clínica que eleva a 

morbidade e mortalidade em indivíduos com AF, acometendo cerca de 10% dos pacientes 

(ADAMS, 2005; WEBB e KWIATKOWSKI, 2013). 

 O Doppler Transcraniano (DTC) é um método não invasivo que utiliza o ultrassom para 

mensurar o fluxo sanguíneo em artérias cranianas pertencentes ao polígono de Willis, indicando 

alterações na dinâmica vascular cerebral (NEWELL e AASLID, 1992). A velocidade do fluxo 

sanguíneo medida através do DTC indica alterações no diâmetro arterial, onde o aumento da 

velocidade está diretamente relacionada à presença de estenose cerebral (WEBB e 

KWIATKOWSKI, 2013). A terapia de transfusão crônica é um método que vem sendo utilizado 

para prevenir a ocorrência do AVC, bem como diminuir o risco do segundo evento nos 

indivíduos que já desenvolveram essa patologia (WEBB e KWIATKOWSKI, 2013). A 

transfusão sanguínea crônica vem se mostrando efetiva na prevenção do AVC, pois esta 

terapêutica diminui os níveis de hemoglobina livre no plasma e a hemólise (ADAMS, 2007; 

KATO et al., 2007), além de reduzir os níveis de lactato desidrogenase (LDH), um marcador 

importante de hemólise intravascular, o qual vem sendo associado ao aumento das velocidades do 

DTC, sendo considerado atualmente um marcador de risco para o AVC na AF (WEBB e 

KWIATKOWSKI, 2013). 
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1.3 INFLAMAÇÃO CRÔNICA NA ANEMIA FALCIFORME 

 

A inflamação crônica é um fenômeno frequentemente descrito em pacientes com AF e a 

expressão crônica de moléculas inflamatórias está diretamente associada à vaso-oclusão e à 

hemólise intravascular (CONRAN e BELCHER, 2018). Os processos inflamatórios crônicos 

estão intimamente relacionados a diversas complicações clínicas, incluindo a auto-

esplenomegalia, STA, hipertensão pulmonar, úlceras, nefropatia e o AVC (BALLAS e 

LUSARDI, 2005; NATH e HEBBEL, 2015). Diversos estudos têm demonstrado que a hemólise 

é um dos fenômenos que contribui significativamente para o desencadeamento da inflamação 

crônica na AF. Trata-se de um fenômeno recorrente em indivíduos com AF, estima-se que 

aproximadamente 30% dos eventos hemolíticos aconteçam no lúmen vascular (GUARDA et al., 

2017). Os danos sofridos pela membrana dos eritrócitos nos episódios de falcização tornam o 

envoltório celular rígido, diminuindo sua capacidade deformatória, o que reduz o seu tempo de 

vida, gerando o rompimento anormal das hemácias no lúmen vascular (CONRAN e BELCHER, 

2018).  

A liberação do heme como consequência da oxidação da hemoglobina livre, na hemólise 

intravascular, contribui para o desencadeamento de uma resposta inflamatória, além de promover 

lesões no endotélio vascular (GHOSH et al., 2013). O heme tem sido considerado um mediador 

inflamatório importante, uma vez que esta molécula é capaz de ativar o sistema imune inato, 

através da via do receptor do tipo Toll (TLR), o TLR4, em monócitos e células endoteliais, 

podendo induzir a produção do fator de necrose tumoral (TNF) (BELCHER et al., 2014; 

FIGUEIREDO et al., 2007).  

Outro processo fundamental associado ao poder inflamatório da hemólise está relacionado 

à depleção do óxido nítrico (NO), um radical livre produzido enzimaticamente pela enzima óxido 

nítrico sintetase (NOs), durante a conversão da arginina em citrulina (KATO, et al., 2017). 

Durante a hemólise intravascular, ocorre a liberação da arginase, o que irá provocar a diminuição 

das concentrações de L-arginina, o substrato para a produção de NO (BELISÁRIO et al., 2018). 

Além disso, a hemoglobina livre interage com o NO, produzindo meta-hemoglobina e nitrato, 

contribuindo para a depleção do NO (HABARA e STEINBERG, 2016). Assim, os sucessivos 

eventos de hemólise provocam a depleção nos níveis de NO, provocando alterações vasculares 
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importantes no indivíduo com AF. Além do seu papel na vaso-dilatação, o NO possui papel 

fundamental como molécula anti-inflamatória, pois esse radical livre reduz a ativação leucocitária 

e as interações leucócito-endotélio, além de diminuir a migração de leucócitos para o interior dos 

tecidos (CONRAN e BELCHER, 2018). Ademais, o NO é capaz de inibir a agregação 

plaquetária, além de atuar na liberação de citocinas anti-inflamatórias. Assim, a depleção do NO, 

possui efeitos inflamatórios significativos, sendo considerado fenômeno importante que associa a 

hemólise intravascular ao desencadeamento de processos inflamatórios na AF. Além disso, 

eritrócitos falciformes hemolisados liberam outras moléculas capazes de estimular processos 

inflamatórios, tais como a adenosina tri-fosfato (ATP) (SIKORA et al., 2014) e os padrões 

moleculares associados a danos (DAMPs) (CONRAN e BELCHER, 2018).  

Os DAMPS liberados pelos eritrócitos contribuem para a promoção e propagação do 

estado inflamatório, além de contribuírem para o aumento do estresse oxidativo (KATO, et al., 

2017). Os DAMPs decorrentes da hemólise intravascular são capazes de ativar o sistema imune 

inato, contribuindo para exacerbar o quadro inflamatório encontrado em pacientes com AF 

(KATO, et al., 2017). O heme e a hemoglobina livres, bem como a liberação do ATP na hemólise 

contribuem para a ativação plaquetária, aumentando o estado inflamatório e contribuindo para a 

vasculopatia presente nesses indivíduos (CARDENES et al., 2014). A hemólise intravascular é 

um mecanismo patológico que possui diversas consequências para o indivíduo com AF, pois 

além de gerar o quadro anêmico grave, contribui para o estabelecimento da inflamação crônica e 

gera condições que irão contribuir para a ocorrência dos processos vaso-oclusivos característico 

dessa patologia (GUARDA et al., 2017).  

A adesão de eritrócitos ao endotélio vascular é um dos mecanismos essenciais para a 

manutenção do perfil inflamatório exacerbado em indivíduos com AF (CONRAN e BELCHER, 

2018). Sabe-se que os eritrócitos falciformes apresentam alterações em sua membrana celular, 

fazendo com que essas hemácias sejam mais aderentes ao endotélio vascular (CONRAN e 

BELCHER, 2018; MAKIS, et al., 2000). A membrana de eritrócitos de indivíduos com AF 

possui expressão maior de moléculas de adesão do que hemácias de indivíduos normais 

(WAUTIER e WAUTIER, 2013). Dados da literatura demonstraram que existe correlação 

positiva entre a aderência de eritrócitos ao endotélio vascular e a gravidade das manifestações 

clinicas na AF, evidenciando que o fenômeno da vaso-oclusão é essencial para a ocorrência do 

estado mais grave da doença (MAKIS, et al., 2000). Assim, diversos mecanismos patológicos 
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contribuem para a manutenção do estado inflamatório crônico em indivíduos com AF. A Figura 1 

mostra o papel dos fenômenos hemolíticos, da lesão endotelial e dos processos inflamatórios na 

ocorrência da vaso-oclusão na AF.  O processo inflamatório em indivíduos com AF é um 

fenômeno que desencadeia diversas manifestações clínicas e vem sendo considerado um 

mecanismo importante para intervenções terapêuticas. 

 

 

Figura 1. Representação gráfica do fenômeno vaso-oclusivo presente na doença falciforme, mostrando a participação 

de leucócitos, plaquetas, reticulócitos, hemácias normais e falcizadas e células endoteliais. Fonte: adaptada de 

(KATO et al., 2017) 

 

 

 

1.4 CITOCINAS PRÓ INFLAMATORIAS 

 

Uma das consequências da anemia hemolítica crônica é o aumento da contagem de 

reticulócitos na circulação sanguínea (KATO, et al., 2007). A membrana dos reticulócitos 

apresenta expressão particular de moléculas envolvidas na adesão celular, o que torna essas 

células mais aderentes ao endotélio vascular (KATO, et al., 2007). A integrina α4 β1, presente na 

membrana dos reticulócitos, irá se ligar à fibronectina e à molécula de adesão vascular 1 

(VCAM-1) (do inglês vascular cell adhesion protein 1) expressas na superfície de células 

endoteliais (PATHARE et al., 2003).  
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Estudos sugerem que as citocinas, produzidas nos sítios de inflamação, agem como 

gatilhos para a adesão celular de reticulócitos, pois essas interações celulares são fortalecidas pela 

ativação de células endoteliais, que ocorre devido a ação de moléculas, como o TNF e as 

interleucinas (IL) 1 e 8 (IL-1 e IL-8)(KEIKHAEI et al., 2013; MAKIS; HATZIMICHAEL; 

BOURANTAS, 2000; PATHARE et al., 2004). Além disso, estudos demonstraram que a 

expressão de VCAM-1 na superfície de células endoteliais é induzida pela ação de citocinas pró-

inflamatórias, como o TNF e a interleucina 1 beta (IL-1β), produzidas por monócitos ativados 

(BELCHER et al., 2000; PATHARE et al., 2003). Um estudo realizado por Belcher e 

colaboradores mostrou que o bloqueio da atividade da IL-1β e do TNF reduz a expressão de 

moléculas de adesão celular, como a E-selectina e VCAM-1, evidenciando a íntima relação entre 

os processos inflamatórios e fenômenos vaso-oclusivos na AF (BELCHER et al., 2000).   

 O TNF é uma citocina de ação pleiotrópica, produzida predominantemente por 

macrófagos ativados e linfócitos T, o qual poderá ser expresso na membrana celular ou poderá 

ser liberada, apresentando-se em sua forma solúvel (BRADLEY, 2008). As concentrações de 

TNF são elevadas em condições infecciosas e inflamatórias, tanto agudas quanto crônicas. 

Embora os principais produtores de TNF sejam macrófagos e linfócitos T, diversos outros tipos 

celulares podem produzir esta citocina, como os mastócitos, células NK (natural killer), 

neurtófilos, células endoteliais, células de tecido muscular liso, fibroblastos e osteoclastos 

(BRADLEY, 2008). As propriedades pró-inflamatórias do TNF podem ser explicadas 

principalmente com base no seu efeito no endotélio vascular e nas interações entre leucócitos e as 

células endoteliais. As células do endotélio, em resposta à ação do TNF, expressam moléculas de 

adesão celular, como a E-selectina, a molécula de adesão intracelular 1 (ICAM-1) e VCAM-1 

(BELCHER et al., 2000). Além disso, o TNF participa da indução da trombose intravascular, 

induzindo a expressão de proteínas pró-coagulantes, como o fator tecidual, e diminuindo a 

produção da proteína anti-coagulante trombomodulina. Estudos anteriores apontam para a relação 

entre os níveis plasmáticos de TNF e a ocorrência do AVCi, onde dosagens da citocina foram 

encontradas mais elevadas em pacientes do que nos indivíduos saudáveis (BOKHARI et al., 

2014; WELSH et al., 2008). 

A IL-1β é uma citocina que possui efeitos pró-inflamatórios de estímulos locais e 

sistêmicos. Possui a função associada a mecanismos inflamatórios crônicos e infecciosos agudos, 

promovendo o recrutamento de células inflamatórias para os sítios de infecção através da indução 
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da expressão de moléculas de adesão em células endoteliais e através da liberação de quimiocinas 

(GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010). Sua produção ocorre em monócitos e macrófagos e 

com menos frequência em outros tipos celulares, tais como neutrófilos, células endoteliais, 

células do epitélio, linfócitos, células do musculo liso e fibroblastos (GABAY; LAMACCHIA; 

PALMER, 2010; LOPEZ-CASTEJON e BROUGH, 2011). Os efeitos inflamatórios sistêmicos 

da IL-1β desencadeiam a hipotensão, febre, neutrofilia, trombocitose e a produção de proteínas 

de fase aguda (GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010). Além disso, a IL-1β está associada à 

regulação da imunidade adaptativa, através da indução da diferenciação de linfócitos Th17 e da 

produção de IL-17 em camundongos e humanos (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007; CHUNG 

et al., 2009). Estudos realizados em modelos animais mostraram que a IL-1β possui papel 

essencial na regulação do fluxo sanguíneo em casos de isquemia cerebral, além de atuar na 

ativação de células endoteliais do cérebro, estimulando-as a produzir moléculas de adesão e 

quimiocinas, contribuindo para o recrutamento de células inflamatórias (ASARE et al., 2010). 

O interferon gama (γ) (IFN-γ) é uma citocina produzida principalmente por células T e 

células NK (BILLIAU; MATTHYS, 2009; SCHRODER et al., 2004) e, em menor frequência, 

por células B, macrófagos e células dendríticas (MEYER, 2009). O IFN-γ possui efeito na 

regulação da expressão de moléculas de adesão e de quimiocinas, interferindo no deslocamento 

de populações de células do sistema imune para os locais de inflamação (SANVITO et al., 2010). 

Esta citocina possui efeito na especialização de células T naive, atuando, em conjunto com a IL-

12, na diferenciação em linfócitos do tipo Th1 (SANVITO et al., 2010) e possui efeito inibidor na 

diferenciação de células do tipo Th2. Sua ação pró-inflamatória também está associada à 

estimulação da produção de outros mediadores inflamatórios, como TNF e o NO em macrófagos 

(SANVITO et al., 2010). A liberação de IFN-γ por linfócitos T e células NK ocorre em resposta à 

ação de citocinas como a IL-12 e IL-18 (SCHRODER et al., 2004). Embora o IFN-γ esteja 

intimamente relacionado à resposta imunológica em condições infecciosas, estudos tem mostrado 

que essa citocina possui uma função associada a processos inflamatórios crônicos e autoimunes, 

como já fora descrito em doenças como a artrite reumatoide (LEE et al., 2017) e o lúpus 

(MEYER, 2009).  

A interleucina 4 (IL-4) é uma citocina produzida em linfócitos T-CD4, mastócitos, 

eosinófilos e basófilos. Atua diretamente nos linfócitos T, B, em células NK e em células 

endoteliais (GADANI et al., 2012). Possui efeito na diferenciação de linfócitos B, induzindo-os a 



25 

produzir imonuglobulinas G e E, os quais irão atuar nas respostas alérgicas e anti-helmínticas 

(GADANI et al., 2012). Suas propriedades anti-inflamatórias estão associadas à sua atuação em 

macrófagos ativados, onde reduz os efeitos das citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, TNF, IL-

6 e IL-8, além de inibir a produção de radicais livres de oxigênio. Embora os mecanismos pelos 

quais a IL-4 atua em resposta aos processos inflamatórios na AF permaneçam pouco elucidados, 

estudos já demonstraram o aumento na expressão dessa citocina em indivíduos em estado estável 

(MAKIS; HATZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000). Estudos têm mostrado que as alterações nas 

respostas anti-inflamatórias podem ter efeito significativo nos processos inflamatórios ocorridos 

no AVC isquêmico. 

 

1.5 FATORES GENÉTICOS E PREDISPOSIÇÃO AO AVC 

 

Embora a etiologia do AVC na AF ainda permaneça pouco conhecida, estudos prévios 

realizados em irmãos indicam a predisposição genética para o desenvolvimento desta 

manifestação clínica (DRISCOLL et al., 2003; WEBB e KWIATKOWSKI, 2013). Possíveis 

genes candidatos têm sido associados ao risco do desenvolvimento do AVC, tais como genes 

envolvidos em processos inflamatórios, metabolismo lipídico, regulação da pressão sanguínea, 

lesão endotelial e trombose (HOPPE et al., 2007). Estudos anteriores têm sugerido que alterações 

na expressão do gene do TNF podem ter impacto direto na predisposição ao AVC em crianças 

com doença falciforme (DF), devido à sua participação na inflamação vascular, marcada pela 

ativação endotelial e de monócitos (BELISÁRIO et al., 2018; HOPPE et al., 2007). Além disso, a 

expressão elevada do TNF tem sido associada a outras condições inflamatórias, como a artrite 

reumatoide e a sepse (HAJEER e HUTCHINSON, 2001; HOPPE et al., 2007).  

O polimorfismo -308G/A na região promotora do gene do TNF (rs1800629) é conhecido 

por alterar a expressão desta molécula, o que pode influenciar na resposta inflamatória do 

paciente. O efeito da presença do polimorfismo TNF -308G>A é variável entre as populações, 

indicando a necessidade de se replicar à análise desta mutação em diferentes modelos 

populacionais (BELISÁRIO et al., 2018; HOPPE et al., 2007). O gene da IL4 está localizado no 

braço longo do cromossomo 5 (q23-31), com localização próxima a genes de citocinas associadas 

a respostas do tipo Th2 em processos alérgicos, tais como a IL-5 e IL-13. O polimorfismo IL4 -
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590C/T tem sido associado a doenças de caráter inflamatório crônico, como a artrite reumatoide e 

lúpus (HUSSEIN et al., 2013; PARK et al., 2017). A presença do polimorfismo de nucleotídeo 

único (SNP) (single nucleotide polymorpism) tem sido associada à diminuição dos níveis 

plasmáticos da IL-4 (MORENO et al., 2007). Estudos têm sugerido que a presença do 

polimorfismo IL4 -590C/T está diretamente associada à gravidade da doença, na artrite 

reumatoide, indicando o papel desta citocina na redução dos processos inflamatórios crônicos 

característicos da patologia (MORENO et al., 2007; HUSSEIN et al., 2013; LI et al., 2014).  

A presença do polimorfismo intrônico na posição +3954 C>T no gene da IL1B 

(rs1143634) pode trazer consequências funcionais para a expressão do gene, interferindo na 

resposta do indivíduo a condições inflamatórias. Dados da literatura apontam para a associação 

entre a presença do polimorfismo e o aumento na susceptibilidade e na gravidade das respostas 

inflamatórias crônicas em diversas condições clínicas. Estudos feitos em pacientes com artrite 

reumatoide evidenciaram o aumento na gravidade da doença associada à presença do alelo 

variante para o polimorfismo IL1B +3954 C>T (BUCHS et al., 2001). Outros estudos apontaram 

para a associação entre a presença da mutação e o aumento da susceptibilidade à úlcera duodenal 

e periodontite (GALBRAITH et al., 1999; GARCIA-GONZALEZ et al., 2001), indicando que a 

presença do SNP pode exacerbar a resposta inflamatória nessas condições patológicas. 

 No contexto da AF, estudos já demonstraram que as concentrações plasmáticas da IL-1β 

estão elevadas em indivíduos em crise (ASARE et al., 2010; CARVALHO et al., 2018; 

PATHARE et al., 2004; QARI; DIER; MOUSA, 2012), indicando a importância de se averiguar 

outras possíveis condições que podem exacerbar a síntese dessa citocina e as consequências dessa 

hiperexpressão nas manifestações clínicas decorrentes de respostas inflamatórias. O 

polimorfismo no gene do IFNG na posição +874 T>A, onde ocorre a substituição de adenina por 

timina, tem sido associado ao aumento da expressão desta citocina. Dados da literatura apontam 

que o alelo T está associado ao aumento da expressão da molécula, enquanto o alelo A está 

associado a redução nos níveis plasmáticos (PRAVICA et al., 2000). 

Embora muitos estudos associem a presença de polimorfismos à ocorrência do AVC, os 

mecanismos pelos quais tais variáveis genéticas estão associadas a esta manifestação clínica 

ainda permanecem desconhecidos. A influência de tais mutações na expressão das citocinas varia 

de acordo com as populações (HAJEER; HUTCHINSON, 2001; LIBREGTS et al., 2011). 

Estudos desenvolvidos em diferentes grupos populacionais apontam para resultados divergentes, 
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indicando que os polimorfismos podem exacerbar ou diminuir a síntese das citocinas (HOPPE et 

al., 2001). Devido à complexidade dos mecanismos que podem culminar no desenvolvimento do 

AVC, é importante considerar que diversos genes possam contribuir para a ocorrência dessa 

manifestação clínica, o que evidencia a necessidade de se pesquisar tais alterações genéticas em 

conjunto, investigando como esses polimorfismos podem, de forma sinérgica, estar contribuindo 

para desencadear os eventos que precedem a oclusão das artérias cerebrais em indivíduos com 

AF.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Os dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal apontam que no Brasil ocorre o 

nascimento de cerca de 3.500 crianças por ano com AF ou 1/1.000 nascidos vivos e 200 mil 

portadores do traço falciforme (BRASIL, 2009). O estado da Bahia apresenta a maior frequência 

brasileira para a HbS, tendo sido encontrada a frequência de 14,7% do genótipo AS (HbAS) em 

1.200 crianças em idade escolar (AZEVEDO et al., 1980), variando de acordo com o grupo 

populacional estudado. Adorno e colaboradores (2005), ao estudarem recém-nascidos em 

Salvador-Bahia, descreveram a frequência de 9,8% para indivíduos HbAS e a prevalência de 

0,9% para aqueles com hemoglobinopatia SC (HbSC) e 0,2% para aqueles com AF. Os dados da 

triagem neonatal no estado da Bahia mostram a prevalência de DF na razão de 1:650 nascidos 

vivos (BRASIL, 2009). 

A evolução da AF é marcada por um amplo espectro de complicações clínicas, que 

atingem a maioria dos órgãos e aparelhos. Algumas dessas complicações não reduzem a 

expectativa de vida do paciente, embora possam comprometer consideravelmente a qualidade de 

vida, tais como: úlceras de pernas, retinopatia, osteonecrose (especialmente da cabeça do fêmur) 

e cálculos biliares. Outras alterações, no entanto, comprometem diretamente a função de órgãos 

vitais e estão diretamente associadas a risco de vida. Como a STA, a insuficiência renal e o AVC 

(ILESANMI, 2010).  

O AVC, previamente definido como uma síndrome neurológica aguda secundária a 

oclusão de uma artéria ou hemorragia, com isquemia, sintomas e sinais neurológicos (BALLAS 

et al., 2009), é uma complicação grave, de consequências debilitantes. Dados da literatura têm 

demonstrado que o AVC acomete 11% dos pacientes com AF (ADAMS, 2005). A visão mais 

holística mais recente da AF analisa a hemácia e suas anormalidades em contexto mais amplo, 

avaliando a forma com que os eritrócitos interagem, estimulam e geram danos ao endotélio 

vascular, aos tecidos e às células adjacentes. Assim, os tecidos não estão apenas em hipóxia, 

como também estão expostos à ação de mediadores inflamatórios (PLATT, 2000). 

  As citocinas são mediadores inflamatórios que participam na comunicação celular 

atuando em vias pró e anti-inflamatórias.  A expressão de tais moléculas pode sofrer influência de 

variáveis genéticas, as quais podem exacerbar ou diminuir sua síntese. Alteração nos níveis de 

expressão das citocinas podem ter efeito direto na resposta inflamatória do indivíduo, podendo 
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assim contribuir para a ocorrência do AVC. Desta forma, a investigação do perfil de citocinas em 

pacientes com AF pode contribuir para a elucidação dos mecanismos pelos quais essas moléculas 

influenciam no quadro clínico do paciente, podendo também contribuir para o desenvolvimento 

de futuros alvos terapêuticos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Investigar polimorfismos em genes de moléculas inflamatórias associando-os as 

características laboratoriais apresentadas por indivíduos com AF que desenvolveram eventos de 

AVC. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Investigar os perfis hematológico, bioquímico e imunológico em indivíduos com AF com 

e sem AVC prévio; 

• Investigar a presença dos polimorfismos nos genes da interleucina 4 (IL4), do fator de 

necrose tumoral (TNF), da interleucina 1-beta (IL1B) e do interferon-gama (IFNG) em 

indivíduos com AF com e sem AVC prévio;  

• Avaliar quantitativamente a presença das citocinas IL-1β, IL-8, IL-6, IL-12 e TNF, 

associando-as aos perfis laboratoriais e genéticos nos indivíduos com AF com e sem AVC 

prévio investigados.  
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4 MANUSCRITO 

 

Título: Associations between polymorphisms in cytokine genes and laboratory parameters in 

sickle cell anemia children with stroke 

 

Autores: Luciana M Fiuza, Caroline C da Guarda, Rayra P Santiago, Setondji Cocou Modeste 

Alexandre Yahouedehou, Corynne S Adanho, Antonio Mateus J Oliveira, Camylla V B 

Figueiredo, Suellen P Carvalho, Rodrigo M Oliveira, Cleverson A Fonseca, Milena M Aleluia, 

Isa M Lyra, Valma M L Nascimento, Larissa C Rocha, Marilda S Gonçalves. 

 

Situação: A ser submetido  

 

Objetivo: (referente aos três objetivos específicos da dissertação): 

• Investigar os perfis hematológico, bioquímico e imunológico em indivíduos com AF com 

e sem AVC prévio; 

• Investigar a presença dos polimorfismos nos genes da interleucina 4 (IL4), do fator de 

necrose tumoral (TNF), da interleucina 1-beta (IL1B) e do interferon-gama (IFNG) em 

indivíduos com AF com e sem AVC prévio; 

• Avaliar quantitativamente a presença das citocinas IL-1β, IL-8, IL-6, IL-12 e TNF, 

associando-as aos perfis laboratoriais e genéticos nos indivíduos com AF com e sem AVC 

prévio investigados.  

 

Principais resultados: Quando comparamos os parâmetros laboratoriais entre os indivíduos com 

história prévia de AVC e o grupo controle, identificamos que os indivíduos com história previa 

de AVC apresentaram contagem elevada de reticulócitos e níveis diminuídos de albumina, 

proteínas totais e ácido úrico em relação ao grupo controle. Na análise genética, identificamos 

que o alelo A do gene TNF foi associado à ocorrência de AVC, esse dado ainda foi corroborado 

através de análise multivariada que encontrou a mesma associação. O polimorfismo no gene IL4 

foi associado à contagem de linfócitos e plaquetas e aos níveis de plaquetócrito e bilirrubina 

direta. Analisando os polimorfismos nos indivíduos com AVC prévio, nós identificamos que a 

presença do alelo T do polimorfismo no gene da IL4 foi associado aos níveis de VCM, HCM, 
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RDW, LDL, AST e bilirrubina total. Além disso, os indivíduos com o alelo T ainda apresentaram 

níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias, como IL-12, IL-1β e IL-8, indicando a associação 

desse SNP a um estado pró-inflamatório da AF. Nossos resultados sugerem que a hemólise a 

inflamação podem estar associados a ocorrência de AVC na população com AF. 
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Abstract 

Individuals with sickle cell anemia (SCA) exhibit a wide range of clinical manifestations, such as 

vaso-occlusion, infection and stroke. Stroke is a common neurologic complication in SCA, and 

has been associated with chronic inflammation, hemolysis, and anemia. Single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) in genes of inflammatory cytokines have been associated with increased 

risk of stroke. The aim of this study was associate the presence of SNPs in genes of inflammatory 

cytokines and the occurrence of primary stroke in children with SCA. A cross-sectional study 

was developed, including 25 SCA children, who had stroke and 63 SCA children who never had 

a stroke event, composing the control group. We evaluated biochemical and hematological 

parameters of all individuals. In addition, the presence of the SNPs in the tumor necrosis factor 

(TNF) -308 G>A, interleukin-4 (IL4) -590 C>T, interferon gamma (IFNG) +874 T>A and 

interleukin-1 beta (IL1B) +3954 C>T genes were investigated in both group. When the laboratory 

parameters were evaluated we found increased reticulocyte count and decreased albumin, total 

proteins and uric acid levels in relation to control group. In the genetic analysis, we found a 

significate association between the presence of A allele of TNF gene and the occurrence of 

stroke. Our multivariate analysis reinforced the association of polymorphism in TNF gene with 

the occurrence of stroke. The polymorphism in IL4 gene was associated to laboratorial 

parameters, such lymphocyte and platelets count, total proteins and direct bilirubin. Analyzing 

the polymorphisms in the stroke group, we found a significant association between the presence 

of T allele in IL-4 gene and some laboratorial parameters, such MCV, MCH, RDW, LDL-C, AST 

and total bilirubin. In addition, individuals with T allele showed a higher level of pro-

inflammatory cytokines, such IL-12, IL-1β and IL-8, indicating that the presence of this SNP is 

associated with a pro-inflammatory state. Altogether, our findings corroborate hemolysis and 

inflammation as the underlying pathophysiological mechanisms associated with the occurrence of 

stroke in SCA individuals. 
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INTRODUCTION 

Individuals with sickle cell anemia (SCA), the most severe form of sickle cell disease 

(SCD) present a wide range of clinical manifestations, such as priapism, leg ulcer, acute chest 

pain, pulmonary hypertension, osteonecrosis, pain crisis and stroke (BELCHER et al., 2000; 

KATO et al., 2007). Theses clinical manifestations may be influenced by several factors, such as 

other genetic variables, environment, social and economic conditions (LYRA et al., 2005). 

Stroke is a multifactorial neurologic complication and has been considered one of the 

most severe clinical complications in SCA and a common cause of morbidity and mortality in 

SCA, affecting about 11% of patients (DRISCOLL et al., 2003; KWIATKOWSKI et al., 2003). 

Obstruction of the cerebral arteries in SCA is associated with chronic inflammation, hemolysis, 

and anemia (FLANAGAN et al., 2011; WEBB; KWIATKOWSKI, 2013). Epidemiological 

analysis and studies with twins, siblings and animals have shown a genetic influence on 

predisposition to stroke in the general population (HOPPE et al., 2004). Several genes have been 

investigated for stroke risk in SCA, like genes involved in endothelial injury, thrombosis and 

inflammation (HOPPE et al., 2007).  

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been described associated with increased 

risk of stroke, like mutations in cytokines genes, such tumor necrosis factor (TNF), interleukin 

(IL) IL1B, IL4 and interferon gamma (IFNG) (HOPPE et al., 2007). These mutations are known 

for being associated with other chronic inflammatory pathologies and may be associated with 

stroke in SCA (AL-MOHAYA et al., 2016; BOZZI et al., 2009; BUCHS et al., 2001; GARCIA-

GONZALEZ et al., 2001; HUIZINGA et al., 1997; HUSSEIN et al., 2013; KARAHAN et al., 

2005; KUBOTA et al., 1998; PAWLIK et al., 2005; PRAVICA et al., 2000; TINDALL et al., 

2010). 

SCA is a complex pathological condition and stroke is one of the most serious clinical 

manifestations. Due to its complexity and the fact that it is multifactorial, the factors that lead to 

stroke are difficult to investigate. In SCA, chronic inflammation is considered a major factor in 

stroke, because of this is essential to analyze changes in the inflammatory profile of individuals. 

Thus, the aim of this study was associate the presence of SNPs in genes of inflammatory 

cytokines and the occurrence of primary stroke in children with SCA. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Subjects 

A cross-sectional study including 66 unrelated SCA children was developed. Of these, 24 

subjects had a previous stroke event, including as cases with an average age of 13.29  4.50 

years, whom 14 (56.0 %) were female and 42 SCA children who never had a stroke, composing 

the control group with an average age of 14.64  3.70 years, whom 17 (27.0 %) were female. The 

subjects were selected from the Hematology and Hemotherapy Foundation of Bahia State 

(HEMOBA). Since all individuals were under 18 years, their legal guardians signed the consent 

form. Samples were collected during the period from 2016 to 2017. Clinical data and 

demographic data were collected from the patients’ medical records. The use of hydroxyurea was 

questioned in order to evaluate if the use of the drug would interfere with the parameters 

investigated. All individuals with infectious diseases, hemoglobin profiles not compatible with 

SCA, and inflammatory episodes during the study were excluded. As part of the treatment to 

avoid a secondary stroke, the individuals involved in the research, in the case group, were 

transfused from blood components. The study was approved by Institutional Research Board, 

(protocol number: 1400535) and was conducted in compliance with the ethical principles 

established by the revised Declaration of Helsinki. All parents or guardians provided written 

informed consent followed by the children.  

 

Hematological and biochemical data  

Blood samples were collected at the time of enrollment. Hematological parameters were 

evaluated using a Beckman Coulter LH 780 Hematology Analyzer (Beckman Coulter, Brea, 

California, USA) and blood smears were stained with Wright’s stain and examined by light 

optical microscopy. Reticulocytes were counted after staining supravitally with brilliant cresyl 

blue dye. Hemoglobin patterns were confirmed by high-performance liquid chromatography 

employing an HPLC/Variant-II hemoglobin testing system (Bio-Rad, Hercules, California, USA).  

Biochemical determinations, including lipid profile, total bilirubin and fractions and 

lactate dehydrogenase were determined in serum samples using an automated A25 chemistry 

analyzer (Biosystems S.A, Barcelona, Catalunya, Spain). C-reactive protein (CRP) and alpha-1 
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antitrypsin (AAT) levels were measured using IMMAGE® Immunochemistry System (Beckman 

Coulter Inc., Pasadena, California, USA). Laboratory parameters were analyzed at the Clinical 

Analyses Laboratory of the College of Pharmaceutical Sciences (Universidade Federal da Bahia). 

Genetic analysis 

About 200uL of peripheral blood was used to extract the genomic DNA from leukocytes 

using the QIAamp DNA Blood Kit (QIAGEN, USA), according to the laboratory's 

recommendations. The concentration and the quality of the isolated DNA were evaluated by 

NanoDrop ND-1000 (ISOGEN LIFE SCIENCE, De Meem, The Netherlands).  

The TNF -308 G>A (rs1800629), IL1B +3954 C>T (rs1143634) and IL4 -590 C>T 

(rs2243250) gene polymorphisms were investigated by polymerase chain reaction (PCR) and 

restriction fragment length polymorphisms (RFLP) techniques. The regions of interest were 

amplified by polymerase chain reaction (PCR) using the following primers: 5'-

CCTCCCTGCTGCTCCGA-3' and 5' -AGGCAATAGGTTTTGAGGG-3', for TNF gene; 5'-

TAAACTTGGGGAGAACATGGT-3' and 5'TGGGGAAAAGATAGAGTAATA-3', for IL4 

polymorphism and 5'-GTTGTCATCAGACTTTGACC-3' and 5'-

TTCAGTTCATATGGACCAGA-3 for IL1B gene. The IFNG +874 T>A gene was investigated 

by the allele specific PCR, using two sense primers; 5'-TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-

3' (primer A) and 5'-TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-3' (primer T), and one antisense 

common primer 5'-TCAACAAAGCTGATACTCCA-3'.  

 

Cytokines level measurements 

IL-1β, IL-8, IL-6, IL-12 and TNF plasma concentrations were investigated through 

particle-based immunoassay using the BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human 

Inflammation Kit (BD Bioscience, San Jose, CA, USA), according to the manufacturer's 

protocol. The bead population was obtained in a BD FACSArray™ bioanalyzer (BD Bioscience, 

San Jose, CA, USA) and the Software FlowJo, LLC (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) was 

used to analyze the data. 

 

Statistics analysis 

 

https://www.snpedia.com/index.php/Rs1800629
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The statistical analysis was performed using the Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS) v. 20.0 software (IBM, Armonk, New York, USA) and GraphPad Prism version 

6.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). P values <0.05 were considered 

significant. The ANOVA, Kruskal Wallis, χ2 and Fisher Exact test were used. Multivariate 

binary logistic regression analysis was performed to investigate a possible interaction of the 

presence of gene polymorphism, hematological and biochemical parameters with the stroke 

occurrence. 

The Hardy-Weinberg Equilibrium (EHW) for each SNP was calculated by the online 

program calculator at Tufts University, USA (www.tufts.edu). Those with a statistically 

significant association (p <0.05), when compared to the frequencies expected for each genotype, 

will be admitted as unbalanced. 

 

RESULTS 

Baseline characteristics 

Baseline characteristics of SCA children with previous history of stroke and the control 

group, including the mean ± standard deviation (SD) of laboratory data were shown in Table 1. 

 

Comparison of hematological and biochemical profiles between stroke and control groups 

When the hematological and biochemical laboratory profiles were compared between 

stroke and control group, we found that individuals with previous history of stroke had decreased 

albumin (p= 0.006), uric acid (p= 0.0395) and total proteins (p= 0.0087) levels as well as 

increased reticulocyte counts (p= 0.0101) (Figure 1).  

 

Genotype frequencies of polymorphisms in the TNF, IL1B, IFNG and IL4 genes 

An analysis of this sample’s genetic data revealed that the genotype frequencies of the 

polymorphisms (Table 2) in the TNF and IL1B genes are in Hardy-Weinberg Equilibrium, 

whereas in the IFNG and IL4 genes are not.  

 

Associations between polymorphisms in the TNF, IL1B, IFNG and IL4 genes and 

occurrence of stroke 
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All polymorphisms were investigated to test whether the inheritance of a variant allele 

was associated with stroke occurrence. Our analyses revealed that the presence of the 

polymorphic allele in the TNF gene was associated with the occurrence of stroke (p=0.0430).  

 

Associations between polymorphisms in the TNF, IL1B, IFNG and IL4 genes and 

laboratory parameters in SCA patients 

In case and control group, children with variant allele T of -590 C>T polymorphism in 

IL4 gene had increased lymphocyte (p=0.0152) and platelet (p=0.0203) counts in addition to PCT 

(p=0.0227), direct bilirubin (p=0.0054), IL1-β (p=0.0300), IL-8 (p=0.0167) and IL-12 (p=0.0095) 

levels (Figure 2). No statistical association was found between the presence of polymorphism in 

the TNF, IL1B, IFNG genes and the laboratory parameters evaluated in this study.  

 

Associations between polymorphisms in the TNF, IL1B, IFNG and IL4 genes and 

laboratory parameters in the stroke group 

In children with previous history of stroke, the variant allele T of -590 C>T 

polymorphism in IL4 gene had increased RDW (p=0.0105), LDL-C (p=0.0351), AST 

(p=0.0292), total bilirubin (p=0.0468) and indirect bilirubin (p=0.0351) levels as well as 

decreased MCV (p=0.0105) and MCH (p=0.0421) levels (Figure 3). No statistical association 

was found between the presence of polymorphism in the TNF, IL-1β, IFN genes and the 

laboratory parameters in the stroke group.  

 

 

Multivariate analysis 

Our multivariate analysis model (p=0.012), adjusted for age and sex, was designed to 

investigate any associations between altered genetic parameters and stroke occurrence. We found 

that variant allele of TNF polymorphism was independently associated with stroke (Table 3). 

 

DISCUSSION 

Stroke is a multifactorial clinical complication and has been considered one of the most 

severe clinical complications in SCA. Many studies have been performed to investigate possible 

risk factors for the development of stroke in SCA. Sibling-pair studies documented a genetic 
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contribution to stroke risk in SCA (DRISCOLL et al., 2003; KWIATKOWSKI et al., 2003). In 

SCA patients, studies demonstrated that specific genetic modifiers may influence the 

development of cerebrovascular disease (SEBASTIANI et al., 2009; VOETSCH et al., 2007).  

Laboratory parameters have been investigated to identify possible risk factors for stroke in 

SCA. Herein, we found a higher reticulocyte count in the stroke group in comparison to control 

group, showing a significant association with the occurrence of stroke. Classical studies in SCA 

stroke patients have demonstrated a significant association between reticulocyte counts and the 

occurrence of stroke (ADAMS et al., 1994b, 1997). In addition, several studies have confirmed 

these results (BERNAUDIN et al., 2011; PAVLAKIS et al., 2010; SILVA; GIOVANI; VIANA, 

2011), indicating that high reticulocyte count is an important factor associated with 

cerebrovascular disease. Prior analyses of the Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD) 

identified in a newborn cohort that elevated reticulocyte count have been associated with severe 

disease and an increased risk of death or stroke (MEIER; WRIGHT; MILLER, 2014). In 

response to the anemic and hemolytic state, erythropoiesis is increased; leading to reticulocytosis, 

thus, reticulocyte counts is an important marker of hemolysis (QUINN et al., 2016). Also, is 

known that chronic transfusion simultaneously reduces the hemolytic rate, reducing the risk of 

stroke (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007; LEZCANO et al., 2006).  

We also found an association between previous history of stroke and uric acid levels. 

High uric acid levels have been associated with inflammasome pathway in individuals with SCA 

(CERQUEIRA et al., 2011). In addition, children with previous history of stroke had low 

albumin and total protein levels. Previous reports have described increased total protein and 

globulin levels in individuals with SCD when compared with controls group (OZGUNES et al., 

2015; PANDEY et al., 2012). This hyperproteinemia is a result of hyperglobulinemia, which 

occurs in these SCD individuals due to erythrocyte destruction during sickling crises 

(MATTHEW et al., 2012).  

Inflammatory responses are associated with numerous complications in SCA, which are 

caused by many pathological mechanisms, such red blood cells (RBCs) microparticles (MPs) 

generation (AWOJOODU et al., 2014; CONRAN; BELCHER, 2018), intravascular hemolysis 

(CONRAN; BELCHER, 2018; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017), NO depletion (KATO; 

STEINBERG; GLADWIN, 2017), RBCs alterations and platelet activation (CONRAN; 

BELCHER, 2018). Previous study has shown that inflammation is an important pathological 
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process in the arteries of the Willis circle related with stroke occurrence (CHANG MILBAUER 

et al., 2008). Previous genetic study have found that polymorphism in the promoter region in 

TNF gene, which is a potent pro-inflammatory cytokine, was associated with risk of large vessel 

stroke in SCA children (HOPPE et al., 2001, 2007). In our population, we found a significant 

association between the presence of A allele and the stroke occurrence. Cytokines may play a 

synergistic role in inflammatory pathways, leading to development of stroke, thus, our 

multivariate analysis revealed that the polymorphism in TNF gene may be associated with stroke 

occurrence. In two recent studies, the TNF (-308) A allele was reported to be associated with 

increased risk of stroke (BELISARIO et al., 2015, 2016; HOPPE et al., 2001). In TNF gene, 

precisely, the effect of SNP in gene expression is still inconclusive. TNF -308G>A is the most 

studied polymorphism of the TNF gene, some studies have described that the TNF (−308) A 

allele is a stronger transcriptional activator in vitro increasing gene expression (AL-KHOLY et 

al., 2016; KROEGER; CARVILLE; ABRAHAM, 1997) while others could not attribute TNF 

levels to this SNP (HUIZINGA et al., 1997; KUBOTA et al., 1998).  

In our population, in case and control group, we found a higher frequency of the mutant A 

allele in IFNG gene. The +874 T>A SNP have been shown different frequencies in various 

healthy ethnic populations, indicating ethnic effects on this SNP functions (AL-MOHAYA et al., 

2016). Previous studies have demonstrated that the IFNG (+874) A allele is more frequent than 

the T allele in several populations (ALBUQUERQUE et al., 2009; EL-BENDARY et al., 2017; 

GATLIN et al., 2009; GHASEMIAN; SHAHBAZI, 2016; MAHMOUD et al., 2016; PAVLAKIS 

et al., 2010). In our study, no statistical significance was found between this polymorphism and 

the stroke occurrence.  

IL-4 is a cytokine involved in multiple biologic functions, making difficult to study its 

effects. Is well known that this cytokine have a role in the differentiation of Th2 cells, driving 

host responses in parasitic infections and allergic reactions (CHIES; NARDI, 2001; 

ZAMORANO; RIVAS; PÉREZ-G, 2003). In SCA individuals high levels of Th2 profile 

cytokines, such IL-4 and IL-10 have been documented (CHIES; NARDI, 2001). Previous study 

found an increase in the Th2 cytokines levels  in SCD steady state patients, but the real effect of 

this inflammatory molecule in SCD pathology is poorly understood (PATHARE et al., 2004; 

RAGHUPATHY et al., 2000). In our population, we found a significant association between the 

presence of the SNP -590 C>T in IL4 gene and some laboratory parameters, such lymphocyte and 
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platelets counts, platelecrit and direct bilirubin levels. In addition, we found higher levels of pro-

inflammatory cytokines, such IL-12, IL-1β and IL-8 in individuals with T allele, suggesting that 

the presence of this SNP is associated with a pro-inflammatory state.  

Regarding the stroke group, we found an association between the allele frequencies of IL4 

-590 C>T and decreased mean cell volume as well as mean corpuscular hemoglobin. The RDW, 

LDL-C, AST, total bilirubin and indirect bilirubin levels were higher in the patients with IL4 (-

590) T allele. In other chronic inflammatory conditions, such rheumatoid arthritis (RA), the T 

allele was associated to active form of RA (PAWLIK et al., 2005), suggesting that this SNP may 

contribute to the pro-inflammatory state in the disease. A previous study in patients with positive 

history of stroke showed a higher frequency of the T allele in case group (WEI et al., 2017), 

however, our findings were not statistically significant. In our population, we found an 

association between the T allele and higher levels of Th1 cytokines, indicating that this 

polymorphism may modulate the pro-inflammatory state, which may contribute to the 

development of stroke. The results of the association between the T allele and pro-inflammatory 

cytokine measurement suggest that this polymorphism may be associated with decreased IL-4 

expression. Further studies are needed to elucidate the role of the T allele in gene expression in 

this population. In different populations, the relationship between polymorphism and gene 

expression levels remains inconclusive, in individuals with RA carriers of the TT genotype 

present significantly decreased serum IL-4 secretion (BOZZI et al., 2009; HUSSEIN et al., 2013; 

TINDALL et al., 2010). Nevertheless, different studies indicate a higher expression of cytokine 

in individuals with the T allele (PARK et al., 2011; TANGTEERAWATANA et al., 2007). These 

differences can be justified by other genetic variables, the sample size and the ethnic differences 

of each population. 

Due to the reduced number of subjects, our results may be considered preliminary and 

further studies with large sample sizes could be performed in order to confirm our findings. In 

addition, the investigation of a genetic risk profile may complement other risk factors, such as 

transcranial Doppler screening velocities, yet the relevant associations found herein will be useful 

guiding further studies. The evaluation of multiple factor for early identification of at-risk SCA 

children could be more effective and lead to appropriate interventions for prevention of stroke.  
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CONCLUSION 

In SCA, chronic inflammation is considered a main factor in stroke development, so is 

relevant to analyze changes in the inflammatory profile of individuals. Our results suggest that 

TNF -308 G>A polymorphism may be contributing to development of stroke in SCA population. 

Likewise, we found an association between the presence of T allele in IL4 gene and the higher 

levels of pro-inflammatory cytokines, suggesting that this SNP may be increasing the 

inflammatory response. The explanation for genetic impact in stroke risk may be complex, as one 

should consider the ethnic interference, genetic linkages, and multifactorial characteristics of 

stroke. Nonetheless the need to evaluate the multiple factors involved in this clinical 

manifestation may contribute to early diagnosis and preventive therapeutic interventions, 

improving patients' life quality. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Association of hematological and biochemical data with occurrence of stroke in SCA 

children. Children with previous history of stroke exhibited: A) increased reticulocytes count (p-value 

obtained using Mann Whitney), B) decreased total proteins levels (p-value obtained using t test), C) 

albumin levels (p-value obtained using t test) and D) uric acid levels (p-value obtained using t test).  

 

Figure 2. Associations between hematological and biochemical parameters as well as cytokines levels 

and the presence of -590 C>T polymorphism in IL4 gene in patients with SCA. SCA children carriers 

of the CT/TT genotype exhibited A) increased lymphocytes and B) platelets counts, in addition to C) 

increased plateletcrit. These patients also exhibited D) increased direct bilirubin, E) IL-1β, F) IL-8 and G) 

IL-12 levels. p-value obtained using Mann-Whitney U test. 

 

Figure 3. Associations between hematological and biochemical parameters and the presence of -590 

C>T polymorphism in IL4 gene in SCA patients with previous history of stroke. SCA children with 

previous history of stroke carriers of the CT/TT genotype presented A) decreased MCV and B) MCH 

levels, as well as C) increased RDW levels. Moreover, these patients also exhibited D) increased LDL-C, 

E) AST, F) total bilirubin and G) indirect bilirubin levels. p-value obtained using Mann-Whitney U test. 
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Table 1. Baseline characteristics of SCA patients, including hematological and 

biochemical data. 

   Stroke group  Control group 
 N Mean±SD N Mean±SD 

Gender  
  

 
Female 14  17  
Male 10  25  

Age (Years) 24 13.29 ± 4.5 42 14.64 ± 3.7 

Laboratory parameters     

Hematologic     
 RBC, x106/L 24 2.84 ± 0.52 42 3.02 ± 0.85 

 Hemoglobin, g/dL 24 9.04 ± 1.26 42 9.11 ± 1.80 

 Hematocrit, % 24 26.35 ± 3.89 42 26.94 ± 5.60 

 MCV, fL 24 93.74 ± 11.35 42 90.81 ± 10.47 

 MCH, ρg 24 32.03 ± 4.26 42 30.79 ± 3.49 

 MCHC, g/dL 24 34.14 ± 1.51 42 33.92 ± 1.04 

 RDW (%) 24 20.9 ± 3.17 42 21.60 ± 4.48 

 Reticulocyte Count (%) 24 6.48 ± 2.79 42 4.37 ± 2.12 

 Total bilirubin, mg/dL 24 2.49 ± 1.92 42 2.89 ± 1.77 

 Direct bilirubin, mg/dL 24 0.40 ± 0.18 42 0.4 ± 0.17 

 Indirect bilirubin, mg/dL 24 2.09 ± 1.84 42 2.49 ± 1.72 

 LDH, U/L 24 1158.04 ± 519.04 42 1042.14 ± 441.04 

Leukocytes     
 WBC (/mL) 24 12054.58 ± 3567.43 42 10716.66 ± 3250.58 

 Neutrophil (/mL) 24 6198.29 ± 2444.98 42 5308.09 ± 2403.72 

 Eosinophil (/mL) 24 371.33 ± 309.17 42 417 ± 339.74 

 Lymphocyte (/mL) 24 4278.75 ± 1611.37 42 3856.92 ± 1694.02 

 Monocyte (/mL) 24 1020.16 ± 493.18 42 1007.83 ± 476.06 

Platelets     
 Platelet count, x103/mL 24 392.83 ± 133.80 42 399.16 ± 152.02 

 Mean platelet volume, fL 24 7.7 ± 1.25 42 7.92 ± 0.85 

 PCT (%) 24 0.30 ± 0.11 42 0.31 ± 0.13 

Glucose     
 Glucose, mg/dL 24 80.00 ± 7.96 42 83.07 ± 7.91 

Lipid metabolismo     
 Total Cholesterol, mg/dL 24 135.82 ± 41.31 42 124,26 ± 25.83 

 Triglycerides, mg/dL 24 129.04 ± 98.19 42 109.23 ± 35.26 

 HDL-C, mg/dL 24 33.82 ± 12.28 42 37.04 ± 8.48 

 LDL-C, mg/dL 24 71.70 ± 20.80 42 63. 19 ± 22.04 

 VLDL-C, mg/dL 24 22.56 ± 12.25 42 23.66 ± 10.9 

Liver  
   

 ALT, U/L 24 21.47 ± 17.73 42 19,57 ± 14.19 

 AST, U/L 24 43.95 ± 20.10 42 42.78 ± 18.54 

 Total protein, g/dL 24 8.0 ± 0.88 42 8.62 ± 0.87 

 Albumin, g/dL 24 4.51 ± 0.511 42 4.91 ± 0.32 
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 Globulin, g/dL 24 3.48 ± 0.66 42 3.71 ± 0.78 

Kidney  
   

 Urea nitrogen, mg/dL 24 20.35 ± 8.14 42 17.48 ± 7.50 

 Creatinine, mg/dL 24 0.46 ± 0.15 42 0.51 ± 0.19 

Inflammation     
 IL-8, pg/mL 24 5.16 ± 3.22 42 4.06 ± 2.55 

 IL-1β, pg/mL 24 10.00 ± 4.34 42 8.38 ± 5.49 

 IL-6, pg/mL 24 14.69 ± 1.99 42 14.31 ± 3.46 

 IL-10, pg/mL 24 12.18 ± 1.20 42 12.21 ± 2.94 

 TNF, pg/mL 24 3.30 ± 1.47 42 3.45 ± 1.95 

 IL-12, pg/mL 24 8.04 ± 3.71 42 10.40 ± 15.64 

RBC: red blood cells; MCV: mean cell volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; 

MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration; RDW: red cell distribution 

width; LDH: lactate dehydrogenase; WBC: white blood cell; MPV: mean platelet 

volume; PCT: plateletcrit; HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-

density lipoprotein cholesterol; VLDL-C: very low-density lipoprotein cholesterol; 

AST: aspartate amino-transferase; ALT: alanine amino-transferase; IL-8: interleukin-8; 

IL-1β: interleukin-1 beta; IL-6: interleukin-6; IL-10: interleukin-10; IL12: interleukin-

12, TNF: tumor necrosis factor. 
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Table 2. Frequencies of polymorphisms among case and control 

group. 

 

Polymorphism 

  

  
Genotype 

  

Frequencies 

Stroke group 

(%) 

Control group 

(%) 

TNF -308 G>A GG 65.00 (13/20) 88.10 (37/42)  
GA 30.00 (6/20) 11.90 (5/42)  
AA 5.00 (1/20) 0 (0/42)     

IL1B +3954 

C>T 

CC 83.30 (15/18) 78.90 (30/38) 

 
CT 16.70 (3/18) 21.10 (8/38)  
TT 0 (0/18) 0 (0/38)     

IFNG +874 

T>A 

TT 5.00 (1/20) 40.47 (17/42) 

 
TA 40.00 (8/20) 11.90 (5/42)  
AA 55.00 (12/20) 47.6 (20/42)     

IL4 -590 C>T CC 15.00 (3/20) 25.00 (10/40)  
CT 60.00 (12/20) 62.50 (25/40) 

  TT 25.00 (5/20) 12.50 (5/40) 
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Table 3. Multivariable model associating polymorphisms in cytokine genes and hydroxyurea 

with stroke. 

Variables B S.E. Wald 
P 

value 
OR 

95% C.I. R 

Square 

P 

model 
Lower Upper 

Model 1          

Hydroxyurea 0.341 0.647 0.278 0.598 1.407 0.396 4.999  

 

0.486 

 

 

 

0.012 
IL1B +3954 C>T 

-

0.055 
0.839 0.004 0.948 0.946 0.183 4.899 

TNF +308 G>A 1.578 0.738 4.576 0.032 4.847 1.141 20.580 

IFNG +874 T>A 1.612 1.254 1.652 0.199 5.015 0.429 58.616 

IL4 -590 C>T 1.224 0.939 1.700 0.192 3.402 0.540 21.435 

B: beta coefficient; S.E.: standard error; OR: Odds Ratio; C.I.: confidence interval. 
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Figure 3 
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5 DISCUSSÃO 

 

O AVC é uma manifestação clínica grave, de consequências debilitantes, comum em 

indivíduos com AF. As bases fisiopatológicas para a ocorrência do AVC na AF ainda 

permanecem pouco elucidadas, porém, acredita-se estar associada a uma condição multifatorial 

(SILVA; GIOVANI; VIANA, 2011; SWITZER et al., 2006). No contexto da AF, o AVC está 

associado à inflamação crônica, à hemólise e à anemia. Diversos marcadores laboratoriais têm 

sido investigados para identificar possíveis riscos de ocorrência do AVC em indivíduos com AF e 

estudos clássicos apontam para relação entre a contagem elevada de reticulócitos e eventos de 

obstrução vascular cerebral (ADAMS et al., 1994a; BERNAUDIN et al., 2011; PAVLAKIS et 

al., 2010; SILVA; GIOVANI; VIANA, 2011).  

No presente estudo, foi encontrada uma contagem elevada de reticulócitos em crianças 

com história prévia de AVC, mostrando associação significativa com a ocorrência do AVC. A 

relação entre a contagem de reticulócitos e a ocorrência do AVC na AF é descrita na literatura e 

vem sendo confirmada por estudos recentes (ADAMS et al., 1994a, 1997; PAVLAKIS et al., 

2010; BERNAUDIN et al., 2011; SILVA; GIOVANI; VIANA, 2011). Estudos recentes 

apontaram para a contagem elevada de reticulócitos como o marcador laboratorial mais 

importante associado ao risco da ocorrência do AVC (BERNAUDIN et al., 2011; SILVA; 

GIOVANI; VIANA, 2011; MEIER; WRIGHT; MILLER, 2014; BELISARIO et al., 2016;). 

Sabe-se que a transfusão de hemocomponentes, protocolo de terapia atualmente é utilizado para 

reduzir as chances de ocorrência do AVC, reduz a hemólise e, consequentemente, diminui a 

chance de obstrução dos vasos sanguíneos (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007; 

LEZCANO et al., 2006), fato que evidencia o papel do fenômeno hemolítico nos processos vaso-

oclusivos. No presente estudo, a elevada contagem elevada de reticulócitos sugere que indivíduos 

que já experimentaram episódios de AVC apresentavam o quadro hemolítico mais exacerbado, o 

que contribuiu para a ocorrência dos processos inflamatórios crônicos e para o desencadeamento 

da vaso-oclusão. 
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 Em indivíduos com AF é sabe-se que a polimerização da HbS leva à ocorrência da 

hemólise e da vaso-oclusão, contribuindo para o desenvolvimento do quadro inflamatório 

crônico. A hemólise crônica possui implicações patológicas importantes, pois a hemólise 

intravascular libera hemoglobina e arginase, provocando a depleção dos níveis plasmáticos de 

NO, contribuindo para a vaso-oclusão e para o estado inflamatório crônico (BELISARIO et al., 

2016; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). No contexto vaso-oclusivo, o NO é uma 

importante molécula vaso-dilatadora, e a redução dos níveis plasmáticos desse gás provoca 

alterações vasculares, contribuindo para o estreitamento do vaso e, consequentemente, para a 

ocorrência do fenômeno vaso-oclusivo. Estudos epidemiológicos anteriores comprovaram que a 

hemólise intravascular possui papel importante na disfunção endotelial, onde ficou evidenciado 

que existe relação entre marcadores laboratoriais de hemólise e o risco de desenvolvimento de 

manifestações clínicas, como hipertensão pulmonar (GLADWIN et al., 2004), úlcera de perna 

(GRAMAGLIA et al., 2006; KATO et al., 2006), priapismo (BALDWIN et al., 2005) e AVC 

(BERNAUDIN et al., 2008). Da mesma forma, a redução do calibre vascular, causado pela 

depleção de NO, aumenta a ocorrência de dano ao endotélio, contribuindo para o aumento do 

processo inflamatório (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Além disso, a hemólise 

intravascular implica no aumento da contagem de reticulócitos, em resposta à morte precoce dos 

eritrócitos, resultando na reticulocitose, característica na AF. 

Os reticulócitos são precursores dos eritrócitos que possuem maior capacidade de 

aderência ao endotélio vascular, pois possuem em sua membrana a expressão elevada de 

moléculas de adesão, fato que contribui para o desencadeamento de crises vaso-oclusivas 

(KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007). A capacidade de aderência ao endotélio vascular, 

descrita para os reticulócitos, tem sido considerada como ligação entre a hemólise e a vaso-

oclusão na AF e explica fenômenos inflamatórios característicos da doença, pois a adesão de 

reticulócitos ao endotélio vascular estimula processos inflamatórios (KATO; STEINBERG; 

GLADWIN, 2017). Na fisiopatologia da AF, a relação entre hemólise e AVC ainda não está bem 

estabelecida, porém estudos apontam para a relação entre o fenômeno hemolítico e o risco de 

AVC em crianças com AF (BELISÁRIO et al., 2018; CONNES; VERLHAC; BERNAUDIN, 

2013).  

Foi encontrada uma associação entre a ocorrência do AVC e a dosagem de ácido úrico. Os 

níveis de ácido úrico já foram associados com as vias de inflamassoma em indivíduos com AF 
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(CERQUEIRA et al., 2011). Sabe-se que o ácido úrico é um DAMP, que se cristaliza ao ser 

liberado em processos de isquemia e de lesão celular, sendo capaz de ativar as vias do 

inflamassoma  (BRAGA et al., 2017).  Além disso, os resultados apontam que crianças com 

histórico prévio de AVC tiveram dosagem reduzida de albumina e proteínas totais. Estudos 

prévios mostraram o aumento nos níveis de proteínas totais e de globulinas em indivíduos com 

AF quando comparados ao grupo controle. A hiperproteinemia é resultado da hiperglobulinemia, 

a qual ocorre em indivíduos com AF devido ao rompimento do eritrócito em condições 

patológicas (MATTHEW et al., 2012). 

 

As respostas inflamatórias estão associadas a diversas complicações clínicas na AF, como 

a esplenomegalia, síndrome torácica aguda, hipertensão pulmonar, úlcera de perna, neuropatia e 

AVC (CONRAN; BELCHER, 2018). No contexto da AF, os processos inflamatórios podem 

estar associados a diversos mecanismos patológicos, tais como a liberação de micropartículas 

pelos eritrócitos (AWOJOODU et al., 2014; CONRAN; BELCHER, 2018), à hemólise 

intravascular (CONRAN; BELCHER, 2018; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017), à 

depleção de NO (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017) e à ativação plaquetária (CONRAN; 

BELCHER, 2018). No contexto inflamatório, durante a hemólise intravascular, ocorre a liberação 

de moléculas que estimulam vias inflamatórias, como DAMPs e o heme, liberados após a 

oxidação da hemoglobina (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Em função da disfunção 

endotelial, moléculas de adesão, citocinas e quimiocinas recrutam leucócitos para os sítios de 

lesão, provocando a obstrução vascular e, consequentemente, isquemia (FRENETTE, 2004; 

OKPALA, 2006). Assim, o processo vaso-oclusivo, que desencadeia a obstrução vascular no 

AVC, pode estar associado à expressão de moléculas inflamatórias, pois tais mediadores, que 

podem apresentar resposta exacerbada ao dano endotelial, contribuindo para a formação de 

agregados celulares que irão obstruir o fluxo sanguíneo cerebral (BELISÁRIO et al., 2018). As 

alterações no perfil inflamatório têm sido amplamente investigadas no contexto do AVC 

isquêmico, sendo que estudos apontam para a inflamação como fenômeno associado a causa e 

exacerbação do AVC (GUEDES et al., 2016; J.; J., 2003; MUIR et al., 2007). 

 Em outras condições inflamatórias crônicas, como a artrite reumatoide, estudos sugerem 

que a inflamação sistêmica é um fator que contribui significativamente para o desenvolvimento 

do AVC (EMSLEY; TYRRELL, 2002; MARADIT-KREMERS et al., 2005; SOLOMON et al., 
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2006). Autores apontam que pacientes com artrite reumatoide tratados com terapia anti-TNF 

possuem risco reduzido para desenvolver o AVC, evidenciando o papel dos processos 

inflamatórios associados à obstrução vascular. Sabe-se que os níveis plasmáticos das citocinas 

inflamatórias variam entre indivíduos e que tais variações podem ser influenciadas por fatores 

genéticos e ambientais.  

As alterações genéticas podem ter implicações estruturais ou alterar os níveis de 

expressão das citocinas e pode influenciar na resposta inflamatória em condições patológicas 

(SMITH; HUMPHRIES, 2009). No contexto da AF, estudos demonstraram que genes específicos 

podem estar associados ao desenvolvimento do AVC, como genes relacionados à trombose, à 

inflamação e à adesão celular (HOPPE et al., 2004; SEBASTIANI et al., 2005; VOETSCH et al., 

2007). No presente trabalho foi encontrada associação significativa entre a presença do alelo A 

no gene do TNF e a ocorrência do AVC. Hoppe e colaboradores (2001) demonstraram que o 

polimorfismo -308 G>A está associado ao risco de AVC em crianças com AF. Devido ao caráter 

multifatorial do AVC, investigou-se através de análise multivariada as possíveis variáveis que 

interferem na ocorrência desta manifestação clínica. O resultado mostrou que o polimorfismo no 

gene do TNF está associado à ocorrência do AVC na população estudada. Na literatura, a 

associação do polimorfismo com o AVC aponta para resultados divergentes. Estudos apontaram 

para a associação da presença do alelo A no gene no TNF e a ocorrência do AVC (BELISARIO 

et al., 2015, 2016; RUBATTU et al., 2005). Em pacientes italianos, a presença do alelo A esteve 

associado ao risco elevado para o desenvolvimento de AVC isquêmico (RUBATTU et al., 2005). 

Estudos realizados em indivíduos afro-americanos e em pacientes coreanos mostrou uma 

associação do SNP ao AVC, onde o alelo A esteve foi associado ao efeito protetor (HOPPE et al., 

2001, 2007; UM; KIM, 2004). Tais divergências evidenciam a necessidade de se avaliar o efeito 

do SNP em diferentes populações, pois outras variáveis genéticas, principalmente quando 

associadas a heranças étnicas, podem interferir na expressão gênica. No presente trabalho, não foi 

encontrada significância estatística referente a ocorrência do polimorfismo e o aumento nos 

níveis de expressão da molécula. Embora o SNP no gene TNF seja um dos mais estudado, dados 

referentes ao efeito do polimorfismo -308G>A na expressão do gene ainda permanecem 

inconclusivos. Estudos sugerem que o alelo A é um sítio forte de ativação transcricional, 

aumentando, portanto, a expressão gênica (AL-KHOLY et al., 2016; KROEGER; CARVILLE; 
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ABRAHAM, 1997), enquanto outros trabalhos não encontraram associação entre a presença do 

SNP e alterações plasmáticas da citocina (HUIZINGA et al., 1997; KUBOTA et al., 1998). 

No presente estudo, foi encontrada a frequência aumentada do alelo mutante no gene 

IFNG. O resultado encontrado está de acordo com a literatura, onde estudos prévios mostraram 

que o alelo mutante A é mais frequente que o alelo selvagem T em outras populações 

(ALBUQUERQUE et al., 2009; EL-BENDARY et al., 2017; GATLIN et al., 2009; 

GHASEMIAN; SHAHBAZI, 2016; PAVLAKIS et al., 2010). Não foi encontrada significância 

estatística na associação entre a presença do SNP no IFNG e a ocorrência do AVC na população 

estudada. O efeito do SNP IFNG +874 T>A na expressão gênica é controverso. Dados da 

literatura sugerem o efeito funcional para o polimorfismo, indicando a expressão elevada do 

genótipo TT, uma expressão média no genótipo TA e baixos níveis expressos no genótipo AA 

(AL-MOHAYA et al., 2016; PRAVICA et al., 2000). Lee e Bae (2016) apontaram para a 

associação do SNP ao desenvolvimento de doenças autoimunes, porém, outros autores não 

confirmaram esta associação. As divergências descritas na literatura podem ser explicadas pela 

presença de outras variáveis genéticas que podem causar interferência na expressão gênica. O 

SNP no gene IFNG +874 T>A teve frequências diversas em diferentes populações, indicando que 

pode haver a influência de efeitos étnicos na frequência polimórfica (AL-MOHAYA et al., 2016).  

Analisando a presença do SNP no gene da IL4, foi encontrada uma associação com 

parâmetros laboratoriais, tais como contagem de linfócitos e plaquetas bem como concentrações 

de proteínas totais e bilirrubina direta. Além disso, foram descritos níveis mais elevados de 

citocinas inflamatórias IL-12, IL-1β e IL-8 em indivíduos portadores do alelo T, sugerindo que a 

presença do SNP pode estar associada ao aumento do estado pro-inflamatório. A IL-4 atua em 

diversas funções biológicas e tem seu papel bem descrito na diferenciação de células do tipo Th2, 

com influência nas respostas do hospedeiro a infecções parasitárias e reações alérgicas (CHIES; 

NARDI, 2001; ZAMORANO; RIVAS; PÉREZ-G, 2003). A IL-4 pode apresentar o efeito anti-

inflamatório, com redução da expressão de moléculas pró-inflamatórias (WEI et al., 2017). 

 O resultado da associação encontrada sugere que a presença do alelo T pode estar 

associada à redução nos níveis de expressão da citocina. Na fisiopatologia da AF, estudos 

apontaram para níveis mais elevados de citocinas do perfil Th2 em indivíduos em estado estável, 

mas o efeito exato dessas citocinas na melhoria da condição patológica ainda permanece 

desconhecido (PATHARE et al., 2004; RAGHUPATHY et al., 2000). No presente estudo, 
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analisando o grupo de indivíduos que já teve AVC, foi encontrada a associação entre a presença 

do alelo T e marcadores laboratoriais, tais como volume corpuscular médio  e hemoglobina 

corpuscular média, com os valores mais elevados associados aos indivíduos portadores do alelo 

C. Observou-se a associação entre os valores de RDW, LDL , AST , bilirrubina total e bilirrubina 

indireta, com valores mais elevados em pacientes portadores do alelo T. Dados da literatura 

descrevem que em indivíduos com artrite reumatoide, a presença do alelo T foi mais frequente 

nos indivíduos com a forma ativa da doença (PAWLIK et al., 2005), sugerindo que o SNP pode 

contribuir para o estado pró-inflamatório. Um estudo prévio mostrou frequência elevada do alelo 

T no grupo de indivíduos que tiveram AVC, porém não foi observada significância estatística 

(WEI et al., 2017). 

 Estudos futuros serão necessários para esclarecer o efeito do alelo T na expressão gênica 

na população avaliada. Em indivíduos com artrite reumatoide, o genótipo TT foi associado a 

redução dos níveis plasmáticos de IL-4 (BOZZI et al., 2009; HUSSEIN et al., 2013; TINDALL et 

al., 2010). Outros estudos, no entanto, descreveram níveis mais elevados da citocina associados à 

presença do alelo T (PARK et al., 2011; TANGTEERAWATANA et al., 2007).  

Deve se considerar que alguns SNPs investigados no presente estudo, como IFNG +874 

T>A e IL1B +3954 C>T são intrônicos e não interferem na sequência final de aminoácidos. Tais 

mutações podem influenciar a expressão por outros mecanismos, como interferir no splicing do 

pré-mRNA ou alterar a estabilidade do mRNA, alterando os níveis de transcrição gênica. Genes 

de citocinas e seus receptores são regiões altamente conservadas, em termos de sequência de 

éxon (HOLLEGAARD; BIDWELL, 2006). Regiões de íntron, por outro lado, são sítios com 

taxas elevadas de mutações, tornando tais sequências importantes alvos para o estudo genômico 

(BRUMFIELD et al., 2003; LOMELIN; JORGENSON; RISCH, 2010). SNPs em íntrons têm 

sido associados na literatura a diversas patologias, como câncer de mama, diabetes, artrite 

reumatoide e lupus eritematoso (EASTON et al., 2007; SCOTT et al., 2007). Polimorfismos em 

sequências regulatórias de íntrons podem alterar os sítios de ligação de fatores de transcrição, 

alterando a expressão do gene. Assim, os mecanismos pelos quais os SNPs em íntrons interferem 

em determinadas patologias podem ser difíceis de ser elucidados, uma vez que tais mutações não 

interferem diretamente na sequência de aminoácidos. Além disso, tais SNPs podem estar ligados 

a polimorfismos adjacentes, que de fato causam alterações na expressão gênica e afetam funções 

metabólicas (COOPER, 2010; FLANAGAN et al., 2011).  
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Desequilíbrio de ligação (DL) é o termo utilizado na genética de populações para definir o 

fenômeno da associação não-aleatória de alelos em diferentes loci (SLATKIN, 2008). Esta 

associação foi primeiramente descrita por Lewontin e Kojima, em 1960, e vem sendo utilizada 

para análises de evolução genômica, por fornecer evidências sobre o passado, podendo esclarecer 

mecanismos de seleção artificial e seleção natural (SLATKIN, 2008). O gene TNF, por exemplo, 

é conhecido por estar em forte desequilíbrio de ligação com o locus HLA (do inglês human 

leukocyte antigen) (FLETCHER et al., 2011; HAJEER; HUTCHINSON, 2001; HOPPE et al., 

2004). Assim, a associação deste polimorfismo com o AVC pode refletir a presença de alelos de 

risco no lócus do gene do HLA (HOPPE et al., 2001, 2004). No gene IL1B, o efeito do 

polimorfismo +3954 C>T na expressão da citocina ainda não foi completamente elucidado, 

porém dados sugerem que esse SNP pode estar atuando como marcador funcional de outra 

mutação, como o SNP -31 T>C, a qual, de fato teria efeitos significativos na expressão da 

molécula (SMITH; HUMPHRIES, 2009). Assim, a análise do polimorfismo associado a SNPs 

adjacentes pode oferecer resultados mais conclusivos à cerca da interferência de tais mutações na 

expressão gênica. No gene IL4, estudos anteriores mostraram que o efeito do SNP -590 C>T 

pode ser mascarado pela presença de outros fatores de risco presentes na região 5q31-33, estando 

em DL (QIU et al., 2015). Além disso, deve-se analisar que as moléculas inflamatórias que 

podem contribuir para a ocorrência do AVC atuam de forma sinérgica, portanto, o efeito 

individual do polimorfismo pode ser moderado.  

Devido ao número limitado de indivíduos, os resultados obtidos no presente estudo 

possuem efeito preliminar e investigações futuras envolvendo número amostral maior devem ser 

realizadas a fim de se confirmar tais achados. A investigação de fatores genéticos de risco pode 

ser complementada com outros fatores de risco, como as velocidades das artérias cerebrais que 

são medidas pelo doppler transcraniano; no entanto, as associações relevantes descritas no 

presente estudo serão úteis para orientar novos achados associados aos pacientes com AF e AVC. 

A avaliação de múltiplos fatores para identificação precoce do risco de AVC em crianças com AF 

pode ser mais eficaz e levar a intervenções apropriadas para a prevenção do AVC. 
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6 CONCLUSÕES 

 

• Em indivíduos com HbSS com histórico prévio de AVC existem alterações nos 

parâmetros laboratoriais, tais como a contagem de reticulócitos, a dosagem de proteínas 

totais, albumina e ácido úrico; 

• O polimorfismo -308 G>A no gene TNF esteve associado à ocorrência do AVC, 

sugerindo que este pode vir a ser utilizado como preditor do AVC nos indivíduos HbSS; 

• A presença dos SNPs nos genes IFNG +874 T>A e IL-1B +3954 C>T não esteve 

associada à ocorrência do AVC; 

• O alelo variante do polimorfismo IFNG +874 T>A foi mais frequente que o alelo 

selvagem, mostrando que a população estudada apresenta frequência alélica atípica; 

• O polimorfismo no gene IL4 esteve associado a alterações em parâmetros laboratoriais, 

como os valores de RDW, LDL, AST, bilirrubina total e bilirrubina indireta. A presença 

do alelo T esteve associada a níveis elevados de citocinas, como IL-8, IL-1β e IL-12, 

indicando que a presença da mutação pode estar contribuindo para o aumento do estado 

pró-inflamatório. Mais estudos são necessários para se elucidar os mecanismos que 

explicam tais associações. 
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B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

PARA MENORES DE 18 ANOS 

Você está sendo convidado a consentir com a participação do menor 

_______________________________________________________________no estudo 

chamado: “Alfa-1-Antitripsina e Anemia Falciforme: Avaliação Genética, Proteômica  e de 

Mecanismos Associados a Inflamação e a Homeostase Sanguínea ”, uma vez que oficialmente é o 

seu representante legal. 

A participação do menor é totalmente voluntária e a sua permissão para a sua  participação no 

estudo pode ser retirada a qualquer momento, não resultando em punições. 

A anemia 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 de alterações 

clínicas tais como alteração nos olhos, rins, coração, pulmão e cérebro.     

Nessa pesquisa serão investigados pacientes com anemia falciforme, que possuem a hemoglobina 

S, 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, células brancas 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.  

Tendo em vista os motivos apresentados, convidamos o 

menor_________________________________________________ a participar desta pesquisa. 

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. Os dados 

individuais dos exames e informações do prontuário 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 Res. CNS 340/2004, item V.1.e.  
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A permissão para que o menor ______________________________________ participe deste 

estudo implicará na retirada de 20 ml de sangue, quantidade igual a três colheres de sopa cheia, 

para que possamos ser realizados o estudo das células do sangue, do DNA e RNA. 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 

466/12 e 347/05 do Conselho Nacional de Saúde, além de contribuir para a obtenção de 

conhecimentos novos relacionados à doença.  

Comunicamos que o sangue será colhido do braço, podendo acarretar em riscos e desconfortos, 

como formação de hematomas, sangramento e dor. Entretanto, a coleta de sangue será realizada 

por pessoal habilitado e especializado, visando diminuir estes 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 diretos, mas possibilitará a realização de 

exames que não são realizados na rotina, podendo trazer informações importantes referentes à 

anemia falciforme, proporcionando a obtenção de dados que poderão ser utilizados futuramente 

no acompanhamento dos pacientes, na busca de novos medicamentos e na implantação de 

políticas de saúde. 

 

Você teve todas as explicações sobre o projeto e receberá uma cópia deste termo de 

consentimento livre e esclarecido. 

 

Por favor, entre em contato com a pesquisadora responsável pelo desenvolvimento do projeto, 

caso você necessite de maiores esclarecimentos: 

 

Se tiver qualquer dúvida, você pode procurar a Dra. Marilda de Souza Gonçalves na FIOCRUZ 

(telefone: 3176-2226), ou a aluna Caroline Conceição da Guarda (telefone: 3176-2256). 
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C - QUESTIONÁRIO 
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D – CEP 
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