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RESUMO 

 

Introdução: A anemia falciforme é a doença monogênica de maior frequência no mundo. A 

mutação causa uma mudança na molécula de hemoglobina, que leva a um quadro de 

hemólise, acentuado em crises agudas de inflamação e caracterizado pela ativação do sistema 

imunológico. A participação de moléculas como quimiocinas, anafilotoxinas, citocinas e 

fatores de crescimento liberadas principalmente pelos leucócitos e células endoteliais aumenta 

o risco de desenvolver crises vaso-oclusivas e assim, as complicações clínicas observadas 

nesses pacientes. Devido à atuação das moléculas imunes na fisiopatologia falciforme, em 

diferentes quadros clínicos, ligado à escassez de estudos de biomarcadores, salienta-se a 

necessidade de caracterizar a concentração destas proteínas no estado inflamatório da anemia 

falciforme. Objetivo: Avaliar o perfil de moléculas imunológicas em pacientes com anemia 

falciforme em diferentes estados clínicos acompanhados na Fundação Hospitalar de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). Material e métodos: Este é um 

estudo longitudinal que utilizou amostras biológicas de 53 doadores saudáveis, 27 pacientes 

com anemia falciforme em estado estacionário e 22 em crise aguda vaso-oclusiva, sendo estes 

últimos acompanhados com mais uma coleta, na fase de convalescença. As amostras foram 

provenientes de projetos já aprovados pelo CEP-HEMOAM. O hemograma foi realizado em 

analisador automatizado com amostras de sangue total, enquanto o soro foi utilizado na 

quantificação de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento pela técnica de Luminex, pelo 

kit The BioPlex Pro-Human Cytokine 27-Plex da BioRad na FIOCRUZ-MG e analisadas pelo 

software BioPlex Manager. As anafilotoxinas foram dosadas na Fundação HEMOAM pela 

técnica de Cytometric Bead Array, com o kit The BD
™

 CBA Human Anaphylatoxin e para 

aquisição foi utilizado o software FCAP Array. A análise estatística foi realizada no software 

GraphPad Prism v. 5.0, com intervalo de confiança de 95% e valor de p < 0.05 como 

estatisticamente significativo. A rede de correlação foi feita no software Cytoscape v.3.1 e os 

heatmaps no software R 3.0.1. Resultados: Identificamos maior concentração de IL-2, IL-4, 

IL-5, IL-7, PDGF-BB e G-CSF nos pacientes em crise vaso-oclusiva, que posteriormente 

demonstraram uma assinatura de biomarcadores para esta condição clínica. Outras moléculas 

apresentaram diferenças entre os perfis clínicos, mas não foram exclusivas apenas para o 

grupo de crise. A concentração de IL-10, IL-1ra e IL-1β foram identificadas por técnicas 

bioinformáticas com potencial para caracterizar os pacientes entre os estados clínicos. Na fase 

de convalescença, a CXCL8, CCL4, IL-1ra e PDGF-BB se mostraram potenciais marcadores 

de acompanhamento laboratorial após a crise. A análise da correlação mostrou maior relação 

das moléculas entre si no estado de crise, que tende a reduzir através da fase de 

convalescença, até o estado estacionário. Conclusão: O perfil de crise é marcado por 

citocinas anti-inflamatórias e de proliferação celular. IL-1ra e PDGF-BB são potenciais 

candidatos para marcadores de recuperação laboratorial, e concentração sérica de IL-10, IL-

1ra e IL-1β podem ser utilizados para caracterizar o estado clínico do paciente falciforme. 

Mais estudos devem ser conduzidos para avaliar o potencial destas moléculas na progressão 

clínica, no prognóstico e no acompanhamento dos pacientes após a crise. 

 

Palavras-chave: Moléculas, Anemia hemolítica, Amazônia brasileira, Perfil imune, 

Inflamação, Biomarcador. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Sickle cell disease is the most common monogenic disorder around the world. 

The mutation leads to a shift on hemoglobin molecule, which takes to hemolysis condition, 

marked mainly during acute inflammatory crisis and characterized by immune system 

activation. The molecule participation as chemokines, anaphylatoxins, cytokines and growth 

factors released specially by leukocytes and endothelial cells increase the risk to develop 

vaso-occlusive crisis and so, the clinical complications observed in these patients. Due to 

immune molecule influence on sickle cell physiopathology, under different clinical status, 

related to scarcity of biomarkers studies, we highlight the need to characterize the 

concentration of these proteins on inflammatory state of sickle cell. Objective: Evaluate the 

immunological profile of patients with sickle cell anemia under different clinical status 

accompanied at Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(HEMOAM). Materials and methods: This is a longitudinal study which used biological 

samples of 53 healthy blood donors, 27 patients with sickle cell anemia in steady-state 

condition, 22 patients in acute vaso-occlusive crisis, in which were accompanied with one 

more sample collection, at convalescence. The samples were from previous projects approved 

by CEP-HEMOAM. The blood count was performed with whole blood, while serum was 

used to quantification of cytokines, chemokines and growth factors by Luminex technic, with 

the kit BioPlex Pro-Human Cytokine 27-Plex from BioRad at FIOCRUZ-MG and analyzed 

by BioPlex Manager software. Anaphylatoxins were measured at Fundação HEMOAM by 

Cytometric Bead Array technic, with kit The BD CBA Human Anaphylatoxin, and FCAP 

Array software was used for acquisition. Statistical analysis was performed on GraphPad 

Prism v. 5.0 software, with confidence interval of 95% and p < 0.05 as statistically significant. 

Correlation network was performed on software Cytoscape v. 3.1. and heatmaps on software 

R 3.0.1. Results: We identified higher concentration of IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, PDGF-BB and 

G-CSF on vaso-occlusive patients, which further demonstrates a biomarker signature to this 

clinical condition. Other molecules showed different concentration under clinical profile, but 

were not exclusive only to crisis status. IL-10, IL-1ra and IL-1β concentration were identified 

by bioinformatics technics as potential markers to cluster patients under clinical condition. In 

convalescence condition, CXCL8, CCL4, IL-1ra and PDGF-BB showed potentiality as 

laboratorial markers of follow-up after crisis. Correlation analysis showed higher relation of 

molecules in crisis condition, which reduced through convalescence until steady-state. 

Conclusion: Vaso-occlusive crisis profile is marked by anti-inflammatory and cell 

proliferation cytokines. IL-1ra and PDGF-BB are potential candidates as laboratorial markers 

to laboratorial recovery, and serum concentration of IL-10, IL-1ra and IL-1β might be used to 

characterize the clinical status of sickle cell patient. More studies must be conducted to 

evaluate the potentiality of these molecules on clinical progression, on prognosis and follow-

up of these patients after crisis. 

 

Keywords: Molecules, Hemolytic anemia, Brazilian amazon, Immune profile, Inflammation, 

Biomarker. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Etiologia e alterações moleculares da doença falciforme 

A doença falciforme é uma das principais doenças genéticas autossômicas recessivas, 

causada pela transversão de uma adenina por uma timina no 17º nucleotídeo da região 15.5 

do braço longo do cromossomo 11 no gene que codifica a cadeia β-globina (HBB). Esta 

mutação leva à troca na tradução de um ácido glutâmico por uma valina no 6º aminoácido da 

β-globina, levando à formação da hemoglobina S (HbS), uma molécula com peso molecular 

diferenciado da hemoglobina normal HbA1 ou HbA2, aspecto que é usado para o diagnóstico 

da doença falciforme (1–3). 

A valina, advinda da mutação, tem o domínio hidrofóbico exposto e leva à formação de 

tetrâmeros de HbS durante a desoxigenação nos capilares sanguíneos. Isso favorece a 

interação deste aminoácido com outros da cadeia de hemoglobina adjacente para esconder 

este domínio, cujos principais aminoácidos envolvidos são a fenilalanina (na posição 85) da 

cadeia β-globínica, leucina (na posição 88) e alanina, culminando na formação de polímeros 

de longas fibras (2–5). 

A afinidade da molécula com o oxigênio contribui para a formação destes polímeros, 

compostos por aproximadamente 14 moléculas de HbS em cada sessão e que causa a 

mudança na morfologia eritrocitária para o formato de foice, em um processo descrito como 

falcização do eritrócito (3). Esta propensão à formação de polímeros em meios de baixa 

tensão de oxigênio é a base da fisiopatologia da anemia falciforme. 

Fatores que influenciam na afinidade da hemoglobina com o oxigênio são pontos cruciais 

para a taxa de polimerização, podendo ser citados: concentração de HbS, níveis de oxigênio, 

temperatura, presença de outras hemoglobinas normais ou outras variantes e nível de 

hemoglobina fetal (HbF) (2,3,6). A concentração de HbS favorece a polimerização e 

consequente falcização, estando diretamente relacionada à quantidade de células falciformes 

na corrente sanguínea. O nível de oxigênio, segundo Naoum (2000), é o fator de maior 

relevância, uma vez que sua alta disponibilidade permite que a hemácia assuma o formato 

normal discoide e bicôncavo, entretanto, os níveis de moléculas como a 2,3-difosfoglicerato 

(2,3-DPG) e esfingosina quinase, que estão relacionadas com a afinidade da HbS com o 

oxigênio, também podem influenciar no processo de falcização (2,6). Foi descrito também 

que altas temperaturas favorecem a hiperventilação, e assim, aumento do ritmo cardíaco, o 

que leva à desoxigenação mais frequentemente e às apresentações clínicas. Além disso, 

outras variantes da hemoglobina também podem se apresentar em heterozigose com o gene 

falciforme e contribuir para o agravamento da clínica apresentada por estes pacientes (1). Por 
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fim, a produção da HbF, uma hemoglobina que não é afetada pela mutação, contribui para a 

redução da polimerização e consequente melhora do quadro clínico do paciente (1,3,6). 

Estas alterações físico-químicas decorrentes da polimerização da HbS também levam a 

outras alterações celulares, como mudança da membrana lipídica do eritrócito, desidratação, 

falência energética celular, estresse oxidativo, maior grau de hemólise, rigidez, características 

reológicas, disfunção dos canais K-Cl, maior exposição de fosfatidilserina extracelular, 

desregulação da banda 3 (que culmina na formação de micropartículas), além da maior 

interação com outros componentes sanguíneos, como leucócitos, plaquetas e moléculas 

circulantes (Figura 1) (6,7). 

 

 

Figura 1: Alterações intracelulares da hemácia falciforme. 

Fonte: Kato et. al., 2018; Adaptado por Silva-Junior. 

 

A mutação que leva à formação da HbS pode estar em homozigose, ou associada a outras 

mutações responsáveis por hemoglobinopatias. A forma homozigósita (HbSS) é designada 

Anemia Falciforme (AF), enquanto que a co-herança em outras hemoglobinopatias é 

designada de Doença Falciforme. Os pacientes homozigotos tendem a desenvolver formas 

mais graves da doença, enquanto nos pacientes com doença falciforme (heterozigose 

composta como HbS/β-talassemia, HbS/α-talassemia, HbS/C, HbS/D e outras) apresentem 

em geral quadros clínicos menos graves (1,6).   

Dentre os heterozigotos, os que apresentam quadros mais graves são aqueles em 

heterozigoze com β-talassemia maior (β0) e menor (β+), HbS/O, HbS/D e HbS/C, enquanto 

os casos moderados são geralmente os com alguns genótipos de HbS/β+, e HbS/C, e os mais 
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leves são HbS/β++, HbS/E e HbS/A. A variação entre os grupos de risco também é 

dependente dos diferentes haplótipos apresentados, sendo estes, um dos fatores de risco 

associados ao agravamento dos pacientes (1). 

Como já destacado, a herança isolada do alelo mutante em heterozigose (traço falciforme) 

não representa uma doença, não estando associada a nenhuma alteração significativa no 

hemograma, e causando apenas alterações menores na concentração de urina quando estes 

indivíduos são expostos e extremos de exaustão física (6,8). Este grupo de pessoas não faz 

parte do que chamamos de doença falciforme. 

 

1.2. Aspectos históricos e epidemiológicos 

A doença falciforme foi primeiramente descrita pelo médico James Herrick em 1910, ao 

atender um paciente natural de Grenada (9). Seu relato de caso com descrição do histórico 

clínico do paciente, assim como da morfologia apresentada pelos eritrócitos, levou a futuros 

estudos, e em 1947 foi sugerida a hereditariedade da doença (10). Além disso, em 1949 foi 

identificada a diferença no peso molecular da hemoglobina, norteando estudos para uma 

etiologia genética (11). 

Em 1954 foi sugerida pela primeira vez que o quadro epidemiológico da doença ocorreu 

por conta da relação entre a anemia falciforme e o parasita causador da malária. Na África, a 

malária causada pelo Plasmodium falciparum é a mais prevalente, sendo que esta espécie já 

foi associada à maior suscetibilidade a casos graves da doença. Com isso, a taxa de 

mortalidade pelo P. falciparum é alta dentre aqueles que não possuem o gene da HbS, 

enquanto os heterozigotos apresentam a vantagem seletiva de não desenvolver a doença por 

dificultar o ciclo sanguíneo do parasita, e apresentar maior sobrevida frente à malária, além 

de apresentarem também um quadro mais leve da doença falciforme (12,13).  

Em contrapartida, os homozigotos, embora também não apresentem as características 

clínicas provenientes da malária, sua sobrevida é reduzida pela condição clínica da própria 

anemia falciforme (6). Dessa forma, acredita-se que a condição de traço falciforme (HbAS) 

apresenta grande adaptabilidade à região contra o parasita, assim como contra os sinais 

clínicos da doença falciforme (6,12). 

A alteração molecular em portadores da mutação, sejam homozigotos ou heterozigotos, 

contribuiu para o aumento da prevalência dessa doença na África. Assim, no período das 

grandes navegações, houve a disseminação de portadores do gene com a mutação, 

favorecendo assim, seu aparecimento em outras regiões do globo, como nas Américas e Ásia 

(6). 
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A AF é a doença monogênica de maior frequência no mundo, afetando principalmente 

países africanos, asiáticos e americanos, como Nigéria, Índia, Estados Unidos (EUA) e Brasil 

(Figura 2) (6,8,14). Aproximadamente 3,2 milhões de pessoas ao redor do mundo possuem o 

gene com a mutado para a doença, na sua forma homozigótica (anemia falciforme) ou 

heterozigótica com outra hemoglobinopatia (doença falciforme), enquanto 43 milhões 

carregam a mutação da hemoglobina S no gene HBB em apenas um dos alelos (traço 

falciforme). Estima-se que 176 mil pacientes vão a óbito por ano devido a algum fator 

advindo da doença (3). 

 

Figura 2: Quadro epidemiológico mundial dos nascidos vivos com anemia falciforme por 100.000 

nascimentos no ano de 2015. 

Fonte: Kato et. al., 2018; Adaptado por Silva-Junior. 

 

No Brasil, assim como em países desenvolvidos como os Estados Unidos da América, o 

diagnóstico é feito através da eletroforese de hemoglobina e identificação genética da 

mutação nos primeiros dias de vida do neonato, através do Programa Nacional de Triagem 

Neonatal (PNTN), possibilitando a identificação precoce desta condição (15).  

O PNTN favorece o rastreio dos pacientes, à segregação dos homozigotos e heterozigotos, 

o acompanhamento precoce e o tratamento eficaz, permitindo maior expectativa de vida aos 

portadores da mutação (6). O Brasil é o país da América do Sul com maior número de casos, 

com estimativa do nascimento de 3.000 crianças homozigotas e 180.000 com o traço 

falciforme por ano (16,17).  

Sabe-se que a prevalência da doença é heterogênea na população brasileira, com maior 

número nas regiões Norte e Nordeste (6-10% na população), embora a incidência seja 
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variável entre os estados. A Bahia apresenta o principal quantitativo de descendentes 

africanos e é o estado brasileiro com maior incidência de casos falciformes (Figura 3), com 

proporções de 1 caso homozigoto para cada 650 nascidos vivos e 1 traço falciforme a cada 17 

nascidos vivos, seguido pelo Rio de Janeiro e outros estados do Nordeste (18). 

 

 

 

 

Figura 3: Prevalência da doença falciforme por região (à esquerda) e incidência nos principais 

estados (à direita) do Brasil. 

Fonte: Brasil, 2015; Adaptado por Silva-Junior. 

 

Dados sobre o perfil epidemiológico da doença falciforme na Região Norte, e mais 

especificamente no estado do Amazonas, foram recentemente publicados por um grupo de 

pesquisa de nossa instituição (19). O interesse por uma caracterização mais detalhada destes 

pacientes decorre do impacto potencial de fatores ligados à miscigenação populacional no 

estado e aos altos níveis de doenças infecciosas na região amazônica, que poderiam modificar 

a apresentação clínica da doença falciforme nestes pacientes. Neste contexto, estudos que 

exploram aspectos da resposta imune nesta população são importantes para ampliar nosso 

conhecimento sobre as bases moleculares e celulares da grande heterogeneidade clínica desta 

doença em diferentes populações. 

 

1.3. Fisiopatologia da anemia falciforme 

Ao passarem pelos capilares sanguíneos, as hemácias de pacientes com doença falciforme, 

quando submetidas ao processo de desoxigenação, onde há a transferência de Oxigênio (O2) 

para o tecido, sofrem o processo de polimerização da HbS, que é o marco inicial e primordial 
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para o quadro fisiopatológico e complicações secundárias apresentadas por estes pacientes 

(2,5).  

Com a polimerização, há comprometimento direto e indireto da membrana eritrocitária 

através dos altos níveis de desidratação e expressão de fosfatidilserina na camada externa da 

membrana celular. Esses fatores contribuem para o processo de hemólise intra e 

extravascular, além de alterarem o perfil fisiopatológico, como ativação endotelial, vias de 

coagulação e formação de interações celulares entre as hemácias, leucócitos e plaquetas (6). 

A exposição destas moléculas leva ao maior grau de adesão hemácia-endotélio e hemácia-

leucócito, causando um quadro de isquemia, que por fim culmina em isquemia e reperfusão 

em um processo de retroalimentação do processo patológico (3).  

A interação do perfil fisiopatológico, ligados a fatores epidemiológicos, bioquímicos, 

genéticos e fisiológicos, e ao dano membranar causados no processo de polimerização, 

contribui para a redução da meia-vida destas células, potencializando o processo de hemólise 

e caracterizando a anemia falciforme como uma das principais anemias hemolíticas (6). Os 

altos níveis de hemólise levam à liberação de hemoglobina, além de apresentarem efeitos 

locais e sistêmicos, acabam por ser reconhecida pelas células endoteliais e circulantes do 

sistema imune, culminando na ativação de vias de sinalização intracelulares das células 

endoteliais e leucócitos para produção de moléculas inflamatórias e expressão de moléculas 

de adesão, ligadas principalmente às células do endotélio (6,20).  

Já foi observada uma relação positiva entre o nível de hemólise e o estado inflamatório 

nesses pacientes, o que leva à leucocitose, principalmente devido ao aumento de monócitos, 

linfócitos e neutrófilos (7,20). Além disso, a liberação de moléculas imunológicas favorece a 

comunicação das células falciformes ao endotélio e outras células circulantes, causando a 

principal complicação observada nesses pacientes: as crises vaso-oclusivas (CVO) (Figura 4) 

(3).  
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Figura 4: Representação esquemática das alterações moleculares, celulares, inflamatórias e 

bioquímicas em pacientes com anemia falciforme. 

Fonte: Sundd, Gladwin & Novelli, 2018. Adaptado por Silva-Junior. 

 

1.3.1. Ativação do sistema imunológico 

O sistema imunológico é composto por células e moléculas responsáveis por eliminar 

patógenos através do reconhecimento de antígenos (moléculas reconhecidas como estranhas 

ao organismo). Esses antígenos geralmente estão presentes em componentes microbianos e 

são classificados como Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs), entretanto, 

produtos de degradação e lise celular do processo patológico podem ser reconhecidos como 

Padrões Moleculares Associados a Danos (DAMPs) e assim como os PAMPs, estimularem a 

ativação do sistema imunológico e o processo inflamatório (21). 
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Por se tratar de uma doença inflamatória crônica estéril, o reconhecimento de PAMPs não 

é o elemento central no quadro inflamatório da anemia falciforme, exceto durante algumas 

crises vaso-oclusivas, que podem ser desencadeadas por quadros infecciosos. Fora deste 

contexto, a ativação da imunidade inata na anemia falciforme é mediada mais frequentemente 

pela liberação de DAMPs (3,21), sendo a hemólise um dos elementos mais importantes na 

liberação destes mediadores. A hemólise intravascular leva à liberação de mediadores 

infamatórios como a hemoglobinaa libre,o heme, além de outros como High Mobility Group 

Box 1 (HMGB1) e componentes de neutrófilos liberados durante a formação de Neutrophil 

Extracellular Traps (NETs) (22–26). 

A liberação da hemoglobina extracelular leva ao consumo de óxido nítrico, com 

consequente redução do efeito anti-inflamatório e antiadesivo deste mediador. Além disso, 

esta hemoglobina livre extracelular pode ser oxidada o que leva à liberação do grupamento 

heme. O heme livre parece ser capaz de catalisar a oxidação de proteínas, produzir peróxidos 

lipídicos e aumentar os níveis de estresse oxidativo (culminando em danos ao DNA) (27). 

Tanto a hemoglobina livre, quanto a heme, podem ser reconhecidas como DAMPs pelas 

células do endotélio e do sistema imunológico através dos Receptores de Reconhecimento 

Padrão (PRRs), cujos principais envolvidos são os receptores do tipo Toll 2 e 4 (TLR-2 e 

TLR-4, respectivamente) (6,24,25,28,29). Essas moléculas são expressas majoritariamente 

em monócitos/macrófagos, neutrófilos e células endoteliais, embora haja o envolvimento de 

outros receptores, como os Receptores de Produto Final de Glicação Avançada (RAGEs) 

(24,25,30).  

Com o reconhecimento de DAMPs, há estímulo do processo inflamatório, mediado por 

leucócitos, principalmente monócitos, neutrófilos e linfócitos, os quais já foram relacionados 

ao maior risco às complicações clínicas e à morte devido à ocorrência de crises vaso-

oclusivas (6,31). 

A ativação das células endoteliais e do sistema imune leva à maior expressão de Fator 

Tecidual (FT) (32), culminando na produção de moléculas imunes e com altos níveis 

plasmáticos de mecanismos inflamatórios, como proteína C reativa (PCR), endotelina-1, 

contagem de leucócitos e contagem de monócitos (31,32). Além disso, a alta expressão de 

fosfatidilserina (PS) pelos reticulócitos, microvesículas e hemácias com HbS também 

contribuem para o estimula da hemostasia através da interação com macrófagos e complexos 

proteicos, como serinoproteases (32). 

Embora muitos estudos avaliem a participação de fatores imunológicos e não 

imunológicos no processo de CVO, o envolvimento das moléculas do sistema imune na vaso-
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oclusão ainda é um ponto chave para elucidar o perfil inflamatório e análise de potenciais 

biomarcadores característicos dos estados clínicos observados nos pacientes com anemia 

falciforme. 

 

1.3.2. Ativação do sistema complemento e atuação na anemia falciforme 

O sistema complemento engloba um conjunto de glicoproteínas séricas que são produzidas 

pelo fígado, macrófagos e fibroblastos, caracterizadas como zimogênios devido à sua 

capacidade de serem ativadas em formato de cascata. Possui a função de complementar a 

ação celular do sistema imunológico, tanto da imunidade inata quanto da adaptativa, através 

do reconhecimento direto ou indireto de componentes microbianos, que leva à clivagem 

proteolítica dos seus elementos em cascata até a produção do Complexo de Ataque à 

Membrana (MAC) e liberação de fragmentos plasmáticos, que contribui para a inflamação 

(21,26). 

A ativação do sistema complemento ocorre por 3 mecanismos: clivagem espontânea de C3 

em um processo denominado amplificação de C3, na via alternativa; reconhecimento da 

porção Fc de anticorpos ativados através da ligação antígeno-anticorpo, na via clássica; ou 

reconhecimento de manose pela lectina ligadora de manose (MBL) ligada à MASP1 e 

MASP2 na via das lectinas. O estímulo à inflamação através do sistema complemento 

depende do gatilho inicial, que induz a lise celular e estimula a inflamação, embora 

geralmente mais de uma via está ativada no estado inflamatório (26,33). 

A clivagem espontânea de C3 em C3a e C3b na via alternativa ocorre de forma natural, 

mas em níveis basais, sendo potencializada na presença de estímulos advindos de 

componentes microbianos. A molécula C3b é capaz de capturar uma molécula de Fator B, 

que então se torna suscetível à clivagem pelo Fator D, produzindo assim os fragmentos Ba e 

Bb. Este último se liga à C3b, formando o complexo C3bBb e que tem função de C3-

convertase (catalisa a clivagem de C3 em C3a e C3b). Este complexo é capaz de se ligar na 

membrana celular e continuar seu processo de ativação, no entanto, as células de mamíferos 

produzem moléculas capazes de degradar este complexo, como o CD46 e CD59, o que 

garante o bloqueio da cascata do complemento, caso se inicie em uma célula do próprio 

organismo. Microrganismos não possuem tais moléculas na sua membrana, o que permite que 

o sistema complemento atue tanto na lise celular, quanto na indução do estado inflamatório 

(21,33).  

A ligação da C3-convertase na membrana do microrganismo é estabilizada pela 

properdina, um fator regulador do complemento, que também é capaz de ser inibido quando 
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em células de mamíferos. A C3-convertase potencializa a clivagem de C3, posteriormente um 

dos fragmentos de C3b é capaz de se ligar à C3-convertase e dar origem ao complexo 

C3bBbC3b, uma C5-convertase, que culminará na via comum do sistema complemento 

(21,33–35). 

A via clássica é ativada pelo reconhecimento da porção constante (Fc) de anticorpos que 

realizaram a ligação antígeno-específica. Após o reconhecimento do antígeno, a porção Fc é 

exposta, e assim se torna permissível ao reconhecimento pela C1q, uma molécula 

hexamérica, composta por C1r e subunidades de C1s. A ativação da via clássica se dá pela 

interação da C1q com pelo menos dois anticorpos da classe IgG, cujas porções Fc estejam 

próximas, ou a um único anticorpo IgM, onde este pode ativar até duas moléculas de C1q 

(21). 

Com o reconhecimento das porções Fc de IgG ou IgM, a C1q ativa a ação enzimática da 

C1r, que cliva C1s. A C1s ativada pela C1r cliva C4 em C4a e C4b, e C2 em C2a e C2b. A 

C4b, agora solúvel, se liga à membrana e em conjunto com o fragmento de C2a, compõe uma 

C3-convertase. Após a formação do complexo C4b2a, o fragmento da C4b é capaz de 

capturar uma molécula de C3 presente no plasma, enquanto a C2a causa a proteólise desta 

molécula, gerando C3a e C3b. Com a interação do complexo com um fragmento de C3b, há 

formação de uma C5-convertase (C4b2a3b) e outras C3-convertases (pela via alternativa), 

que culmina na ativação da via comum do complemento (21,36). 

A via comum do complemento se inicia com a formação da C5-convertase através de 

qualquer uma das três vias. Para os pacientes falciformes, por haver uma inflamação estéril 

(sem microrganismos), o quadro inflamatório é baseado na ativação principal das vias 

alternativa e clássica, embora a via das lectinas também possa ser ativada na presença de 

agentes microbianos nesses pacientes (21,36).  

O complexo C5-convertase reconhece a C5 livre e a cliva nos fragmentos de C5a e C5b. 

Esta última se liga à membrana celular e induz à ligação da C6, C7, C8 e C9, formando o 

MAC, responsável por permitir a passagem livre de água e íons na membrana da célula, de 

forma que atuem na desregulação osmótica, causando a lise celular (21,26,33,36). 

Os fragmentos das moléculas liberadas no processo de clivagem (C3a, C4a e C5a) são 

denominados de anafilotoxinas e circulam na corrente sanguínea até serem reconhecidos 

pelas células circulantes e endoteliais de forma a estimular a inflamação. A titulação destas 

anafilotoxinas está diretamente relacionada com a clivagem das moléculas de C3, C4 e C5, e 

consequentemente, ativação das diferentes vias do sistema complemento (26,33). 
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Na anemia falciforme, há principalmente ativação das vias alternativa e clássica, a 

depender do estímulo. A via clássica pode ser ativada através do reconhecimento de 

aloanticorpos devido à politransfusão, procedimento que é comum nesses pacientes. 

Entretanto, estudos demonstram que a principal via do complemento que participa no quadro 

inflamatório estéril é a via alternativa, uma vez que o aumento dos níveis de heme livre (em 

decorrência da hemólise) é capaz de estimular a clivagem espontânea de C3 em C3a e C3b 

(Figura 5). Além disso, a heme também é capaz de reduzir a expressão das proteínas 

reguladoras do complemento CD46 e CD59 nas células do próprio organismo, culminando no 

agravamento da injúria vascular e maior estado inflamatório mediado pelas anafilotoxinas 

(34,37–40).  

 

 

Figura 5: Mecanismos de ativação e atuação do sistema complemento na anemia falciforme. 

Fonte: Roumenina, 2016. Adaptado por Silva-Junior. 

 

1.3.3. Papel das citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento na Anemia 

Falciforme 

As citocinas e quimiocinas são um conjunto de moléculas pertencentes ao sistema imune, 

responsáveis por mediar a interação das células circulantes com o endotélio, com o estroma 

medular e com outros tecidos. As citocinas são moléculas capazes de serem reconhecidas por 
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receptores membranares específicos e induzir à inflamação (ex. IL-1β, IL-6, IL-8) ou inibi-la 

(ex. IL-10, TGF-β). Sua funcionalidade frente aos diferentes estados inflamatórios, seja 

estéril ou não, é bastante descrita na literatura, embora haja novos estudos de perfis celulares 

que descrevem novas características funcionais destas moléculas (41–43). O quadro 1 

descreve a funcionalidade de algumas citocinas importantes para o perfil imunológico no 

organismo humano. 

 

Quadro 1: Nomenclaturas usual, e principal função biológica das citocinas. 

 Nomenclatura usual Função biológica Ref. 

C
it

o
ci

n
as

 

IL-1β 

Ativação de células endoteliais e 

linfócitos T, estímulo à 

inflamação, febre, adesão celular 

e síntese de proteínas de fase 

aguda pelo fígado. 

(7,21,44) 

IL-1ra 

Antagonista da IL-1 em respostas 

de perfil Th2, com efeito deletério 

da IL-1 na inflamação. 

(21,44) 

IL-2 

Proliferação e ativação de 

linfócitos (T, B e NK), 

diferenciação e sobrevivência de 

linfócitos T. 

(7,21,43) 

IL-4 

Ativação de macrófagos, 

proliferação de linfócitos B e T, 

diferenciação de linfócitos T para 

perfil Th2, produção de IgE e IgG 

e expressão de MHC II. 

(7,21,41,44) 

IL-5 

Produção, ativação, quimioatração 

e sobrevivência de eosinófilos, e 

produção de IgA e IgM. 

(21,41,44) 

IL-6 

Proliferação de linfócitos B, 

produção de anticorpos IgG, 

estímulo da inflamação aguda e 

crônica, síntese de proteínas de 

fase aguda pelo fígado. 

(7,21,41,43) 

IL-7 

Proliferação de progenitores 

linfocíticos e sobrevivência de 

linfócitos T e B, virgens e de 

memória, proliferação e 

diferenciação de TCD8
+
 e NK, e 

estimula atividade tumoricida de 

monócitos e macrófagos. 

(21,43,44) 

IL-9 

Sobrevivência e ativação de 

linfócitos, mastócitos e células 

teciduais. 

(21,41) 

IL-10 Ação anti-inflamatória, inibição (7,21,43,44) 
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de IL-12, coestimuladores e MHC 

de classe II. 

IL-12p70 

Indução de IFN-γ e citotoxicidade 

por NK e linfócitos T, 

diferenciação de linfócitos T 

virgens em perfil Th1. 

(41,42) 

IL-13 

Ativação alternativa de 

macrófagos, produção de IgE 

pelos linfócitos B e de colágeno 

pelos fibroblastos. 

(21,43) 

IL-15 

Proliferação de células NK e 

linfócitos T, quimioatração de 

linfócitos T, sobrevivência das 

células TCD8+ de memória. 

(21,44) 

IL-17A 

Aumento da produção de 

citocinas e quimiocinas por 

macrófagos e de G-CSF e GM-

CSF pelas células epiteliais, além 

do recrutamento de neutrófilos e 

ativação de fibroblastos. 

(21,44) 

IFN-γ 

Diferenciação das células T em 

Th1, ativação clássica dos 

macrófagos, ativação de 

neutrófilos, aumento da expressão 

de MHC I e II e inibição do perfil 

Th2. 

(21,41,44) 

TNF-α 

Ativação das células endoteliais e 

neutrófilos, estimula a adesão 

celular, degranulação, inflamação, 

fagocitose e febre. 

(21,41,44) 

 

Já as quimiocinas são um tipo específico de citocina, cuja função primordial está 

relacionada à quimiotaxia de células sanguíneas para os tecidos, de forma a induzir a 

migração para sítios teciduais específicos e assim contribuir na eliminação de patógenos e 

outros componentes microbianos (26,43). São classificadas em quatro famílias com base na 

disposição dos resíduos de cisteína N-terminal, o que está diretamente relacionada à 

capacidade quimiotática frente à diapedese dos leucócitos. As quatro famílias são: CC, onde 

os resíduos são adjacentes, e atuam principalmente nos monócitos, basófilos, eosinófilos e 

células Natural Killers (NK); CXC, caracterizada pela presença de um aminoácido entre os 

resíduos, e interação majoritariamente com neutrófilos; C, onde há apenas uma cisteína; ou 

CX3C, com 3 aminoácidos entre os resíduos. Esta classificação está diretamente relacionada 

com a capacidade quimiotática frente à diapedese dos leucócitos (21,26,45), e a função de 

algumas quimiocinas está descrita no quadro 2. 
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Quadro 2: Nomenclaturas usual, nova, e principal função biológica das quimiocinas. 

 Nomenclatura 

usual 

Nova 

nomenclatura 
Função biológica Ref. 

Q
u
im

io
ci

n
as

 

IL-8 CXCL8 

Angiogênese, neovascularização e 

migração de neutrófilos, 

monócitos, linfócitos, basófilos e 

eosinófilos. 

(7,26,41,43,4

6) 

IP-10 CXCL10 

Ativação e recrutamento de 

linfócitos Th1, eosinófilos, 

monócitos e NK. 

(47,48) 

MCP-1 CCL2 

Atividade pró-inflamatória, 

recrutamento de monócitos, 

linfócitos T, NK, e células 

dendríticas. 

(26,41,49) 

MIP-1α CCL3 

Recrutamento de monócitos, 

linfócitos T e NK e eosinófilos, e 

manejo da inflamação aguda e 

crônica. 

(41,50) 

MIP-1β CCL4 

Recrutamento de células do 

sistema imune, manejo da 

inflamação aguda e crônica. 

(50,51) 

RANTES CCL5 
Recrutamento de monócitos, 

linfócitos T e eosinófilos. 

(41) 

Eotaxina CCL11 
Migração quimiotática de 

neutrófilos. 

(41) 

 

Os fatores de crescimento por sua vez são proteínas que modulam o crescimento celular, e 

sua função e liberação estão relacionados ao estágio de maturação das células. Os principais 

exemplos sãoos fatores de crescimento de granulócitos (G-CSF [do inglês Granulocyte 

Colony Stimulating Factor]) e de granulócito-macrófago (GM-CSF [do inglês Monocyte 

Granulocyte Colony Stimulating Factor]). O primeiro é responsável por induzir a 

proliferação das células tronco hematopoiéticas presentes na medula óssea, em conjunto com 

outras citocinas, e levar à sua diferenciação na linhagem granulocítica para induzir a 

maturação e produção de células, principalmente neutrófilos, eosinófilos, basófilos e 

monócitos, enquanto o segundo é específico para diferenciação de monócitos/macrófagos, 

uma vez que este tipo celular possui grande influência no estado inflamatório e é uma das 

principais células apresentadoras de antígeno (APCs) (21,41). Outros fatores de crescimento 

envolvidos nos processos biológicos estão descritos no quadro 3. 
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Quadro 3: Nomenclaturas usual e principal função biológica dos fatores de crescimento. 
 Nomenclatura usual Função biológica Ref. 

F
at

o
re

s 
d
e 

C
re

sc
im

en
to

 

G-CSF 
Maturação de granulócitos. (21,41) 

GM-CSF 

Proliferação e maturação de 

granulócitos, 

monócitos/macrófagos e células 

dendríticas, e ativação de 

macrófagos. 

(21,41,44) 

FGF Básico 

Proliferação das células 

endoteliais, cicatrização e 

angiogênese. 

(52,53) 

PDGF-BB 

Hematopoiese extramedular, 

maturação vascular, proliferação 

angiogênese, recrutamento de 

fibroblastos e síntese da matriz 

extracelular. 

(54–56) 

VEGF 

Angiogênese, aumento da 

permeabilidade vascular e 

atividade pró-inflamatória. 

(57,58) 

 

Devido à participação e influência do sistema imunológico frente ao quadro inflamatório 

apresentado pelos pacientes com doença falciforme, é razoável supor que a resposta 

inflamatória seja distinta nos m dois estados clínicos descritos nestes pacientes. Para fins 

didáticos e de padronização de pesquisa, os pacientes com doença falciforme são em geral 

classificados como em estado estacionário e em crise vaso-oclusiva. No primeiro, o processo 

fisiopatológico anteriormente descrito encontra-se ativo (hemólise, vaso-oclusão, ativação da 

imunidade inata e alterações de adesão celular), mas o paciente não apresenta agudização do 

estado clínico, mas sim sem sintomas de forma geral. Já a crise vaso-oclusiva (CVO) é 

caracterizada por diferentes sinais e sintomas, sendo a mais frequente em ossos longos e 

insuficiência respiratória. As CVOs ocorrem quando os mecanismos fisiopatológicos da 

doença levam a isquemia tecidual aguda, podem levar o paciente a complicações graves e até 

a óbito (3,30,59,60). 

Já foram realizados estudos para caracterizar o perfil de muitas moléculas imunes em 

ambas condições clínicas, de forma a identificar possíveis biomarcadores inflamatórios e 

alvos terapêuticos. Foi observado que o padrão laboratorial dos pacientes em estado 

estacionário é caracterizado por níveis baixos de HbS, proteína C reativa, bilirrubina direta, 

proteínas totais, albumina e alanina aminotransferase (ALT), o que pode influenciar o perfil 

de moléculas séricas, dentre elas, as citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (61–63). 
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A interação das moléculas no contexto vaso-oclusivo ainda é um tópico a ser esclarecido, 

já que contribuem para a estimulação do perfil inflamatório, recrutamento e proliferação 

celular observado nas diferentes condições clínicas desses pacientes (3,6,35,64). 

 

1.4. Relevância 

A anemia falciforme é a doença monogênica de maior prevalência no mundo. Devido ao 

contexto histórico mundial e brasileiro, a colonização favoreceu a dispersão do gene mutado 

pelo Brasil, que é um dos países com maior número de casos de pacientes falciformes, com 

maior concentração nas regiões Norte e Nordeste. 

A mutação leva a mudanças estruturais na hemoglobina, o que está diretamente 

relacionado ao alto grau de hemólise e desenvolvimento de crises vaso-oclusivas observadas 

nesses pacientes. Com esses fatores, há estímulo da resposta imunológica em um processo 

estéril, de forma a caracterizar a anemia falciforme como uma doença inflamatória crônica, 

cujos principais mediadores desse processo são os componentes do sistema imune, dentre 

eles, as células e moléculas, responsáveis por orquestrar o perfil inflamatório. 

Já foi demonstrada a diferença nas concentrações dessas moléculas e sua influência no 

estado inflamatório do paciente, principalmente citocinas, quimiocinas, fatores de 

crescimento e anafilotoxinas em pacientes com anemia falciforme nos momentos de crise 

vaso-oclusiva em comparação com o estado estacionário. No entanto, a transição do estado 

de crise para estacionário dura meses, enquanto do estacionário para a crise, apenas dias, 

demonstrando a necessidade de identificar biomarcadores imunológicos para caracterizar 

ambos os perfis e sugerir novos marcadores de progressão clínica.  

Estudos realizados por grupos de pesquisa vêm descrevendo possíveis biomarcadores 

associados às crises vaso-oclusivas, de forma a prevenir um quadro vaso-oclusivo e garantir 

melhor estabilidade fisiológica ao paciente, além da qualidade de vida. No entanto, poucos 

estudos avaliam o perfil de moléculas de paciente em crise, em estado estacionário e no 

período de convalescença, o que salienta a necessidade de compreender melhor a interação 

das moléculas imunológicas no contexto inflamatório, sua participação no período após a 

crise e no estado estacionário. 

Assim, este estudo propõe descrever o perfil de moléculas imunológicas nos momentos de 

crise vaso-oclusiva, fase de convalescença (quando estes pacientes estão clinicamente 

saudáveis após uma crise recente) e em estado estacionário (mínimo de 90 dias sem crise), 

para identificar as moléculas envolvidas em cada grupo, além de correlacionar as 

concentrações destas moléculas com a gravidade da doença, avaliar sua importância no curso 
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clínico e identificar possíveis biomarcadores de predisposição clínica às crises vaso-

oclusivas.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Geral 

Avaliar o perfil de moléculas imunológicas em pacientes com anemia falciforme em 

diferentes estados clínicos acompanhados na Fundação Hospitalar de Hematologia e 

Hemoterapia do Amazonas. 

 

2.2. Específicos 

 Quantificar citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e anafilotoxinas em 

doadores saudáveis e em pacientes com anemia falciforme em crise vaso-

oclusiva, fase de convalescença e em estado estacionário; 

 Descrever e caracterizar a concentração das moléculas nos diferentes estados 

clínicos dos pacientes com anemia falciforme; 

 Identificar possíveis biomarcadores solúveis associados à condição clínica dos 

pacientes com anemia falciforme. 
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3. MATERIAL E MÉTODO 

3.1. Tipo de estudo 

Este é um estudo longitudinal, composto por 4 grupos: 1) Indivíduos aptos à doação de 

sangue, como grupo controle (DS); 2) Pacientes portadores de anemia falciforme em estado 

estacionário (EE); 3) Pacientes portadores de anemia falciforme em crise vaso-oclusiva aguda 

(CVO), que deram entrada na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas (HEMOAM); 4) Pacientes do grupo de CVO, avaliados de forma longitudinal, 

cuja segunda coleta ocorreu, entre 30 e 90 dias após a alta hospitalar, descritos como grupo 

de convalescença (CV).  

 

3.2. Amostragem 

O grupo DS foi composto por 53 doadores de sangue saudáveis, que aceitaram participar 

do estudo como grupo controle saudável. O grupo EE foi composto por 27 pacientes com 

anemia falciforme em estado estacionário, enquanto o grupo de pacientes em crise vaso-

oclusiva (CVO) foi composto por 22 pacientes, avaliados de forma longitudinal, cuja 

primeira coleta foi no momento da admissão à Fundação HEMOAM com crise álgica, e a 

segunda coleta ocorreu na fase de convalescença, no período de 30 a 90 dias após a alta 

hospitalar dos pacientes incluídos no grupo CVO. 

 

3.3. Aspectos éticos 

As amostras utilizadas nesse projeto foram provenientes de outros dois estudos realizados 

anteriormente e intitulados: “Potenciais Biomarcadores Celulares e Solúveis Associados a 

Diferentes Haplótipos e Fenótipos de Anemia Falciforme” com n° de parecer: 1.864.640; e 

“Marcadores de Ativação da Inflamação da Doença Falciforme” com n° de parecer: 

2.478.469 (Anexos 5.1.1 e 5.1.2). Ambos foram submetidos e aprovados pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Fundação HEMOAM (CEP-HEMOAM), com anuência da instituição. 

Cada paciente que aceitou participar do estudo, independente do projeto, o fez através da 

assinatura do respectivo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de cada 

projeto ou Termo de Assentimento (TA), para crianças maiores de 10 anos que apresentaram 

crise vaso-oclusiva. 

 

3.4. Local 

Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). 
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3.5. Critérios de elegibilidade 

3.5.1. Critérios de inclusão 

O grupo de doadores saudáveis foi composto por candidatos à doação de sangue, que 

assinaram o TCLE, foram considerados elegíveis à doação, e não apresentaram nenhuma 

doença genética ou infecciosa no momento da doação. 

Os critérios gerais de inclusão que se aplicaram aos grupos de pacientes falciformes (SS, 

CVO e CV) foram: Pacientes diagnosticados com anemia falciforme, homozigotos para o 

alelo S (HbSS), que aceitaram participar do estudo através da assinatura do TCLE ou TA e 

sem nenhuma outra doença genética ou infecciosa aparente. 

Para o grupo de pacientes em estado estacionário, além dos critérios gerais, foram 

incluídas amostras de pacientes sem nenhuma crise vaso-oclusiva, internação ou transfusão 

90 dias anteriores ao recrutamento. 

Para o grupo de pacientes em crise vaso-oclusiva (CVO), além dos critérios gerais, foram 

incluídos pacientes maiores de 10 anos, que deram entrada na emergência da Fundação 

HEMOAM com crise álgica grave caracterizada por dores em região lombar, quadril, óssea, 

articular ou abdominal sem outra causa aparente, identificado pelo paciente ou equipe médica 

da Fundação HEMOAM. Para aqueles pacientes que apresentaram mais de uma crise durante 

o período de coleta, foi elegível para este estudo apenas a amostra biológica coletada na 

primeira crise.  

Para o grupo de pacientes na convalescença (CV), além dos critérios gerais, foram 

incluídas amostras biológicas dos pacientes do grupo de crise que receberam alta hospitalar 

da Fundação HEMOAM entre 30 e 90 dias após a alta hospitalar. 

 

3.5.2. Critérios de não inclusão 

Não foram incluídas amostras de pacientes heterozigotos devido às alterações de 

gravidade clínica e produção de mediadores biológicos diferentes, gestantes, indígenas ou 

amostras repetidas de um mesmo paciente.  

 

3.5.3. Critérios de exclusão 

Foram excluídas amostras inviáveis ou insuficientes para a dosagem das moléculas.  

 

3.6. Procedimentos 

3.6.1. Coleta de dados e material biológico 
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Os pacientes foram abordados no momento da internação (para o grupo de CVO) ou 

durante a consulta com um médico hematologista (para os grupos EE e CV). Os doadores 

foram recrutados antes da doação de sangue, na própria Fundação HEMOAM. Os projetos 

aos quais os pacientes e doadores seriam incluídos foi explicado, então, seguiu-se à coleta de 

dados sociodemográficos e clínicos pelos pesquisadores responsáveis, com posterior coleta 

do material biológico. 

Os dados dos pacientes com crise vaso-oclusiva foram coletados dos prontuários físicos no 

Serviço de Atendimento Médico (SAME) da Fundação HEMOAM, enquanto os dados dos 

pacientes em estado estacionário foram coletados através de um questionário (Anexo 5.3.1), 

onde foram obtidos os dados de idade, gênero, endereço e medicamentos em uso. Os dados 

foram armazenados em planilhas do Microsoft Excel 2010.  

Após adesão aos estudos, foram coletados 8mL do sangue periférico em 1 (um) tubo com 

EDTA para realização do hemograma 1 (um) tubo com Gel separador, para obtenção do soro 

e assim, dosagens das moléculas imunológicas. O recrutamento e coleta dos dados foram 

feitos no setor do Serviço de Atendimento Médico e Estatístico (SAME) e Internação da 

Fundação HEMOAM; A coleta do sangue foi feita no setor de Coleta do Laboratório de 

Análises Clínicas (LAC), para os pacientes em estado estacionário e convalescença, e 

Internação, para os pacientes em crise. O hemograma foi feito no setor de Hematologia com o 

equipamento ADVIA 2120i Hematology System (Siemens Healthcare Diagnosis), localizado 

na Fundação HEMOAM.  

A amostra coletada no tubo com Gel Separador foi centrifugada para obtenção do soro, 

com posterior armazenamento a -80ºC no laboratório Multidisciplinar da Fundação 

HEMOAM até a dosagem das citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e anafilotoxinas. 

 

3.6.2. Dosagem das citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento 

Para cada um dos grupos de pacientes, serão dosadas as citocinas: Interleucina-1β (IL-1β), 

IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (CXCL8), IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-

17A, Interferon-γ (IFN-γ), Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α); quimiocinas: IP-10 

(CXCL10), MCP-1 (CCL2), MIP-1α (CCL3), MIP-1β (CCL4), PDGF-BB, RANTES 

(CCL5), VEGF, Eotaxina (CCL11), FGF Básico; e fatores de crescimento: Fator de 

Crescimento de Colônia de Granulócito (G-CSF [do inglês Granulocyte Colony-Stimulating 

Factor]), Fator de Crescimento de Colônia de Granulócito-Macrófago (GM-CSF [do inglês 

Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor]) através da técnica de Luminex, que 

utiliza beads magnéticas com diferentes intensidades de fluorescência, conjugadas a 
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anticorpos específicos para cada molécula a ser analisada. Para este projeto foi utilizado o kit 

The Bioplex-Pro Human Cytokine 27-Plex da Bio-Rad, seguindo o protocolo e as 

recomendações do fabricante. A aquisição foi feita no equipamento Luminex 200 System da 

Fundação Oswaldo Cruz de Minas Gerais Instituto Renê Rachou (FIOCRUZ-MG) e 

analisadas pelo software Bioplex Manager. O resultado foi expresso em pg/ml e foi utilizado 

na construção do banco de dados. 

 

3.6.3. Dosagem das anafilotoxinas 

A dosagem das anafilotoxinas C3a, C4a e C5a foi feita através da técnica de Cytometric 

Bead Array (CBA), que utiliza beads com intensidades de fluorescência diferentes para cada 

analito, e que também são conjugadas a diferentes anticorpos específicos. Este procedimento 

foi realizado no laboratório Multidisciplinar da Fundação HEMOAM com o kit The BD
™

 

CBA Human Anaphylatoxin da BD, seguindo o protocolo e recomendações do fabricante. A 

aquisição foi feita no citômetro de fluxo FACSCanto II da BD, no laboratório de Citometria 

de Fluxo da Fundação HEMOAM. Os foram analisados no software FCAP Array, e para 

construção dos bancos de dados, o nível das moléculas foram expressos em pg/ml. 

 

3.6.4. Análise de dados 

Os resultados obtidos foram tabulados em planilhas digitais do software Microsoft Excel 

2010, para posterior análise estatística e criação de tabelas. A primeira análise estatística foi 

feita através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk e obtenção da mediana de cada 

parâmetro por grupo no software GraphPad Prism v.5.0. Para as variáveis 

sociodemográficas, a comparação foi feita pelo teste de Qui-Quadrado (χ
2
), com intervalo de 

confiança de 95% e valor de p significativo quando menor que 0.05. 

A comparação dos parâmetros hematológicos e das moléculas entre o grupo de doadores 

saudáveis (DS), pacientes em estado estacionário (EE) e crise vaso-oclusiva (CVO) foi 

realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Múltiplas Comparações de Dunn,. Para 

comparação dos grupos de crise e pós-crise foi utilizado o teste de Wilcoxon, seguindo o 

intervalo de confiança de 95% e p significativo menor que 0.05. Todas estas análises também 

foram feitas no software GraphPad Prism v.5.0. 

Para análise de correlação, foi utilizado o teste de correlação de Spearman para as células 

imunológicas e moléculas em cada subgrupo (DS, EE, CVO e CV) no software GraphPad 

Prism v.5.0, com o intervalo de confiança de 95% e p significativo para p < 0.005. O 

resultado da correlação obtido foi transferido para o Microsoft Excel 2010, e utilizado para 
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identificação do grau de correlação e significância. As correlações significativas foram 

utilizadas na construção das redes de células e moléculas no software Cytoscape v.3.7.2 

(Cytoscape Consortium, San Diego, CA). Foi construída uma rede para o grupo de doadores 

e cada subgrupo de pacientes (EE, CVO e CV), onde cada parâmetro foi representado por um 

nódulo, enquanto a correlação foi representada por uma linha conectando ambos os nódulos. 

O valor absoluto do índice de correlação (|r|) foi utilizado para indicar a força de correlação, 

classificada em fraca (|r| < 0), moderada (0.36 > |r| < 0.68), e grave (|r| > 0.68) e representada 

pela espessura da linha. Já as correlações positivas e negativas foram representadas por linhas 

contínuas ou pontilhadas, respectivamente, como proposto por Taylor (65). 

Os níveis das moléculas em pg/ml foram utilizados na construção dos heatmaps, com a 

função heatmap.2 no software R (Project for Statistical Computing Version 3.0.1) e pacote 

gplots. As árvores de decisão foram construídas no software WEKA (Waikato Environment 

for Knowledge Analysis, version 3.6.11, University of Waikato, New Zealand) para 

classificar os pacientes com base nos marcadores imunológicos. 

A mediana geral de cada molécula para os grupos DS, EE e CVO foi calculada e usada 

como ponto de cut-off, expressa em pg/ml (IL-1β = 1.12; IL-1ra = 29.11; TNF-α = 12.12; IL-

6 = 1.12; IL-7 = 2.82; IL-12p70 = 2.40; IL-2 = 0.44; IFN-γ = 15.85; IL-4 = 0.53; IL-5 = 2.93; 

IL-13 = 0.70; IL-17A = 6.74; IL-10 = 5.20; CXCL10 = 69.68; CXCL8 = 2.64; PDGF-BB = 

292.0; CCL3 = 0.96; CCL4 = 10.74; CCL2 = 9.07; CCL5 = 57.0; VEGF = 9.08; GM-CSF = 

7.81; G-CSF = 1.24; FGFb = 3.64; CCL11 = 23.14; C3a = 10.03; C4a = 7.61; C5a = 316.9). 

O valor obtido foi utilizado para classificar os pacientes e consequentemente cada grupo em 

“Alto” ou “Baixo” produtores de cada molécula. O valor percentil foi calculado e 

posteriormente apresentado em um Diagrama de Venn quando maior que 50%. O diagrama 

foi realizado em um site público (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) para 

identificação das interseções em cada grupo e descrição das moléculas como elementos. 

 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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Figura 6: Procedimento de coleta das amostras biológicas, dosagem das proteínas solúveis e 
tratamento dos dados. 

TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; TA: Termo de Assentimento. 

 

3.7. Riscos e benefícios 

Este projeto não apresentou risco ao paciente, uma vez que não houve mais coletas de 

material biológico. Nenhum dos pacientes que participaram dos estudos apresentou qualquer 

complicação, como hematoma, equimose (mancha arroxeada) no local da picada da agulha, 

ou qualquer desconforto. As coletas foram realizadas por profissionais qualificados da 

Fundação HEMOAM que estavam à disposição para dar o devido suporte caso houvesse 

alguma intercorrência durante a aquisição das amostras biológicas.  

Os resultados obtidos neste estudo irão contribuir para a melhor compreensão do estado 

inflamatório de pacientes com anemia falciforme em diferentes momentos clínicos, além de 

identificar possíveis marcadores imunológicos e a relação das moléculas no desenvolvimento 

de crises vaso-oclusivas. Estes dados podem contribuir com testes de acompanhamento 

laboratorial e clínico, de forma a contribuir com a profilaxia às crises. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Dados sóciodemograficos e laboratoriais 

Nossos resultados epidemiológicos mostraram uma diferença significativa na variável 

idade entre os quatro grupos analisados (p = 0.0324). Foi observada maior mediana de idade 

nos o grupo DS e EE, enquanto o grupo de CVO e CV tiveram uma mediana de idade menor, 

embora o intervalo interquartil 25 e 75 apresentaram uma variação menor nos dois primeiros 

grupos, quando comparados aos dois últimos (Tabela 1). 

Foi observado que o gênero feminino representou 30% no grupo DS, enquanto foi a 

maioria (67%) no grupo EE (p = 0.0165). O grupo de CVO e CV apresentou a mesma 

porcentagem para ambos os gêneros, e sem diferença significativa quando comparados aos 

outros grupos (Tabela 1). 

Não foi observada diferença significativa entre os grupos em relação à cidade de 

residência, embora tenha havido uma maior porcentagem de indivíduos residentes na capital 

do estado, Manaus. Mais de 75% dos pacientes estavam em uso crônico de ácido fólico, 

enquanto mais de 50% estava em uso de hidroxiuréia. Devido à ausência de pacientes em uso 

de corticoide, não foi possível realizar a análise estatística para comparar os grupos, sendo 

feita apenas uma comparação descritiva dos resultados obtidos, descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Distribuição epidemiológica das variáveis de idade, gênero, cidade de residência e tratamento 

farmacológico crônico entre os grupos DS, EE, CVO e CV, com respectiva diferença significativa 

Variáveis 
DS 

n = 53 

EE 

n = 27 

CVO 

n = 22 

CV 

n = 22 
p value 

Idade (anos, mediana 

[IQR]) 
30 [23-42] 30 [22-34] 22 [14-34] 22 [14-34] 0.0324 

Gênero, n (%)  

Masculino 37 (70) 9 (37) 11 (50) 11 (50) 
0.0165

a
 

Feminino 16 (30) 18 (67) 11 (50) 11 (50) 

Cidade de Residência, n (%) 
Manaus-AM 53 (100) 23 (85) 20 (91) 20 (91) 

0.0632 
Interior do Amazonas - 4 (15) 2 (9) 2 (9) 

Tratamento farmacológico Crônico, n (%) 

Ácido Fólico - 25 (92.6) 17 (77.3) 17 (77.3) 

 

Hidroxiuréia - 22 (81.5) 14 (63.6) 14 (63.6) 

Analgésico - 12 (44.4) 12 (54.5) 12 (54.5) 

Corticoide - 2 (7.4) - - 

Antinflamatório - 1 (3.7) 5 (22.7) 5 (22.7) 
DS: Grupo de Doadores Saudáveis; EE: Grupo em Estado Estacionário; CVO: Grupo em Crise Vaso-Oclusiva; CV: 
Grupo em Convalescença. 
a
Diferença significativa entre os grupos DS e EE; 

b
Diferença significativa entre os grupos DS e CVO; 

c
Diferença 

significativa entre os grupos EE e CVO; 
d
Diferença significativa entre os grupos CVO e CV. 
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Análise estatística feita pelo teste Kruskal-Wallis e pós teste de Múltiplas Comparações de Dunn para a idade. Para 

comparação do gênero e cidade de residência, foi utilizado o teste Qui-Quadrado (χ
2
). Para ambos, foi considerado 

significativo quando p < 0.05. Devido à ausência de pacientes dos grupos de CVO e CV em uso de corticoide, não foi 

possível realizar o χ
2
. 

 

Ao comparar os dados hematológicos dos doadores saudáveis (DS) com pacientes em 

estado estacionário, foi observada uma queda significativa de RBC, hemoglobina, 

hematócrito e CHCM (p = 0.0057), enquanto houve um aumento dos níveis de VCM, HCM 

(p = 0.0008), RDW e reticulócitos, com valor de p < 0.0001 para maioria dos parâmetros. 

Embora a mediana de linfócitos do grupo EE tenha sido maior que no grupo DS (p < 0.0001), 

não houve diferença significativa entre os leucócitos totais entre os dois grupos. O 

envolvimento plaquetário no grupo EE foi evidente, com aumento estatístico no grupo EE (p 

< 0.0001). 

Foi observada uma queda significativa no VCM no grupo CVO, quando comparado ao EE 

(p < 0.0001). Além disso, encontramos um aumento dos leucócitos totais no grupo CVO (p < 

0.0001), que parece mediado pelo nível de neutrófilos (p < 0.0001) e monócitos (p < 0.0001), 

enquanto houve uma queda significativa no valor dos basófilos (Tabela 2). 

Após a crise, descrita no grupo de CVO, os pacientes, descritos no grupo CV, 

apresentaram um aumento de hematócrito e queda dos neutrófilos, demonstrando uma 

regulação da inflamação mediada pela resposta imunológica. As medianas, intervalos 

interquartis 25 e 75 dos parâmetros hematológicos dos quatro grupos estão apresentadas na 

Tabela 2, com respectiva diferença estatística e valor de p. 

 

Tabela 2: Dados laboratoriais dos grupos DS, EE, CVO e CV. 

Variáveis 
DS 

n = 53 

EE 

n = 27 

CVO 

n = 22 

CV 

n = 22 
p value 

RBC (x10
6
/µL, 

mediana [IQR]) 

4.99 

[4.59-5.40] 

2.51 

[2.19-2.75] 

2.39 

[2.09-2.94] 

2.65 

[2.29-3.12] 
< 0.0001

a,b
 

Hemoglobin (g/dL, 

mediana [IQR]) 

14.90 

[13.55-15.95] 

8.0 

[7.10-9.0] 

7.50 

[6.20-8.45] 

8.30 

[7.20-8.70] 
< 0.0001

a,b
 

Hematócrito (%, 

mediana [IQR]) 

43.70 

[40.45-47.30] 

24.50 

[21.70-28.50] 

22.0 

[18.60-25.0] 

24.80 

[21.95-26.68] 
< 0.0001

a,b,d
 

VCM (fL, mediana 

[IQR]) 

87.80 

[84.85-90.4] 

99.90 

[92.80-110.2] 

91.30 

[79.60-99.80] 

90.55 

[86.83-99.15] 
< 0.0001

a,c
 

HCM (pg, mediana 

[IQR]) 

29.70 

[28.90-30.60] 

32.10 

[30.30-36.70] 

31.10 

[27.35-33.20] 

29.70 

[27.58-34.03] 
0.0008

a
 

CHCM (g/dL, mediana 

[IQR]) 

34.10 

[33.10-34.60] 

32.70 

[31.90-34.10] 

33.60 

[32.90-34.05] 

33.15 

[32.40-33.95] 
0.0057

a
 

RDW (fL, median 

[IQR]) 

13.70 

[12.95-13.95] 

18.20 

[17.30-19.80] 

21.20 

[19.65-23.80] 

19.95 

[18.08-22.90] 
< 0.0001

a,b
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Reticulócitos (x10
3
/µL, 

mediana [IQR]) 

72.70 

[56.90-88.80] 

367.6  

[226.0-529.9] 

257.4  

[134.3-349.2] 

248.6  

[134.5-332.8] 
< 0.0001

a,b
 

Leucócitos Totais 

(x10
6
/µL, mediana 

[IQR]) 

6.33 

[5.27-7.10] 

7.42 

[5.95-9.44] 

11.39 

[8.82-15.17] 

9.51 

[8.07-11.38] 
< 0.0001

b,c
 

Neutrófilo (x10
3
/µL, 

mediana [IQR]) 

3.43 

[2.80-4.18] 

3.39 

[2.13-4.81] 

6.90 

[4.87-9.46] 

4.88 

[3.05-6.43] 
< 0.0001

b,c,d
 

Linfócito (x10
3
/µL, 

mediana [IQR]) 

1.84 

[1.55-2.16] 

2.41 

[2.13-3.36] 

3.02 

[2.32-4.78] 

3.28 

[2.43-4.96] 
< 0.0001

a,b
 

Monócito (x10
3
/µL, 

mediana [IQR]) 

0.38 

[0.29-0.41] 

0.43 

[0.33-0.69] 

0.66 

[0.52-0.86] 

0.60 

[0.41-0.83] 
< 0.0001

b,c
 

Basófilo (x10
3
/µL, 

mediana [IQR]) 

0.03 

[0.02-0.05] 

0.03 

[0.03-0.05] 

0.00 

[0.00-0.03] 

0.00 

[0.00-0.04] 
0.0002

b,c
 

Eosinófilo (x10
3
/µL, 

mediana [IQR]) 

0.19 

[0.12-0.41] 

0.24 

[0.13-0.50] 

0.22 

[0.10-0.62] 

0.42 

[0.24-0.62] 
0.6031 

Plaquetas (x10
3
/µL, 

mediana [IQR]) 

244 

[213-281.5] 

420 

[372-533] 

411 

[326-530] 

460.5 

[339.8-642.0] 
< 0.0001

a,b
 

DS: Grupo de Doadores Saudáveis; EE: Grupo em Estado Estacionário; CVO: Grupo em Crise Vaso-Oclusiva; CV: 

Grupo em Convalescença. 
a
Diferença significativa entre os grupos DS e EE; 

b
Diferença significativa entre os grupos DS e CVO; 

c
Diferença 

significativa entre os grupos EE e CVO; 
d
Diferença significativa entre os grupos CVO e CV. 

Análise estatística feita pelo teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Múltiplas Comparações de Dunn. 

 

4.2. Perfil das moléculas imunológicas entre o grupo controle e subgrupos de 

pacientes com anemia falciforme 

A concentração das citocinas foi dosada em todos os grupos e expressos em pg/ml nos 

gráficos (Figura 7). Ao comparar os grupos controle com os pacientes em estado estacionário, 

foi observado um aumento significativo da IL-1β (p <0.0001), IL-12p70 (p <0.005), IL-17A 

(p < 0.0001) e IL-10 (p < 0.0001). Não foi observada diferença significativa na concentração 

das outras citocinas entre os grupos controle, com os subgrupos EE. 

Já ao comparar o grupo controle com os pacientes falciformes em crise vaso-oclusiva, foi 

identificado aumento significativo da concentração de IL-1ra (p < 0.0001), IL-7 (p < 0.0001), 

IL-2 (p < 0.0001), IL-4 (p < 0.0001), IL-5 (p < 0.0001), IL-13 (p < 0.05) e IL-10 (p < 0.001). 

Além disso, foi observada concentração significativamente mais baixa de IL-1β (p < 0.0001), 

TNF-α (p < 0.0001), IL-12p70 (p < 0.0001), IFN-γ (p < 0.0001) e IL-17A (p < 0.0001) no 

grupo de CVO, quando comparados aos doadores saudáveis. 

Na avaliação da concentração das citocinas circulantes entre os pacientes em estado 

estacionário e crise vaso-oclusiva, foi identificado um aumento significativo da IL-1β (p < 

0.0001), TNF-α (p < 0.0001), IL-12p70 (p < 0.0001), IFN-γ (p < 0.0001), IL-17A (p < 

0.0001) e IL-10 (p < 0.0001) no grupo de pacientes EE. Em contrapartida, foram 

identificados maiores concentrações de IL-1ra (p < 0.0001), IL-7 (p < 0.0001), IL-2 (p < 
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0.0001), IL-4 (p < 0.0001) e IL-5 (p < 0.05) no grupo de pacientes CVO. Não foi observada 

diferença significativa na concentração da IL-6 em nenhum grupo. 
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Figura 7: Concentrações circulantes das citocinas entre os grupos DS, EE e CVO. 
DS: Grupo de Doadores Saudáveis; EE: Grupo em Estado Estacionário; CVO: Grupo em Crise Vaso-

Oclusiva. 

Análise estatística feita pelo teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Múltiplas Comparações de Dunn. 
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0001. 

 

À análise quantitativa das quimiocinas circulantes entre o grupo DS e o subgrupo EE, foi 

possível identificar que há um aumento significativo da concentração de CXCL8, CXCL10, 

CCL3, CCL4 e CCL5 (p < 0.0001) em pacientes com anemia falciforme, independente do 

estado clínico, quando comparados a doadores saudáveis. Não houve diferença estatística na 

concentração de CCL11 somente entre o grupo controle e o subgrupo EE. A concentração das 

quimiocinas com respectiva análise estatística está representada na Figura 8. 

Embora os pacientes falciformes apresentem maior concentração de quimiocinas 

circulantes, não foi identificada diferença significativa nos níveis de CCL2. Além disso, ao 

analisar os subgrupos dos pacientes falciformes, pode-se observar que o estado vaso-oclusivo 

apresentou maior concentração de CCL3 (p < 0.001), CCL5 (p < 0.0001) e CCL11 (p < 0.05), 

quando comparados ao grupo de pacientes em estado estacionário.  
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Figura 8: Concentrações circulantes das quimiocinas entre os grupos DS, EE e CVO. 

DS: Grupo de Doadores Saudáveis; EE: Grupo em Estado Estacionário; CVO: Grupo em Crise Vaso-
Oclusiva. 

Análise estatística feita pelo teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Múltiplas Comparações de Dunn. 

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0001. 

 

As análises dos níveis circulantes dos fatores de crescimento estão descritas na Figura 9. 

Entre os grupos DS e EE, foi identificado um aumento significativo na concentração 

circulante de VEGF (p < 0.001) e GM-CSF (p < 0.05) no grupo de pacientes em estado 

estacionário. Já entre os grupos DS e CVO, foram observados maiores concentrações de 

VEGF (p < 0.0001), PDGF-BB (p < 0.0001) e G-CSF (p < 0.0001) nos pacientes em crise 

vaso-oclusiva. Concentrações estatisticamente baixas de GM-CSF foram descritas em 

pacientes em CVO, quando comparados ao grupo DS (p < 0.0001). 

Dentre os pacientes falciformes (EE e CVO), foi observado aumento significativo na 

concentração de VEGF (p < 0.001), PDGF-BB (p < 0.05) e G-CSF (p < 0.0001) em pacientes 

em crise vaso-oclusiva. Além disso, pacientes em estado estacionário apresentaram dados 

quantitativos estatisticamente maiores de GM-CSF (p < 0.0001), quando comparados aos 

pacientes em CVO. 
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Figura 9: Concentrações circulantes dos fatores de crescimento entre os grupos DS, EE e CVO. 

DS: Grupo de Doadores Saudáveis; EE: Grupo em Estado Estacionário; CVO: Grupo em Crise Vaso-
Oclusiva. 

Análise estatística feita pelo teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Múltiplas Comparações de Dunn. 

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0001. 

 

Ao comparar a concentração circulante de C3a entre os grupos, foram observados maiores 

concentrações nos pacientes falciformes, embora houvesse uma diferença estatisticamente 

significante apenas entre o grupo controle e os pacientes em estado estacionário (p < 0.0001). 

A análise quantitativa das anafilotoxinas dosadas entre os grupos está representada na Figura 

10. 

Foi identificado um aumento significativo na concentração de C4a nos pacientes em 

estado estacionário, quando comparados aos indivíduos saudáveis (p < 0.0001) e aos 

pacientes em crise (p < 0.05). Além disso, também foi identificado um aumento significativo 

na quantidade sérica de C4a nos pacientes em crise, quando comparados aos doadores 

saudáveis (p < 0.05). 

Embora pacientes do grupo EE tenham apresentado concentração elevada de C5a, em 

comparação aos grupos DS e CVO, foi identificada diferença significativa apenas para os 

pacientes em crise (p < 0.0001). Ainda, também foi observado uma queda significativa de 

C5a nos pacientes em crise, quando comparados ao grupo de doadores saudáveis (p < 0.001). 
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Figura 10: Concentrações circulantes das anafilotoxinas entre os grupos DS, EE e CVO. 

DS: Grupo de Doadores Saudáveis; EE: Grupo em Estado Estacionário; CVO: Grupo em Crise Vaso-

Oclusiva. 
Análise estatística feita pelo teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Múltiplas Comparações de Dunn. 

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0001. 

 

4.3. Perfil de moléculas após crise vaso-oclusiva 

Os pacientes recrutados para o grupo de crise vaso-oclusiva foram acompanhados de 

forma longitudinal, com mais uma coleta do sangue periférico no período entre 30 e 120 dias 

após a alta hospitalar. O tempo mediano entre a primeira e a segunda coleta foi de 53 dias. A 

Figura 11 traz a representação gráfica dos níveis médios de cada molécula, com respectivo 

gráfico Before & After para cada paciente e molécula incluída na análise longitudinal. Os 

intervalos interquartis 25 e 75 do grupo controle foram utilizados para sombreamento no 

fundo de cada gráfico. Nenhum paciente do grupo CV apresentou qualquer sintoma ou 

complicação clínica no período entre a alta hospitalar e a segunda coleta de sangue. 

Ao comparar o grupo de crise com a convalescença, foi identificada uma queda na 

concentração de várias moléculas, entretanto, esta redução foi significativa apenas para 

CXCL8 (p < 0.05), CCL4 (p < 0.05), IL-1ra (p < 0.05) e PDGF-BB (p < 0.001).  
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Figura 11: Comparação das moléculas entre os grupos CVO e CV. 

CVO: Grupo em Crise Vaso-Oclusiva; CV: Grupo em Convalescença. 

Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.0001. 

 

4.4. Correlação das células e moléculas imunológicas com base nos subgrupos 

A análise de correlação das moléculas imunológicas permitiu identificar que indivíduos do 

grupo de doadores saudáveis apresentaram uma forte correlação entre TNF-α/IL-2 (r = 0.746; 

p < 0.0001), IL-12/IL-10 (r = 0.796; p < 0.0001), IL-12/VEGF (r = 0.729; p < 0.0001), IL-

5/G-CSF (r = 0.686; p < 0.0001) e IL-10/VEGF (r = 0.702; p < 0.0001). Outras correlações 

fracas e moderadas, com valor significativo, estão descritas na Figura 12A. 

Os pacientes em estado estacionário apresentaram correlações fortes entre as moléculas de 

IL-12p70/VEGF (r = 0.838; p < 0.0001), IL-17/CCL4 (r = 0.839; p < 0.0001) e IL-

10/CXCL10 (r = 1.000; p < 0.0001). As outras correlações significativas fracas e moderadas 

estão representadas na Figura 12D. 

Indivíduos do grupo CVO tiveram mais correlações fortes entre as moléculas, quando 

comparados aos pacientes em estado estacionário, no entanto, pôde-se ver que algumas 

moléculas apresentaram grande quantidade de correlações com outras moléculas, são elas: 
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IL-1β, IL-7, IL-4, IL-5, IL-13 e FGFb. Foi observada apenas uma correlação negativa entre a 

IL-1ra e GM-CSF (r = -0.857; p = 0.0238). As outras correlações fracas e moderadas, mas 

significativas do grupo CVO estão representadas na Figura 12B. 

Muitas das correlações fortes e significativas observadas no grupo CVO ainda 

prevaleceram no grupo CV. Muitas moléculas, principalmente IL-1β, IL-4, IL-5 e IL-17 

ainda permanecem com grandes quantidades de correlações com outras moléculas 

imunológicas. Outras correlações significativas moderadas e fracas entre as moléculas estão 

representadas na Figura 12C. 

As relações significativas e fortes de TNF-α/IL-2 e IL-5/G-CSF, observadas no grupo de 

indivíduos saudáveis, não foi significativa nos pacientes EE, entretanto, foi observada 

correlação moderada e significativa nos pacientes do grupo CVO, que permaneceu 

significativa nos pacientes do grupo CV. Além disso, a correlação IL-12p70/VEGF foi 

significativa e forte em indivíduos saudáveis e pacientes do grupo EE. A relação IL-

10/VEGF, forte e significativa no grupo DS, foi significativa, mas moderada nos pacientes do 

grupo EE. 

Foi observado que a interação moderada entre a IL-17/CCL4, observada nos pacientes do 

grupo CVO, se mantém moderada no grupo CV, atingindo uma correlação forte apenas no 

grupo EE. Além disso, a correlação positiva e forte de IL-10/CXCL10 foi significativa 

apenas no grupo EE, não sendo significativa na crise e nem na convalescença. Embora a 

interação IL-12p70/VEGF não tenha sido significativa em indivíduos do grupo CVO, houve 

significância estatística e moderada na fase de convalescença, e forte em pacientes do grupo 

EE. 
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Figura 12: Correlação entre as moléculas e células imunológicas para os grupos DS, EE, CVO e CV. 

DS: Grupo de Doadores Saudáveis; EE: Grupo em Estado Estacionário; CVO: Grupo em Crise Vaso-Oclusiva; 

CV: Grupo em Convalescença. 

Análise estatística feita pelo teste de correlação de Spearman, com representação das correlações significativas 

(p < 0.05). 
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4.5. Análise de alto produtores em doadores saudáveis e subgrupos de pacientes 

com anemia falciforme 

O diagrama de Venn foi utilizado para apresentar o resultado da análise de alto produtores, 

descrito na Figura 13. Não foi encontrada nenhuma interseção compartilhada para os 

pacientes com anemia falciforme e o grupo controle, e nem exclusiva do grupo controle. 

Entretanto, foram identificadas três intersecções compartilhadas entre os doadores saudáveis 

e os pacientes falciformes em estado estacionário, sendo eles IL-6, TNF-α e C5a. 

O grupo EE demonstrou ser alto produtor de 22 intersecções, sendo três compartilhadas 

com o grupo DS (descrito acima), 13 compartilhadas com o grupo CVO e seis exclusivas do 

estado estacionário. As moléculas que se mostraram em alta produção apenas no grupo EE 

foram CCL2, IL-1β, L-12p70, IFN-γ, IL-17A e GM-CSF. Já as moléculas em alta produção 

compartilhadas com o grupo de pacientes em CVO foram CXCL8, CXCL10, CCL3, CCL4, 

CCL5, CCL11, IL-1ra, IL-13, IL-10, VEGF, FGFb, C3a e C4a. 

À análise de alto produtores do grupo de pacientes em crise foi possível identificar 19 

moléculas, mas apenas seis interseções apenas para o grupo CVO, cujos elementos foram IL-

4, IL-5, IL-2, IL-7, PDGF-BB e G-CSF. 
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Figura 13: Análise de alto produtores com base nos grupos controle (DS) e de pacientes falciformes 

EE e CVO, demonstrado pela assinatura de biomarcadores e Diagrama de Venn. 
DS: Grupo de Doadores Saudáveis; EE: Grupo em Estado Estacionário; CVO: Grupo em Crise Vaso-

Oclusiva.  

 

4.6. Análise de correlação entre as moléculas com os perfis clínicos e árvores de 

decisão 

Com o objetivo de evidenciar as correlações das moléculas com os perfis clínicos, foram 

produzidos heatmaps com análise de bioinformática. A análise demonstrou melhor 

clusterização dos pacientes baseados nos indivíduos saudáveis (DS) em comparação com os 

pacientes em EE (Figura 14A) e CVO (Figura 14B).  

Além disso, as árvores de decisão foram criadas com base no perfil de moléculas capazes 

de diferenciar os estados EE e CVO do grupo controle, com base na concentração das 

moléculas imunológicas. 



54 

As árvores demonstraram que níveis séricos de IL-10 quando maiores que 17.56 pg/ml, 

em conjunto com níveis menores de IL-1ra (< 62.88 pg/ml) permite a caracterização do 

indivíduo em estado estacionário. Enquanto que níveis maiores que 0.43 pg/ml de IL-1β 

demonstram um perfil clínico de crise vaso-oclusiva. Já a IL-1β se mostrou um marcador 

para classificação quanto ao grupo controle e de pacientes falciformes em crise álgica. A 

análise da árvore de decisão para os pacientes em crise mostrou que níveis maiores que 0.43 

pg/ml permite caracterizar os pacientes em quadro de crise vaso oclusiva. 

 

 

Figura 14: Análise bioinformática de moléculas séricas divididas em atributos do grupo controle e 

subgrupos de pacientes falciformes seguindo condições clínicas, representadas por heatmaps e árvores 
de decisão com base no z score. 



55 

Os atributos demonstraram habilidade de classificar indivíduos saudáveis e pacientes falciformes em 

EE; B) Análise do heatmap demonstra maior habilidade em distinguir controles e pacientes em CVO; 
C) Análise da árvore de decisão demonstra a classificação baseado na concentração circulante de IL-

10 para categorizar em DS se > 61.88 pg/ml ou em EE se < 62.88 pg/ml; D) Análise da árvore de 

decisão permite a classificação de DS e CVO baseado na concentração circulante de IL-1β para 
categorizar indivíduos em DS se < 0.43 pg/ml ou em CVO se > 0.43 pg/ml.  

DS: Grupo de Doadores Saudáveis; EE: Grupo em Estado Estacionário; CVO: Grupo em Crise Vaso-

Oclusiva. LOOCV: Leave-one-out Cross Validation. 

 

  



56 

5. DISCUSSÃO 

A anemia falciforme é a principal doença genética distribuída no Brasil e no mundo, e 

embora já seja estabelecida a importância dos mediadores inflamatórios no quadro 

fisiopatológico, compreender e estabelecer biomarcadores ainda é um desafio à ciência. A 

análise da participação de células e moléculas é imprescindível para melhor compreender os 

fundamentos básicos envolvidos na patogênese falciforme, para então, propor melhorias de 

acompanhamento laboratorial e terapêutico. Sabe-se que a inflamação é um marco importante 

no quadro fisiopatológico da anemia falciforme, e é marcada principalmente pela interação de 

neutrófilos, monócitos, plaquetas e hemácias falcizadas, e conduzida por moléculas solúveis 

que possuem um papel fundamental na apresentação clínica de crise vaso-oclusivas.  

Muitos estudos descrevem os níveis destas moléculas de forma separada, além de 

relacioná-las com as diferentes apresentações clínicas, entretanto muito se diverge quando 

referente a marcadores imunológicos em pacientes com anemia falciforme. Neste estudo, 

propusemos a análise quantitativa sérica e bioinformática de 28 moléculas do sistema 

imunológico cuja função está estabelecida dentro do processo inflamatório, mas nunca 

descrita a relação de todas entre os estados clínicos do paciente, e nem entre si. 

Embora tenhamos encontrado diferença significativa entre os pacientes incluídos em nosso 

estudo, a média de idade foi de 30 anos para pacientes em estado estacionário, e 22 anos para 

pacientes em crise. No estudo de Cesar et al. (19), foi observada uma média de 15 anos. Vale 

ressaltar que: 1) A população de pacientes incluída neste estudo, e no de Cesar et al. é 

proveniente do mesmo hospital, embora nossa amostra tenha sido menor, frente à populações 

de pacientes com a doença falciforme (heterozigotos e homozigotos); e 2) Nosso critério de 

inclusão foram pacientes homozigotos, maiores de 18 anos (para estacionário) e 10 anos (para 

crise). Acreditamos que o modelo de desenho do estudo possa ter contribuído nesta diferença 

entre a média de idades. 

A população de doentes falciformes atendidos no hospital de referência se mostrou mais 

frequente no sexo masculino (19). Entretanto, tivemos maior frequência do público feminino 

na fase estacionária, com uma proporção de 2 mulheres para 1 homem, enquanto houve uma 

equiparação de 1 mulher para 1 homem no estado de crise. Acreditamos que vários fatores 

podem estar ligados ao maior envolvimento dos homens no estado de crise, como a interação 

com os fatores ambientais, principalmente devido aos riscos de exposição à poeira, doenças 

infecciosas e tabaco (8). Não há descrição dos fatores ambientais com o desenvolvimento de 

crise vaso-oclusiva na nossa região, o que salienta a necessidade de mais estudos de cunho 
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epidemiológico e ambiental para determinar a causalidade entre os fatores ambientais e o 

desenvolvimento de crises. 

Considerando a distribuição geográfica dos pacientes no estado do Amazonas, observamos 

que não houve diferença significativa entre os indivíduos que residiam na capital do estado, e 

nas cidades do interior, entre os quatro grupos analisados. Acreditamos que a alta frequência 

de pacientes em estado estacionário no interior se dê por conta da estabilidade da doença, e 

sua relação com a comodidade ao residir em locais mais distantes do centro de atendimento 

médico. Em contrapartida, alguns pacientes falciformes tendem a apresentar um quadro 

patológico advindo da doença, como priapismo, colelitíase e outros (19), o que remete à 

constante necessidade de atendimento hospitalar. 

Mais de 60% dos pacientes de ambos os grupos (EE e CVO) estavam sob uso de ácido 

fólico e hidroxiuréia. Ambos são medicamentos comuns no tratamento dos pacientes com 

anemia falciforme, devido ao quadro patológico e corrobora com o encontrado na população 

de doentes falciformes descrito por Cesar et al. (19). Sabe-se que estes tipos de medicamentos 

contribuem com a prevenção das apresentações clínicas observadas nestes pacientes, 

entretanto não há registros na literatura voltados à análise da influência destes medicamentos 

nos marcadores inflamatórios. Considerando isso, fizemos uma análise comparativa de todos 

os parâmetros entre os pacientes que estavam fazendo uso e dos que não estavam utilizando 

qualquer um dos dois medicamentos. Estes resultados não foram mostrados, mas não foi 

encontrada diferença significativa na concentração entre os grupos. 

A análise laboratorial dos dados hematimétricos demonstrou maior proporção de células 

com o formato falciforme e consequentemente volume reduzido nos pacientes durante o 

estado de crise, representado através da queda no valor de VCM entre os pacientes em estado 

estacionário e em crise. O aumento dos leucócitos totais pareceu ser influenciado 

principalmente pelos níveis circulantes de neutrófilos e monócitos, onde ambos os tipos 

celulares já têm descrita sua participação no perfil inflamatório dos pacientes (20,66,67). Tal 

ideia é sustentada pela redução no nível destas células no estado convalescente, embora 

apenas os neutrófilos tenham sofrido uma queda significativa no período de três meses. 

Houve uma queda quantitativa dos monócitos circulantes, embora mesmo não significativa, 

torna à dúvida do tempo necessário para que estas células voltem ao estado basal de um 

paciente falciforme. Vale ressaltar que a produção de mediadores inflamatórios nos pacientes 

é diretamente proporcional à produção de moléculas e ativação das células do sistema imune. 

Garcia et al. (67) destaca a importância e participação dos monócitos através da 

quantificação dos monócitos inflamatórios nos pacientes em EE, além da maior ativação do 
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TLR9 nestes pacientes. Vale ressaltar que o estudo de Garcia et al. (2020) também foi 

conduzido na mesma população que a nossa, porém não incluiu pacientes em crise vaso-

oclusiva e convalescentes, o que remete à ideia de que a diferença observada nestes 

indivíduos pode ser mais evidente quando em pacientes durante a crise. 

Embora outras células tenham apresentado diferença significativa quando comparado com 

o grupo controle, não iremos discutir neste trabalho, uma vez que o foco foi descrever e 

comparar o perfil de moléculas imunológicas entre os pacientes em estado estacionário e 

crise vaso-oclusiva, e avaliar a habilidade de 28 marcadores proteicos para caracterizar os 

perfis clínicos. 

Os níveis séricos das quimiocinas foram representativos à participação principalmente dos 

monócitos e linfócitos T, assim como à migração quimiotática dos neutrófilos no perfil de 

CVO, através dos altos níveis circulantes de CCL3, CCL5 e CCL11. A indução da atividade 

destas células é marcante em pacientes falciformes em momentos de crise devido ao intenso 

grau de hemólise e consequente ativação das células da imunidade inata, o que leva a um 

processo inflamatório vicioso, corroborando com os níveis circulantes de leucócitos 

encontrados em nosso estudo, assim como a alta habilidade destas células, principalmente, na 

adesão ao endotélio e entre células, o que caracteriza um processo vaso-oclusivo (20). 

Embora seja um perfil descrito como inflamatório, foram observadas quedas significativas 

de IL-1β, TNF-α e IFN-γ no grupo CVO quando comparado aos indivíduos do grupo EE, 

assim como os níveis de IL-17A e IL-10, de forma a caracterizar o perfil clínico de CVO 

baseados em níveis elevados de IL-1ra, IL-2, IL-7, IL-4 e IL-5, marcadores de proliferação 

celular e polarização de resposta anti-inflamatória (68,69). A relação dos níveis de IL-1ra, 

junto com a IL-6, já foi descrita como influente na liberação de NETs pelos neutrófilos 

durante a crise, sugerindo um possível marcador de agravamento clínico (70). Nós sugerimos 

que o aumento de moléculas anti-inflamatórias circulantes está relacionado ao perfil 

inflamatório presente nos pacientes em CVO, porém, os mediadores inflamatórios podem 

estar diminuídos no sangue periférico devido ao alto consumo nos sítios de inflamação. 

Os níveis de IL-12 entre estes grupos de pacientes foram similares ao descrito por 

Carvalho et. al. (61), assim como de TNF-α e IL-1β por Qari et. al. (71), entretanto, 

contrastaram quanto ao observado para CXCL8 e IL-10. Por ser um marcador inflamatório, 

acreditamos que isso ocorra devido ao estado crônico de inflamação que ocorre no paciente 

em estado estacionário, não sendo um bom marcador para quadros agudos de dor. 

Acreditamos que a maior concentração de IL-10 se deu em resposta aos altos níveis de IL-

1β nos pacientes estacionários devido à ativação endotelial recorrente (7). Embora nossos 
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resultados tenham apresentado baixos níveis de IL-1β para o grupo CVO, esta citocina já foi 

descrita como um importante marcador de inflamação aguda, assim como associada ao 

desenvolvimento de acidente cardiovascular cerebral (AVC) nestes pacientes (72). 

A participação da IL-6 na fisiopatologia falciforme ainda é incerta, embora se saiba que é 

uma citocina pró-inflamatória (72). A diminuição na concentração sérica de IL-6 dos 

pacientes estacionários também foi destacada por outros autores, uma vez que a concentração 

de IL-6 era levemente maior no grupo de crise do que no grupo estacionário (73), embora 

nosso estudo não tenha encontrado diferença significativa. Carvalho et al. (61) sugeriu que os 

níveis de IL-1β, IL-6 e TNF-α podem ser bons preditores do estado estacionário, em 

controvérsia aos nossos resultados para IL-6 e TNF-α. 

Em relação aos fatores de crescimento, o grupo CVO apresentou concentrações 

significativamente maiores de VEGF, demonstrando maior permeabilidade vascular, 

observado no perfil das células imunes circulantes em consequência ao estímulo inflamatório. 

Além disso, a alta concentração de PDGF-BB também foi descrita por Hatzipantelis et al. 

(74), e reflete o processo de maturação extracelular devido à necessidade de células maduras 

no sangue periférico, e a angiogênese que ocorre nesse estado. Em conjunto, o G-CSF faz 

alusão à maturação dos granulócitos, demonstrando principalmente a participação de 

neutrófilos, que é marcante no estado vaso-oclusivo (20).  

O perfil de anafilotoxinas produzidos demonstrou menores níveis de C4a nos pacientes em 

estado de crise, o que acreditamos ser decorrente das características de hemólise na CVO e a 

capacidade da hemoglobina livre de inibir a ligação da C1q aos seus principais ligantes. 

Roumenina et al. (75) descreveu a influência do heme livre na inibição da via clássica do 

complemento, o que justifica os resultados encontrados para a concentração de C4a. 

Seguindo este raciocínio, e considerando que a ativação da via comum é dependente da 

cascata da via alternativa, clássica ou das lectinas, é de se esperar que houvesse menores 

níveis circulantes de C5a, em resposta ao consumo de C1q pela alta concentração de 

hemoglobina na via clássica do complemento.  

Embora a concentração de C3a não tenha apresentado diferença significativa entre os 

grupos de pacientes falciformes, já é sabido na literatura que a condição hemolítica estimula a 

clivagem espontânea de C3 em C3a e C3b, o que acreditamos ter sido potencializado no 

quadro de hemólise observado em indivíduos durante a crise (75).  

A análise dos pacientes na fase de CVO e CV reflete um perfil intermediário entre o 

período de crise e estado estacionário. Foi encontrada uma redução na concentração de 

CXCL8, CCL4, IL-1ra e PDGF-BB após a crise, o que destaca sua participação na migração 
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das células imunes, proliferação celular pela medula e maturação extramedular 

(59,66,70,76,77). Entretanto, somente a IL-1ra e PDGF-BB apresentaram menores 

concentrações quando comparados os pacientes do grupo EE com CVO. Este fator sugere o 

potencial destas duas moléculas como um marcador de melhora clínica para os pacientes 

convalescentes de uma CVO (69,78).  

Já foi observada redução nos níveis de CXCL8 em pacientes falciformes após a alta 

hospitalar (79), destacando menor efeito quimiotático nas células circulantes (80), e redução 

da capacidade de adesão célula-endotélio (81), embora haja descrição de altos níveis de 

CXCL8 em pacientes no estado estacionário (61). 

A correlação observada nos pacientes falciformes nunca havia sido descrita para todos os 

grupos. Garcia et al. (67) identificou a correlação entre as moléculas para os grupos DS e EE, 

no entanto, este estudo é pioneiro na relação entre as moléculas. Pacientes do grupo EE 

apresentam pouca relação entre as moléculas, enquanto que os pacientes do grupo CVO 

demonstraram maior relação positiva moderada e forte entre as moléculas de perfil anti-

inflamatório principalmente. A perda de várias correlações positivas entre as principais 

moléculas demonstra maior estabilidade do perfil inflamatório, e caracteriza o estado 

transicional de crise para estacionário dos pacientes falciformes. Vale ressaltar que a 

condição de convalescença não é bem descrita na literatura, e pouco comentada inclusive na 

clínica hospitalar. Assim, estes resultados vêm com a proposta de contribuir com o 

acompanhamento laboratorial dos pacientes falciformes após quadros de crises agudas de dor. 

Para responder ao objetivo de identificar possíveis biomarcadores com base nos estados 

clínicos, fizemos a análise de alto produtores, onde foi possível identificar que grande parte 

dos pacientes em estado estacionário apresenta maior produção de mediadores inflamatórios, 

provavelmente devido ao baixo estímulo regulatório (quando comparados ao grupo de crise), 

e menor indução do sistema imune. Em contrapartida, como já citamos anteriormente, o 

estado de crise é caracterizado por mediadores anti-inflamatórios e de proliferação celular, 

provavelmente devido ao alto consumo de moléculas nos sítios inflamatórios, assim como 

maior produção dos mediadores regulatórios, visando evitar possíveis reações de 

exacerbação. 

Poucos estudos foram realizados para compreender a fisiopatologia falciforme, entretanto, 

muito ainda é desconhecido. Embora seja uma doença conhecida desde 1910, o estado 

inflamatório local e sistêmico, assim como nas múltiplas apresentações clínicas ainda é um 

mistério. Nós reconhecemos as limitações deste estudo, o que torna à necessidade de realizar 

outros, avaliando parâmetros epidemiológicos, sociais, clínicos e outros parâmetros 
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laboratoriais para obter uma visão mais ampla dos mecanismos envolvidos no agravamento 

clínico, assim como um monitoramento dos pacientes nos momentos de entrada hospitalar, 

alta hospitalar e convalescença, além de análises mais robustas para identificar outros 

biomarcadores imunológicos de progressão clínica, e validar os descritos aqui. 
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6. CONCLUSÃO 

Nossos resultados demonstram que o estado estacionário é marcado pela baixa quantidade 

de células do sistema imunológico, assim como maior hematócrito, embora não tenha sido 

significativo. Além disso, os marcadores imunológicos demonstraram um perfil inflamatório 

devido à maior concentração de IL-1β, IL-12p70, IFN-γ, CCL2, IL-17A e GM-CSF. Além 

disso, há o maior controle do perfil inflamatório, que pode ser identificado através das 

concentrações circulantes de IL-10 e IL-1ra. 

Conforme o paciente passa para o estado agudo de crise vaso-oclusiva, são observadas 

maior participação de leucócitos, principalmente neutrófilos e monócitos, além de ser uma 

condição marcada por um perfil anti-inflamatório, mediado por IL-4 e IL-5, e de proliferação 

de células através das concentrações de IL-2, IL-7, PDGF-BB e G-CSF. Ainda, demonstra 

menor controle dos mediadores inflamatórios, e pode ser caracterizado pela concentração 

sérica de IL-1β.  

Já na fase intermediária entre o quadro de vaso-oclusão para o estado estacionário, tem-se 

a queda dos primeiros marcadores inflamatórios de CXCL8, CCL4, IL-1ra e PDGF-BB, 

assim como há o corpo começa a regular o perfil inflamatório. 

 

 

Figura 15: Conclusão. 

 

Embora hajam poucos estudos voltados à pesquisa de biomarcadores para os pacientes 

com anemia falciforme, é notório que há uma demanda essencial na compreensão dos 

mecanismos imunológicos envolvidos no processo fisiopatológico da doença. Este estudo 

trouxe novas perspectivas frente ao estudo de biomarcadores imunológicos, mas entendemos 

nossas limitações quanto ao desenvolvimento do projeto, e sugerimos que estudos maiores 
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sejam conduzidos para que se possa conhecer melhor a interação entre os componentes do 

sistema imune e a gravidade apresentada pelos pacientes, além de comprovar a eficácia dos 

marcadores aqui descritos. 
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10. ANEXOS 

10.1. Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP-HEMOAM) 

10.1.1. Parecer do projeto “Potenciais Biomarcadores Celulares e Solúveis Associados 

a Diferentes Haplótipos e Fenótipos de Anemia Falciforme” 
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10.1.2.  Parecer do projeto “Marcadores de Ativação da Inflamação da Doença 

Falciforme” 
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10.2.  Termos de Consentimento (TCLE) e Assentimento (TA) aplicados 

10.2.1. TCLE do projeto “Potenciais Biomarcadores Celulares e Solúveis Associados 

a Diferentes Haplótipos e Fenótipos de Anemia Falciforme” 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Conforme Resolução N° 196/1996 do CONSELHO NACIONAL DE SAÚDE 

 

TÍTULO DO ESTUDO: Potenciais Biomarcadores Celulares e Solúveis associados a 

Diferentes Hapótipos e Fenótipos de Anemia Falciforme. 

 

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Gerar informações sobre o perfil fenotípico funcional de 

leucócitos circulantes, citocinas e quimiocinas e polimorfismos do receptor NLRP3 para a 

determinação de um biomarcador preditor de mudanças na intervenção clínica de pacientes 

com anemia falciforme. 

PROCEDIMENTOS: Para este estudo será coletada amostra de 12 mL de sangue. Serão 

feitos testes para verificar o perfil de células sanguíneas, citocinas, quimiocinas e 

genotipagem. Todos esses testes serão realizados na Fundação de Hematologia e 

Hemoterapia do Amazonas – HEMOAM em Manaus.  

RISCOS E DESCONFORTOS: Não existem riscos associados à participação deste estudo. 

O único desconforto é o da picada da agulha.  

BENEFÍCIOS: A participação neste estudo não traz nenhum benefício direto e imediato 

para o senhor (a), mas poderá contribuir para mudanças positivas na intervenção clínica de 

pacientes com anemia falciforme.  

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: O senhor (a) terá, sempre que necessário, 

orientação, esclarecimentos de dúvidas, acompanhamento clínico e laboratorial pela equipe 

médica da FHEMOAM, no que diz respeito à anemia falciforme, podendo entrar em contato 

com a doutoranda Nadja Garcia (HEMOAM:3655-0231/Tel: 92-98127-1539). Também serão 

feitos pela equipe médica do HEMOAM os encaminhamentos necessários de acordo com o 

local onde o doador residir.  

VOLUNTARIEDADE: A sua participação neste estudo é voluntária, podendo ser retirada a 

qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento no HEMOAM.  
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CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais 

referentes à participação neste estudo permanecerão confidenciais, não sendo divulgados 

de forma a declarar a sua identidade.  

USO DE MATERIAL BIOLÓGICO COLETADO: O material biológico coletado (sangue) 

será utilizado somente para o que se propõe neste estudo e solicitamos a sua autorização 

para armazenamento de material para estudos posteriores. Garantimos que toda nova 

pesquisa a ser realizada utilizando as amostras armazenadas será submetida à aprovação 

do Comitê de Ética em Pesquisa – CEP da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissão 

Nacional de Ética em Pesquisa – CONEP.  

O Sr. (a) autoriza que o seu sangue seja guardado para futuras pesquisas imunogenéticas 

na anemia falciforme? (     ) Sim ou (     ) Não  

 

 CONSENTIMENTO PÓS-INFORMACÃO 

Após ter recebido informações claras, eu concordo em participar do estudo em questão.  

 

 

 

 

 

_________________________________ 

         (Assinatura do participante)                                             (Impressão dactiloscópica) 

 

__________________________________ 

(Assinatura do pesquisador)  

  

Manaus, _____/ _____/ _____. 
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10.2.2. TCLE do projeto “Marcadores de Ativação da Inflamação da Doença 

Falciforme” 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Título do projeto: Marcadores da ativação da inflamação na doença falciforme 

Prof °. Dr Nelson Fraiji/Prof °. Dr Erich Vinicius de Paula/Evilázio Cunha Cardoso  

NÚMERO DO CAAE: 71147817.3.0000.0009 

Você está sendo convidado (a) a participar como voluntário (a) dessa pesquisa sobre a 

doença falciforme. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, 

tem por objetivo garantir seu direito como participante é elaborado em duas vias, uma que 

deverá ficar com você e outra com o pesquisador. Por favor, leia com atenção e calma, 

aproveitando para esclarecer suas dúvidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois 
de assiná- lo, você poderá esclarecê-las com os pesquisadores. Se preferir, pode levar para 

casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se você não 

quiser participar ou se quiser retirar sua autorização a qualquer momento, não haverá 

nenhum tipo de penalização ou prejuízo. 

 

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA: 

A doença falciforme (ou anemia falciforme) é causada por uma alteração genética nos 
glóbulos vermelhos do sangue, que altera a forma como estas células circulam no sangue 

dos pacientes. Devido a esta alteração, os glóbulos vermelhos se ligam mais fortemente 
aos vasos e a outras células do sangue, podendo causar obstruções na circulação que 
levam a crises de dor, falta de ar, e redução da função de alguns órgãos. Durante estas 

crises, várias substâncias são liberadas no sangue, que podem piorar o quadro de dor ou 
de falta de ar. A identificação destas substâncias, que chamamos de “marcadores de 
ativação da inflamação” é importante para que novos tratamento possam ser desenvolvidos. 

Esta pesquisa tem por objetivo identificar novos marcadores de ativação da inflamação e 
compreender o papel de cada um deles na doença falciforme. Algumas pessoas sem a 
doença falciforme também serão convidadas a participar, pois seus resultados são 

importantes para comparação com os pacientes (o chamado grupo controle). 

 

PROCEDIMENTOS: 

Uma amostra de sangue totalizando 23 ml (o equivalente a cerca de 6 colheres de sopa) 

será coletada de sua veia em até 48 horas de sua chegada ao HEMOAM para tratamento 

de qualquer crise da doença falciforme. Além disso, alguns dados de seu prontuário serão 

obtidos pelos pesquisadores. Após sua melhora, uma nova amostra de sangue será 

coletada para comparação dos resultados. As coletas de sangue serão realizadas no 

mesmo momento (mesma picada) da coleta dos exames para seu tratamento. A coleta após 

sua melhora será realizada antes de sua alta, ou na primeira vez que você voltar ao 
ambulatório. 

 

DESCONFORTOS E RISCOS: 
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Durante a coleta de você poderá sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas no 

local da picada. Para amenizar estes desconfortos a coleta de sangue será realizada por 

pessoal bastante treinado. Cuidados locais serão tomados para a diminuição do 

desconforto, tais como compressão do local puncionado, manutenção do curativo por no 

mínimo 4 horas, como ocorre em qualquer coleta de sangue para exames. 

 

BENEFÍCIOS: 

Não há benefícios diretos na participação neste estudo. Indiretamente, você estará 

contribuindo para um melhor entendimento sobre esta doença. 

 

ACOMPANHAMENTO E ASSISTÊNCIA: 

Após sua participação nesta pesquisa, você continuará seu tratamento em sua instituição, 

mesmo após o encerramento da pesquisa. Os resultados dos exames realizados neste tubo 

não incluem exames utilizados para o seu tratamento, e serão usados apenas na análise 

desta pesquisa. 

 

SIGILO E PRIVACIDADE: 

Todas as informações coletadas serão mantidas confidencialmente. Os seus dados serão 

armazenados em um computador e seu nome não aparecerá em nenhuma publicação, 

apresentação ou documento. Deste modo você tem garantia de que este estudo está sendo 

realizado sob rigorosos princípios científicos e éticos. 

 

RESSARCIMENTO E INDENIZAÇÃO: 

Não haverá ressarcimento de despesas de transporte, alimentação, diárias, já que o estudo 

será feito durante um atendimento médico. Caso você tenha que comparecer a sua 

instituição apenas devido a este estudo, você será ressarcido com os custos de transporte 

(ônibus) e alimentação. Você terá a garantia ao direito à indenização diante de eventuais 

danos decorrentes da pesquisa. 

 

ACONSELHAMENTO GENÉTICO: 

Os dados desta pesquisa não se relacionam a aconselhamento genético. No entanto, os 

pesquisadores estarão disponíveis para discutir quaisquer dúvidas sobre a doença 

falciforme com você. 

 

ARMAZENAMENTO DE MATERIAL: 

O material colhido neste estudo será utilizado somente para os objetivos propostos e 

gostaríamos de saber se o senhor (a) concorda com o armazenamento deste material. Caso 

seja realizado outro estudo com este material, o senhor (a) será devidamente informado e 

questionado se concorda ou não com a participação em outro estudo, que só será realizado 

após nova autorização do Comitê de Ética em pesquisa desta instituição. 
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( ) Concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o armazenamento 
do meu material biológico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa. 
( ) Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu 

material biológico, sendo necessário meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá 

ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 
 

Em caso de falecimento ou condição incapacitante, os direitos sobre o material armazenado 
deverão ser dados a: __________________________________________. 

(O participante deve indicar o nome de uma pessoa a ser contatada). 

 

CONTATO: 

Em caso de dúvidas sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato com os 

pesquisadores listados abaixo: 

Dr. Nelson Fraiji, - Hemoam - Contato: (92) 36550224 

Dr. Erich Vinicius de Paula – Hemocentro da UNICAMP - Contato: (19) 35218627  

Evilazio Cunha Cardoso – HEMOAM – (92) 991836887 

Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação e sobre questões éticas do 
estudo, você poderá entrar em contato com a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa 
(CEP) 

● Comitê de Ética em Pesquisa do HEMOAM: Av. Constantino Nery, 3240 – Chapada -

CEP 69050-001, Manaus – AM; telefone (92) 3655-0014 
 

O COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA (CEP). 

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas 

envolvendo seres humanos. A Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), tem por 

objetivo desenvolver a regulamentação sobre proteção dos seres humanos envolvidos nas 

pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comitês de Ética em Pesquisa 

(CEPs) das instituições, além de assumir a função de órgão consultor na área de ética em 

pesquisas. 

 

OUTRAS INFORMAÇÕES: 

1. O voluntário estará livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que 
inicialmente tenha concordado em fazê-lo. 
2. O voluntário poderá tirar todas as dúvidas que tiver, ou que aparecerem durante o 
estudo, sobre o mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondê-las. 
3. Todas as informações obtidas pelo estudo terão um caráter sigiloso e confidencial e 
serão usadas apenas com a finalidade de divulgação e publicação científica. 
4. A sua discordância em participar do estudo não lhe acarretará nenhum prejuízo em 
outro tratamento ou procedimento que possa necessitar em qualquer serviço de nosso 
hospital. 
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5. Caso você se sinta prejudicado ou de alguma forma lesionado, você tem o direito de 

procurar obter indenização por danos eventuais. 
 

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: 

Após ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, 

benefícios previstos, potenciais riscos e o incômodo que esta possa acarretar, aceito 

participar e declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo 

pesquisador e por mim, tendo todas as folhas por nós rubricadas: 

 

Nome do (a) participante: ___________________________________________________ 

 

Contato telefônico: ____________________e-mail (opcional): ______________________ 

 

________________________________________________ Data: ____/_____/______. 

(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSÁVEL LEGAL) 

 

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR: 
 

Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e 

complementares na elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento 

ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi 

apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa 

exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o 
consentimento dado pelo participante. 

 

_________________________________________________Data: ____/_____/______. 

(Assinatura do pesquisador) 
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10.2.3. TA do projeto “Marcadores de Ativação da Inflamação da Doença Falciforme” 

 

Termo de Assentimento 

Título do projeto: Marcadores de Ativação da Inflamação na Doenças Falciforme. 

Coordenação da Pesquisa: Orientador prof. Dr. Nelson Abriam Fraiji e Co-orientador 

prof. Dr. Erich Vinícius de Paula e pesquisador: Evilázio Cunha Cardoso. 

 

A pesquisa de será realizada com os pacientes com 10 ou mais anos de idade 

completo com diagnóstico de Anemia Falciforme, admitido na Unidade de Urgência da 

Fundação HEMOAM, com diagnóstico clínico de crise álgica grave e/ou síndrome 

torácica aguda O principal objetivo do estudo é determinar os níveis circulante de 

padrão molecular associada a danos (DAMPs) nas crise de agudização da Doença 

Falciforme, assim como sua correlação com a ativação de diferentes compartimentos da 

resposta imune inata. A importância da identificação dos marcadores (DAMPs), tem o 

potencial de abrir novos caminhos para o tratamento de paciente com anemia 

falciforme. 

As amostras serão realizadas durante as coletas de outras amostras de rotinas da 

instituição e antes de procedimentos de transfusão, será feita através de punção venosa 

periférica ou cateter venoso central, além disso será realizada uma coleta adicional após 

a convalescência, isto é, pré-alta do paciente. A quantidade da amostra de sangue será 

no total de 23(vinte e três) ml para os pacientes adultos e adolescente com peso acima 

de 35 kg, e 15 (quinze) ml para criança de peso igual ou menor de 35kg. 

As informações contidas neste Termo de Assentimento estão de acordo com as 

normas éticas destinadas à pesquisa envolvendo seres humanos da Comissão Nacional 

de Ética em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Saúde. Em caso de dúvidas, entrar em 

contato com o pesquisador responsável na sua cidade ou com o Comitê de Ética em 

Pesquisa (CEP): 

Nome do pesquisador responsável: Evilázio Cunha Cardoso 

Local: Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas – HEMOAM 

Telefone: (92) 99183-6887/ 36550218 

 

Todas as informações que serão obtidas são confidenciais, e serão armazenadas 

em um computador, ou seja, o seu nome não aparecerá em nenhuma publicação 
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apresentação ou documento. Deste modo você tem a garantia que este estudo está sendo 

realizado sob rigorosos princípios científicos e éticos 

Não há despesas pessoais para o participante. Também não haverá compensação 

financeira relacionada à participação. Os dados coletados nesta pesquisa serão utilizados 

especificamente para este estudo e para artigos relacionados à própria pesquisa, não 

podendo ser utilizados para nenhuma outra pesquisa de outra ordem sem seu 

consentimento. 

garantida a liberdade de não querer participar da pesquisa, parcialmente ou 

integralmente. A recusa não causará nenhum prejuízo na relação com os pesquisadores, 

e/ou instituição. 

 

Para o participante: 

 

Você entendeu e se sente perfeitamente esclarecido(a) quanto aos objetivos da pesquisa? 

 

   

 

Você entendeu e se sente perfeitamente esclarecido(a) quanto a como será sua 

participação na pesquisa? 

 

     

 

 

 

 

 

 

Confirmo ter recebido via assinada deste Termo de Assentimento. 

 

Manaus/AM, ____ de _____________________ de 2017 

 

Nome do participante:__________________________________________________ 

 

Assinatura do(a) Responsável:____________________________________________ 
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10.3. Questionários aplicados aos pacientes com Anemia Falciforme 

10.3.1. Questionário do projeto “Potenciais Biomarcadores Celulares e Solúveis 

Associados a Diferentes Haplótipos e Fenótipos de Anemia Falciforme” 

  

                                        

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS – UFAM 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS - UEA 

FUNDAÇÃO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS - FHEMOAM 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA BÁSICA E APLICADA 

CURSO DE MESTRADO EM CIÊNCIAS APLICADAS A HEMATOLOGIA 

  

N° Registro: __________                                       Data: ____/_____/_________ 

QUESTIONÁRIO E FICHA DE CADASTRO INDIVIDUAL: 

Projeto: “Potenciais Biomarcadores Celulares e Solúveis associados a Diferentes 

Hapótipos e Fenótipos de Anemia Falciforme” 

Nome: _____________________________________________________________________  

Sexo:  (M)    (F)    Data de Nascimento: ___________________ Idade: ___________ anos 

Local de Nascimento: __________________________________ UF: ________________ 

Cor de Pele: Branco (   )  Moreno (   ) Negro (   ) Escolaridade: ________________________ 

Trabalha: ________   Profissão: __________________________________  

Estado Civil: Solteiro (  )  Amigado (  ) Casado (  )  Divorciado (  )  Separado (  )  Viúvo (  ) a 

quanto tempo (        )   Possuem Filhos: Sim (   )  Não (   )     Quantos:_________     

Endereço: ______________________________________ Telefone: ____________________ 

Município: _______________________ UF: ________ Tipo de Moradia:_______________ 
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Quantas pessoas residem: ______ Poço: Sim (   ) Não (   )  Esgoto: (Tipo) ______ 

 

Tipo Sanguíneo 

 

 O   (   )     A  (   )   

 AB (   )    B  (   ) 

Rh: + (   )  -  (   ) 

Transfusões 

Sanguíneas 

Sim  (   ) Não (   ) 

Quantas __________ 

Data da última 

transfusão: 

_________________

_________________ 

Reação 

Transfusional 

Sim  (   ) Não (   ) 

Quantas vezes? 

 

Data da última 

reação: 

________________ 

 

Faz uso de Medicamento 

Sim (   )        Não (   ) 

Qual (ais)? 

_________________________________________________________________

_________________________________________________________________

_________________________________________________________________ 

_________________________________________________________________

_________________________________________________________________ 

 

Quanto tempo faz uso desses medicamentos? 

_________________________________________________________________

_________________________________________________________________

___________________________________________________________ 

 

Outra Doença Hematológica 

 

Sim (   ) Não (   ) 

 

Qual (ais)? 

____________________________________

____________________________________

____________________________________ 

Outras Comorbidades? 

Sim (   ) Não (   ) 

 

Qual (ais)? 

____________________________________

Doença de Chagas 

 

Sim (   ) Não (   ) 

Dengue 

Sim  (    ) Não (    ) 

Quantas __________ 

Leishmaniose 

 

Sim (    ) Não (    ) 

LTA (   )  LV (   ) 

 

Alcoolismo 

 

Sim (    ) Não (    ) 

Quantos/ Dia _______ 

 

Fumante 

Sim  (    ) Não  (    ) 

Quant. Tempo 

_______________ 

Quant. Dia 

________________ 

Vacinação em dia? 

(   ) Sim (  ) Não (   ) Não sabe 

 

Vacina para gripe nos últimos 2 anos? 

 Sim (   )Não (   ) Não sabe      

 

Profilaxia com penicilina até os 5 anos?  

Sim (   ) Não (   ) Não sabe 
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Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI) (    )Positivo (    )Negativo 

Identificação de Anticorpos Irregulares (IAI) 

____________________________________

____________________________________ 

Outras doenças infecciosas? 

(     ) Sim    (    ) Não 

Qual (ais)? 

_________________________

_________________________

_________________________ 

 

Outras Drogas 

Sim (    ) Não (   ) 

Tipo_____________ 

Quant. Temp. 

________________ 

 

 

 

Sintomatologia 

 

Febre (    )Sim    (     )Não 

Crise Vaso-Oclusiva: 

Já teve? (    )Sim (    )Não 

Quantas?____________________ 

Qdo foi a última?________________ __ 

 

Dor de Cabeça (    )Sim  (    )Não 

Síndrome Torácica Aguda: 

Já teve? (    )Sim (    )Não 

 

Dor nas articulações (    )Sim (     )Não 

Hipertensão Pulmonar:  

Já teve? (    )Sim (    )Não 

 

Fraqueza: (     )Sim (     )Não 

Sequestro Esplênico:  

Já teve? (    )Sim (    )Não 

 

Sudorese: (    )Sim (    )Não 

Colelitíase:  

Já teve? (    )Sim (    )Não 

 

Icterícia: (     )Sim (     )Não  

Osteonecrose de cabeça de fêmur: 

Já teve? (    )Sim (    )Não 

 

Úlceras da Perna: (     )Sim (     )Não 

Priapismo: 

Já teve? (    )Sim (    )Não 

 

Infecção de pele e nas úlceras: (    )Sim (    )Não   
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(_   ) Anti-D (_   ) Anti-C (_   ) Anti-c         (_   ) Anti-E         (_   ) Anti-e 

(_   ) Anti-C
w          

 (_   ) Anti-G (_   ) Anti-K          (_   ) Anti-Jk
a
        (_   ) Anti-Jk

b         
 

(_   ) Anti-Fy
a        

 (_   ) Anti-Fy
b
       (_   ) Anti-P1

            
 (_   ) Anti-Le

a
 (_   ) Anti-Le

b           
 

(_   ) Anti-M         (_   ) Anti-N         (_   ) Anti-S (_   ) Anti-s          (_   ) Anti-Di
a           

 

(_   ) Outros     

Fenotipagem eritrocitária Rh e K 

(_   ) C  (_   ) c (pequeno) (_   ) E (_   ) e (pequeno) (_   ) K 
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10.4. Produção científica advinda dos resultados deste projeto 

10.4.1. Manuscrito submetido e aprovado na revista Frontiers in Immunology. 

 

Cover Letter 

  

Manaus, AM, Brazil, May 6th 2020 

 

Editor 

Frontiers in Imuunology 

 

Dear Editor: 

 

Sickle Cell Anemia (SCA) is the most common genetic disorder around the 

world. The physiopathology process is driven by chronic immunological parameters, 

with acute complication characterized by vaso-occlusion and consequently tissue 

injury, ischemia, reperfusion, stroke and increased risk of death. This immunological 

involvement is determined by soluble molecule profile, which has been correlated to 

worse their clinical presentation. 

The knowledge of molecule profile in SCA patients is still controversial, and 

identification of hallmarks contribute to SCA patient follow-up, laboratorial and clinical 

control, besides reduction of vaso-occlusion crisis (VOC) risk and low death rates 

under this population.  

Here we present the manuscript entitled “Immunological Hallmarks for 

Inflammatory Status in Vaso-Occlusive Crisis of Sickle Cell Anemia Patients” by 

Silva-Junior et al., submitted to Frontiers in Immunology for possible publication.  

In this study, SCA patients were evaluated at the main hospital for 

hematological diseases in Brazilian Amazon. The evaluation was composed by three 

clinical moments: Steady State (StSt), which they present a no-threatening clinical 

symptoms and chronic inflammatory profile; Vaso-Occlusion Crisis (VOC), with acute 
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episode characterized by exacerbation of pro-inflammatory markers; and 

Convalescence (CV), 30-90 days after hospital attendance to a VOC and clinical 

recovery. Prospective study involved 27 patients in StSt and 22 patients in VOC, all 

included as hospital’s regular patients; besides 53 Healthy Donors (HD) as control 

group. One sample was collected to HD and StSt groups, while two sample 

collections were made to VOC group. The second sample collection is described as 

the CV group. 28 immunological parameters were evaluated from all individuals 

enrolled and analyzed to describe their potentiality as hallmarks of clinical patient’s 

status. 

Our results demonstrate that VOC show unique immunological profile, with 

hallmarks description of clinical conditions, and ability to cluster SCA patient’s. The 

results presented in our study contribute to patient’s laboratorial follow-up and clinical 

monitoring at and after VOC. These data support not just a better understanding of 

disease, but also describe novel inflammatory markers. 
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ABSTRACT 

Sickle Cell Anemia (SCA) is the most common genetic disorder around the 

world. The mutation in the β-globin gene is responsible for a higher hemolysis rate, 

with further involvement of immunological molecules, especially cytokines, 

chemokines, growth factors and anaphylatoxins. These molecules are responsible for 

inducing and attracting immune cells into circulation, thus contributing to increases in 

leukocytes and other pro-inflammatory mediators, and can culminate in a vaso-

occlusive crisis (VOC). This study aimed to characterize the levels of these 

molecules in SCA patients in different clinical conditions in order to identify potential 

hallmarks of inflammation in these patients. An analytical prospective study was 

conducted using the serum of SCA patients in steady-state (StSt; n=27) and VOC 

(n=22), along with 53 healthy donors (HD). Samples from the VOC group were 

obtained on admission and on discharge, in the convalescent phase (CV). Levels of 

chemokines (CXCL8, CXCL10, CL2, CLL3, CCL4, CL5 and CCL11), cytokines (IL-

1β, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, TNF-α, and IFN-

γ) and growth factors (VEGF, FGFb, PDGF-BB, GM-CSF and G-CSF) were 

measured using a Luminex assay, and anaphylatoxins (C3a, C4a and C5a) were 

measured using Cytometric Bead Array. SCA patients in StSt showed a pro-

inflammatory profile, and were indicated as being higher producers of CCL2, IL-1β, 

IL-12p70, IFN-γ, IL-17A and GM-CSF, while VOC is highlighted by molecules IL-4 

and IL-5, but also IL-2, IL-7, PDGF-BB and G-CSF. PDGF-BB and IL-1ra seemed to 

be two important hallmarks for the acute-to-chronic stage, due to their significant 

decrease after crisis inflammation and statistical difference in VOC and CV groups. 

These molecules show higher levels and a strong correlation with other molecules in 

VOC. Furthermore, they remain at higher levels even after crisis recovery, which 

suggest their importance in the role of inflammation during crisis and participation in 
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immune cell adhesion and activation. These results support a relevant role of 

cytokines, neutrophil and monocytes, since these may act as markers of VOC 

inflammation in SCA patients. 

 

Keywords: Molecules; Hemolytic anemia; Brazilian Amazon; Immune profile; 

Inflammation; Biomarkers. 

 

INTRODUCTION 

Sickle cell anemia (SCA) is the most prevalent hemoglobinopathy around the 

world and the most severe form of a set of genetic disorders that involve the β-globin 

gene (1,2). It is caused by the homozygous form of a single mutation (adenine > 

thymine) on 17th nucleotide from region 15.5 of the long arm of chromosome 11, and 

results in production of a valine (instead of glutamic acid) and formation of a 

tetrameric protein known as hemoglobin S (HbS) (1,3–7).  

The mutation induces major alterations in the structure of red blood cells 

(RBC) secondary to the polymerization of HbS in areas of low oxygen tensions (8). 

These alterations lead to changes in the interaction of RBC with platelets, leukocytes 

and endothelial cells, contribute to both vaso-occlusion of small capillaries, and 

ischemia-reperfusion injury, and result in chronic hemolysis (1,3). Accordingly, SCA 

is considered a chronic sterile inflammatory disease that occurs through ischemic 

injuries that contribute to the inflammatory process through the release of free 

hemoglobin during RBC hemolysis, besides other damage-associated molecular 

pattern (DAMP), such as heme and HMGB1. This leads to a stimulus of TLR4 and 

further promotes a chronic and sterile inflammation, adhesion of immune cells and 

vaso-occlusion process. The cellular response to this chronic stimulus contributes to 

the activation of neutrophils, monocytes, mast cells, endothelial cells, dendritic cells 
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and NK cells, which are all regulated by levels of inflammatory mediator’s that are 

driven mainly by immunological molecules (1,8–14). 

Although caused by a single mutation, the clinical presentation of SCA is 

modulated by the manner in which the immune system responds to chronic 

hemolysis and ischemia-reperfusion injury. Moreover, the disease is characterized by 

chronic progressive organ damage during periods known as steady-state (StSt), 

intercalated with acute episodes of vaso-occlusion, termed VOC, which are 

considered exacerbations of the pro-inflammatory condition of SCA with further 

formation of aggregates with immune cells, sickle RBCs and platelets (1,8–10). 

The aggregate rate is related to increase in the risk of VOC, and 

consequences of this include tissue injury, hypoxia, ischemia-reperfusion, renal 

dysfunction, acute chest syndrome, stroke and finally, a decrease on the patient’s life 

expectancy (3,8,10,11,15,16). Even though many studies have analyzed 

immunological patterns in SCA (17–21), the relationship between these molecules 

and VOC inflammatory status and clinical presentation, there are still some 

knowledge gaps. 

This study aimed to evaluate whether and to what point cytokines, 

chemokines, anaphylatoxins and growth factors are hallmarks of inflammatory status 

for SCA patients in different clinical conditions treated at a hematological reference 

hospital in the Brazilian Amazon. We show here that even after clinical recovery from 

VOC, SCA patients still presented a higher concentration of pro-inflammatory 

mediators. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Ethics Statement 
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The present study was submitted to and approved by the Ethical Committee 

at Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP-

HEMOAM), via the processes #1.864.640 and #2.478.469. All participants enrolled in 

the present investigation read and signed the informed consent form in accordance 

with the Declaration of Helsinki and Resolution 466/2012 of the Brazilian National 

Health Council for research involving human subjects. 

 

Subjects and Samples 

Whole blood samples were collected through venipuncture from 53 healthy 

donors (HD) that were eligible for blood donation and had no infectious or genetic 

disease. Samples were also collected from 27 patients with SCA in steady-state 

(StSt) condition (defined as the absence of clinical symptoms associated with VOC), 

who had not received a blood transfusion in the 90 days prior to recruitment, and had 

negative serology tests for HIV, HCV, HBV, HTLV and Syphilis. In addition, samples 

were also obtained from 22 patients with SCA in VOC (characterized by acute pain 

located at lumbar, hip, bone, articulation or abdominal with no other cause), which 

had been confirmed by health professionals at HEMOAM; the reference hospital in 

the Amazonas state for treatment of patients with hematological diseases. An 

additional blood sample was obtained from patients in the VOC group, in the period 

between the patients’ discharge and their first outpatient visit, within 90 days from 

enrollment. These samples were identified as the convalescence (CV) group. Clinical 

and epidemiological data was obtained from medical records. In regards to 

treatment, the following medications were recorded: folic acid, hydroxyurea, 

analgesics, corticoids and anti-inflammatory drugs for more than 1 year prior to 

sample collection. 



98 

From all healthy donors and patients, 8 ml of whole blood was collected and 

divided equally into EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2) tubes and Gel separator (Gel 

BD SST® II Advance) tubes. Whole blood in EDTA tubes was used for acquisition of 

hematological data for red blood cells (RBCs), white blood cells (WBCs) and 

platelets, which were obtained using an automatic hematological counter (ADVIA 

2120i, Siemens, USA) at HEMOAM. Using centrifugation, serum was obtained from 

the tubes with separator gel and was then stored at -80°C until further assays. 

 

Quantification of immunological molecules 

Serum was used for quantifying chemokines (CXCL8, CXCL10, CCL2, 

CCL3, CCL4, CCL5 and CCL11), cytokines (IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, 

IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IFN-γ and TNF-α) and growth factors (G-CSF, GM-

CSF, PDGF-BB, VEGF and FGF Basic [FGFb]), and was performed using the 

Luminex technique at Instituto René Rachou (FIOCRUZ-MG). The Bioplex-Pro 

Human Cytokine 27-Plex Kit (Bio-Rad, California, USA) was used following the 

manufacturer’s instructions and protocol. Data acquisition and molecule levels were 

measured on a Luminex 200 System and Bioplex Manager Software, respectively, 

using the Five Parameters Logistic Regression, with results expressed in pg/ml. The 

detection limit of molecules is as follows: CXCL8 = 42.150 pg/ml; CXCL10 = 31.236 

pg/ml; CCL2 = 24.282 pg/ml; CCL3 = 960 pg/ml; CCL4 = 11.233 pg/ml; PDGF-BB = 

24.721 pg/ml, CCL5 = 16.533 pg/ml; CCL11 = 26.842; IL-1β = 8.608 pg/ml; IL-1ra = 

91.661 pg/ml; IL-2 = 18.297 pg/ml; IL-4 = 4.789 pg/ml; IL-5 = 23.105 pg/ml; IL-6 = 

37.680 pg/ml; IL-7 = 16.593 pg/ml; IL-10 = 35.170 pg/ml; IL-12p70 = 37.684 pg/ml; 

IL-13 = 8.090 pg/ml; IL-17A = 28.850 pg/ml; IFN-γ = 25.411 pg/ml; TNF-α = 64.803 

pg/ml; FGFb = 16.046 pg/ml; G-CSF = 40.049 pg/ml; GM-CSF = 12.844 pg/ml; and 

VEGF = 29.464 pg/ml. Due to bead analysis issues, IL-9 and IL-15 levels could not 
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be performed. In addition, quantification of anaphylatoxins C3a, C4a and C5a were 

performed using EDTA plasma samples with the BD™ CBA (Cytometric Bead Array) 

Human Anaphylatoxin kit (BD® Biosciences, San Diego, CA, USA). A FACSCanto II 

flow cytometer was used for sample acquisition. The analysis of the concentration of 

anaphylatoxin molecules was conducted using FCAP-Array software v.3 (Soft Flow 

Inc., USA). The detection limits are as follows: C3a = 0.45 pg/ml; C4a = 0.70 pg/ml; 

C5a = 1.15 pg/ml. 

 

Statistical Analysis 

Data analysis and graphs were performed using GraphPad Prism v.5.0 

software (San Diego, CA, USA). The Shapiro-Wilk normality test was conducted for 

analysis of normality distribution and acquisition of median and (25 th and 75th). The 

epidemiological data was compared for the groups using the Chi-square test (χ2). The 

median of hematological parameters and molecule levels was used for comparison of 

HD, StSt and VOC using the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s Multiple 

Comparison Test. For VOC and CV group comparison, the Wilcoxon matched pair 

test was used. A p value of < 0.05 was considered significant for all statistical tests.  

 

Signature of Immunological molecules 

The median of each molecule for HD, StSt and VOC groups was calculated, 

as previously described (22), and used as the cut-off point. This was expressed in 

pg/ml (CXCL8 = 2.64; PDGF-BB = 292.0; CCL3 = 0.96; CCL4 = 10.74; CCL2 = 9.07; 

CCL5 = 57.0; IL-1β = 1.12; IL-1ra = 29.11; TNF-α = 12.12; IL-6 = 1.12; IL-7 = 2.82; IL-

12p70 = 2.40; IL-2 = 0.44; IFN-γ = 15.85; IL-4 = 0.53; IL-5 = 2.93; IL-13 = 0.70; IL-

17A = 6.74; IL-10 = 5.20; CXCL10 = 69.68; VEGF = 9.08; GM-CSF = 7.81; G-CSF = 

1.24; FGFb = 3.64; CCL11 = 23.14; C3a = 10.03; C4a = 7.61; C5a = 316.9). This 
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value was employed to classify the patients for each group as being either “High” or 

“Low” molecule producers. The percentage value was obtained, and presented in a 

Venn diagram when higher than the 50th percentile, and obtained using a public 

website (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). 

 

Immunological Hallmarks Network 

The correlation analysis was conducted using Spearman test in GraphPad 

Prism v.5.0 software (San Diego, CA, USA), and employed all molecules and blood 

cell parameters for each group. The data was transferred to a spreadsheet (Microsoft 

Excel 2010), and the cytokine network was visualized on the open access software 

Cytoscape v.3.7.2. For all networks, each parameter was represented by a circular 

node, while a significant correlation was represented by a line connecting both 

correlated nodes. Absolute values of the correlation index (r) was used in order to 

classify correlation strength as weak (r<0), moderate (r>0.36 and <0.68), or strong 

(r>0.68), which is represented by line thickness, while positive and negative 

correlation was represented by continuous and dashed lines, respectively, as 

previously proposed (23). 

 

Heatmap and Decision tree analysis 

The heatmap analyses were performed using the serum concentration levels 

of each biomarker evaluated using heatmap.2 function in R software (Project for 

Statistical Computing Version 3.0.1) and the gplots package. The decision trees were 

built using the WEKA software (Waikato Environment for Knowledge Analysis, 

version 3.6.11, University of Waikato, New Zealand) in order to classify SCA patients 

based on immunological markers. Leave-one-out-cross-validation (LOOCV) was 
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applied in order to estimate the classification accuracy and to test the generalizability 

of the model. 

 

RESULTS 

Epidemiological and laboratorial data 

SCA patients presented a median of 22 years of age in StSt and VOC 

groups, while the median age of the control group was 30 years (p = 0.0324). Males 

were the majority gender in the HD group (70%), while females were the majority in 

the StSt group (67%). Data regarding place of residence and chronic 

pharmacological treatment is described in Table 1.  

Hematological values of each group, the medians and the results of the 

statistical analysis are described in Table 2. Patients in StSt had lower RBC, 

hemoglobin and hematocrit levels, when compared to the healthy donors. In addition, 

SCA patients (both StSt and VOC) showed increased levels of reticulocytes. The 

VOC group was marked by higher WBC counts, which seem to be driven by 

neutrophil and monocyte involvement, although only the neutrophil level was 

statistically lower after crisis. Basophil levels decreased in conditions of StSt to VOC, 

but no significant difference was observed in conditions of VOC and the convalescent 

phase. Even though platelet level had no statistical difference in SCA patients, it was 

higher than in the HD group. SCA patients, regardless of inflammatory status, 

showed higher involvement of lymphocytes and platelets. 

 

SCA is marked by an inflammatory molecule profile regardless of clinical 

condition 

With the aim of characterizing the profile of serum biomarkers in SCA 

patients, a range of soluble mediators were quantified in StSt, VOC groups and 
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compared to the HD group. Significantly higher levels of chemokines (CXCL8, 

CXCL10, CCL3, CCL4, CCL5), cytokines (IL-1β, IL-12p70, IL-17A, IL-10), growth 

factors (VEGF and GM-CSF) and anaphylatoxin C4a were found in SCA patients, 

when compared to the HD group, as shown in Figure 1. Chemokines seemed to be 

more involved in VOC, when compared to StSt, through increased levels of CCL3, 

CCL5 and CCL11 (Fig. 1A). Furthermore, IL-4 and IL-5 levels were higher (Fig. 1B). 

The inflammatory status observed in the StSt group was characterized by an 

increased concentration of the pro-inflammatory molecules IL-1β, TNF-α, IL12p70, 

IFN-γ and IL-17A, despite there being higher circulating levels of IL-10, GM-CSF, 

C4a and C5a, when compared to the VOC group (Fig.1 AC and 1D). In addition, in 

our molecule analysis we observed that patients in the VOC group have significantly 

higher median values of cell proliferation markers.  

 

Signature of immune molecules presented by HD, StSt and VOC groups  

Figure 2 summarizes the biomarker signatures and presents the Venn 

diagram of immunological molecules, with respective intersections and elements for 

the HD, StSt and VOC groups. Our aim was to describe which group was classified 

as being the highest producer of molecules, and which belong exclusively to each 

group (Fig. 2A). Inflammatory status in the StSt group showed that the majority of 

patients have increased levels of 22 soluble immune molecules, while the StSt group 

presented as higher producers of only six: CCL2, IL-1β, IL-12p70, IFN-γ, IL-17A and 

GM-CSF, based on the majority of patients and the global median (Fig. 2B). Our 

analysis did not identify any molecule that all three groups share as high producers, 

however, the HD and StSt groups both showed higher production of TNF-α, C5a and 

IL-6, and SCA patients, regardless of inflammatory status presented themselves as 

higher producers of 13 immune molecules (Fig. 2B). Although 19 molecules were 
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identified as having higher production in VOC, only six were shown exclusively in this 

stage: IL-2, IL-7, IL-4, IL-5, PDGF-BB and G-CSF, which suggests that the VOC 

condition is orchestrated not just by anti-inflammatory cytokines, but also by intense 

cell proliferation (Fig. 2B). 

 

Potential of immunological markers IL-1β, IL-10, IL-1ra and IL-6 for 

distinguishing clinical conditions (StSt, VOC and CV) in SCA patients  

The heatmap analysis was performed with the serum levels of the immune 

molecules of SCA patients to demonstrate the components used in the clustering of 

the StSt or VOC subgroups when compared to the healthy individuals. Even though 

histograms of the comparison of the HD (top bar yellow) group with the SCA StSt (top 

bar red) group (Fig. 3A) and the VOC (top bar green) group (Fig. 3B) had better 

clustering when compared to SCA patients, our tree decision analysis for SCA 

subgroups highlighted IL-10 and IL-1ra levels as the major attributes for 

characterizing healthy individuals and patients in StSt based on molecule profile, with 

a global accuracy of 100%, which reached 96% after LOOCV (Fig. 3C). Analysis 

showed that circulating levels of IL-10 when <17.56 pg/ml indicated an HD group, 

while when >17.56 pg/ml, a further analysis contributed to identify HD if IL-1ra >62.88 

pg/ml or StSt if IL-1ra <62.88 pg/ml (Fig. 3C).  In order to characterize the HD and 

VOC groups, the serum biomarker levels contributed to cluster the HD group if IL-1β 

>0.43 pg/ml or VOC if IL-1β <0.43 pg/ml with 100% accuracy, which reached 98% 

after LOOCV (Fig. 3D). Under SCA subgroups, IL-1β can also be used to categorize 

StSt patients, when >0.43 pg/ml, or if <0.43 pg/ml, a further analysis contribute to 

identify VOC if IL-6 >2.66 pg/ml or CV if IL-6 <2.66 pg/ml (Fig. 3E). 

 

Hallmarks of immune molecules in acute-to-chronic SCA patients after VOC 



104 

A follow-up was performed in patients during the VOC condition, which 

compared samples obtained on admission and after convalescence. By analyzing the 

results obtained, we could identify the most sensitive markers of SCA 

physiopathology after VOC recovery. The median time between sample collection 

was 53 days. However, our results show that the inflammatory profile did not change 

significantly. Both the VOC and the CV states maintained a similar immunological 

profile, with the exception of CXCL8, CCL4, IL-1ra and PDGF-BB (Fig. 4A, 4B and 

4C). Even though CXCL8 and CCL4 had significantly lower levels in CV, there was 

no observed difference in median values in StSt and VOC groups, which was 

different from IL-1ra and PDGF-BB. As shown in Figure 1 and 4, hallmarks of acute-

to-chronic transition can be marked by all four of these molecules, although only IL-

1ra and PDGF-BB showed significant differences in both states. 

 

SCA patients display a complex correlation network with different involvement 

in immune molecules based on inflammatory status 

Despite the function of most immune molecules being already known, 

correlation analysis allows us to observe interaction among the groups. Thus, we 

observed that correlation analysis in the HD group and the SCA StSt and VOC 

patients had different patterns. While StSt patients have less interactions, a chronic 

inflammatory condition mediated by monocyte, driven by IL-17A, IL-12p70, CXCL10 

and CCL4 (Fig. 5B) can be seen when compared to the HD group (Fig. 5A). In 

contrast, the VOC group had an increase in correlation molecules, which was 

highlighted by the inflammatory pattern and polarized to an anti-inflammatory 

response, and showed a main interaction of IL-1β, IL-2, IL-7, IL-4, IL-5, IL-13, IL-17A, 

FGFb and GM-CSF (Fig. 5C). Besides the strong and positive correlations observed, 

GM-CSF and IL-1ra had a strong but negative correlation. The CV group network 
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had a lower correlation index (Fig. 5D), although the molecules described in VOC still 

seemed to have higher participation in the acute-to-chronic inflammation process. 

Correlation matrices further corroborate these findings and highlight that 

while HD (Fig. 6A) displayed a hallmark network with an overall moderate 

connectivity and the StSt group (Fig. 6B) presented a panoramic network with less 

neighborhood connections, the VOC patients exhibited a higher level of immune 

marker connectivity, particularly within the cytokine axis (Fig. 6C). As the VOC group 

shift toward the CV group, a clear downregulation of biomarker connectivity can be 

observed.  

 

DISCUSSION 

SCA is marked by intense inflammation that is secondary to systemic injury 

and clinical status. The inflammatory process is evidenced by several interactions of 

cells, such as neutrophils, monocytes, platelets and RBCs, which are involved in the 

pathogenesis of this condition. Accordingly, immunological molecules, especially 

cytokines, chemokines, growth factors and anaphylatoxins are also relevant as 

regulators of this process. Although several studies have evaluated the levels of 

these molecules and their association with clinical characteristics of SCA, little 

evidence is available regarding the interaction of these molecules in the individuals 

with SCA, particularly during VOC and in the transition from the acute-to-chronic 

state after a VOC. The main finding of our study was the ability to use IL-1β, IL-10 

and IL-1ra levels to segregate subgroups of SCA patients.  

Patients in StSt have less disease severity and show no threatening clinical 

symptoms, in comparison to those patients in crisis. Even with no severe symptoms, 

inflammatory markers are still present, in comparison to healthy controls. In addition, 

these molecules are involved in immune response that contributes to vaso-occlusion 
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episodes (3,8,24). The chronic inflammation in StSt seem to be characterized by 

increased levels in the pro-inflammatory cytokines IL-1β, TNF-α, IL-12p70, IFN-γ and 

circulating cells but with less endothelial involvement, similarly to what has been 

observed in other studies (18,25–28). It has already been established that 

neutrophils, monocytes and pro-inflammatory molecules, together with platelets, play 

an important role in disease severity (3,9,26,29). Increased levels of IL-10 in the StSt 

has been described as part of T-cell differentiation (30), VOC development and 

disease severity (31), suggesting that this cytokine participates in the process of 

regulating the pro-inflammatory state. Furthermore, other factors, such as infectious 

or other genetic diseases, influence inflammatory response and contribute  to vaso-

occlusion, thus, reducing patient’s life expectancy (1,10). 

Acute inflammation is characterized by local ischemia/reperfusion injury, 

leukocyte recruitment and circulating cell activation, which contribute to  severe 

clinical symptoms in a VOC (3,8). Some studies describe the participation of anti-

inflammatory cytokines in this condition (8,20,24,30) and, in addition, our results 

show that it is marked mainly by IL-1ra and IL-4 molecules, with involvement of 

adherent neutrophils and monocytes. Many studies have focused on differences in 

molecule levels in StSt and VOC (17–19,32), However few studies have focused on 

immunological hallmarks, which can be used to describe the transition between 

inflammatory states (StSt, VOC and convalescence). Increased levels of IL-2 and IL-

7, together with growth factors, have been previously observed (20) and contribute to 

proliferation and maturation of granulocytes. In addition, the findings regarding 

chemokines support the statement that these circulating cells show a higher capacity 

to adhere to endothelial cells and form cell-to-cell and cell-endothelium aggregates in 

VOC, which contributes to endothelial injury, inflammatory marker production, 

immune cell recruitment, vaso-occlusion and consequently severe clinical 
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complications, as described by other authors (3,10,29,30,33). Our data demonstrated 

that VOC patients displayed a lack of canonical pro-inflammatory factors and a clear 

increase in regulatory mediators. This may suggest that VOC is not an anti-

inflammatory condition per se, but it may be linked to a skew in the ‘type’ of 

inflammation rather than its magnitude/strength. The analysis of biomarker networks 

and the correlation matrices between pairs of soluble mediators demonstrated that 

there is strong connectivity between pro-inflammatory/regulatory cytokines in VOC. 

The strength of IL-1 connections in VOC was noteworthy and may suggest that the 

inflammasome activation may participate in SCA pathophysiology. 

We identified that the alternative pathway of the complement system is not 

that different under StSt or VOC, contrary to what has been described by other 

authors. IL-1β and IL-17A might be indirectly related to classical activation of the 

complement system through C-reactive protein (CRP) production from the liver 

(32,34–36), and further interaction with natural antibodies (37), culminating in higher 

C4 cleavage rate. Free heme interacts with C1q ligands (CRP and immunoglobulin) 

and leads to less classical complement activation in VOC (38); and with C3, 

culminating on higher C3 cleavage rate (39,40). Free heme availability and its direct 

and indirect interaction to complement molecules may explain why the SCA groups 

had no significant difference in C3a levels. This  increased activation of the 

complement pathway  has already been described in StSt patients and observed in 

our results (41). Little information related to the involvement of the complement 

system in SCA is available, but even though the production of anaphylatoxins is well 

defined, the function of anaphylatoxins as inflammatory or regulatory molecules 

remains unclear in SCA pathophysiology. 

Surprisingly, both HD and StSt groups were identified as higher producers of 

the pro-inflammatory molecules TNF-α and IL-6, although only TNF-α levels were 
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significantly higher in VOC, though not IL-6, as observed in some studies (18,27,28) 

and in contrast to others (17,20,32,36,42–44). VOC was characterized as being a 

higher producer of anti-inflammatory and immune cell proliferation cytokines. It is 

important to notice that IL-4 and IL-5 are also produced by activated mast cells, in 

which have been reported during VOC in mice, and are important contributor on pain 

(14). Even though higher levels of some cytokines have been described by other 

authors, this characterization has never been described before for SCA patients.  

Complementarily, our bioinformatic analysis permitted the segregation of 

SCA patients based on circulating IL-1β, IL-10, IL-1ra and IL-6 levels, and regardless 

of their role, we described these molecules as potential hallmarks for segregating 

these patients into StSt, VOC and CV groups. The decision trees show novel 

proposals for biomarkers that should to be investigated in further studies for a better 

comprehension of SCA physiopathology and thus may contribute to better clinical 

decisions.  

The CV group was an intermediary period in VOC and StSt stages, for which 

we observed that the first inflammatory mediators to decrease were CXCL8, CCL4, 

IL-1ra and PDGF-BB after hospital release after a VOC episode. However, only IL-

1ra and PDGF-BB presented statistical differences in VOC and StSt groups. Even 

though IL-1ra is known to be an anti-inflammatory marker, its concentration was 

related to increased events of pain (45). As such, we believe that these results may 

contribute to the SCA patient’s follow-up after treatment for VOC episodes. In 

addition, the correlations allowed us to identify that, during this acute-to-chronic 

transition, some interactions in the main molecules responsible for cell proliferation 

still remain, which indicates that there still is stimulus for leukocytosis, even though 

the inflammation pattern does not differ that much from VOC.  
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A strong and positive correlation under TNF-α and GM-CSF in VOC was 

identified in our analysis, which sustains a positive inflammatory pattern, with further 

leukocyte recruitment and activation, especially neutrophils and monocytes (9,33). 

Negative feedback is observed in both StSt and VOC conditions, the first is mediated 

by IL-10, while the second by IL-1ra, which is an inactive antagonist of IL-1β. This 

statement is supported by the IL-10/CXCL10 and IL-1ra/GM-CSF axis in StSt and 

VOC, respectively. IL-10’s role as a biomarker in SCA is still controversial, since 

some authors describe lower levels in StSt, when compared to the control group, 

together with CXCL10 (43), while others found increased levels (20,30,46,47) and 

some show no difference (17).  

The present study has some limitations. Since SCA is considered a sterile 

inflammatory disease, the assessment of the TLRs expression, as well as the 

analysis of checkpoints in immune cell subsets along with quantification of other 

cytokines (IL-1a, IL-18 and IL-33), would provide a more detailed description 

regarding the inflammasome activation in order to more fully understand SCA 

pathophysiology and allow for the identification of novel prognostic factors. These 

aspects remain to be elucidated in future investigations. 

Our study brought new perspectives for inflammatory knowledge of SCA. In 

fact, the role of many molecules in SCA is still discussable whether inflammatory or 

regulatory, as well as their association to a VOC development or as a consequence 

of a VOC.  

 

CONCLUSION 

Herein, we highlight the interactions of IL-4 and IL-2 cytokines in VOC, as 

well as the efficacy of IL-1ra and PDGF-BB as markers of clinical recovery post-VOC. 

In addition, we describe the ability of IL-10 and IL-1ra levels to cluster patients into 
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HD or StSt, and IL-1β levels to cluster patients into HD or VOC. Our results 

contribute to novel markers in the Brazilian Amazon SCA population, and suggest 

their potential in prognosis and follow-up after hospital recovery from VOC. The 

present study is the first report on inflammatory hallmarks in VOC and CV in sickle 

cell anemia patients and supports greater understanding of disease pathophysiology 

mechanisms in order to identify novel inflammatory biomarkers and contribute to 

therapeutic perspectives. 
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CAPTION OF FIGURES AND TABLE 

Fig. 1. SCA patients in VOC ( ) condition show an anti-inflammatory cytokine 

profile, when compared to StSt ( ) and HD ( ) groups. Statistically significant 

values were considered when p < 0.05, and are presented as *p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001.  Chemokines (A), cytokines (B) and growth factors (C) were measured 

using Luminex, and anaphylatoxins (D) measured using CBA. Data is presented as 

median values and interquartile range in pg/ml. Statistical analysis was performed 

using Kruskal-Wallis and Dunn’s Multiple Comparison Test. HD: healthy donors; StSt: 

Steady-State; VOC: Vaso-occlusive crisis. 
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Fig. 2: Immunological molecules in VOC clinical condition of SCA patients 

presented in a Venn diagram. The elements describe which molecules are potential 

hallmarks for each clinical condition and controls. Molecules were measured using 

Luminex and CBA. The global median for each soluble molecule was calculated and 

used as a cut-off point in order to classify groups as low (<50%) or high (>50%) 

producers of chemokines, cytokines, growth factors and anaphylatoxins. HD: healthy 

donors; StSt: steady-state; VOC: Vaso-occlusive crisis. 
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Fig. 3: Bioinformatic analysis of serum molecules divided into the attributes of 

the control group and SCA subgroups according to clinical condition, 

represented by heatmaps (A and B) and decision trees (C, D and E) of z-score 

normalized events. A) Molecule attributes showed the ability to cluster healthy 

individuals and steady-state SCA patients; B) Heatmap analysis also shows high 

ability to distinguish controls and vaso-occlusive SCA patients; C) Decision tree 

analysis provides the clustering based on IL-10 circulating levels in order to classify 

individuals as HD if < 17.56 pg/ml or if > 17.56 pg/ml, analyze IL-1ra level to 

categorize as HD if > 62.88 pg/ml or as StSt if < 62.88 pg/ml; D) Decision tree 

analysis provides clustering of HD and VOC groups based on IL-1β circulating levels 

in order to categorize individuals as HD if > 0.43 pg/ml or as VOC if < 0.43 pg/ml; E) 

Decision tree analysis provides clustering of SCA patients based on IL-1β circulating 

levels in order to classify individuals as StSt if > 0.43 pg/ml or if < 0.43 pg/ml, analyze 

IL-6 level to categorize as VOC if > 2.66 pg/ml or as CV if < 2.66 pg/ml. HD: healthy 

donors; StSt: steady-state; VOC: Vaso-occlusive crisis; CV: Convalescence; LOOCV: 

Leave-One-Out Cross Validation. 

 



121 

 

 

Fig. 4. Analysis of the first molecules that decrease after crisis, when 

compared with VOC ( ) and CV ( ) groups. Statistical analysis was performed 

using the Wilcoxon test. A p value < 0.05 was considered statistically significant and 

was presented as *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.  Chemokines (A), cytokines (B) and 
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growth factors (C) were measured using Luminex, and anaphylatoxins (D) using 

CBA. Data is shown as median values and interquartile range, using data in pg/ml. 

VOC: Vaso-occlusive crisis; CV: Convalescence. 

 

 

 

Fig. 5: Correlation analysis presented as a network of immunological 

cytokines, chemokines, growth factors, anaphylatoxins and leukocytes in 

healthy donors, steady state, vaso-occlusive crisis and convalescence stages. 

Each parameter is shown in a node. Statistical analysis was performed using the 

Spearman correlation test and the significant correlations (p < 0.05) are represented 

by a line connecting both nodes. The correlation was classified as weak (r < 0), 

moderate (0.36 < r < 0.68) and strong (r > 0.68), based on absolute value of 

correlation index r, represented by line thickness. Positive correlation is expressed by 

a continuous line, while negative correlation by dashed lines. NEU: Neutrophil; 
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LYMP: Lymphocytes; MON: Monocytes; EOS: Eosinophils; BAS: Basophils; PLT: 

Platelets; MPV: Mean platelet volume; chemokines (CXCL8; CXCL10; CCL3; CCL4 ; 

CCL2; CCL5; CCL11), cytokines (IL-1; IL-1ra; IL-6; TNF-; IL-12p70; IFN-; IL-2; IL-

7; IL-4; IL-5; IL-13; IL-17A; IL-10), growth factors (VEGF; FGFb; PDGF; GM-CSF; G-

CSF) and anaphylatoxins (C3a; C4a; C5a). HD: healthy donors; StSt: steady-state; 

VOC: Vaso-occlusive crisis; CV: Convalescence. 

 



124 

 

 

Fig. 6: Biomarker correlation matrices illustrate distinct patterns of biomarker 

connectivity in healthy donors, steady-state, vaso-occlusive crisis and 

convalescence stages. Biomarker networks were based on the Spearman’s 

correlation indices (r). Correlation matrices display significant association (p<0.05) 

between biomarker pairs based on the rank indices, which are tagged by color keys, 
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ranging from -1.0 to 1.0 to underscore the correlation strength, according to the color 

key provided in the Figure. NEU: Neutrophil; LYMP: Lymphocytes; MON: Monocytes; 

EOS: Eosinophils; BAS: Basophils; PLT: Platelets; MPV: Mean platelet volume; 

chemokines (CXCL8; CXCL10; CCL3; CCL4 ; CCL2; CCL5; CCL11), cytokines (IL-

1; IL-1ra; IL-6; TNF-; IL-12p70; IFN-; IL-2; IL-7; IL-4; IL-5; IL-13; IL-17A; IL-10), 

growth factors (VEGF; FGFb; PDGF; GM-CSF; G-CSF) and anaphylatoxins (C3a; 

C4a; C5a). HD: healthy donors; StSt: steady-state; VOC: Vaso-occlusive crisis; CV: 

Convalescence. 
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Table 1. Epidemiological data of HD group and SCA patients, showing age, 

gender, place of residence and chronic pharmacological treatment. 

Variables HD 
n = 53 

StSt 
n = 27 

VOC 
n = 22 

CV 
n = 22 

p value 
      

Age (years, median [IQR]) 30 [23-42] 30 [22-34] 22 [14-34] 22 [14-34] 0.032 
Gender, n (%)  
Male 37 (70) 9 (37) 11 (50) 11 (50) 

0.016a 
Female 16 (30) 18 (67) 11 (50) 11 (50) 
City of residence, n (%) 

Manaus-AM 53 (100) 23 (85) 20 (91) 20 (91) 
0.063 

Interior of Amazonas - 4 (15) 2 (9) 2 (9) 
Chronic pharmacological treatment, n (%) 

Folic acid - 25 (93) 17 (77) 17 (77) 0.219 

Hydroxyureia - 22 (81) 14 (63) 14 (63) 0.202 
Analgesic - 12 (44) 12 (54) 12 (54) 0.570 

Corticoid - 2 (7) - - 1 
Antinflammatory - 1 (4) 5 (23) 5 (23) 0.077 
      

HD: Healthy Donors; StSt: Steady State; VOC: Vaso-Occlusive Crisis; CV: Convalescence. 
a 

significant difference 
for HD vs. StSt; 

b 
significant difference for HD vs. VOC; 

c 
significant difference for SS vs. VOC; 

d 
significant 

difference for VOC vs. CV. Statistical analysis performed by Kruskal-Wallis with Dunn’s Multiple Comparison Test 
for the variable of age in order to compare HD, and SS and VOC. In addition, Wilcoxon test was performed for VOC 
and CV comparison. Gender and city of residence was compared using a Chi-Square (χ

2
) test. For both analyses, p 

was considered significant when < 0.05.  

 

Table 2. Laboratorial data of hematological parameters from HD, StSt, VOC and 

CV groups. 

Variables 
HD 

n = 53 

StSt 
n = 27 

VOC 
n = 22 

CV 
n = 22 

p value 
      

RBC (x10
6
/µL, median [IQR]) 4.99 

[4.59-5.40] 

2.51 
[2.19-2.75] 

2.39 
[2.09-2.94] 

2.65 
[2.29-3.12] 

< 0.0001a,b 

Hemoglobin (g/dL, median [IQR]) 14.90 
[13.55-15.95] 

8.0 
[7.10-9.0] 

7.50 
[6.20-8.45] 

8.30 
[7.20-8.70] 

< 0.0001a,b 

Hematocrit (%, median [IQR]) 43.70 
[40.45-47.30] 

24.50 
[21.70-28.50] 

22.0 
[18.60-25.0] 

24.80 
[21.95-26.68] 

< 0.0001a,b,d 

MCV (fL, median [IQR]) 87.80 
[84.85-90.4] 

99.90 
[92.80-110.2] 

91.30 
[79.60-99.80] 

90.55 
[86.83-99.15] 

< 0.0001 a,c 

MCH (pg, median [IQR]) 
29.70 

[28.90-30.60] 
32.10 

[30.30-36.70] 
31.10 

[27.35-33.20] 
29.70 

[27.58-34.03] 
0.0008a 

MCHC (g/dL, median [IQR]) 
34.10 

[33.10-34.60] 

32.70 
[31.90-34.10] 

33.60 
[32.90-34.05] 

33.15 
[32.40-33.95] 

0.0057a 

RDW (fL, median [IQR]) 
13.70 

[12.95-13.95] 

18.20 
[17.30-19.80] 

21.20 
[19.65-23.80] 

19.95 
[18.08-22.90] 

< 0.0001a,b 

Reticulocyte (x10
3
/µL, median [IQR]) 72.70 

[56.90-88.80] 
367.6  

[226.0-529.9] 
257.4  

[134.3-349.2] 
248.6  

[134.5-332.8] 
< 0.0001a,b 

WBC (x10
6
/µL, median [IQR]) 6.33 

[5.27-7.10] 
7.42 

[5.95-9.44] 
11.39 

[8.82-15.17] 
9.51 

[8.07-11.38] 
< 0.0001b,c 

Neutrophil (x10
3
/µL, median [IQR]) 3.43 

[2.80-4.18] 

3.39 
[2.13-4.81] 

6.90 
[4.87-9.46] 

4.88 
[3.05-6.43] 

< 0.0001b,c,d 

Lymphocyte (x10
3
/µL, median [IQR]) 1.84 

[1.55-2.16] 

2.41 
[2.13-3.36] 

3.02 
[2.32-4.78] 

3.28 
[2.43-4.96] 

< 0.0001a,b 
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Monocyte (x10
3
/µL, median [IQR]) 0.38 

[0.29-0.41] 

0.43 
[0.33-0.69] 

0.66 
[0.52-0.86] 

0.60 
[0.41-0.83] 

< 0.0001b,c 

Basophil (x10
3
/µL, median [IQR]) 0.03 

[0.02-0.05] 

0.03 
[0.03-0.05] 

0.00 
[0.00-0.03] 

0.00 
[0.00-0.04] 

0.0002b,c 

Eosinophil (x10
3
/µL, median [IQR]) 0.19 

[0.12-0.41] 

0.24 
[0.13-0.50] 

0.22 
[0.10-0.62] 

0.42 
[0.24-0.62] 

0.6031 

Platelet count (x10
3
/µL, median 

[IQR]) 
244 

[213-281.5] 

420 
[372-533] 

411 
[326-530] 

460.5 
[339.8-642.0] 

< 0.0001a,b 
      

a 
significant difference for HD vs. StSt; 

b 
significant difference for HD vs. VOC; 

c 
significant difference for StSt vs. VOC; 

d 

significant difference for VOC vs. CV. Statistical analysis performed using Kruskal-Wallis with Dunn’s Multiple 
Comparison Test in order to compare HD, StSt and VOC. In addition, Wilcoxon test was performed for VOC and CV 
comparison. For both analyses, p was considered significant when < 0.05.  
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10.4.2. Artigo científico “Sickle Cell Anemia Patients Display an Intricate Cellular and 

Serum Biomarker Network Highlighted by TCD4+CD69+ Lymphocytes, IL-

17/MIP-1β, IL-12/VEGF, and IL-10/IP-10 Axis” 
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10.5. Produção científica advinda dos resultados de outros projetos 
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