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RESUMO 
 
 

 Anemia falciforme (AF) é considerada a doença monogênica mais 

prevalente no Brasil, e resulta de uma mutação pontual no gene da beta-globina 

que leva à produção de uma molécula de hemoglobina anormal (HbS). A HbS 

polimeriza quando submetida a baixas tensões de oxigênio, precipitando e 

causando a deformação dos eritrócitos pois torna rígida sua membrana plasmática 

que apresentará uma série de alterações e danos. Além disso, a falcemização dos 

eritrócitos ocasiona anemia severa, lesão de isquemia/reperfusão, superprodução 

de espécies reativas de oxigênio, inflamação e vaso-oclusão (VO). A VO 

manifesta-se clinicamente como crises de dor, ou crises vaso-oclusivas (CVOs) 

que pode levar ao bloqueio de vasos e capilares e ao comprometimento de 

órgãos. Estes pacientes possuem alta susceptibilidade a infecções, principalmente 

na infância. Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da VO, no entanto, 

não estão totalmente elucidados. Estudos acerca deste tema têm sugerido que a 

VO seria o resultado da interação entre eritrócitos falcêmicos, leucócitos, 

plaquetas, células endoteliais e substâncias presentes no plasma dos indivíduos 

afetados. Tais observações como que AF seria o resultado de uma resposta 

inflamatória exacerbada que estes indivíduos desenvolvem, levaram à formulação 

da hipótese de que a anemia falciforme se comporta como uma condição 

inflamatória crônica e sugerindo que uma modulação do sistema imune poderá ser 

útil para a regulação da sintomatologia clínica. Salientando a carência de dados na 

literatura referentes à correlação de polimorfismos descritos para genes do 

sistema imune e a patofisiologia da AF, nosso estudo tem como objetivo principal:  
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Analisar a correlação para  polimorfismos descritos para genes do sistema imune 

e correlacionar-lho com a patofisiologia da AF.   

 Sabemos que o HLA-G é uma molécula HLA não-clássica, que mostrou ser 

expressa em sítios de inflamação e nas doenças inflamatórias. Na região 

promotora além de ser altamente polimórfica, encontramos a região UTR 3' que 

parece desempenhar um papel importante na regulação da expressão do HLA-G. 

Então, dentre dos polimorfismos avaliados específicamente temos os dos genes 

HLA-G (14pb) e MiRNA (+3142). Nossos resultados indicam que os polimorfismos 

do HLA-G de 14pb e +3142 em 93 pacientes com AF, 21 pacientes apresentaram 

uma infecção pelo VHC e 16 pacientes com AF (22,2%) eram homozigotos para o 

genótipo +3142C e nenhum deles era positivo para HCV.  

 Nenhum dos resultados obtidos indicou qualquer tipo de imunodeficiência 

mas pelo contrário, sugerem a existência de uma tendência inflamatória crônica na 

clínica da AF. Assim fica evidente a importância do polimorfismo +3142 sobre a 

susceptibilidade a infecções entre os pacientes com SCD. 

 

 
Palavras chaves: Anemia falciforme, inflamação,  HLA-G, MiRNA. 
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INTRODUÇÃO 
 

 

HEMOGLOBINA: 

 

A hemoglobina (Hb) é a proteína respiratória que tem como principal função 

o transporte de oxigênio (O2) por todo o organismo e está presente no interior dos 

eritrócitos dos mamíferos 1. A sua estrutura (Fig.1) é de uma proteína esferóide, 

globular, formada por quatro subunidades iguais duas a duas, compostas de dois 

pares de cadeias globínicas, polipeptídicas, sendo um par denominado de cadeias 

do tipo alfa (alfa-α e zeta-ξ) e o outro de cadeias do tipo não-alfa (beta-β, delta-δ, 

gama-γ e epsílon-ε). Sua estrutura é quimicamente unida a um núcleo prostético 

de ferro, a ferroprotoporfirina IX (heme), que detém a propriedade de receber, ligar  

e/ou liberar o O2 nos tecidos 2,3. É graças à alta reatividade do ferro e grande 

afinidade pelo O2 que este pode ser transportado para todos os tecidos do corpo, 

incorporando-se em varias reações celulares e participando da produção de 

energia oxidativa 4,5. Cada cadeia polipeptídica da globina é composta por uma 

seqüência de aminoácidos, tendo as cadeias alfa 141 resíduos de aminoácidos 

cada uma e as cadeias não-alfa, 146 resíduos. 
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Fig. 1 Hemoglobina (Hb).  Representação da estrutura quaternária da hemoglobina, 

possui quatro cadeias polipeptídicas, duas cadeias alfa e duas cadeias beta. Cada cadeia 

polipeptídica contém um grupo prostético heme ao qual se liga o O2, formando o 

tetrâmero da Hb. Copiado de http://www.kacr.or.kr/img/gene_expression/hemoglobin.jpg 

 
 A estrutura tetramérica da Hb é essencial para o transporte de O2 assim 

como os movimentos cooperativos das mesmas moléculas, dando lugar a uma 

curva de dissociação de forma sigmóide. Nos estados oxigenado e desoxigenado 

a molécula tem duas conformações associadas. Na oxigenação, a estabilização 

da ligação entre as cadeias de globina, que se movem juntas, leva a uma maior 

avidez pelo O2; a desoxigenação, o 2,3 Difosfoglicerato (2,3 DPG) e a queda do 

pH favorecem a diminuição da afinidade pelo O2. Qualquer alteração estrutural 
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das cadeias globínicas pode interferir com o movimento molecular normal e 

modificar a capacidade de liberação de O2 pela Hb. Assim, na anemia o efeito na 

liberação tissular de O2 causado pelo baixo conteúdo da Hb é parcialmente 

compensado por um aumento de 2,3 DPG que leva a um aumento na capacidade 

de liberação de O2 pela molécula de Hb 6. 

 Durante o desenvolvimento humano nas fases embrionária, fetal e após o 

nascimento, encontramos seis tipos diferentes de Hb. As hemoglobinas expressas 

na fase embrionária são: Gower1, Gower2 e Portland que deixam de ser 

produzidas no inicio da fase fetal quando predomina a expressão da hemoglobina 

fetal (HbF). À medida que se aproxima o nascimento a síntese da hemoglobina do 

adulto (HbA) aumenta compensando a diminuição da HbF. Ao nascer 

encontramos cerca de 60% de HbF e ao longo dos primeiros seis meses a HbA 

passa a predominar. Em adultos normais, encontramos somente 1% da HbF do 

total da hemoglobina 7-9. 

 O gene da betaglobina está localizado na região cromossômica 11p15.5 

com uma extensão superior a 60kb, onde se observam, no sentido 5’→3’, os 

genes epsílon ε, gama glicina γG, gama adenina γA, um pseudo-gene (Ψβ) e os 

genes delta δ e beta β10; enquanto que o gene alfa-globina está localizado na 

região cromossômica 16p13, num segmento de DNA de 35kb, onde localizam-se o 

gene zeta (ξ), que codifica a cadeia ξ globínica, dois pseudo-genes (Ψξ) e (Ψα), e 

os genes alfa 1 (α1) e alfa 2 (α2), que, no ser humano, estão duplicados, 

desenvolvendo-se este fato provavelmente a duplicação gênica no decorrer do 
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processo evolutivo. Estes genes duplos dão responsáveis pela codificação das 

cadeias globinicas alfa 11(Fig 2). 

 

 
 

Fig. 2 Cluster do gene beta e alfa globina nos cromossomos 11 e 16 
Representação esquemática, mostrando na parte superior o locus da beta-globina que 

está no cromossomo 11 e na parte inferior o locus da alfa-globina que está no 

cromossomo 16. Adaptado por Bank A, 2005. 
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 Embora essencial para a vida, por responsável pela oxigenação dos 

tecidos, ao longo dos milhões de anos, pressões evolutivas regionais levaram a 

expressão preferencial de genes anormais para as cadeias globínicas.  

 Os dois grupos de alterações hereditárias na molécula de Hb são as 

hemoglobinopatias estruturais, sendo as variantes Hb S, C e E as mais 

freqüentes; e as por alterações quantitativas de síntese de cadeia de globina ou 

talassemias, onde encontramos a talassemia alfa, beta e gama/delta/beta ou ainda 

a Persistência Hereditária de Hemoglobina Fetal (PHHF) 4,12. 

 Como veremos adiante, a HbS, a mais comum dentre todas pode ser 

encontrada no estados heterozigoto (AS) ou traço falciforme – assintomático e no 

qual 20 a 45% de hemoglobina é a variante, e homozigoto (SS) ou paciente que 

têm Anemia Falciforme (AF), com mais de 80% de HbS e quadro clínico 

expressivo e bastante heterogêneo 13,14. 
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REVISÂO DA LITERATURA 
 
 
 
EPIDEMIOLOGIA DA HbS 

 

 Pressões evolutivas relacionadas à malária e associadas a uma mutação 

de ponto, resultaram no gene da HbS. A AF é a doença hereditária monogênica 

mais comum em todo o mundo e, se acredita, surgiu entre os períodos paleolítico 

e mesolítico, há cerca de 50 a 100 mil anos, nos países do centro-oeste africano, 

na Índia e no leste da Ásia 15,16. A HbS está presente em aproximadamente 7% na 

população mundial 17, causando aproximadamente 3,4% de mortes nas crianças 

menores de 5 anos 18. 

 Estudando 409 pacientes com AF no Rio de Janeiro, Hutz & Salzano 19, 

observaram em 1983, que a sobrevida média deste grupo foi de 16 anos. Nos 

Estados Unidos, Platt e cols. (1994) estabeleceram que a idade media de óbito 

para portadores da doença era de 42 anos para homes e 48 anos para mulheres 

20. Mais recentemente, no Brasil, Loureiro & Rozenfeld em 2005, estudando 

pacientes entre 2000 e 2002 nos estados de Bahia, Rio de Janeiro e São Paulo 

encontraram uma expectativa de vida entre 26.5  e 31.5 anos 21. 

 Na America Latina 8% dos afro-descendentes têm este gene, que ocorre 

em 1 a cada 1000 – 4000 nascimentos de hispano-americanos 22; nos Estados 

Unidos estima-se o nascimento de 1 indivíduo com AF em cada 800 crianças afro-

descendentes 23. 
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 No Brasil, aproximadamente 2 milhões de indivíduos são portadores da 

HbS, sendo 8000 portadores de AF com 700 a 1000 casos novos por ano 24,25. 

Entre afro-descendentes brasileiros, o traço falciforme é encontrado numa 

freqüência que varia de 6,9% a 15% 26. Em Porto Alegre, o traço falciforme ocorre 

na freqüência de 1 para cada 65 nascidos vivos 27. 

 Ao longo dos anos, tanto no Brasil 21 como no mundo 28, a expectativa de 

vida destes pacientes vem aumentando com um decréscimo significativo de 

mortes na infância. Esta mudança está relacionada a programas bem sucedidos 

de triagem neonatal para hemoglobinopatias, à utilização de vacinas e antibióticos 

profiláticos, a utilização de hidroxiuréia (HU) e ex-sanguíneo transfusão e, 

sobretudo, a uma maior informação da população, particularmente pais de 

pacientes e professores 28-30. O impacto do transplante de medula óssea, única 

modalidade terapêutica curativa, ainda não pode ser medido, pois a experiência 

mundial com esta modalidade terapêutica é ainda insipiente 29. 

 

PADRÃO DE HERENÇA DA ANEMIA FALCIFORME 

 

 Descrita na literatura médica por Herrick em 1910, a AF é uma doença 

hereditária, monogênica, de herança codominante autossômica, ou seja, a 

heterozigose não causa doença mas é detectável; a homozigose ou a 

heterozigose combinada com outro mutante do gene da β-globina é necessária 

para a doença 31. A substituição da valina pelo ácido glutâmico no sexto 

aminoácido da cadeia de β-globina (βS 6 Glu→Val) resulta na HbS 4,32. A substituição 
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deste aminoácido resulta da uma mutação de ponto com a substituição de uma 

adenina (A) por uma timina (T), GAG→GTG no sexto codon do gene da globina β 

33-35. 

 Os haplótipos têm sido marcadores úteis para estudos antropológicos e 

para definição do fluxo de alelo βS em populações humanas. O primeiro 

polimorfismo associado ao gene βS foi descrito por Kan & Dozy em 1978 36. O 

haplótipo βS tem sido estudado em diferentes regiões do mundo e os clusters mais 

freqüentemente descritos foram denominados de acordo com a área onde 

predominam. São cinco os principais: Benin (Ben) associado à África Ocidental; 

República Centro-Africana ou Bantu (CAR) à África Oriental e Centro-Sul; Senegal 

(Sen) à África Atlântico Ocidental; Camarões (Cam) à Costa Ocidental Africana e 

Arábia Saudita e Índia (Saudi) à Índia e Península Arábica Oriental 37,38. Embora 

monogênica, as manifestações clínicas da AF são extremamente variáveis de 

indivíduo para indivíduo não havendo um consenso na literatura sobre a relação 

desta variabilidade com os diferentes haplótipos 33,39,40. 

 

DIAGNÓSTICO DA ANEMIA FALCIFORME 

 

 O diagnóstico da AF é firmado pela eletroforese de Hb, em acetato de 

celulose e pH alcalino, descrita por ocasião da descoberta da HbS por Linus 

Pauling em 1949 41. 

 Atualmente, técnicas da reação da polimerase em cadeia (PCR) e a 

eletroforese por HPLC (Cromatografia líquida de alta performance) são utilizadas 
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para a detecção pré-natal e o screening neo-natal (no sangue do cordão umbilical 

ou teste do pezinho), respectivamente 42,43. 

 

FISIOPATOLOGIA 

 

 O processo primário da falcização da Hemoglobina S (HbS) é a 

polimerização ou gelificação da desoxiHbS. A substituição do ácido glutâmico pela 

valina, na sexta posição da cadeia polipeptídica beta, permite uma a aproximação 

anormal entre moléculas de hemoglobina e conseqüentemente a polimerização 

quando desoxigenada. A formação de pontes de hidrogênio entre a valina na 

posição 1 (β1) e a mutada na posição 6 (β6), modifica a estrutura espacial da 

molécula e promove contatos intermoleculares com outros aminoácidos da globina 

que participam da formação do tetrâmero que é a hemoglobina polimerizada. A 

polimerização progride, com adição de moléculas sucessivas de HbS à medida 

que a porcentagem de saturação de O2 da hemoglobina diminui. Os agregados 

maiores se alinham em fibras paralelas, formando um gel de cristais líquidos 

chamados tactóides 44,45 (Fig 3). 

 
Fig. 3 Polímero de HbS. Representação mostra que milhares de moléculas de 

Hb S desoxigenadas se agregam e formam feixes de polímeros. Fonte: 

www.cmmr.uah.edu/protein/summary.html 



 27

 A formação de polímeros de HbS e sua associação com as proteínas do 

citoesqueleto e da membrana dos eritrócitos, dão a estes a forma de foice – 

característica da AF. Este fenómeno é reversível com a oxigenação, desde que a 

membrana da célula não esteja definitivamente alterada. Quando isto ocorre 

formam-se as células irreversivelmente falcizadas (ISC – Células irreversivelmente 

falcizadas) 46, que permanecem deformadas independentemente do estado da 

HbS intracelular 2. As propriedades de deformação das células falciformes são 

determinadas pela extensão da polimerização da HbS 10,47 e pela concentração de 

hemoglobina siclêmica. A presença da HbF, por exemplo, interfere na 

polimerização da HbS 13. Adicionalmente, o grau de desidratação celular, o pH e o 

tempo de trânsito dos glóbulos vermelhos na microcirculação, influenciam na 

polimerização 44,45,48. 

 Depois de repetidos episódios de falcização, as células falciformes tendem 

a perder K+ e agua, tornando-se desidratadas 12. Os principais mecanismos destas 

perdas ocorrem pela ativação excessiva do canal de transporte dos íons potássio 

e cloro (K+, Cl-), estimulados pela acidificação, pelo edema celular (este canal está 

muito ativo nos reticulócitos, onde a desidratação desempenha papel importante 

na formação das células densas) e pelo canal de Gardos, devido ao aumento da 

concentração dos íons Cálcio (Ca++) 38,49,50. Isto resulta no aumento da 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) facilitando a 

polimerização que se intensifica com a falência da bomba de Cálcio/ATPase, 

alterando a permeabilidade da membrana eritrocitária, sendo esse processo 

deletério a principal causa dos eritrócitos que se tornam irreversivelmente 

falcizados. 
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 Como já ressaltado, a HbF se comporta como um importantíssimo 

modulador clínico atuando na inibição da polimerização da HbS 51; isto também foi 

observado em modelos animais com AF 52 quando se demonstrou uma correlação 

positiva entre os níveis de HbF e a melhora do quadro anêmico associado a 

doença. A PHHF, por ser esta Hb mais ávida pelo O2, tem o potencial de diminuir o 

grau de deoxigenação, diminuindo assim o fenómeno de afoicamento e os 

sintomas agudos e crônicos da AF. Contrapondo a influência benéfica da HbF nos 

pacientes com AF, Inati e cols. (2003) 33 descreveram pacientes libaneses cujos 

sintomas da doença eram tão mais intensos quanto maior a concentração de HbF. 

Estes autores também observaram uma ausência de correlação entre os 

diferentes haplótipos e as manifestações clínicas neste grupo de pacientes, 

sugerindo a existência de outros fatores interferindo no fenótipo da AF. 

 O papel da rigidez dos eritrócitos falcizados, tradicionalmente considerada 

como necessária e suficiente para a oclusão da microvasculatura e, por 

conseguinte, para as manifestações veno-oclusivas características da AF, tem 

sido bastante discutido.  Uma série de alterações em moléculas de adesão, e seu 

papel nos fenômeno vaso-oclusivos (VOs) foram recentemente revisados 53. Foi 

observada a expressão anormal das proteínas como a anquirina, banda 3, 

espectrina, VLA-4 e CD36 na membrana celular dos reticulócitos falcêmicos; e de 

moléculas que promovem o aumento da adesão ao endotélio como o fator de von 

Willebrand, trombospondina, fibronectina, integrina α5β3, ICAM-1 (intercellular cell 

adhesion molecule), laminima, e VCAM-1 (vascular cell adhesion factor) 23,38,54-59. 

O fenômeno de adesão de eritrócitos falciformes com a laminina via receptor de 
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BCAM/LU (basal cell adhesion molecule) nos pacientes com AF foi também 

caracterizado 60. Adicionalmente, a fosfatidilserina (PS), molécula de adesão 

presente em maior quantidade na parte interna da membrana celular das 

hemácias normais, está expressa na membrana das hemácias falciformes 61,62. 

Esta expressão confere ao glóbulo vermelho um potencial de adesão celular três 

vezes maior que as hemácias normais e está implicada na geração da trombina 

ativando a cascata da coagulação na crise VO 63. Na microcirculação, a ativação 

das plaquetas com a expressão da P-selectina (CD62p) favorece a ligação com o 

endotélio e com os neutrófilos via PSGL-1 e αvβ3 (CD61), receptor de vitrocentina 

64. Esta ativação plaquetária aumenta ainda mais a afinidade da GP 1b-IX-V pelo 

fator de von Willebrand e da GP IIb-IIIa pelo fibrinogênio, retrolimentando a 

ativação da coagulação 65-67. 

 A hipóxia tecidual decorrente da VO desencadeia fenômenos inflamatórios, 

que são tão mais intensos quanto maior a necrose tecidual. A presença de 

citocinas inflamatórias no microambiente lesado também aumenta a expressão de 

moléculas de adesão estimulando, entre outras interações, a quimiotaxia de 

leucócitos 68,69. A lesão vascular se acentua pela liberação de H2O2 liberada por 

estes fagócitos 56. 

 Em modelo animal de AF, o fenômeno da veno-oclusão foi observado 

dinâmicamente e parece acontecer a partir da adesão dos glóbulos vermelhos 

falcizados ou não, de leucócitos e de plaquetas entre si e no endotélio vascular 53 

(Fig 4.) refutando a teoria antes aceita de que haveria uma obstrução mecânica 

pelo formato anormal do eritrócito. 
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Fig. 4. (1) O eritrócito falciforme adere ao endotélio vascular anormal; (2) Hemólise. Estes 

fatores resultam num estado pró-inflamatório manifestado em parte pela adesão de 

leucócitos (3) e agregação plaquetária (6). O aumento da endotelina-1 e seqüestro do NO 

pela hemoglobina livre resulta num aumento do tônus vascular (4). O estreitamento do 

lúmen vascular acontece secundário a proliferação de célula múscular lisa e fibroblasto na 

íntima (5). O resultado final é vasculopatia (7) e oclusão (8). Adaptado por Switzer e cols. 

2006 70. 

 

 A hemólise per se parece também desempenhar um papel significativo na 

fisiopatogenia da doença falciforme. É sabido que leva à liberacao de hemoglobina 

no plasma e esta converte o óxido nítrico (NO) em nitrato inativo. Paralelamente, a 

lise de eritrócitos libera arginase que destroi L-arginina, substrato para a produção 

de NO, contribuindo na diminuição da concentração de NO. O NO é importante 

cofator da enzima guanilato-ciclase, responsável pela conversão de GTP 

(trifosfato de guanosina) em cGMP (monofosfato de guanina ciclica) responsável 
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pelo relaxamento dos músculos lisos vasculares e vasodilatação. A baixa 

bioavaliabilidade de NO altera a homeostasia vascular, aumentando a ativação 

plaquetária e a adesão de moléculas ao endotelio, levando ao desvio do balanço 

constrição-relaxamento em direção a uma maior vaso-constricção, facilitando a 

oclusão vascular 71. 

 

QUADRO CLÍNICO DA ANEMIA FALCIFORME 

 

 A AF é uma anemia hemolítica hereditária, grave, caracterizada pelo início 

das manifestações clínicas a partir dos 4-6 meses de vida e uma maior incidência 

em indivíduos da raça negra. Além da rigidez dos glóbulos vermelhos afoiçados, 

que contribuem para uma sobrevida diminuída dos eritrócitos (hemólise), as 

alterações imunológicas e vasculares observadas nesta doença levam a uma 

susceptibilidade aumentada às infecções e ao comprometimento funcional dos 

órgãos, respectivamente. Tal morbi-mortalidade determina a diminuição na 

expectativa de vida dos portadores 4,72. 

 

 Anemia 

 A AF é uma anemia hemolítica com aumento da bilirrubina indireta, 

hiperplasia eritróide na medula óssea e elevação dos reticulócitos. O elevado 

turnover celular eritróide leva à carência de folato e aumenta a susceptibilidade a 

crises aplásticas, geralmente associadas à infeção 73. O grau de anemia é variável 

de paciente para paciente, geralmete com níveis basais de Hb em torno de 7g/dl. 

As crises hemolíticas, o seqüestro esplênico (veja abaixo) e a aplasia podem levar 
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à queda abrupta destes níveis, colocando a vida dos pacientes em risco 73. A 

anemia crônica, independentemente do componente vascular per se desta 

patologia, pode levar à insuficiência cardíaca e acentuar a deficiência funcional de 

vários órgãos 32. 

 

 Síndrome Mão Pé 

 Frequentemente abrindo o quadro clínico da AF, episódios de dactilite em 

mão e pés ocorrem em crianças a partir dos 6 meses até os 3 anos de idade. 

Consiste de edema, não eritematoso e doloroso, principalmente das articulações 

dos pequenos ossos dos pés e mãos. Pode ser acompanhada de febre e 

leucocitose. As alterações radiológicas são: edema de partes moles, afinamento 

da cortical óssea, podendo progredir para a destruição dos metacarpos, 

metatarsos e falanges 74,75. 

 

 Crise Hemolítica 

 Súbito aumento da anemia sem fenômenos VOs, causando insuficiência 

cardíaca e morte em poucas horas 32. 

 

 Crises Dolorosas em Ossos e Articulações 

 A circulação sinusoidal da medula óssea é um local ideal para a 

falciformação dos eritrócitos provocando isquemia.  Após o primeiro ano de vida 

ocorrem crises dolorosas em ossos longos, coluna, costelas e articulações. Estas 

crises, de carater veno-oclusivo, pode levar à infartos ósseos e edema nas 

articulações 76. Complicação freqüente é a necrose asséptica de colo de fêmur e 
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de úmero, uni ou bilateral e, muitas vezes requer a substituição por próteses 77 . 

As crises dolorosas se constituem nos eventos mais freqüentes acarretando 

grande morbidade. Os indivíduos mais afetados costumam precisar de 

hospitalizações freqüentes, para analgesia intra-venosa, às vezes diversas vezes 

ao longo de um ano. É comum a adição a opiácidos e isto se constitue em um 

fator adicional na morbidade destes pacientes. As crises podem ser 

desencadeadas por infecções, frio ou calor acentuado, exercícios físicos ou por 

stress psíquico 78. 

 

 Seqüestro esplênico 

 A crise de seqüestro esplênico com alto risco de vida é caracterizada por 

súbito aprisionamento de sangue no baço, com marcada e aumento abrupto do 

baço, que se não tratado imediatamente pode promover sua rutura 30,79. Os 

múltiplos infartos esplênicos recorrentes determinam asplenia, nos primeiros 5 

anos de vida 24. 

 

 Síndrome Torácica Aguda (STA) 

 Caracterizada por febre, taquipnéia, dor torácica, leucocitose e infiltrado 

pulmonar, a síndrome torácica aguda é a segunda causa mais comum de 

mortalidade na infância. De difícil diagnóstico é frequentemente confundida com 

pneumonia. Trata-se do aprisionamento abrupto de eritrócitos na rede vascular 

pulmonar com conseqüente diminuição da pO2 sistêmica 80,81.  
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 Doença Pulmonar Crônica 

 Relacionada aos repetidos episódios de tromboses, infartos, embolias 

gordurosas, vasculopatia e infecções. É caracterizada pela diminuição da 

radiotransparência, por fibrose, espessamento da íntima e a proliferação dos 

músculos lisos dos vasos; todas estas alterações acabam por interferir na função 

pulmonar determinando padrão restritivo, obstrutivo ou combinado com diminuição 

da capacidade vital pulmonar, das trocas gasosa com hipoxemia e acúmulo de 

CO2 e hipertensão arterial pulmonar (HAP) 82-84. A doença pulmonar crônica é uma 

causa de morte freqüente no adulto 30. 

 

 Doença Biliar 

 A cole-litíase é muito freqüente pela anemia hemolítica e quadros graves de 

colelitíase ou colédocolitíase podem representar eventos de elevada morbidade e 

mortalidade 85,86.  

 

 Seqüestro Hepático 

 A crise de Seqüestro Hepático, embora, menos freqüente do que a crise do 

seqüestro esplênico é caracterizada por súbito aumento do fígado e dor intensa no 

quadrante superior direito pelo aprisionamento da grande quantidade de glóbulos 

vermelhos nesta víscera. Casos severos podem levar à morte por rutura hepática 

e anemia 85.  
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 Doença Hepática Crônica 

 Os repetidos infartos e seqüestros menores, subclínicos, na vascularisação 

hepática acabam por determinar substituição fibrosa do parênquima. 

Adicionalmente, a prevalência de hepatites virais, particularmente a Hepatite C 

(HCV), está bastante aumentada neste grupo de pacientes submetidos a 

transfusões freqüentes 87. O acúmulo de ferro com hemossiderose hepática vem 

sendo reconhecido também, como um fator muito importante na determinação da 

hepatopatia crônica 86.  

 

 Doença Cardiovascular 

 A cardiomegalia devido à sobrecarga cardíaca pela anemia crônica, 

oclusões recorrentes das arteríolas pulmonares e hemossiderose cardíaca é 

bastante freqüente no adulto. Estes fatores provocam dilatação e hipertrofia de 

ambos os ventrículos e insuficiências valvulares. Geralmente estes pacientes não 

apresentam doença aterosclerótica, mas podem apresentar infarto do miocárdio 

por oclusão coronáriana 88.  

 

 Doença do Sistema Nervoso Central 

 A ocorrência de acidentes vasculares cerebrais (AVC), isquêmicos e 

hemorrágicos, acometendo grandes e pequenos vasos cerebrais, é muito 

freqüente 67,89. Pode se manifestar apenas como déficit cognitivo e acomete cerca 

de 1/3 das crianças com AF 90. Nas crianças prevalecem os eventos isquêmicos 

enquanto que os hemorrágicos acometem os adultos 32,91.  
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 Doença Renal 

 Alterações da função renal podem ser causadas por infartos corticais, 

depósito de hemossiderina no epitélio dos túbulos convolutos proximais e ainda 

esclerose. Pode ocorre necrose de papila. Apresentam hiposternúria, devido à 

incapacidade de concentrar urina, os doentes ingerem grande quantidade de 

líquido. Enurese é uma queixa freqüente em crianças. Apresentam também 

diminuição da capacidade de excretar o íon hidrogênio, acidose tubular distal, 

diminuição da excreção de potássio com conseqüente hipercalemia e ainda 

aumento da reabsorção de fosfato 92. Hematúria é comum, em episódios curtos ou 

prolongados devido a ulcerações na pélvis renal, nos locais de infarto da papila. 

Pode ocorrer obstrução ureteral por coágulos. Síndrome nefrótica não é freqüente, 

mas ocorre em adolescentes e adultos, e pode evoluir para insuficiência renal. 

Microalbuminúria ocorre em 46% das crianças. A insuficiência renal crônica 

acomete cerca de 4% de doentes  30,93. 

 

 Doença ocular 

 A retina é um local vulnerável a oclusão vascular com danos irreversíveis, 

secundários à proliferação de vasos e formação de anastomoses arteriovenosas. 

Tais alterações podem levar à hemorragia vítrea ou na câmara ocular anterior e 

podem, ocasionalmente, levar à perda da visão 94.  
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 Úlceras de Perna 

 O rompimento da pele das porções distais das pernas e região maleolares é 

um problema comum e recorrente que afeta 75% adultos portadores de AF, sendo 

mais prevalentes nos homens. Decorre da veno-oclusão de vasos da derme e 

dificuldade de cicatrização de pequenos traumas do cotidiano 83,95. 

 

 Deficiência no Crescimento e Desenvolvimento 

 Embora normal ao nascimento as curvas de crescimento progressivamente 

ficam abaixo das curvas de crianças normais. A puberdade ocorre mais 

tardiamente, com um atrazo de 2 a 3 anos em relação às meninas normais. Ao 

chegar à vida adulta, estes pacientes tendem a ter peso e altura quase sempre 

nos limites inferiores da normalidade 96. Os níveis de hormônios de crescimento, 

tireoidianos, hormônio adenocorticotrófico (ACTH), e cortisol foram normais em 

uma série de pacientes, indicando um possível papel para a anemia crônica no 

desenvolvimento destes pacientes 97.  

 

 Priapismo 

 Pelo aprisionamento hemático nos sinusóides e corpos cavernosos do 

pênis, o priapismo pode complicar uma ereção normal ou mesmo ereções durante 

o sono. Embora geralmente autolimitado, o priapismo pode se tornar irreversível 

necessitando intervenção cirúrgica com conseqüente impotência sexual 24,83,98.  
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 HCV 
 

 Hepatite C é uma inflamação do fígado causada pela infecção do flavivirus 

hepatotrópicos: o vírus C da hepatite (HCV)99,100. Ao contrario dos demais vírus 

que causam hepatite, o vírus da hepatite C não gera uma resposta imunológica 

adequada no organismo, o que faz com que a infecção aguda seja geralmente 

assintomática, e os infectados crônicos tambem sejam assintomáticos na maioria 

dos casos, caracterizando-se pela inflamação hepática persistente e progressão 

incidiosa de fibrose, podendo evoluir para cirrose em cerca de 20% dos casos 101  

(WHO Hepatiti C, 1992. [cited Sept, 2006]. Avaliable from: 

http://www.who.int/csr/disease/hepatitis/Hepc.pdf.)  

 A organização Mundial da Saúde (OMS) estima que cerca de 3% da 

população mundial ja foi exposta ao vírus da hepatite C. Considerando que 70-

90% dos expostos se tornam portadores crônicos, há aproximadamente 170 

milhões de indivíduos infectados e portanto em risco de transmitir e desenvolver 

hepatite crônica pelo HCV e suas complicações 101, a prevalência geral da 

população do sul do Brasil (1-2%) 102. A prevalência mundial estimada de infecção 

pelo vírus da hepatite C encobre variações marcantes em subgrupos de 

indivíduos, tais como 0,2-2% dos adultos investigados em amostras de base 

populacional 103,104; 0,1-1,5% dos doadores de sangue 105,106; 71-98% dos 

hemofílicos 107,108; 22,9-52% dos pacientes em hemodialise 109,110; 16,8-98% dos 

usuários de drogas injetáveis 111,112; 0,8-11,5% dos homosexuais masculinos 113; 

0,4-6% dos trabalhadores da saúde 114,115; 1,3-20,5% familiares de pacientes HCV 

positivos 116,117 e 10-35% dos pacientes com anemia falciforme 87,118-123. 
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 A transmissão perinatal do HCV é incomum, contudo é possível, com taxas 

de transmissão variando de 0 a 8,4% 124. Há correlação entre a viremia do HCV na 

mãe e a subsequente infecção da criança. Além disso, uma hepatite C aguda 

durante a gravidez aumenta o risco de transmissão vertical do HCV para  a 

criança 125. Outro modo de contaminação pelo HCV ocorre essencialmente por 

exposição a sangue infectado e a través de técnicas muito sensíveis, o HCV RNA 

pode ser detectado em fluidos corporais como a saliva, liquido seminal, lágrima, 

líquor e líquido ascítico 126,127.  

 Como vimos anteriormente as características clínicas da doença falciforme, 

são crises vaso-oclusivas e/ou crises hemolíticas e o que tratamento pode exigir 

transfusões sanguíneas e de seus derivados. Antes da década de 1990 a 

tranfusão sanguínea era o principal modo de infecção por não ter disponível a 

sorologia da hepatite C nos bancos de sangue e em consequencia os pacientes 

ficavam expostos a esta contaminação. Este elevado risco infeccioso nos doentes 

falcêmicos levou a desenvolver uma melhor estratégia para aumentar a segurança 

da transfusão sanguínea, tendo como resultado a introdução de testes mais 

sensíveis e rigorosos nos procedimentos da selecção dos doadores e desta 

maneira a incidência de infecção pelo HCV foi significativamente reduzida, mas 

ainda têm um grave risco para a infecção pelo HCV 128. 

  A prevalência da infecção do HCV nos pacientes falcêmicos está 

diretamente relacionada ao número de transfusões sanguíneas, e pode levar a 

uma infecção crônica causando doença hepática como a cirrose  e fibrose do 

fígado nestes pacientes 119. 

 



 40

 Infecções 

 Em pacientes com AF, a partir dos 6 meses de idade, infecção generalizada 

pode ser a primeira manifestação de AF 32. Infecção aguda é a causa mais comum 

de hospitalização, embora não seja mais a principal causa de morte nos primeiros 

anos de vida, como nas décadas anteriores, graças ao uso profilático de 

antibióticos. O agente infeccioso mais prevalente destas infecções severas é o 

Streptococcus pneumoniae encontrado tanto na corrente sangüínea, como no 

líquor. A incidência é aproximada de 7 em 100 nas crianças com menos de 5 

anos, e é de  30 a 100 vezes mais freqüente do que em crianças normais, na 

mesma faixa etária. Mais de 70% das meningites são causadas por Streptococcus 

pneumoniae. A partir dos 5 anos, diminui a incidência das infecções generalizadas 

e surgem aquelas recorrentes causadas por germes gram-negativos como 

Escherichia coli, associadas às infecções do trato urinário 28. 

 

 Tratamento da AF 

 Com o avanço no conhecimento da fisiopatogenia, e da história natural da 

AF, inúmeras intervenções terapêuticas têm sido aplicadas com um resultado 

animador traduzido pela melhoria na expectativa de vida destes pacientes. O 

diagnóstico precoce, nos programas de screening neo-natal estabelecidos em 

alguns países, inclusive no Brasil, propicia o atendimento precoce, à utilização de 

medidas educacionais e preventivas como a utilização de antibióticos profiláticos 

durante a infância, a vacinação precoce contra pneumococos e hepatites virais e a 

utilização da HU precocemente no curso da doença 28-30,32. O único tratamento 

curativo é o transplante de medula óssea. No entanto, o conhecimento de que 
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vários pacientes têm uma evolução clínica mais benigna torna a escolha por esta 

alternativa terapêutica, de grande morbimortalidade, bastante difícil. 

 O tratamento com HU, um agente indutor da síntese da HbF, teria como 

principal efeito é a elevação dos níveis de HbF nos pacientes falcêmicos 129. 

Estudos recentes têm demostrado que a HU pode, também, reduzir a contagem 

de granulócitos, monócitos e plaquetas, e ainda reduzir a expressão de moléculas 

de adesão na superficie dos eritrócitos. Estas células, quando elevadas, são um 

fator de risco para a VO, pois permitem interações adesivas entre as células 

endoteliais e leucócitos e estimulam plaquetas a liberar citocinas que contribuem 

para a adesão 32,50,54,62,129-134. 

 As manifestações clínicas da AF são, portanto, estremamente variadas. 

Mesmo se tratando de uma doença genética monogênica, a variabilidade clínica 

entre os portadores e entre as diversas fases da vida de um mesmo paciente é 

muito grande.  

 

O SISTEMA IMUNOLÓGICO DA AF 

 As infecções são a principal causa de morbi-mortalidade na AF, 

particularmente na infância. Neste grupo, os principais agentes infecciosos são o 

Streptococos pneumomiae (pneumococo) e o H. Influenzae 135. As infecções por 

pneumococos são de 30 a 200 vezes mais freqüentes nas crianças menores de 

cinco anos afetadas do que na população normal 136. Nas crianças maiores e em 

adultos falciformes, o risco desenvolver infecções por germes gram-negativos, 

como a Escherichia coli, Klebsiella e Salmonella, é 25 vezes maior 137. Tanto nas 

crianças quanto nos adultos, chama à atenção a prevalência destes germes 
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encapsulados, sugerindo uma disfunção do sistema imunológico inato (p.e. 

sistema do complemento) e uma deficiência de opsonização específica (imunidade 

humoral). Estas deficiências poderiam ser explicadas pela disfunção esplênica 

observada nestes indivíduos. Pacientes esplenectomizados por rutura traumática 

do baço na infância apresentam riscos semelhantes. 

 A rede vascular peculiar do parênquima esplênico propicia a ocorrência de 

infartos repetidos que, inicialmente, levam a uma congestão na polpa vermelha e à 

esplenomegalia com seqüestro esplênico (vide abaixo); mas o acúmulo de 

trombos e áreas de infarto acaba por levar a uma insuficiência do órgão, 

culminando com atrofia e fibrose. Este fenómeno, denominado de auto-

esplenectomia, ocorre geralmente até os 5 anos de idade 138-140. 

Ainda quanto à imunidade inata, hoje se considera que o portador de AF 

vive em uma situação de inflamação crônica mantendo a rede vascular 

permanentemente sob a influência de mediadores pró- e anti-inflamatórios em um 

equilíbrio precário, mesmo entre as crises agudas da doença 141. O aumento da 

expressão das moléculas de adesão já referido, associado a graus variados de 

necrose tecidual recruta para o endotélio vascular granulócitos, monócitos 142,143, 

eosinófilos, plaquetas e com estes varias outras substancias: citocinas, proteínas 

de fase aguda, proteínas do sistema complemento, moléculas pró-coagulantes, 

etc 69,142-150. A liberação da endotelina-1 pelas células endoteliais, por outro lado, 

não apenas aumenta a expressão de moléculas de adesão 151,152 como estimula 

nos monócitos a secretar citocinas inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α, e o 

GM-CSF; substâncias que aumentam a produção de superóxidos pelos neutrófilos 
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153,154. 153,154. Há, portanto, várias vias de retroalimentação do processo 

inflamatório. 

 Conran e cols. (2007) 155, mediram os níveis plasmáticos da citocinas pro-

inflamatórias e correlacionaram com os números de leucócitos em pacientes 

falciformes. Embora os níveis plasmáticos de GM-CSF e IL- 3 estivessem 

elevados, só os de GM-CSF se correlacionaram positivamente com o número total 

de leucócitos, neutrófilos, monócitos e eosinófilos. Isto sugere um papel 

importante do GM-CSF na leucocitose observada na AF, mesmo entre as crises 

agudas da doença. Vale ressaltar que GM-CSF e IL-3 regulam a diferenciação e 

proliferação dos leucócitos na medula óssea. 

 Finalmente, citocinas tem a habilidade de regular a síntese de outras 

citocinas (ex: IL-1 induz a produção de TNF-α e vice-versa; IL-4 e IL-6 inibem a 

produção de TNF-α ou IL-1), assim como exercem uma ação moduladora na 

expressão de seus próprios receptores 156-158. 

 O impacto deste estado inflamatório permanente subclínico e multifatorial, 

no funcionamento do sistema imunológico é muito difícil de avaliar. Não há dúvida, 

no entanto, sobre a sua influência na patogenia da AF. 

 

IMUNIDADE ADAPTATIVA NA AF 

 

De uma maneira geral, existem dois tipos de resposta imunológica 

adquirida: a imunidade humoral e a imunidade celular. A imunidade humoral é 

mediada pelos anticorpos, que são produzidos pelos linfócitos B e que têm como 
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principal função opsonizar com grande especificidade eliminando microorganismos 

extracelulares e toxinas. A imunidade celular, coordenada e exercida pelos 

linfocitos T de forma específica, atua no mecanismo de defesa contra 

microorganismos intra-celulares 156. E é graças a expansão clonal dos linfócitos 

efetores e a geração de linfócitos de memória, após a resolução do processo 

agressor, que se gera uma eficiente resposta imune.  

Os linfocitos T efetores são, de forma geral, divididos em dois grandes 

grupos ou duas classes funcionais, que detectam peptídeos antigênicos 

apresentados por proteínas codificadas pelo Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (MHC).  

• Linfocitos T citotóxicos ou CD8+, que reconhecem peptídeos 

endógenos (proteínas processadas no interior das células) apresentados 

pelo sistema de antígenos de histocompatibilidade (HLA – Antígeno 

Leucocitário Humano) de classe I, expressos em todas as células 

nucleadas do organismo.   

•  Linfocitos T auxiliares (helper) ou CD4+, estes reconhecem os 

peptídeos exógenos apresentados pelo HLA classe II e podem ser 

clasificados em Th1 e Th2 159,160. 

 Os linfócitos T CD4+ Th1 quando ativados produzem IL-1α e IL-1β, IL-2, IL-

6, IL-8, IFNγ e TNFα/β; tendo características predominantemente pró-

inflamatórias, estimulando a fagocitose de células infectadas pela ativação de 

macrófagos, ativando o sistema de complemento. A fagocitose de partículas 

antigênicas, por outro lado, propicia a apresentação de antígenos desencadeando 
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a produção de anticorpos 161,162. As células Th2 são as ativadoras da resposta 

humoral, específica, estimulando a ativação de linfócito B e produzindo as 

citocinas anti-inflamatórias como IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 163. Embora 

com funções até certo ponto sobrepostas na resposta imune e, certamente 

complementares, sobretudo no que diz respeito ao estímulo direto ou indireto à 

produção de anticorpos, de uma maneira geral, as células Th1 e Th2 exercem, até 

certo ponto, funções antagônicas com relação à inflamação, a primeira 

estimulando e a segunda inibindo a reação inflamatória (Fig 5) 161,164. 

 Ragupathy e cols. (2000), estudando 39 pacientes portadores de AF 

demonstraram níveis significativamente maiores de IL-4, portanto, um perfil 

predominantemente Th2 nos pacientes quando comparados aos controles. 

Embora sem significado estatístico, o perfil Th1 parece predominar nos pacientes 

com função esplênica preservada o que poderia, segundo os autores, explicar a 

maior resistência destes indivíduos à infecções bacterianas 161. É possível que o 

ambiente inflamatório exacerbado no microambiente vascular de portadores de AF 

desencadeie uma resposta Th2 compensatória. 
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Fig 5. Modelo simplificado da possível interação das respostas de Th1 e Th2. 

Expert Rewiews in Molecular Medicine © 2000 Cambridge University Press 

http://journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/ERM2_09/S1462399400002143sup008

.htm 

 

 O princípio básico do sistema imunológico é ser capaz de reconhecer 

células ou moléculas estranhas ao organismo e com potencial patológico. A 

imunidade inata reconhece estes antígenos por afinidade molecular inespecífica. 

Alterações conformacionais sofridas pelas moléculas inatas, quando ligadas a 

antígenos, desencadeiam reações que recrutam fagócitos; no interior destes, o 

complexo molecular é exposto à radiacais reativos que o destrói e os fragmentos 

moleculares resultantes são então processados e exteriorizados na superfície das 

células. Esta expressão é associada a antígenos HLA cuja classe irá definir o tipo 

de linfócito necessário para eliminar o agente agressor: humoral ou citotóxico. 
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Subgrupos destes linfócitos, apenas reconhecidos mais recentemente, têm como 

função a regulação da função efetora e, desta forma, restringir o processo de 

ativação imune à amplitude e tempo necessários, e a antígenos que representam 

uma ameaça à integridade do organismo.  

 Na última década, surgiram evidências irrefutáveis que Linfócitos T 

reguladores têm um importante papel na manutenção da tolerância imunológica 

evitando respostas imunes não essenciais ou autodestrutivas 165. Os linfócitos 

regulatórios (supressores da resposta imune) mais bem caracterizados são 

CD4+CD25+(high)FOX P3+ conhecidos como Treg 166. Recentemente, uma nova 

população de linfócitos T CD4+ e CD8+ com propriedade regulatórias foi descrita 

167 no sangue periférico de indivíduos normais e, em maior quantidade, em locais 

de inflamação. Estes linfócitos expressam moléculas HLA classe Ib cujas 

principais isoformas são HLA-G1 e HLA-G5 (veja abaixo). Tanto os linfócitos 

TCD4+HLA-G+ quanto os CD8+HLA-G+ têm atividade supressora sobre os 

linfócitos T HLA-G- além de, comparativamente a estes últimos, secretarem 

significativamente menos INFγ e IL-10; diferentemente de todos os linfócitos T, 

particularmente dos Treg clássicos, os T HLA-G+ não respondem à IL-2.  A 

capacidade regulatória deste subgrupo, recém descrito, parece ser estimulada em 

um ambiente de inflamação e mediada de forma solúvel pela liberação da 

isoforma HLA-G5 no ambiente 167. Interessantemente, células tumorais 168 e 

macrófagos parasitados por citomegalovirus 169 podem também expressar HLA-G 

e utilizar a capacidade imunossupressora destas moléculas para sobreviver à 

vigilância imunológica.  
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SISTEMA DE HISTOCOMPATIBILIDADE LEUCOCITÁRIA HUMANA (HLA) 

 

 O sistema HLA consiste num grupo de glicoproteínas da superfície celular 

que são codificadas por um loci multigênico e multialélico, extremamente 

polimórfico entre os indivíduos, segregado em um modelo codominante 

Mendeliano, localizado no braço curto do cromossomo 6 e denominado MHC 170. 

O MHC contém cerca de quarenta genes que codificam os antígenos relacionados 

ao sistema HLA. Estes podem ser separados em dois grupos estruturalmente e 

funcionalmente distintos: Classe I e Classe II. A molécula do antígeno de Classe I 

é constituída por cadeia alfa-peptídica com cinco domínios e uma cadeia beta (β-

2-microglobulina); diferindo da Classe II que se apresenta como duas cadeias 

polipeptídicas (α e β), cada uma com quatro domínios 171,172. Os principais genes 

da Classe I  são o HLA-A, B e C (genes Ia), que possuem expressão variável na 

maioria das células somáticas e são fundamentais na apresentação de antígenos 

intra-celulares ou endógenos ao interagirem com linfócitos T CD8+. A Classe II 

(HLA-D) é designada por três letras: uma para a Classe (D), uma para a família 

(M, O, P, Q ou R), e a terceira para especificar a cadeia polipeptídica (A, alfa; B, 

beta, respectivamente). Estes antígenos são expressos preferencialmente em 

células imunológicas tais como linfócitos B, linfócitos T ativados, macrófagos, 

células dendríticas e células epiteliais tímicas que têm a função de apresentar 

antígenos ou peptídeos exógenos aos linfócitos T CD4+ 171. 

 O sistema HLA coordena, portanto, o reconhecimento antigênico de 

peptídeos endógenos ou exógenos e controla as respostas imunes, humoral e 

celular. Estes antígenos são processados pelos monócitos, macrófagos e células 
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dendrítricas que atuam como Células Apresentadoras de Antígenos (APC). Os 

antígenos estranhos ou “não próprios” podem ser provenientes da degradação 

intracelular de proteínas citoplasmáticas, através da ação do proteossomo 

(restritos ao HLA Classe I), ou adquiridos por endocitose, a partir do meio externo 

celular (restrito ao HLA Classe II). Processados pelas APCs e expressos em suas 

membranas, eles formam complexos com o HLA e assim são apresentados aos 

Receptores de Células T (TCR) 173. O HLA age como peça fundamental na 

segregação e eliminação de células auto-reativas, na fisiologia das vias de 

reciclagem e eliminação do “lixo celular” 174, na identificação de células infectadas 

por vírus ou em transformação neoplásica, desempenhando um papel central na 

proteção do organismo e por conseguinte, na defesa imunológica.  

 Alvo de investigação intensa, sobretudo no cenário das doenças auto-

imunes e inflamatórias, o gene HLA-G do MHC tem sido ultimamente mais bem 

caracterizado. Trata-se de um gene que codifica um antígeno HLA da classe Ib 

com uma expressão tecidual restrita, baixo polimorfismo e de 7 isoformas (HLA-

G1 a 7) 175. Esta molécula, embora capaz de agir como apresentadora de 

antígenos, tem forte propriedade inibitória agindo como um mediador da tolerância 

imune. Recentemente, como ressaltado acima, uma população distinta de 

linfócitos T CD4+ e CD8+ expressando moléculas do HLA-G foi descrita. Como era 

de se esperar, os linfócitos T HLA-G+ exercem uma função regulatória, 

imunossupressora 167. 

 A expressão deficitária das moléculas HLA-G, tanto de membrana como na 

sua forma solúvel, leva a uma alteração na regulação do sistema imune e está 

relacionada com uma série de doenças auto-imunes. O polimorfismo decorrente 
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da inserção ou deleção de 14bp na região 3 ´UTR do HLA-G  levaria a um 

“splicing” alternativo determinando a transcrição de níveis plasmáticos diferentes 

de HLA-G 176,177. Adicionalmente, moléculas de Micro-RNA (miRNA) (veja abaixo) 

parecem ter um papel na regulação da expressão do HLA-G. Na região localizada 

na posição +3142 do gene HLA-G, ainda em 3’UTR, foi descrito um sítio de 

ligação para miRNA, e simultaneamente existe um polimorfismo G/C que 

determina afinidades diferentes a estas micro-moléculas. Por conseguinte, esta 

região (e os miRNAs) podem modular a supressão da tradução do RNA 178. 

Segundo Veit e Chies 179 este polimorfismo poderia explicar melhor a variabilidade 

da expressão plasmática de moléculas de HLA-G do que o polimorfismo no 

splicing alternativo determinado pela inserção/deleção de 14pb na região 3’UTR 

do gene.  

 

Micro-RNA (miRNA) 

 

 Micro-RNA (miRNA) são moléculas de RNA fita simples, de 19-25 

nucleotídios, evolutivamente bem conservadas e não codificadoras de proteínas, 

que atuam como potentes reguladores da expressão gênica pós-transcricional de 

pelo menos um terço dos RNA mensageiros (mRNA), reprimindo-os ou 

degradando-os 180. A regulação da expressão gênica mediada por miRNA é crítica 

para a função normal da célula. Moléculas de miRNA regulam vários processos 

fisiológicos incluindo a diferenciação de células tronco, a hematopoese, o 

desenvolvimento de músculos cardíaco e esquelético, a neurogênese, a secreção 

de insulina e o metabolismo do colesterol, para citar alguns. A expressão 
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aberrante destas micro-moléculas está implicada em uma série de doenças 

incluindo câncer e doenças cardíacas 181-185. A presença de  miRNA é instrumental 

para a regulação da função imunológica, inata e adaptativa, para o 

desenvolvimento e diferenciação das células imunes e na prevenção da auto-

imunidade 186,187. Em camundongos, a regulação da produção e função dos 

granulócitos foi relacionada ao MiRNA-223 que modularia o papel destas células 

na inflamação 188. 

 

CITOCINAS 

 

 As citocinas representam um grupo heterogêneo de proteínas biológicas 

ativas ou glicoproteínas de baixo peso molecular, sinalizadoras extracelulares que 

promovem a interação e/ou comunicação intercelular entre as células do sistema 

imune, agindo através de receptores específicos localizados na superfície das 

células alvo 189. São mediadores solúveis ativos em quantidades muito pequenas, 

e têm como função primária modificar o comportamento das células adjacentes 

induzindo o crescimento, a diferenciação, motilidade, quimiotaxia, ativação e/ou 

aumento da citotoxicidade das células de vários tecidos através de atuação 

também sobre a expressão gênica das células-alvo.  

 As primeiras citocinas identificadas eram produzidas por leucócitos, e, por 

essa razão, foram chamadas de interleucinas (IL). Imaginou-se que as IL tinham a 

função de intermediar ou transmitir mensagens exclusivamente entre eles. Outras 

citocinas conhecidas são os interferons (IFN), que podem amplificar a aptidão do 

sistema imunológico para reconhecer um invasor estranho ao organismo. Do 
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mesmo modo, as citocinas secretadas pelos monócitos (macrófagos) foram 

chamadas monoquinas. Temos também os TNF e os fatores de crescimento (GF). 

Hoje, sabe-se que todas estas citocinas podem ser produzidas por praticamente 

todos os tipos celulares existentes no organismo e funcionar de maneira integrada 

com a finalidade principal de defender o organismo 190. 

 Outra função das citocinas é sua capacidade de regular sua própria síntese 

(ex: IL-1 induz a produção de TNF-α e vice-versa; IL-4 e IL-6 inibem a produção 

de TNF-α ou IL-1), também tem acões modulatórias na expressão dos receptores, 

sendo estas estimulatórias (IFN-γ aumenta a expressão do receptor de TNF-α) ou 

inibitórias (IL-1 diminui a expressão do receptor de TNF-α). Além disso, 

antagonistas dos receptores podem bloquear ou reduzir o efeito da mesma 

citocina (ex.: IL-1RA conhecido como antagonista do receptor de IL-1) 156-158.  

 O efeito de qualquer citocina é dependente do tempo da liberação da 

mesma, do local onde ela age, da presença de elementos sinergistas ou 

competidores, da densidade dos receptores e da responsividade tissular para 

cada citocina 191. É de extraordinária importância reconhecer que há citocinas que 

atuam excitando as células de defesa produtoras da inflamação, seja diretamente, 

ou pelo estímulo à produção de outras citocinas. 

 
INTERLEUCINA 10 

 

 A IL-10 humana é uma estrutura homodimérica de 34 a 40 kDa, constituída 

por uma cadeia polipeptídica que se estrutura em quatro domínios globulares α-
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hélice 192. Suas duas cadeias possuem 160 aminoácidos cada, com cerca de 18 

kDa, unidas por pontes dissulfídicas 193. 

 O gene da IL-10 contém cinco exons e está presente em uma única cópia 

no genoma, ocupando aproximadamente 5,1 kb no cromossomo 1, entre 1q31 e 

1q32 192,194. 

 Inicialmente conhecida como Fator inibidor da síntese de citocinas, a 

Interleucina 10 (IL-10) ficou conhecida por sua capacidade de inibir a produção de 

citocinas produzidas pelas células Th1 no sobrenadante de cultivo celular de 

linfócitos Th2 195,196. 

 A IL-10, em humanos, é produzida por várias células do sistema de defesa: 

monócitos/macrófagos ativados, linfócitos CD4+ tanto por células tipo Th1 como 

Th2, linfócitos CD8+, células dendríticas, células B e queratinócitos 191,197. Em 

humanos, os macrófagos e monócitos seriam a fonte predominante de síntese da 

IL-10 endógena 198. Em modelos experimentais se observou que os bloqueadores 

dos canais de Cálcio aumentam a produção de IL-10 e diminuem os níveis de 

TNF-α 191. 

  A IL-10 produzida pelos linfócitos é característica de resposta imune do tipo 

Th2, possuindo notáveis propriedades anti-inflamatórias, que incluem a 

capacidade de inibir a proliferação das células T, a produção do TNF e das 

interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8 e outras propriedades imunoregulatórias como a 

diminuição da expressão de moléculas de MHC-I e MHC-II nas APCs. Tudo isso 

representa uma redução substancial na intensidade do processo inflamatório e 

estas citocinas medeiam resposta imune celular do perfil Th1 como IFN-γ. Por 



 54

outro lado, a secreção da IL-10 pode reforçar a atividade imunológica, estimulando 

a proliferação, ativação e quimiotaxia de células T CD8+ e ativando as células 

natural killers (NK), além de estimular a produção de outras citocinas 193. 

 Quando a IL-10 age sobre os macrófagos interrompe a resposta imune e a 

infecção é erradicada,  deste modo, o sistema volta ao seu estado normal graças 

à regulação de retroalimentação negativa 199.  

 A IL-10 suprime a inflamação por vários mecanismos, incluindo a redução 

da expressão de HLA classe II, redução de secreção de IL-2, TNF-α e IL-8. Além 

disso, a IL-10 excerce ação anti-inflamatória por reprimir muitos efeitos biológicos 

do interferon-gama (IFN-γ); das citocinas produzidas por neutrófilos e células NK e 

atenuar a expressão dos receptores de necrose tumoral na circulação sistêmica e 

inibir a atividade das APCs 191,197. 

 As diferentes respostas da IL-10 podem ter um papel tanto protetor em 

relação as infecções como facilitador, já que suprime a resposta inflamatória. 

Exemplos disso são estudos que relatam associação de níveis elevados de IL-10 

no sangue com mortalidade por doença meningocócica 200, assim como níveis 

baixos de IL-10 aumentam o risco de síndrome da angústia respiratória aguda do 

adulto 201.  
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JUSTIFICATIVA 
 
 

 
 Sabemos que a AF é uma doença genética monogênica mais comum no 

Brasil e esta doença é consideranda um problema de saúde pública. 

 A variabilidade das manifestações clínicas nestes pacientes se dá nas 

diversas fases da vida, isto faz com que os doentes falcêmicos se encontrem num 

risco elevado de desenvolver complicações clínicas que podem ser 

assintomáticas, leves ou muito severas; estas complicações severas podem levar 

a uma mortalidade precoce num período muito curto de tempo. Por isso é 

importante a identificação precoce de determinantes da severidade no quadro 

clínico destes pacientes e desta maneira teriam um manejo adequado no 

tratamento da doença e consequentemente um aumento da sobrevida e melhora 

da qualidade de vida.  

 A AF seria o resultado de uma resposta inflamatória exacerbada que estes 

pacientes desenvolvem, comportándose como uma doença inflamatória crônica e 

sugerindo que uma modulação do sistema imune poderá ser útil para a regulação 

da sintomatologia clínica; sendo assim temos os seguintes objetivos. 
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OBJETIVOS 
 
 
 

Objetivo Geral 

 

 O presente estudo tem o objetivo de analisar a correlação de polimorfismos 

descritos para genes do sistema imune e a patofisiologia da Anemia Falciforme 

 

 

Objetivos Específicos 

 

Entre os objetivos específicos, o presente estudo realizado pretendeu: 

• Estabelecer a freqüência de polimorfismos descritos para variantes 

dos genes HLA-G e analisar uma possível correlação destas com a 

fisiopatologia da Anemia Falciforme; 

• Analisar a taxa de expressão de IL-10, uma potente interleucina 

reguladora da ação inflamatória, para estabelecer correlações com a 

sintomatologia dos pacientes; 

• Estabelecer a freqüência de polimorfismos descritos para variantes 

do gene IL-10 e analisar uma possível correlação destas com a 

fisiopatologia da Anemia Falciforme 
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ABSTRACT 

 

In spite of its well known monogenic etiopathogenesis, Sickle Cell Disease (SCD) is 

characterized by a striking variability of clinical presentation. There is growing evidence 

that genetic factors may be involved in this variability. HLA-G is a non-classical HLA 

molecule which was shown to be expressed at sites of inflammation and in inflammatory 

diseases. Besides its large and highly polymorphic promoter region, the 3’ UTR region 

seems to play an important role on regulating HLA-G expression. In this study, we 

investigated the influence of  the 14pb and the +3142 HLA-G polymorphisms on 93 SCD 

patients in order to evaluate its potential role on clinical parameters. Twenty-one patients 

presented an HCV infection. Among all SCD patients 16 (22.2%) were homozygous for the 

+3142C genotype, none of them HCV positive. Controlling by blood transfusion episodes, 

the C allele represented a protection factor for HCV infection which was shown to be dose-

dependent (RR = 0.41 CI95% 0.24-0.71). The +3142C allele was also underrepresented 

among patients with history of respiratory-tract infections. Our results support a role of the 

+3142 polymorphism on the susceptibility to infections among SCD patients. 
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INTRODUCTION 

 

Sickle cell disease (SCD) is the most common hereditary illness in the world, affecting 

mainly people of African ancestry 1. The illness is characterized by a mutation in the sixth 

codon of the beta hemoglobin 2 gene which results in the substitution of valine for glutamic 

acid in position six of beta chain of the hemoglobin, with the resulting abnormal 

hemoglobin (Hb S) responsible for alterations in the erythrocytes that culminate with the 

obstruction of the microcirculation, ischemia, tecidual necrosis and organic dysfunction 3,4. 

In spite of its well known monogenic etiopathogenesis, SCD is characterized by a striking 

variability of the clinical presentation ranging from an early-onset life-threatening disease 

to a milder condition compatible with an almost normal life course. Unpredictability of the 

major complications is also a characteristic feature of this disease. Although environmental 

factors undoubtedly play a role in this variability, there is growing evidence that genetic 

factors may be involved as well. For instance, recent studies have focused on the 

immunogenetic modulation of both innate and adaptive immune responses 5-7. Particularly, 

it has been reported that both classical and non classical HLA alleles might play a role on 

the susceptibility to infections in SCD patients 8,9.  

HLA-G is a non-classical HLA molecule, characterized by limited polymorphism, by 

the expression of both membrane-bound and soluble isoforms and by its limited tissue 

distribution under normal physiological conditions. However, this molecule was shown to 

be largely expressed at sites of inflammation and in inflammatory diseases 10-13, being able 

to mediate the inhibition of the cytotoxic activity of NK- and CD8 T-cells and affect CD4 T-

cell functions an dendritic cell maturation 14. Therefore, it was suggested that HLA-G plays 

an important role in regulating the immune response in these conditions. The regulation of 

HLA-G gene expression seems to be complex and is yet poorly understood. Besides its 

large and highly polymorphic promoter region, the 3’ UTR region seems to play an 
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important role on regulating HLA-G expression. A 14bp insertion/deletion polymorphism 

located at this region (rs16375) was shown to play a role on alternative splicing and was 

also associated with different levels of HLA-G in plasma 15,16. This polymorphism has been 

shown to be associated to as a susceptibility factor to some inflammatory diseases 10,12,17-

22. Another polymorphism located at this region, at the position +3142 (rs1063320), is 

thought to influence miRNA binding, thus influencing RNA turnover and miRNA-mediated 

repression of translation 23. This same study has reported an association between this 

polymorphism and asthma susceptibility. It was previously suggested by our group that 

this polymorphism might explain better the differences observed in HLA-G protein 

expression in plasma than the 14bp polymorphism 24. In this study, we investigated the 

influence of these two polymorphisms on SCD disease course. 

 

  

MATERIALS AND METHODS 

 

Study population 

The patients with sickle cell disease (SCD) were recruited at the Hemoglobinopathy Unit at 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Of these, 93 participated in the study (45 men and 

48 women). Patient data (sex, age, ethnic origin, clinical manifestations, hematological 

parameters, etc) were obtained from their medical records.  

The control group comprised 259 healthy individuals from the urban population of Porto 

Alegre and Rio de Janeiro with the same ethnic origin of the patients. The study protocol 

was approved by the Medical Ethics Committee of the Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre, Brazil and informed consent was obtained from all patients.  
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Genotyping of the HLA-G gene polymorphisms 

DNA was isolated from peripheral blood cells using a salting-out procedure 25. For the PCR 

(Polymerase chain reaction) analysis of the +3142 polymorphism, 200 ng of genomic DNA 

were added to a final volume of 25 μL, with final concentrations as follows: PCR buffer 1X, 

2.0mM MgCl2; 0.2mM of each dNTP; 1.0 unit of Taq-polymerase and 10pmol of each 

primer (GMIRNAF -5’- CATGCTGAACTGCATTCCTTCC-3’, GMIRNAR - 5’ 

CTGGTGGGACAAGGTTCTACTG -3’). Thermocycling conditions were: 94°C for 5 min; 32 

cycles of 940C for 30 s, 65.50C for 30 s and 720C for 60s followed by a final extension step 

at 720C for 5min. The amplified PCR products were cleaved with 3U of BaeG I (New 

England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA) at 37oC for three hours, according to 

manufacturer’s instructions. RFLP products were analyzed by electrophoresis in a 1.5% 

agarose gel stained with ethydium bromide and visualized under ultraviolet light. The C 

allele yielded an intact fragment of 406bp while the G allele yielded fragments of 316 and 

90bp. The 14-bp polymorphism at exon 8 of HLA-G gene was detected through PCR 

analysis as previously described 26. Briefly, 200 ng of genomic DNA were added to a final 

volume of 25 μL, with final concentrations as follows: PCR buffer 1X, 1.5mM MgCl2; 

0.4mM of each dNTP; 1 unit of Taq-polymerase and 10pmol of each primer. 

Thermocycling conditions were adapted to 94°C for 2 min; 35 cycles of 940C for 30 s, 640C 

for 60 s and 720C for 60s followed by a final extension step at 720C for 10min. The 

amplified PCR products were analyzed by electrophoresis in a 6% polyacrylamide gel 

stained with ethydium bromide and visualized under ultraviolet light.  

 

Statistical analysis 

HLA-G genotypic frequencies were compared to Hardy–Weinberg expectations using Chi-

Square tests. HLA-G allelic frequencies and HLA-G genotypes of controls and SCD 
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patients were compared using the χ2 test (with Yates correction when necessary). 

Bonferroni correction for multiple comparisons was applied when the P value was 

significant. Poisson Regression with robust variance was applied when controlling for 

multiple variables. The significance level was set at α = 0.05 (two-tailed) and all statistical 

analyses were performed with SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and winPEPI 27. 

 

 

RESULTS 

Ninety-three SCD patients (45 women and 48 men) were genotyped for the HLA-

G polymorphisms. The mean patient’s age was 27.3±12.2 years. Eighty-eight patients 

were under treatment with Hydroxyurea (HU) by the time of analysis. Further details about 

the patient’s clinic status are displayed on Table 1. The allelic and genotypic frequencies 

observed in the patients group were similar to those obtained in a control group composed 

by African-descendent individuals (Table 2) and both groups did not deviate from Hardy-

Weinberg equilibrium (data not shown).  

Twenty-one SCD individuals (23%) were infected with HCV, a frequency similar 

to other studies with SCD patients 28-34, but much higher than the expected prevalence on 

the general Southern Brazilian population (1-2%) 35. Remarkably, none of these patients 

was homozygous for the +3142C allele (CC) as compared to 16 individuals (22%) from the 

group without HCV. The allelic frequency of the C allele was lower in the infected group as 

compared to the HCV-negative group (respectively 21.4% and 48.6%, P=0.003) (Table 3). 

Interestingly, while none of the CC individuals was in the HCV infected group, 20% of the 

heterozygous and 40% of the patients homozygous for the G allele (GG) were in the 

infected group (linear trend χ2 = 7.467 P = 0.006), which lead us to think of a dose effect 

associated to this polymorphism on the susceptibility to HCV infection. A Poisson 

regression model (controlling for blood transfusion events during one year of observation) 
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was performed to assess this hypothesis. According to it, GG patients have a risk 2.4 and 

5.8 times higher of acquiring an HCV infection as compared to heterozygous and CC 

patients, respectively (Model P > 0.0001, Table 4). No differences were observed between 

infected and non-infected subjects concerning the 14bp polymorphism (Table 3).  

Forty-eight patients presented a history of respiratory tract affections (upper 

respiratory tract infections, bronchopneumonia, asthma and/or rhinitis/sinusitis – Table 1). 

Moreover, among them 42 (87.5%) had presented at least one episode of 

bronchopneumonia and/or other upper respiratory tract infection. When considering 

bronchopneumonia and upper respiratory tract infections separately, we observed that in 

both groups there was a decreased frequency of the CC genotype (although not 

significant). Also, it is interesting to point out that none of the 16 patients with upper 

respiratory tract infections presented the CC genotype (Table 5). This association yielded 

a significant P-value when considering both bronchopneumonia, upper respiratory tract 

infections as a single group (P=0.040), although not significant after correcting for multiple 

comparisons (P=0.12 – Table 5). No differences were observed when considering the 

14bp polymorphism alone or both polymorphisms as haplotypes (data not shown).  

We also evaluated a potential influence of the HLA-G genotype on hematological 

parameters, such as adult and fetal Hb levels, leukocyte and platelet counts, and bilirubin 

and LDH (lactate dehydrogenase) levels. No differences were observed between these 

parameters and the polymorphisms analyzed. To evaluate a potential interference of the 

HLA-G genotype on the effect of HU, we compared the above-mentioned parameters 

before and after HU treatment. Again, no significant differences were observed among 

genotypes and haplotypes considering the two HLA-G polymorphisms (data not shown). 
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DISCUSSION 

In this work, we assessed the influence of two polymorphisms located at the 

3’UTR of the HLA-G gene on the clinical features of SCD patients. Although being a 

disease of monogenic inheritance, the marked variability of symptoms in SCD has lead to 

the search for genetic features that could explain, at least partially, such clinical 

differences. A marked feature in SCD patients is the high prevalence of recurrent 

infections. It has been proposed that SCD is a chronic inflammatory condition and that the 

high occurrence of infections is not due to any immunodeficiency, but rather to this status 

of chronic inflammation 36,37. Since associations between both classical and non-classical 

HLA molecules and disease outcome in SCD patients have been reported by previous 

studies and since HLA-G is a molecule that interferes in both innate and adaptive 

immunity, it constitutes an interesting target to be evaluated  on SCD course.  

In our cohort, 23% of the patients were positive for HCV and, of those patients, 

86% had previous history of at least one blood transfusion. Because SCD patients are at a 

higher risk of blood transfusions, due to their frequent episodes of hemolytic anemia, they 

constitute a risk group for HCV (and other diseases transmitted by blood derivates). Still, in 

spite of entering the human body, the HCV virus encounters resistance to its 

establishment by the host’s immune system, and this resistance, according to our results, 

seems to be partially dependent on the HLA-G genotype. As previously shown, no patients 

homozygous for the C allele were found in the HCV infected group and, conversely, the 

frequency of homozygotes for the G allele was more than doubled in the infected group as 

compared to the non-infected group. The Poisson regression model was consistent with a 

dose effect, suggesting that CC patients are more protected than heterozygous patients 

and that these are more protected than GG patients against HCV infection. Interestingly, 

the most significant association observed by our study was not with an infection caused by 



 87

a pathogen which would explore directly the intrinsic dysregulation of the SCD patient, but 

rather an infection which is an indirect consequence of the patients special needs. 

This finding is somewhat surprising considering the immunosuppressive role of 

the HLA-G molecule and the context in which it is being analyzed. Considering HCV 

infection alone, it could be expected that the C allele, which is more frequently associated 

to the 14bp deletion and is itself associated to a lesser microRNAs binding to the HLA-G 

mRNA molecule and, consequently, to a higher HLA-G expression, would be associated to 

an increased risk of infection by HCV. However, our results reveled that instead of being a 

risk factor for HCV infection, the C allele seems to confer protection against HCV. This 

finding suggests a protection mechanism that could be associated to an increase on HLA-

G expression. This could, at first glance, seem paradoxal, since the immunosuppression 

mediated by molecules such as HLA-G could, a priori, predispose to infections. However, 

considering SCD as a chronic inflammatory disease, where the frequent vaso-oclusive 

events and a constant state of hemolytic anemia may easily lead to an altered state of 

immune homeostasis, the presence of immune regulatory molecules such as HLA-G could 

favor a better immune behavior against foreign pathogens. Another finding that supports 

this view is the fact that homozygosity for the C allele was underrepresented in the group 

with history of respiratory infections. However, if the resistance to HCV infection conferred 

by the C allele is restricted to the very specific immune context of SDC patients or if it can 

be extrapolated to other risk groups remains to be elucidated.  

Nevertheless, an association between HLA-G polymorphisms and HCV infections 

has been previously reported 38. Martinetti et al. have observed that the homozygosity for 

the 14bp deletion (which is associated to higher expression of HLA-G) as well as the 

presence of an allele which contains this deletion (*010401) seem to be risk factors for 

vertical transmission of HCV whereas the *0105N allele, which contains the 14bp insertion, 

confers protection. However, in our study, the 14bp genotype did not seem to be related to 
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susceptibility to HCV infection. A possible explanation for these conflicting results is the 

distinct contexts of exposure to the HCV virus focused by each study: vertical transmission 

of HCV implicates an overcoming of the placental barrier before entering the child’s 

organism, while there is no such barrier when acquiring the virus directly through blood 

transfusions, which was probably the main case in our study. If HLA-G plays a role on the 

permissiveness of the placenta to the passage of the virus, and we should point out that 

HLA-G molecule is a major component of the immune system in this environment, this 

could perfectly explain the observed discrepancies between our data and the above-

mentioned study.  

Taken together, our results support the role of HLA-G on the susceptibility to 

infections in SCD patients, especially HCV. Moreover, they constitute an indirect evidence 

of the role of microRNAs on the regulation of HLA-G expression through their interaction 

with the region which encompasses the +3142 polymorphism.  
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Table 1 
 

 

Table 1: Patients features and clinical manifestations 

 N (%) mean SD 
SS (total n = 96)    

Females 45 (48.4)   
Males 48 (51.6)   
Age (years)  27.3 12.2 
Age at HU treatment (years)  19.4 11.8 

    
Clinical complications    

Pain crisis 84 (90.3)   
≥1 Blood transfusionsa 36 (37.5)   
Priapism 10 (20.8)b   
HCV infection 21 (22.6)   
Foot ulcers 13 (14.0)   
Bone c 21 (22.6)   
Neurological d 15 (16.1.)   
Respiratory e 48 (51.6)   
Gastroenterological f  57 (61.3)   
Circulatory g 21 (22.6)   
Endocrinal 2 (2.2)   
Sensorial h 6 (6.5)   
Genital-urinary 11 (11.8)   
Lymphatic 6 (6.5)   

a During one year follow-up  b Only male patients (total = 48)  
c Osteonecrosis/osteomyelitis d cerebrovascular accident /mental retardation/epilepsy  
e upper respiratory tract infections/bronchopneumonia/asthma/rhinitis/sinusitis 
f gastric ulcer/ cholelithiasis/hepatomegaly/ splenomegaly g deep vein thrombosis/ systemic 

artherial hypertension/pulmonary hypertension/cardiomegaly  h otitis and retinopathies 
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Table 2 
 

 

Table 2: HLA-G genotype frequencies 

 Patients (%) Controls (%) P-valuea 

14 bp    
Ins/ins 15 (16.5) 34 (13.1) 0.378 
Ins/del 47 (51.6) 122 (47.1)  
Del/del 29 (31.9) 103 (39.8)  

    
+3142    

CC 16 (17.2) 47 (18.1) 0.977 
CG 47 (50.5) 130 (48.6)  
GG 30 (32.3) 87 (33.2)  

a Pearson χ2 
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Table 3 
 

 

Table 3: HLA-G genotype and prevalence of HCV infections 

HCV  GG CG CC %C allele 
Yes +3142 12 (57.1) 9 (42.9) 0 (0.0) 21.4a 

No  18 (25.0) 38 (52.8) 16 (22.2) 48.6a 

      
  del/del ins/del ins/ins %ins allele 

Yes 14 bp 3 (14.3) 14 (66.7) 4 (19.0) 52.4b 
No  27 (37.5) 34 (47.2) 11 (15.3) 38.9b 

a P=0.003 b P=0.167  
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Table 4 
 

 

Table 4: Poisson regression with robust variance model and predicting variables for 

development of HCV infection (Model significance <0.0001) 

Variable PR 95% CI P Pcorr 
HLA-G +3142C 0.41a 0.24-0.71 0.001 0.003 
≥1 BT/year  2.60 1.2-6.00 0.015 0.045 
PR, Prevalence Ratio; 95% CI, 95% confidence interval; BT, blood transfusions 
a For each G allele. 
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Table 5 
 

 

Table 5: +3142 genotype and respiratory tract infections 

  GG CG CC %G allele P a Pcorr 

Yes 7 (43.8) 9 (56.2) 0 (0.0) 28.1  Upper respiratory 
tract infections No 24 (30.8) 38 (48.7) 16 (20.5) 44.9 

0.104 
 

Yes 13 (36.1) 20 (55.6) 3 (8.3) 36.1  Bronchopneumonia 
No 18 (31.0) 27 (46.6) 13 (22.4) 45.7 

0.138 
 

Yes 16 (38.1) 23 (54.8) 3 (7.1) 34.5 0.12 Respiratory tract 
infections No 14 (27.5) 24 (45.1) 13 (25.5) 49.2 

0.040b 
 

a Considering CC as a protection factor,  b Prevalence Ratio = 0.37 (0.13-1.05) 
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INFORMAÇÕES COMPLEMENTARES 
 

 O objetivo principal do presente estudo foi analisar a correlação de 

polimorfismos descritos para os genes da IL-10, uma potente interleucina anti-

inflamatória e do HLA-G, molécula que funciona como inibidora de células NK e 

indutora da expressão de IL-10, com a patofisiologia da Anemia Falciforme. 

 É importante salientar que o presente estudo é parte de um projeto maior 

que envolve o estudo de outros genes polimórfico como TNFRII, HLA-E, MBL2 

(molécula envolvida na imunidade inata e ativação de macrófagos), HO-1 (heme-

oxigenase 1), MMP-2 e MMP-9 (metaloproteinases de matriz) em pacientes com 

anemia falciforme. 

 Em um primeiro momento deste capítulo compararemos os dados 

relevantes obtidos a partir do levantamento clínico de todos os nossos pacientes 

com a literatura. Em anexo às considerações finais serão apresentadas 

metodologias e dados adicionais [Anexo I: DADOS COMPLEMENTARES, 

contemplando o Local de realização, População, Levantamento dos dados clínicos 

dos pacientes, Coleta de sangue, Análise dos polimorfismos do promotor de IL-10 

(extração de DNA, procedimentos de genotipagem, resultados), além da parte da 

análise da expressão de IL-10 (extração de RNA, Sintese de cDNA, PCR 

quantitativo e resultados); Anexo II: PROTOCOLO DE ANEMIA FALCIFORME 

para obtenção de dados clínicos e Anexo III: TERMO DE CONSENTIMENTO 

LIVRE E ESCLARECIDO]. 

 Foram estudados 99 individuos com Anemia Falciforme que apresentaram 

grande heterogeneidade clínica. Entre os sintomas apresentados por estes 
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pacientes, em diferentes fases da doença, encontramos: crises vaso-oclusivas, 

úlcera de pé, infecção por HCV; no sistema respiratório as infecções de vias 

aéreas superiores (IVAS), broncopneumonia (BCP), rinitis/sinusite alérgica e 

asma; no sistema neurológico o acidente vascular cerebral (AVC), epilepsia; no 

sistema gástrico a hepatomegalia, esplenomegalia, úlcera gástrica, colelitiase,  

esplenomegalia; no sistema genito urinário as infecções urinárias e priapismo; no 

sistema linfático as adenomegalias, no sistema circulatório a cardiomegalia, o 

tromboembolismo venoso profundo (TVP), flebitis, hipertensão arterial sistêmica 

(HAS), hipertensão arterial pulmonar (HAP), no sistema ósseo a osteonecrose e 

ostemielite, e no sistema sensorial as doenças infecciosas de ouvido e 

retinopatias. Como podemos observar, os pacientes de AF do presente estudo 

apresentaram ampla diversidade de manifestações clínicas corroborando o que já 

foi demonstrado em outros trabalhos 30,32,62,68. 

 Nossa amostra de pacientes abrangeu diferentes faixas etárias podendo ser 

agrupados em adultos n=74 (maiores de 19 anos), adolescentes n=18 (> 10 até 19 

anos)  e  crianças  n=7 (0 até <10 anos). 

 Os autores como Naoun em 1997 42; Silla em 1999 43; Quinn e cols. 28 e 

Steinberg em 2008 32 aconselham acompanhamento médico dos pacientes com 

AF fornecendo aconselhamento familiar, terapia medicamentosa ou transfusional e 

vacinações; toda nossa população de portadores de AF segue este 

acompanhamento e possivelmente devido a este fato a expectativa de vida tem 

aumentado em nossa população de estudo, 27% dos pacientes possuem mais de 

40 anos, concordando com os dados obtidos por Platt  e cols. (1994) 20.  
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 Como sabemos a HU afeta a proliferação celular, diminuindo a expressão 

de moléculas de adesão, aumentando os níveis de HbF e, dessa maneira, os 

pacientes com AF tem uma melhora no curso clínico da doença 50,131. De todos os 

pacientes, 65% tomam regularmente HU, 8% não toma HU seja por adesão baixa 

ao medicamento ou porque clinicamente não precisam (apresentam altos níveis 

de HbF), e 27% toma HU de maneira irregular seja porque não tem condições 

econômicas de comprar a medicação e/ou por falta da medicação no posto de 

saúde.  

 Sabemos que ao nascer temos cerca de 60% de HbF e ao passar do tempo 

esta é quase completamente susbtituida por outros tipos de Hb, encontrando-se 

somente 1% da HbF em adultos normais. Um dos moduladores clínicos mais 

estudados na AF é a HbF. Nos pacientes com AF que tem uma concentração alta 

de HbF há menor formação de polimeros de HbS, e consequentemente uma 

redução da falcemização das hemácias, redução da VO e uma maior expectativa 

de vida 7,8,20. Também foi visto que níveis elevados de HbF estão associados à 

clínica menos grave da doença 20,51.  

 De nosso levantamento do registro hospitalar de todos os 99 pacientes 

observamos que 44 pacientes apresentavam níveis de HbF superiores a 2% antes 

do tratamento com HU, 8 apresentavam níveis de HbF inferiores a 2%, e havia 

ausência desta informação para 47 pacientes. No seguimento destes 99 pacientes 

(até novembro de 2008) os níveis atuais de HbF após tratamento com HU foi: 58 

pacientes tiveram níveis acima de 2%, 2 pacientes tiveram níveis abaixo de 2%, e 

havia ausência desta informação para 38 pacientes. É interessante salientar que 

um paciente que não recebeu HU apresentou níveis de HbF superiores a 5%. 
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Dentre os 58 individuos que tomam HU e que possuíam níveis de HbF superiores 

a 2%, observamos que 15 pacientes apresentaram níveis de HbF superiores a 

15%, 30 pacientes apresentaram níveis de HbF superiores a 5% e inferiores a 

15%, e 13 pacientes apresentaram níveis de HbF superiores a 2% e inferiores a 

5%. Correlacionando os dados dos pacientes que tomam HU e tem HbF alta com 

os achados clínicos dos mesmos, não houve qualquer associação. Inati e cols. 

(2003) 33 agruparam pacientes libaneses de acordo com a porcentagem da HbF: 

maior de 5%, entre 5 e 15%, e maior de 15%; e observaram que os pacientes com 

HbF alta, maior de 15%, tem maior severidade nas manifestações clínicas. No 

entanto, cabe notar que os autores mencionados relataram que níveis de HbF são 

importantes, mas não é somente este parâmetro que afeta a severidade clínica da 

doença falciforme. Em nosso estudo encontramos que 59% dos pacientes tem 

níveis elevados de HbF e tomam HU, e 4% tem níveis elevados de HbF e não 

tomam HU. Esta população de 63 pacientes relata crises álgicas (88%) e 

apresenta afecções do sistema respiratorio e gástrico (41% e 57%  

respetivamente); sugerindo que os níveis de HbF não são preditores de efeito 

protetor em nossos pacientes. 

 A introdução de antibioticoterapia nos pacientes de AF na década de 1980 

diminuiu a incidência de infecções bacterianas nestes pacientes, sendo benéfica 

em crianças a partir dos 4 meses de idade. Desde então o uso da penicilina oral, 

por exemplo, é associado à diminuição de infecções e a morbilidade e mortalidade 

na AF como foi visto por Quinn e cols. (2004) 28. 

 Fazendo um levantamenento clínico dos 7 pacientes pediátricos: 72% 

tiveram crises álgicas, 57% comprometimento ósseo (43% osteonecrose e 14% 
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osteomelite), 43% fizeram colicistectomia e 29% tiveram BCP e IVAS. Estes dados 

concordam com os obtidos por Redding-Lallinger & Knoll em 2006 68 e Steinberg 

em 2007 135. Steinberg em (2008) 32 enfatizam que o risco de infecções em uma 

criança menor de 5 anos com AF é 30 vezes maior que em crianças da população 

geral. Como descrito por Lyra e cols. (2005) 25 , a causa mais comum de 

hospitalização nos pacientes pediátricos com AF é a vaso-oclusão, seguida das 

infecções. 

 Sabendo que nossa amostra pediátrica é pequena, o que mais chama a 

atenção é ter apenas 1 paciente com AVC,  já que pelo descrito na literatura, a 

maior incidência de AVC se encontra na faixa etária entre 1 e 9 anos 89,91. Entre os 

pacientes adolescentes não foi observado AVC e entre os adultos 8 tiveram AVC. 

Acreditamos que a baixa incidência observada de AVC é resultado de um bom 

tratamento médico seguindo as recomendações indicadas pela prevenção, seja 

devido a transfusões, como através de agentes antitrombóticos e HU como 

recomendado por Steinberg  e cols. 129 .  

 Sabemos que a VO é um dos principais sintomas clínicos da AF, sendo 

este fenômeno causa de obstrução dos vasos sanguíneos associado à formação 

de polímeros da HbS, danos à membrana da hemácia e tempo de falcização. Esta 

obstrução ocorre após interação entre as hemácias, os leucócitos, plaquetas, 

moléculas de adesão e endotélio vascular, ocorrendo principalmente nas veias 

pós-capilares. Este fenômeno é amplificado por citocinas pró-inflamatórias 

secretadas pelos monócitos, células endoteliais, leucócitos e outras células 5,56. O 

fenômeno VO ou eventos subclínicos de VO podem desencadear inflamação 



 103

como descrito no estudo de Chies & Nardi 141, porém não se sabe a sequência 

destes eventos. Sendo assim, a AF tem uma condição inflamatória crônica e a 

imunidade individual pode estar diretamente relacionada a ocorrência de 

infecções. 

 Como sabemos, os reticulócitos expressam em sua membrana o complexo 

de integrinas VLA-4 que se liga a VCAM-1 nas células endotelias através do 

estímulo de citocinas que promovem adesão endotelial 5. Esta adesão pode 

provocar hemólise na AF, que ocorre durante o primeiro estágio da crise álgica, 

com o aumento do número de células densas, seguido por reticulocitose 5. 

Lamentavelmente, de todo o levantamento clínico de nossos pacientes falcêmicos 

não obtivemos os dados relativos a incidência de reticulocitose. Outras células 

muito importantes na clínica da AF são os leucócitos, muitos estudos evidenciam a 

associação da leucocitose como fator de risco para a ocorrência de AVC 91 e 

síndrome toráxica aguda 80. O AVC ocorreria após a participação dos leucócitos 

na VO promovendo o aumento da adesão ao endotélio vascular 91 e são os 

leucócitos que estimulam a liberação de proteínas citotóxicas e substâncias vaso-

ativas, citocinas e quimiocinas as quais promovem a atração de mais leucócitos. 

De nossos pacientes com AF manifestando crises VOs e infecções 42% 

apresentaram leucocitose, desta maneira se confirma a importância dos leucócitos 

na gravidade da AF.  
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ANEXO  I 

 
 
 

DADOS COMPLEMENTARES 

 

 

LOCAL DE REALIZAÇÃO 

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Cultura de Células 

Hematopoiéticas e Análise Molecular, no Laboratório de Terapia Gênica, ambos 

pertencentes ao Centro de Pesquisas do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(HCPA), no Laboratório de Imunogenética do Departamento de Genética da 

Universidade Federal de Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Laboratório de Biologia 

Genômica e Molecular, Departamento de Biodiversidade e Ecologia, Faculdade de 

Biociências – PUCRS.  

 

POPULAÇÃO 

Foram coletadas amostras de sangue periférico de indivíduos com Anemia 

Falciforme que estão sob tratamento no ambulatório de Hemoglobinopatías do 

Serviço de Hematologia e Transplante de Medula Óssea do HCPA. 

Para a genotipagem dos polimorfismos do promotor de IL-10, o presente 

estudo contou com uma amostra de 100 indivíduos que receberam atendimento 

no HCPA e 314 indivíduos de banco de DNA já estabelecido no Laboratório de 

Imunogenética. No caso das análises referentes ao nível de expressão de IL-10 

foram coletadas novas amostras de sangue periférico de 39 pacientes adultos, 
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com diagnóstico clínico confirmado para Anemia Falciforme, do ambulatório de 

Hemoglobinopatias do HCPA e amostras de 22 indivíduos adultos normais de 

doadores do Banco de Sangue do HCPA, controlados por idade, sexo e raça. Das 

amostras controle se efetuou eletroforese de hemoglobina para comprovar que os 

indivíduos não possuiam traço falcémico. 

 

LEVANTAMENTO DE DADOS CLÍNICOS DOS PACIENTES 

 Utilizou-se um formulário (Anexo II) aplicado aos pacientes que se 

disponibilizaram a participar do presente estudo, para a obtenção dos dados 

clínicos dos pacientes. Simultaneamente, foram acessados os prontuários dos 

pacientes para que dados específicos pudessem ser obtidos para preencher 

melhor a tabela a ser usada. 

 

COLETA DE SANGUE 

 A coleta de sangue periférico dos pacientes que concordaram em participar 

do estudo foi realizada no Ambulatório de Hemoglobinopatías do HCPA, de acordo 

com o Termo de Consentimento Informado (Anexo III). Para tanto, foram coletados 

5ml de sangue periférico do indivíduo, imediatamente acondicionados em tubo 

Vacutainer com EDTA (BD Biosciences) e conservados a 4º C até sua 

manipulação. 

 

ANÁLISE DOS POLIMORFISMOS DO PROMOTOR DE IL-10 

 Foram estudados os polimorfismos nas seguintes posições da sequência 

promotora do gene de IL-10: posição -1082 que constitui de uma substituição de G 
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por A,  posição -819 uma substituição do C por T e posição -592 que é uma 

substituição C por A. 

 

Extração de DNA 

 O DNA foi extraído a partir de amostras de células obtidas de sangue 

periférico. As extrações de DNA foram feitas de acordo com a técnica descrita por 

Lahiri e Nurnberger (1991) 202, estabelecendo-se um banco de DNA de pacientes 

com Anemia Falciforme. 

 

Procedimentos de genotipagem 

 Foram amplificadas 95 amostras de indivíduos falcêmicos e 314 amostras 

controles, utilizando os oligonucleotídeos específicos IL-10: 

  Direto: 5’ ATCCAAGACAACACTACTAA 3’ 

  Reverso: 5’ TAAATATCCTCAAAGTTCC  3’ 

 As condições de amplificação foram 10 p moles de cada primer, 3 mM de 

MgCl2, 1 U Taq DNA polimerase (Invitrogen), 1x Tampão Taq DNA polimerase 

(Invitrogen) e 200ng de DNA em um volume final de 50μl. Para amplificação, as 

amostras foram submetidas a desnaturação inicial de 1 minuto 94ºC, seguida por 

30 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 56ºC e 1 minuto a 72ºC e uma 

extensão final de 3 minutos a 72ºC. A amplificação foi confirmada pela 

eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etídeo. Logo se fez 

a purificação das amostras utilizando as enzimas Exonuclease (Exo I - GE 

Healthcare) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP - GE Healthcare). Para a reação 
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de purificação foram utilizados 3,3U de Exo I, 0,66U de SAP e 6μL do produto do 

PCR da IL-10  em um volume final de 10 μl, sendo mantida por 3 horas a 37ºC. 

 Já com as amostras purificadas se fez a quantificação das amostras no 

espectrofotometro (NanoDrop 1000 Thermo Scientific), e preparou-se a reação 

para o sequenciamento da seguinte maneira: produto de PCR no máximo 100ng + 

0,25 μM do primer reverso em um volume final de 6μL. O sequenciamento foi 

realizado utilizando-se o sequenciador MegaBACE e para a análise das 

seqüências foi usado o programa Chroma 203 .  

 

Resultados 

 Até o momento todas as amostras foram amplificadas e purificadas. Destas, 

15 amostras já foram seqüenciadas e analisadas.   

  

ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE IL-10 

 

Extração de RNA 

O RNA total foi extraído das células mononucleares do sangue periférico, 

utilizando o reagente TRIZOL (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA), 

conforme o protocolo do fabricante. 

Síntese de cDNA 

A síntese de cDNA foi realizada de acordo com a técnica descrita por Liang 

e cols. (1993) 204, utilizando-se 2 μg de RNA total, a enzima transcritptase reversa 
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do vírus murino Moloney (MMLV-RT, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA) 

e o oligo-dT: 

5´ TTTTTTTTTTTTTTTTTTVN 3´ 

 

PCR quantitativo 

 As análises de RT-PCR em Tempo Real das 39 amostras de pacientes 

falcêmicos e das 21 amostras de indivíduos controles, foram realizadas em 

triplicatas. Foram utilizados oligonucleotídeos específicos para IL-10, o gene alvo: 

Direto: 5’TCCCTGTGAAAACAAGAGCAA 3’ 

  Reverso: 5’TCGCCACCCTGATGTCTC 3’ 

 e para GAPDH, o gene normalizador: 

Direto: 5’ CCACTTGATTTTGGAGGGATCT 3’ 

  Reverso: 5’ AGATCCCTCCAAAATCAAGTGG 3’ 

A reação foi feita utilizando-se o Kit Platinum® SYBR® Green  qPCR 

SuperMix-UDG (Invitrogen) e 5 pm de cada primer e 2 μl de cDNA sintetizado. 

Para amplificação as amostras foram submetidas a desnaturação inicial de 10 

minuto 95ºC, seguida por 45 ciclos de 10 segundos a 94ºC, 15 segundos a 60ºC e 

35 segundos a 72ºC. Para obter a curva de dissociação, as amostras foram 

aquecidas a 95ºC e resfriadas por 1 minuto e 55º, para anelamento, 

posteriormente foram aquecidas de 55ºC a 95ºC com um aumento de 0,5ºC a 

cada 30 segundos. A análise foi realizada com o auxílio do iQTM5 Optical System 

Software (Bio Rad).  
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Resultados 

 Até o momento todas as triplicatas das amostras dos pacientes e controles 

já foram analisadas. Os resultados indicam que não houve diferença significativa 

quando comparamos pacientes e controles, pacientes que tinham queixas 

relevantes e sem queixas no dia da coleta, pacientes com diferentes tipos de 

tratamento e pacientes que recebem HU ou não. 

 Com tudo isto, ainda falta amadurecer melhor nossos resultados. Em um 

primeiro momento se pensaria em aumentar o número amostral incluindo 

pacientes que no dia da coleta apresentem alguma manifestação clínica mais 

relevante.  
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ANEXO II 

 
PROTOCOLO DE ANEMIA FALCIFORME 

 
IDENTIFICAÇÃO: 
 
1.Nome do paciente:_________________________________________________ 
2.Registro:____________________Data inicial:____________________________ 
3.Endereço:________________________________________________________ 
4.Fone:_________________________________ 
 
DADOS DEMOGRÁFICOS: 
 
5.Sexo: (   )M  (   )F 
6.Idade:_________anos e ________meses.  Data de nascimento:___/___/______ 
7.Raça: (   )negra (   )branca (   )mulato (   )asiático 
8.Estado civil: (   )casado (   )solteiro (   )viúvo (   )divorciado/separado 
9.Classe sócio-econômica:__________________________ 
 
HISTÓRIA FAMILIAR: 
 
10.Número de anêmicos na família:_______ 
11.Grau de parentesco: (   )pais (   )irmãos (   )avós (   )filhos (   )tios 
      (   )primos (   )sobrinhos 
12.Idade do diagnóstico:______anos e ______meses 
13.Motivo do diagnóstico: 
 (   )dactilite (   )anemia (   )artralgia (   )dor abdominal (   )AVC 
 (   )cefaléia (   )dor torácica (   )úlcera MsIs (   )IVAS (   )ITGU 
 (   )ITGI (   )ISNC (   )osteomielite (   )pesquisa familiar 
 (   )convulsão (   )icterícia (   )esplenomegalia 
 (  )outros:____________________________________________________ 
 
HISTÓRIA GINECO-OBSTÉTRICA: 
 
14.Idade da menarca:_____anos 
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15.Número de gestações:______ 
16.Número de abortos:________ 
17.Natimortos:_______ 
18.Filhos vivos:______ 
19.Filhos mortos:_____ 
 
HISTÓRIA MÓRBIDA PROGRESSIVA: 
 
20.Total de crises álgicas (abdômen, tórax ou óssea):________ 
21.Total de infecções:________ 
22.Total de transfusões:_______ 
23.Total de internações:________ 
24.Úlcera em MsIs: (   )sim  (   )não 
25.Osteomielite: (   )sim  (   )não 
26.Pneumonia:  (   )sim  (   )não 
27.AVC:  (   )sim  (   )não 
28.TVP:  (   )sim  (   )não 
29.Dor crônica:  (   )sim  (   )não 
30.Colelitíase:  (   )sim  (   )não 
31.Evolução da colelitíase: (   )assintomática (   )infecção (   )cirurgia 

(   )litíase biliar 
32.Retinopatia:  (   )sim  (   )não 
33.Hipostenúria:  (   )sim  (   )não 
34.Seqüestro esplênico:  (   )sim  (   )não 
35.Priapismo:  (   )sim  (   )não 
36.Necrose asséptica:  (   )sim  (   )não 
37.Trombocitose:  (   )sim  (   )não 
38.Leucocitose:  (   )sim  (   )não 
 
EXAMES COMPLEMENTARES: 
 

a. Ecografia abdominal 
39.Hepatomegalia:  (   )sim  (   )não 
40.Esplenomegalia: (   )sim  (   )não 
41.Baço atrófico:  (   )sim  (   )não 
42.Esplenectomia:  (   )sim  (   )não 
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Ecocardiografia 
43.(   )normal  (   )valvulopatia (   )insuficiência cardíaca 
 (   )cardiomegalia (   )cardiopatia isquêmica 
44.Fração de ejeção:_____% 
 

b. Eletrocardiograma 
 
45._______________________________________________________________ 
 

c. Exames laboratoriais séricos 
46.Ferritina:_____________ 
47.Saturação de transferrina:_______% 
48.Vitamina B12:________ 
49.Folato:_________ 
50.Glicemia:________mg/dl 
51.Deficiência de G6PD:  (   )sim  (   )não 
 

d. Exames laboratoriais hematológicos 
52.Hematócrito:________ 
53.Hemoglobina:_________ 
54.VCM:_______ 
55.CHCM:______ 
56.RDW:_______ 
57.Reticulócitos:_______ 
58.Plaquetas:_________ 
59.Leucócitos:________ 
60.Eletroforese de hemoglobinas: HbA2_____ HbA______ HbS______ HbC_____ 
     Hb Fetal______ 
 
Data de início da Hidroxiuréia (HU):____/____/_____ 
61.HbF no início do tratamento com HU:____________ 
62.Ht no início do tratamento com HU:____________ 
63.Hb no início do tratamento com HU:____________ 
64.Dose inicial:_______mg 
65.Última data de uso da HU:___/___/_____ 
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66.HbF na última data de uso:__________ 
67.Ht na última data de uso:__________ 
68.Hb na última data de uso:__________ 
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ANEXO III 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

TÍTULO DO PROJETO: Avaliação imunogenética de pacientes com anemia 
falciforme, contemplado pelo edital MCT/ CNPq/ MS-SCTIE-DECIT 26/2006, é 
um agregado dos projetos relacionados abaixo: 
 
01282: Avaliação da atividade funcional das células “Natural Killer” em indivíduos 
normais e em indivíduos com anemia falciforme. 
01250: Anemia falciforme – determinação da capacidade imunológica de 
indivíduos afetados ou com traço falcêmico. 
02438: Estudo da identificação de haplótipos e a relação cm as manifestações 
clínicas em pacientes com anemia falciforme. 
  

 
POR QUE ESTE ESTUDO ESTÁ SENDO REALIZADO? 
A anemia falciforme é determinada por uma alteração genética que provoca 

a deformação das células sangüíneas dos pacientes. O quadro clínico 

apresentado por estas pessoas é influenciado por fatores do ambiente no qual o 

indivíduo se encontra e também por fatores genéticos. 

Este estudo está sendo realizado para tentar identificar fatores genéticos 

que interferem com o desenvolvimento da anemia falciforme. 

 

DE QUE CONSTA O ESTUDO? 
Será coletada uma amostra de sangue. Desta amostra, será extraído DNA, 

o qual será utilizado para a análise de polimorfismos de genes que possam estar 

associados ao quadro clínico observado nesta doença; análise da expressão da 

proteína IL-10 e atividade de células NK. O uso do sangue para quaisquer outras 

finalidades é vetado. 

 

QUAIS SÃO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO? 
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• Como o presente trabalho visa identificar mecanismos genéticos envolvidos na 

anemia falciforme, poderá identificar novos alvos para a utilização de 

medicamentos para o tratamento desta doença; 

• Os participantes deste trabalho estarão auxiliando para o avanço do 

conhecimento sobre a anemia falciforme, e mais especificamente contribuindo 

para o desenvolvimento futuro de tratamentos mais específicos e menos 

agressivos. 

 

QUAIS SÃO AS DESVANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO? 
Comparecer ao hospital; 

 Realizar uma coleta de sangue, que pode causar dor temporária e/ou um 

hematoma. 

 

HÁ A POSSIBILIDADE DE ESTE ESTUDO CONTINUAR? 
Este estudo foi planejado para encerrar em 2008. No entanto, é possível 

que outros fatores relacionados ao quadro clínico da anemia falciforme possam vir 

a ser analisados mais adiante. 

 

DADOS RELATIVOS À PROTEÇÃO DO PACIENTE: 
B. Os dados coletados neste estudo são confidenciais, e não serão 

revelados dados que permitam identificar os pacientes em hipótese 

alguma. 

C. A adesão ao estudo é voluntária, ou seja, cada paciente é livre para 

decidir não participar. 

D. A decisão de não participar não interferirá no acompanhamento normal 

dos pacientes no Ambulatório do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

E. O paciente é livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem 

necessidade de fornecer justificativa. 
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COMPREENSÃO E AUTORIZAÇÃO 

 

Tendo compreendido as informações do presente termo de consentimento 

e concordado com elas, assinala com um X apenas 1 das opções abaixo: 

(   ) Autorizo o uso do material coletado para esta pesquisa. 

(   ) Autorizo uso e estoque do material coletado para esta pesquisa e para 

a análise de outros fatores que possam vir a ser considerados relevantes dentro 

desta linha de pesquisa, desde que pelo mesmo grupo de pesquisa. 

 
Nome do paciente: _______________________________________________ 
 
Nome do responsável legal: ________________________________________ 
 
Assinatura do paciente ou do responsável legal: ________________________ 
 
Pesquisador: ____________________________________________________ 
 
Assinatura do pesquisador: _________________________________________ 
 

 
 
Porto Alegre, ____ de _________________ de 200__. 
 
 

Pesquisador Responsável no Hospital de Clínicas de Porto Alegre: Dra. Lúcia Silla 
Pesquisadores Responsáveis no Departamento de Genética da UFRGS: Prof. 
José Artur Bogo Chies 
 

Telefone para contato: (51) 3308-6740 (Prof. José Artur Bogo Chies) 
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PERSPECTIVAS 

 

 

• Aumentar o banco de DNA dos pacientes falcêmicos, 

• Concluir o sequenciamento das amostras falcêmicas e controles  para 

poder fazer as análises estatísticas, 

• Em relação ao PCR quantitativo: coletar amostras de pacientes que 

estejam fazendo alguma “crise”, para assim poder comparar com pacientes 

clinicamente estáveis; aumentar o número amostral de pacientes 
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