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RESUMO 

Introdução: A Anemia Falcifome (AF) é a hemoglobinopatia hereditária mais prevalente em 

todo o mundo, resulta de mutação pontual no cromossomo 11 na posição 6 do gene da globina 

β, levando à substituição do ácido glutâmico pela valina, tal alteração gera hemoglobina 

variante “S”. Objetivo: Caracterizar molecularmente as regiões promotoras e quantificar as 

citocinas IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 e TNF-α em indivíduos portadores de AF com e sem 

tratamento com Hidroxiuréia (HU) e doadores saudáveis.  Métodos: Para a análise das 

citocinas foi usado o BDTM Cytometric Bead Array (CBA) System, com os KITs: CBA Human 

Th1/Th2/Th17 Cytokines e CBA Human Inflamatory Cytokines. A caracterização molecular 

ocorreu por PCR convencional das regiões promotoras dos genes das citocinas, purificados 

pela metodologia ExoSAP-IT™ e posterior sequenciamento pelo método de Sanger. As 

análises estatísticas foram realizadas nos programas SPSS vs21 e Prism vs5, os valores de 

p<0,05 foram considerados significativos. Resultados: Um total de 214 pacientes (HbSS) e 

240 controles (HbAA) participaram do estudo. O gênero feminino foi marjoritário nos 

pacientes (62,15%), enquanto o masculino nos controles (74,17%). Os eventos clínicos 

mais frequentes nos pacientes foram as CVOs (85,2%), seguido por hospitalizações 

(64,2%). Todos os pacientes, independente do estado clínico apresentaram elevação 

significativa das citocinas (P<0,001). Frequências significativamente mais elevadas para os 

genótipos selvagens c.-31CC (IL-1B), c.-251AA (IL-8) e c.-607CC (IL-18) foram 

encontradas nos doadores de sangue quando comparadas aos pacientes. O genótipo 

selvagem c.-251AA (IL-8) apresentou-se significantemente mais frequente naqueles sem 

uso de HU (p=0.004 - OR: 0.22 - CI: 0.07-0.66), apresentando-se como um genótipo de 

proteção para comorbidades nos pacientes. Associações significativas para elevação das 

citocinas inflamatórias do estudo foram encontradas no genótipo c-31TT (IL-1B) em 

ambos os grupos, enquanto o genótipo c.-607AA (IL-18) somente nos pacientes. Já o 

genótipo mutante c.-251TT (IL-8) apresentou concentração significantemente diminuída 

em ambos grupos do estudo. Discussão: A clínica heterogênea apresentada nos pacientes 

está de acordo com outros estudos da literatura nacional, predominando as crises oclusivas 

e hemólise intensa. Apesar dos polimorfismos encontrados em nosso estudo já terem sido 

previamente descritos, as correlações dos genótipos em pacientes com e sem uso de HU é 

pela primeira vez descrita. A frequência dos genótipos selvagens c.-31CC, c.-251AA e c.-

607CC exercem expressões diferentes, elevando-se principalmente naquelas doenças 

inflamatórias. O genótipo selvagem c.-251AA (IL-8) apresentou-se como um biomarcador 

de proteção nos indivíduos, uma vez que estudos demonstram concentrações elevadas da 



 

IL-8 em pacientes que apresentavam crises leves, corroborando com nossos resultados. O 

encontro em nosso estudo de prevalência e níveis elevados para IL-18 no genótipo mutante 

c-607AA nos pacientes corrobora com diversos estudos que favorecem a gravidade da 

doença, o que capacita este SNP como um importante biomarcador inflamatório de risco, 

envolvendo comorbidades e elevado índice de mortalidade. Conclusão: Os eventos mais 

prevalentes nos pacientes foram as CVOs (85,2%), seguido por hospitalizações (64,2%). 

Todas as citocinas estiveram elevadas nos pacientes do estudo, com a prevalência mais 

elevada dos genótipos mutantes. O genótipo selvagem c.-251AA (IL-8) apresentou-se 

significantemente mais frequente em pacientes falcêmicos sem uso de HU, com sua 

concentração significativamente mais elevada nos pacientes, enquanto os genótipos 

mutantes c-31TT (IL-1B) e c.-607AA (IL-18) concentrações plasmáticas significantemente 

elevadas em ambos grupos.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

     Palavras-Chave: Anemia Falciforme, Citocinas Inflamatórias; Polimorfismos; Hidroxiuréia.



 

                                                           ABSTRACT 

Introduction: Sickle cell anemia (SCA) is the most prevalent hereditary hemoglobinopathy 

worldwide. It results from a point mutation on chromosome 11 at position 6 of the β-globin gene, 

leading to the replacement of glutamic acid by valine. This alteration generates variant 

hemoglobin “S”. Objective: To molecularly characterize the promoter regions and quantify the 

cytokines IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, and TNF-α in individuals with SCA with and without 

treatment with Hydroxyurea (HU) and healthy donors. Methods: The BDTM Cytometric Bead 

Array (CBA) System was used to analyze the cytokines, with the KITs: CBA Human 

Th1/Th2/Th17 Cytokines and CBA Human Inflammatory Cytokines. Molecular characterization 

was performed by conventional PCR of the promoter regions of cytokine genes, purified by the 

ExoSAP-IT™ methodology and subsequent sequencing by the Sanger method. Statistical analyses 

were performed using the SPSS vs21 and Prism vs5 programs, with p-values <0.05 considered 

significant. Results: A total of 214 patients (HbSS) and 240 controls (HbAA) participated in the 

study. Females were predominant in patients (62.15%), while males were predominant in controls 

(74.17%). The most frequent clinical events in patients were VOCs (85.2%), followed by 

hospitalizations (64.2%). All patients, regardless of clinical status, showed significant elevation of 

cytokines (P<0.001). Significantly higher frequencies of the wild-type c.-31CC (IL-1B), c.-

251AA (IL-8), and c.-607CC (IL-18) genotypes were found in blood donors when compared to 

patients. The wild-type c.-251AA (IL-8) genotype was significantly more frequent in those 

without HU use (p=0.004 - OR: 0.22 - CI: 0.07-0.66), presenting itself as a protective genotype 

for comorbidities in patients. Significant associations for elevation of inflammatory cytokines in 

the study were found in the c-31TT (IL-1B) genotype in both groups, while the c.-607AA (IL-18) 

genotype only in patients. The mutant c.-251TT (IL-8) genotype showed significantly decreased 

concentrations in both study groups. Discussion: The heterogeneous clinical presentation of these 

patients is in agreement with other studies in the national literature. Occlusive crises and intense 

hemolysis predominated. Although the polymorphisms found in our study have been previously 

described, the correlations of genotypes in patients with and without HU use are described for the 

first time. The frequency of the wild genotypes c.-31CC, c.-251AA and c.-607CC have different 

expressions, increasing mainly in those inflammatory diseases. The wild genotype c.-251AA (IL-

8) was shown to be a protective biomarker in individuals, since studies demonstrate high 

concentrations of IL-8 in patients with mild crises, corroborating our results. The finding in our 

study of prevalence and elevated levels of IL-18 in the c-607AA mutant genotype in patients 

corroborates several studies that favor the severity of the disease, which enables this SNP as an 

important inflammatory biomarker of risk, involving comorbidities and a high mortality rate. 



 

Conclusion: The most prevalent events in patients were VOCs (85.2%), followed by 

hospitalizations (64.2%). All cytokines were elevated in the study patients, with the highest 

prevalence of mutant genotypes. The wild-type genotype c.-251AA (IL-8) was significantly more 

frequent in sickle cell patients not using HU, with its concentration significantly higher in 

patients, while the mutant genotypes c-31TT (IL-1B) and c.-607AA (IL-18) had significantly 

elevated plasma concentrations in both groups. 

Keywords: Sickle Cell Anemia, Inflammatory Cytokines; Polymorphism; Hydroxyurea 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As hemoglobinopatias são o grupo mais comum de doenças genéticas em todo 

mundo, estão relacionadas à síntese da hemoglobina e geralmente são herdadas de forma 

autossômica recessiva e caracterizadas por síntese reduzida das cadeias globinas da 

hemoglobina, como as síndromes de talassemia ou alterações estruturais da hemoglobina 

das quais as síndromes falciformes são as mais frequentes e clinicamente relevantes 

(WILLIAMS & WEATHERAL, 2012; TRAEGER & HARTEVELD, 2017). 

A hemoglobina é responsável pelo transporte dos gases oxigênio (O2) e monóxido 

de carbono (CO2) no organismo. No estado normal, a hemoglobina humana possui três 

variantes A1 (HbA1), A2 (HbA2) e hemoglobina Fetal (HbF). A HbA1 é composta por 2 

cadeias de globina α e 2 cadeias β, enquanto a HbA2 por 2α e 2δ e a HbF por 2α  e 2γ. A 

HbF possui elevada afinidade para O2 em comparação à HbA1 e Hba2 e é a hemoglobina 

dominante aproximadamente até os 6 meses de vida, substituída posteriormente pela 

HbA1, tornando-se esta predominate entre 90 a 95% dos indivíduos (SANKARAN & 

ORKIN , 2013; BROWN et al., 2015; DRVENICA et al., 2022). 

Dentre as hemoglobinopatias a Anemia Falcifome (AF) é a mais prevalente em 

todo o mundo e resulta de uma mutação pontual na posição 6 do gene da β-globina, 

levando à substituição do aminoácido ácido glutâmico por valina, tal modificação altera a 

HbA1 para hemoglobina variante S (HbS) (WEATHERALL & PROVAN, 2000; SUNDD 

et al., 2019). 

A variante HbS quando submetida à baixa tensão de O2, forma polímeros no 

interior das hemácias, tornando-as rígidas e alterando sua forma bicôncava para “foice”, 

fator esse que dificulta o trânsito na microcirculação, causando forte adesão ao endotélio 

vascular e consequentemente contribuindo para crises vaso-oclusivas (CVO) e isquemia 

tecidual.  Pacientes com este quadro clínico evidenciam dores intensas e elevada hipóxia, 

causando dano crônico aos orgãos e até mesmo morte prematura (ARCHER, 2015; 

SUNDD et al., 2019). 

Outras mutações no gene da beta globina produzem versões anormais e menos 

prevalentes que a HbS como a hemoglobina C (HbC) e hemoglobina D (HbD). A HbC 

teve provavelmente origem no oeste da África e espalhou-se pelo mundo como ocorreu 

com HbS. A HbC possui também uma mutação no 6º códon da beta globina, resultando na 

troca do ácido glutâmico pela lisina. Em muitos casos, a HbC é considerada menos grave 

quando comparada à HbS, pois, não ocorre o processo de falcização, 
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os portadores possuem uma expectativa de vida maior que portadores de HbS (KOHNE, 

2011; NAGEL & STEINBERG, 2011; NARDO-MARINO et al, 2022). 

A HbD é descrita como HbD-Los Angeles ou D Punjab, no Brasil, esta é terceira 

variante de hemoglobina mais prevalente. Trata-se de uma mutação pontual com troca de 

uma glicina por citosina (VELLA & LEHMANN, 1974; TORRES et al., 2014). 

Para o diagnóstico da AF os exames laboratoriais utilizados abrangem  hemograma, 

teste de falcização, teste de solubilidade, eletroforese, focalização isoelétrica, imunoensaio 

e dosagem de hemoglobina fetal. (NOGUEIRA, 2013; SANTOS, 2021). 

O diagnóstico molecular é altamente específico e por este motivo vêm ajudando na 

elucidação e nas correlações moleculares de muitas doenças, incluindo as 

hemoglobinopatias (ZANATTA, 2009; FERREIRA et al., 2017). 

Em portadores da AF, diversos estudos evidenciam correlações entre vários fatores, 

incluindo hematológicos, bioquímicos e imunológicos. Com relação a última, as citocinas 

inflamatórias estão diretamente envolvidas na gravidade clínica das hemoglobinopatias 

homozigóticas HbSS, HBCC, HbDD e a dupla heterozigose HbSC, dentre estas destacam-

se, o fator de necrose tumoral (TNF-α) e as interleucinas (IL) IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8 

(PATHARE et al., 2003:2004; WILLIAMS & THEIN, 2018; GARCIA et al., 2020). 

Apesar de qualquer doença de base genética até o momento não haver cura, nas 

hemoglobinopatias homozigóticas HbSS, HBCC, HbDD, principalmente na HbSS, existe 

desde a década de 80 o tratamento com o medicamento Hidroxiuréia (HU). Este 

medicamento auxilia na redução da sintomatologia pelo aumento da expressão e produção 

de HbF, diminuindo a polimerização intracelular de HbS, isto porque, HbF possui maior 

afinidade por O2. A HU paralelamente com transfussões sanguíneas, são as principais 

terapias modificadoras da doença, com potecial de prevenir e tratar as complicações 

agudas e crônicas da AF (PLATT et al., 1984; ZIMMERMAN et al., 2004; KAPOOR, 

2018).  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Aspectos Gerais da Anemia Falciforme 

 

2.1.1 Histórico da doença 

 

A AF teve seu primeiro relato de caso em 1904 em um jovem  negro de 20 anos, de 

origem das Índias Ocidentais, que apresentava sintomas pulmonares, em seu esfregaço 

sanguíneo periférico foi observado hemácias alongadas em forma de foice, em 1945 Linus 

Pauling levantou a hipótese de que a doença poderia se originar de uma anormalidade na 

mólecula de hemoglobina, hipótese esta que foi validada em 1949 pela demonstração da 

migração diferencial de hemoglobina falciforme versus hemoglobina normal quando 

avaliada por eletroforese em gel (PAULING, 1949). 

A AF teve origem na África subsaariana e no Brasil acredita-se que, a doença 

originou-se em 1550 pelo tráfico de escravos de diversas tribos africanas, para trabalho na 

cana-de-açucar no Nordeste e posteriormente, para extração de ouro e metais preciosos em 

Minas Gerais (RUIZ, 2007; RODRIGUES et al., 2010; STREETLY et al., 2016; MBURU, 

2019). 

Até meados da década de 1980 (1985), a expectativa de vida dos portadores de AF 

não ultrapassava duas décadas e não havia tratamento de suporte e/ou chance de melhoria 

na qualidade de vida destes indivíduos (PLATT et al., 1994; THEIN & HOWARD, 2018; 

ALKINDI et al., 2024). 

O Ministério da Saúde instituiu no ano de 2001 o Programa Nacional de Triagem 

Neonatal (PNTN), com a portaria GM 822/2001, ampliando o acesso ao teste do pezinho 

com o objetivo de diagnosticar e iniciar precocemente o tratamento de doenças sem cura, 

mas possíveis de tratar (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

 

2.1.2 Aspectos epidemiológicos da Anemia Falciforme 

 

Cerca de 20 a 25 milhões de indivíduos em todo o mundo são portadores de AF e 12 

a 15 milhões destas vivem na Africa subsaariana, 5 a 10 milhões na Índia e cerca de 3 

milhões distribuídos em outras partes do mundo (SARAF et al., 2014; GHAFURI et al., 

2020). 
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O Brasil possui grande grau de misturas étnicas, com a população contendo raízes 

principalmente européias, africanas e ameríndias, fator esse que  resultou em considerável 

heterogeneidade (CANÇADO & JESUS, 2007; MIRANDA & MATALOBOS, 2021). 

Com isso, estima-se que no Brasil um em cada seis recem-nascidos apresentam 

hemoglobinas estruturais variantes (POMPEO et al., 2022). 

De acordo com o Ministério da saúde, no perído de 2014 a 2020 a média anual de 

casos novos de AF em crianças foi de 1.087, apresentando uma incidência de 3,78 a cada 

10 mil nascidos vivos. Supoe-se que existem pelo menos 100 mil pacientes portadores com 

AF no país, sendo ainda considerada como um problema de saúde pública, em decorrência 

da alta prevalência de morbimortalidade da população (SANTOS et al., 2021; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2022). 

De 2000 a 2019 houve 2.422 óbitos por doença falciforme em menores de 20 anos no 

Brasil, com maior frequência na região Nordeste (40,46%), seguida de Sudeste (39,02%), 

Centro-Oeste (9,58%), Norte (7,84%) e Sul (3,10%). Os principais atingidos foram pessoas 

de raça/cor da pele negra (78,73%) (NASCIMENTO et al., 2022). 

Os dados epidemiólogicos da AF são escassos, fator esse que pode ser justificado 

devido a subnotificação de casos,  no entanto, em novembro de 2023 a doença passou a ser 

de notificação compulsória obrigatória em todo o país, medida importante para o 

planejamento da saúde e definição de prioridades de intervenção pública (PIEL et al., 

2013; MS, 2023). 

O Programa Nacional de Triagem Neonatal do Ministério da Saúde (PNTN/MS) 

através do teste do pézinho gera o boletim de dados anuais de diagnósticos da doença.  De 

acordo com o PNTN em 2019, foram diagnosticados 1.214 casos de doença falciforme e 

61.021 com Hemoglobina S (traço falciforme) (Quadro 1) (MS, 2021). 
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Quadro 1: Número de casos novos para doença falciforme registrados no Programa 

Nacional de Triagem Neonatal/ano notfgicação.  

NR: Relatório não encaminhado pelo estado ao Ministério de Saúde. Fenótipos englobados no grupo de 

doença falciforme – Hb FS, Hb FSC, Hb FSD e Hb FS/Beta talassemia. 

 

 Fonte: PNTN-CGSH/DAET/SAES/MS(2019). 

UF  

Brasil 
2014 2015 2016 2017 2018 2019 

AC 4 5 5 5 5 9 

AL 12 10 17 13 16 25 

AM 4 5 3 5 0 6 

AP NR NR 3 NR NR NR 

BA 185 184 219 203 161 202 

CE 20 21 21 13 19 23 

DF 42 44 22 39 28 29 

ES 17 29 29 30 37 59 

GO 32 29 44 40 37 32 

MA 84 54 22 29 37 59 

MG 166 185 152 161 143 238 

MS 8 8 7 8 5 9 

MT 17 14 12 19 31 23 

PA 27 10 4 13 6 NR 

PB 1 11 7 9 1 7 

PE 21 47 39 35 57 63 

PI 24 34 58 21 23 35 

PR 10 10 12 8 10 11 

RJ 127 112 85 44 120 103 

RN 14 7 5 5 7 3 

RO 7 10 13 7 15 9 

RR 4 2 0 0 18 6 

RS 13 21 32 33 28 22 

SC 3 6 4 11 4 13 

SE 28 12 18 11 12 21 

SP 281 258 231 190 249 223 

TO 9 21 7 7 4 10 

Total 1166 1149 1071 959 1083 1214 
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2.1.3 Fisiopatologia da Anemia Falciforme 

 

A AF é caracterizada como uma doença multissistêmica podendo afetar todos os órgãos 

do corpo e manifestar-se de forma aguda ou crônica. Os indivíduos com AF apresentam 

quadro clínico bastante heterogêneo (CASTRO et al., 1994; ADORNO et al., 2005; PECKER 

& LITTLE, 2017). 

Os principais eventos da fisiopatologia da AF são a hemólise e as CVOs que ocorrem 

devido ao complexo fenômeno de polimerização da HbS, essencial para a ocorrência da 

doença, isso se deve à liberação dos componentes celulares da hemoglobina com a ruptura do 

eritrócito, além da elevada concentração da HbS, outros fatores contribuem para a 

polimerização como o grau de desoxigenação da célula, pH, concentração intracelular de HbF 

e temperatura,. (EMBURY et al., 1995; KATO et al., 2018; VORST, 2020). 

A polimerização da molécula HbS no interior dos eritrócitos é o pilar na patogênese da 

doença e suas complicações e quanto maior o conteúdo de HbS, mais grave o quadro clínico 

do paciente (EATON, 2020) (Figura 2). As crises dolororas recorrentes estão associadas a 

condições autoinflamatórias acompanhadas por aumento na concentração de citocinas imune 

inatas e o meio inflamatório da AF, promovendo a ativação do inflamossoma plaquetário, 

através de citocinas inflamatórias que ativam recpetores nervosos periféricos causando 

sensibilização periférica e hiperalgesia (REES et al., 2022).  

Além da precipitação de HbS no interior dos eritrócitos e ativação do endotélio 

vascular, a resposta inflamatória gerada pela interação destas células desempenha importante 

papel na fisiopatologia da doença, com elevada expressão de um estado inflamatório crônico 

(STEINBERG & RODGERS, 2001; CONRAN et al., 2009; SUNDD et al., 2019; GLAROS 

et al., 2021). 

A resposta celular contribui para a ativação de neutrófilos, monócitos, mastócitos, 

células endoteliais, células dendríticas e células NK, todos regulados por mediadores 

inflamatórios impulsionados principalmente por moléculas imunológicas como citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas (HEBBEL et al., 2004; ZHANG et al., 2016; ALLALI et al., 

2020). 

A polimerização da HbS também pode ocorrer em reticulócitos, que nos pacientes 

crônicos possuem percentual médio  de até  20% (KATO et al., 2018). A hemácia falciforme 

se rompe prematuramente devido a fragilização após vários ciclos de falcização, com meia 

vida média de apenas 10 dias (MCCURDY & SHERMAN, 1978; CONRAN et al., 2009). 

 



19  

Com sua ruptura no interior dos vasos, ocorre a liberação de moléculas de ferro, grupo 

heme e óxido nítrico na corrente sanguínea, o heme livre, um produto direto da destruição da 

hemoglobina, é o principal responsável por muitos sintomas associados à doença isso porque 

ele atua diminuindo a disponibilidade de óxido nítrico (NO) que é um vasodilatador gerando 

como consequência a vasoconstrição, processos oxidativos, inflamatórios e liberação 

exacerbada de citocinas (BALLA et al., 2007; CONRAN et al., 2009; GOZZELINO et al., 

2010; ASHOURI et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Fisiopatologia Molecular da Doença Falciforme. 

a) Polimerização da HbS na ausência de O2 e falcização do eritrócito; b)Realogia comprometida devido 

falcização e adesão de células gerando vaso-oclusão; c)Disfunção endotelial provocada por componentes da 

hemólise livres no vaso sanguíneo; d) Inflamação gerada pelas armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETS), 

ativação do receptor Toll-like 4 (TLR4), liberação de padrões moleculares associados a danos (DAMPS), 

ativação do inflamossoma e liberação de citocinas inflamatórias. 

Fonte: Adaptado de (SUNDD et al., 2019). 
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Diversos estudos descrevem moléculas inflamatórias com níveis elevados na AF 

(Figura 2). Destaca-se principalmente TNF-α (Fator de Necrose Tumoral-α), IL-1β, IL-8   e 

IL-6 e algumas proteínas antiinflamatórias como a IL-10, estando a última destas elevada 

justamente para limitar a produção de moléculas inflamatórias (TOZATTO et al., 2020). 

Embora a inflamação desempenhe um papel importante na fisiopatologia da doença, as 

vias inflamatórias envolvidas nas complicações ainda não são completamente descritas. Este 

estado inflamatório crônico participa diretamente em diversas clínicas observadas nos 

pacientes, bem como para sua menor sobrevida e qualidade de vida (FRENETTE, 2002; 

ALAGBE, 2022). 

 

 

Figura 2: Mecanismo de vaso-colusão na Anemia Falciforme. 

Endotélio ativado com presença de plaquetas aderidas à parede vascular; aumento da expressão das moléculas de 

adesão intercelular 1 (ICAM-1), molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) e E-selectina, liberação de 

citocinas e quimiocinas como o IL-8, IL-6 e IL-1β, e TNF-α, inflamação vascular e a ativação das células 

sanguíneas, adesão de leucócitos e as hemácias; redução no fluxo sanguíneo favorecendo hipóxia e falcização 

das hemácias, obstrução do vaso resultando em vaso-oclusão. 

Adaptação: SEGEL et al., 2011; MORIKIS et al., 2021. 
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2.1.4 Eventos Clínicos 

 

Como anteriormente dito, apesar de, os portadores apresentarem a mesma mutação 

genética, os eventos clínicos manifestam-se de maneira heterogênea, podendo diferenciar 

inclusive a expectativa de vida dos indivíduos (BELINI et al., 2015). 

As complicações da AF são caracterizadas como agudas ou crônicas (Figura 03), 

quando agudas podem incluir crise hepática, colecistite, sequestro esplênico agudo (SEA), 

acidente vascular cerebral (AVC), anemia aguda, priapismo, dor e falência multissistêmica de 

órgãos entre outras. Já as manifestações crônicas são caracterizadas além de dor crônica, 

danos a órgãos como rins, fígado, coração, pulmão, necrose avascular, infarto cerebral, 

retinopatia, úlceras nas pernas e anemia crônica. Embora a incidência dessas complicações 

aumente com a idade, o início dos sintomas pode ocorrer antes mesmo do primeiro ano de 

vida (BRAGA, 2007; KATO et al., 2018; ONIMOE & ROTZ, 2020). 

 

Figura 3: Manifestações clínicas agudas e crônicas da AF. 

Fonte: Adaptado de (KATO et al., 2018). 

 

As CVO são as principais manifestações clínicas da doença e podem ocorrer 

precocemente, a partir dos três meses de vida do indivíduo, atingindo nesta idade, os 

pequenos ossos das mãos e dos pés, denominada dactilite, sendo tipicamente a primeira 

manifestação dolorosa da doença e é considerada a complicação mais grave e maior causa de 

hospitalizações em crianças (LOUREIRO & ROZENFELD, 2005; TOSTES et al., 2009). 
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No SEA ocorre o aprisionamento das hemácias falcizadas no baço, ocasionando a 

esplenomegalia, o que a depender das crises, pode levar ao infarto esplênico. Esta clínica, 

quando ocorre ainda na fase infantil, acarreta a morte em 20% dos casos, representando a 

segunda causa mais comum de morte na AF ainda na primeira década de vida 

(BATALIOTTI & SOUZA, 2020). 

A AF apresenta em muitos casos efeitos neurocognitivos o que pode ocasionar déficits 

de memória, dificuldades em trabalhos escolares e dificuldades com a adesão à medicação. 

Pacientes falcêmicos adultos, não apresentam sintomas neurológicos, todavia, sua anemia 

crônica pode induzir comprometimento neurocognitivo secundário à hipoxemia cerebral 

(VICHINSKY et al., 2010; BALLAS, 2011). 

 

2.1.5 Polimorfismos genéticos em Anemia Falciforme 

 

Decádas após a primeira descrição da diferença química entre hemoglobina normal e 

falcizada, a doença tornou-se um dos mais bem caracterizados distúrbios humanos. No 

entanto, enquanto sua heterogeneidade clínica tem sido reconhecida há muito tempo, diversas 

pesquisas científicas nos últimos 20 anos tentaram elucidar o papel de vários fatores 

responsáveis pela sua variabilidade clínica existente, descobriu-se que a fisiopatalogia da AF 

é extrememamente complexa envolvendo diversos fatores além dos eritrócitos falcizados, as 

células do sistema imune inato como monócitos, células dendríticas, neutrófilos, eosinófilos, 

basófilos, células natural killer (NK), plaquetas, macrófagos e mastócitos. (NAGEL & 

LABIE, 1989; NAGEL & STEINBERG, 2001; ALLALI et al., 2020). 

Os polimorfismos géneticos apresentam grande importância para o curso de todas as 

doenças e nos portadores de AF tornou-se mais evidente quando em uso de HU (FERTRIN & 

COSTA, 2010;  TOZATTO-MAIO et al. 2020). As variações genéticas nas respostas imunes 

e polimorfismos em vários genes de citocinas podem implicados como importantes 

biomarcadores de desfechos clínicos específicos em pacientes com AF (GILI et al., 1995; 

BALDWIN et al. 2005). 

 

2.1.6 Citocinas envolvidas no desenvolvimento de Anemia Falciforme 

 

Citocinas são mediadores soluvéis de resposta imune produzidas durante um processo 

inflamatório, representam um grupo de protéinas ou glicoproteínas de baixo peso molecular 

secretadas em resposta a um antígeno, modulando a intensidade e a duração da resposta imune 



23  

e inflamatória (HOLT & JONES, 2000). As primeiras citocinas descritas produzidas por 

leucócitos foram as interleucinas (IL), interferons (IFN) e os fatores de   necrose tumoral alfa e 

beta 9 (TNF-α e TNF-β) (KAISER et al., 2004). 

As citocinas podem atuar por vários mecanismos, podem agir nas mesmas células que 

as secretaram (ação autócrina), em células vizinhas (ação parácrina) e/ou em células distantes 

das que as produziram (ação endócrina) (ZHANG & AN, 2007). 

São produzidas por múltiplas populações celulares, entre elas o tecido nervoso 

periférico, mastócitos, células endoteliais e células de Schwann, todavia, a predominância na 

produção e secreção são células T auxiliares (Th) e macrófagos residentes e recrutados (XIE et 

al., 2006). 

As citocinas podem também contribuir para etiologia de várias doenças e estado de 

sua gravidade. O efeito das citocinas depende primeiramente do tempo de liberação, o local 

onde ela está agindo, da presença de elementos sinergistas e da intensidade dos receptores 

(BARTEE & MCFADDEN, 2013). 

O Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é uma citocina reguladora do sistema 

imunológico, com funções homeostáticas benéficas e vitais para um funcionamento adequado 

do sistema imunológico, sendo indispensável para combater patógenos e prevenir a 

propagação de infecções (MARINO, 1997). É produzido principalmente por macrófagos e 

células T, e é o principal mediador da resposta inflamatória, principalmente recrutando 

neutrófilos e monócitos para o local da inflamação (GEARING et al., 1994). 

É uma potente citocina com ampla gama de atividades pró-inflamatórias, incluindo a 

ativação de células endoteliais, estimulação de inflamação, indução da cascata de coagulação, 

febres e síntese de proteínas de fase aguda; ativação de neutrófilos, e estimulação da adesão 

de neutrófilos  (ROCHA et al., 1997; TAVAKKOLI et al., 2004; DONG C, 2006; ABBAS et 

al. 2007). 

Os efeitos de TNF-α incluem aumento da permeabilidade vascular, indução da 

expressão de moléculas de adesão, migração de células inflamatórias do compartimento  

vascular, liberação de mediadores inflamatórios causadores de dano tecidual e produção de 

citocinas, aumento da aderência ao endotélio por estimular a produção de moléculas de 

adesão, como selectinas, (VCAM-1) e (ICAM-1) (MAINI, 1996; SNELLER & FAUCI, 1997; 

KEIKHAEI et al., 2013). 

A interleucina 1β (IL-1β) pertence ao grupo com funções imuno-regulatórias, pró- 

hematopoieticas e pró-inflamatórias e está associada a ativação de leucócitos, monócitos e 

neutrófilos como potente citocina pró-inflamatória, crucial na resposta imune do hospedeiro à 
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infecções, (NAKAE et al., 2003; TURNER et al., 2014; DEMBIC, 2015). A IL-1β é 

produzida e secretada por uma variedade de tipos celulares do sistema imunológico inato, 

com níveis elevados descritos em portadores de AF, apontando intensa e maléfica resposta 

inflamatória (FERRERO et al., 2007; ASARE et al., 2010). Esta citocina participa ativamente 

da fisiopatologia da AF, ligando-se nos leucócitos e células vasculares, promovendo uma 

cascata de eventos que levam à ativação de neutrófilos e plaquetas e regulação positiva de 

ligantes como as E-selectina, P-selectina, VCAM- 1, ICAM-1 promovendo vaso-oclusão 

(ZHANG et al., 2016; KATO & GLADWIN, 2017; CONRAN et al., 2019). 

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina multifatorial com atividade pró e anti-

inflamatória, produzida de forma imediata em resposta a infecções e lesões teciduais, 

contribuindo para a defesa do hospedeiro por meio da estimulação de respostas de fase aguda, 

hematopoese e reações imunes, estimula a proliferação de células B e T plásmatica, a IL-6 

desemorenha um  efeito patológico na inflamação crônica e na autoimunidade (POPKO et al., 

2010; TANAKA et al., 2014; ALLALI et al., 2020). A IL-6 participa de muitas funções, 

incluindo a estimulação de linfócitos B, proteínas de fase aguda hepática, funções metabólicas 

e neurotróficas. É portanto um potente modulador da diferenciação, maturação e proliferação 

leucocitária, além de estimular a resposta inflamatória por meio da produção de proteínas de 

fase aguda (ALAGBE et al., 2017; ZANETTE et al., 2019). A IL-6 tem um papel central na 

manutenção da defesa imune contra infecções pela produção de proteínas de fase aguda, 

fatores de diferenciação mielóide e proliferação celular (NARAZAKI et al., 2017; VONA et 

al., 2021).  O quadro inflamatório crônico no paciente falcêmico possui intensa participação 

da IL-6, sendo importante na continuidade do quadro inflamatório e elevação na expressão de 

moléculas de adesão que agravam os sintomas vasooclusivos (GABAY et al., 2013). 

A interteleucina 8 (IL-8) é uma citocina produzida por monócitos e linfócitos atua 

como quimiotatico ativador de neutrófilos sendo fundamental para o equilíbrio da resposta 

imune.  Níveis elevados da citocina IL-8 podem estar associados a um agravamento clínico na 

AF, comumente elevadas em CVOs (DOMINGOS et al., 2020; AIRI et al., 2024). Em seu 

estudo GOMES et al., (2023) identificou que o grupo de portadores de AF apresentou níveis 

mais baixos do que quando comparado ao grupo Hb-AS, que são os portadores de traço 

falciforme e não manifestam a clínica da doença. 

A interleucina 10 (IL-10) foi descrita pela primeira vez como mediador na inibição da 

síntese de outras interleucinas inflamatórias (FIORENTINO et al., 1989). A IL-10 atua na 

diminuição da produção de mediadores inflamatórios e desempenha um papel importante na 

biologia dos linfócitos B e T, sugerindo-se desta forma, participação do processo de regulação 



25  

do estado pró-inflamatório (SARRAY et al., 2015). Na AF, a IL-10 vem sendo alvo de muitos 

estudos, demonstrando níveis diminuídos nas CVO, enquanto elevados nas crises hemolíticas, 

sendo inclusive um marcador de risco para esta clínica (SARRAY et al., 2015). 

LANARO et al., (2009) demonstraram em seu estudo níveis elevados de IL-10 

concomitantemente com elevados níveis plasmáticos de IL-6 em CVO, enquanto outros 

estudos em pacientes em estado estácionario demonstraram níveis plasmáticos diminuídos nas 

CVO (HOFMANN et al., 2012; WALTER, 2014; SARRAY et al., 2015; NIU et al., 2019; 

ALLALI et al., 2020). 

A interleucina 18 (IL-18) é uma citocina pró-inflamatória apontada como cofator na 

produção de interferon gama (INF-γ) (NAKANISHI et al., 2001). A IL-18 apresenta-se como 

um fator pleiotrópico estimulando a proliferação de células T ativadas, elevando a toxidade de 

células natural killer (NK) e o fator de crescimento de macrófagos (CALVANI et al., 2005; 

HUNG et al., 2005). 

Existem algumas evidências de que elevadas concentrações plásmaticasde IL-18 estão 

associadas à disfunção diastólica  em pacientes com AF (DUARTE et al., 2016). Sua 

participação no desenvolvimento da doença está associada a eventos de SEA nos pacientes, 

ressaltam ainda que níveis elevados de IL-18 estão presentes em pacientes tratados com 

transfusão crônica ou HU (WENDELL, 2010; DUARTE et al., 2016; DINARELLO &  

KAPLANSKI, 2018). 

2.1.7 Tratamentos utilizados para Anemia falciforme 

 

As estratégias atuais de tratamento da AF incluem penicilina profilática e imunizações 

para diminuição da ocorrência de infecções pneumocócicas, o medicamento hidroxiuréia, 

transfusões sanguíneas e transplante de medula óssea (ONIMOE & ROTZ, 2020). 

Nos pacientes com AF, as transfusões ajudam a fornecer quantidades de hemoglobina e 

hemácias normais, elevando a capacidade de transporte de O2 e reduzindo as complicações e 

chances de desenvolver principalmente hemólise e CVO, além de reduzir o risco de AVC 

grave (ADAMS et al., 1998; TSITSIKAS et al., 2016; WILLIAMS & THEIN, 2018). O 

transplante de medula óssea, atualmente, é o único meio de cura da doença. Uma análise 

envolvendo aproximadamente 1.000 transplantados de doadores irmãos HLA idênticos 

realizados entre 1986 e 2013 revelou excelentes resultados com crianças e adultos, 

demonstrando 93% de sobrevida geral (GLUCKMAN et al., 2017). Infelizmente, menos de 

14% dos pacientes com AF possuem irmãos HLA compatíveis como doadores potenciais 
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(BOLANOS et al., 2012). 

 

 

2.1.8 Hidroxiuréia no tratamento de Anemia Falciforme 

 

A HU também conhecida como hidroxicarbamida é um fármaco antineoplásico e o 

principal tratamento farmacológico para pacientes com AF. Possui ação na elevação da 

concentração de HbF nas hemácias, melhorando a interação eritrócitos-endotelio e densidade 

eritrocitária (MILLER et al., 2010). Somado a isso, a HU diminui significativamente o 

número absoluto de neutrófilos, monócitos e  reticulócitos no sangue periférico, bem como a 

expressão de moléculas de adesão e citocinas inflamatórias (Figura 04) (CHARACHE et al., 

1996; WARE et al., 2016). 

A HU reduz significativamente as citocinas inflamatórias e inibe o processo 

inflamatório nos tecidos após isquemia de reperfusão (LANARO et al., 2006; PULE et al., 

2015). A HU é um inibidor da ribonucleotídeo redutase, em uso há muitos anos para o 

tratamento de distúrbios mieloproliferativos. Após a demonstração de sua capacidade de 

induzir a produção de HbF em babuínos, a HU foi testada em vários ensaios clínicos em 

adultos com AF (ELFORD, 1968; PLATT et al., 1984; MCGANN & WARE, 2015). 

Posteriormente, foi realizado um estudo maior que demonstrou uma diminuição 

acentuada na frequência de crises dolorosas e síndrome torácica aguda além da redução nos 

requisitos de transfusão e hospitalizações em adultos (CHARACHE et al., 1995). A HU é 

rapidamente absorvida e atinge o nível plasmático máximo entre 20-60 minutos, após sua 

administração e meia vida plasmática de três a quatro horas, sendo metabolizada no fígado e 

excretada por via renal (OLIVEIRA, 2017). 

Além da redução do número de CVOs, a HU possui impacto positivo na  qualidade e 

sobrevida dos pacientes com AF, reduzindo significativamente o número de hospitalizações, 

tempo de internação, ocorrência de síndrome torácica aguda e necessidade de transfusão 

eritrocitária, exercendo efeito positivo na mortalidade de até 40% dos pacientes 

(STEINBERG 2008; BRAWLEY, 2008; FIELD & NATHAN, 2014). 
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Figura 4: Efeitos benéficos da HU na Anemia Falciforme. 

1)Indução da HbF por ativação enzimática; 2) baixas quantidadesde neutrófilos e reticulócitos por inibição da 

ribonucleotídeo redutase; 3) diminuição da agregação e melhora na realogia dos neutrófilos; 4) diminuição da 

hemólise por hidratação do eritrócito; 5) o óxido nítrico (NO) é liberado melhorando a resposta vascular. 

Fonte: Adaptado de (WARE, 2010). 
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3. OBJETIVOS 

3.1- Geral 

 

Caracterizar molecularmente as regiões promotoras dos genes IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 

e TNF-α em pacientes portadores de Anemia Falciforme com e sem tratamento com 

Hidroxiureia e em um grupo controle saudável. 

 

 

3.2- Específicos 

 

 Quantificar os níveis das citocinas IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18  e  TNF-α nos 

pacientes e controles; 

 

 Descrever e caracterizar a concentração das citocinas nos diferentes estados 

clínicos dos pacientes falcêmicos; 

 

 

 Identificar e descrever a frequência dos polimorfismos nas regiões promotoras dos 

genes inflamatórios nos pacientes  e controles; 

 

 Analisar possíveis correlações dos polimorfismos encontrados com as concentrações 

das citocinas inflamatórias nos pacientes e controles; 

 

 Analisar como os polimorfismos concomitantemente com os níveis de citocinas 

modulam a  clínica nos pacientes.
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Tipo de Estudo 

 

O modelo de estudo baseou-se em um estudo Caso-controle com o grupo CASO 

constituído de pacientes portadores de AF e um grupo CONTROLE cosntituído de indivíduos 

saudável (doadores de sangue). 

 

4.2 Aspectos Éticos 

 

As amostras utilizadas nesse projeto foram provenientes de três projetos aprovados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação HEMOAM (CEP-HEMOAM), com anuência 

da instituição intitulados “Potenciais Biomarcadores Celulares e Solúveis Associados a 

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

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

2.478.469 ”Associação dos polimorfismos do óxido nítricoendotelial Sintetase, endotelina-1, 

tgf beta e trombospondina-1 em riscos Vascularesna doença falciforme” com n° de parecer: 

2.790.764 

 

4.3 Áreas de Estudo 

 

A população do estudo de ambos grupos casos e controles residem na capital de 

Manaus e interior do Amazonas, visto que, a Fundação HEMOAM é responsável por ofertar o 

diagnóstico e tratamento em todo o Estado. 

 

4.4 Amostragem 

 

Foram incluídos 214 pacientes portadores de AF com e sem tratamento com 

hidroxiuréia, durante atendimento ambulatorial realizado periodicamente na HEMOAM, 

enquanto o grupo controle, um total de 240 doadores convidados no momento da triagem 

aceitaram participar dp estudo. Havendo concordância de participação, ambos casos e 

controles, assinaram do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
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4.5 Critérios de Inclusão e Exclusão 

 

Foram incluídos no estudo indivíduos de ambos os sexos, independente de idade, 

etnia, ancestralidade, e no caso dos pacientes com AF, independente de doenças  pré-

existentes, profilaxia medicamentosa, uso de hidroxiuréia e   transfusões sanguíneas. 

Foram excluídos do estudo somente os pacientes que apresentassem sorologia positiva 

para HIV, HTLV, Hepatites e qualquer outra infecção que elevasse a gravidade do paciente, 

enquanto àqueles doadores onde sua bolsas doadas seriam automaticamete descartadas. 

 

4.6 Fluxograma de atividades 

 

A Figura 7, resume as atividades do projeto desde o seu início, com entrevistas aos 

participantes do grupo caso e do grupo caso-controle, até o processamento dos dados com a 

análise estatística. 

 



31  

4.7 Coleta de Material Biológico 

 

Todos os participantes da pesquisa foram submetidos a uma punção venosa para 

coleta de 5mL de sangue periférico em tubo contendo anticoagulante EDTA (Ácido 

Etileno Diamino Tetra-Acético). Após coletadas, as amostras foram armazenadas 

alicotadas e encaminhadas para serem armazenadas em freezers -80ºC para 

preservação do plasma para dosagens posteriores das citocinas e extração do material 

genético no Laboratório de Análises Especializadas em Hematologia e Biologia 

Molecular (LAEBM) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UFAM. 

 

4.8 Dosagem das citocinas 

 

Para a análise das citocinas foi usado o BDTM Cytometric Bead Array (CBA) System, 

com os KITs obtidos da empresa BD Biosciences®. Para as dosagens das citocinas do 

estudo, foram utilziados dois KITS: O CBA Human Th1/Th2/Th17 Cytokines e CBA 

Human Inflamatory Cytokines. Todas as dosagens plasmáticas das citocinas foram 

realizadas no Instituto Osvaldo Cruz-FIOCRUZ-Bahia (Plataforma de Citometria de 

Fluxo) utilziando o Citômetro de Fluxo BD Symphony S6. 

 

4.9 Extração de DNA 

 

Para as análises moleculares, o DNA genômico foi isolado de leucócitos a partir de 

200μL de sangue, utilizando-se o método direto QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), 

conforme protocolo do fabricante. 

 

4.10 Amplificação Gênica 

 

As amplificações das regiões promotoras foram realizadas através da técnica da 

Reação da polimerase em cadeia (PCR) com primers específicos para cada citocina 

escolhida, conforme quadro abaixo: 
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Quadro 2. Descrição dos primers utilizados para amplificacão das regiões promotoras 

das citocinas. 

D: Direto  R: Reverso 

 

Posterioremente foi realizada a purificação dos produtos amplicados através do kit 

ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent- thermofisher. 

 

4.11 Sequenciamento genético 

 

A técnica molecular empregada para o sequenciamento gênico foi o de SANGER 

(SANGER et al., 1977). Para esta metodologia, foi utilizado Sequenciador Automático 

Applied Biosystems™ 3500, utilizando-se o Kit BigDye 03 TM (Terminator Sequencing 

Standard- Applied Biosystems). 

Para o estudo das regiões promotoras das citocinas estudadas foram realizadas 

quatro (4) amplificações pela técnica de PCR convencional para cada amostra, sendo 

duas (2) utilizando Primers Diretos e duas com Primers Reversos.  

Todos os produtos amplificados foram purificados para realização do 

sequenciamento gênico, utilizando-se a metodologia ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup 

Reagent (Thermofisher). 

A reação de sequenciamento foi realizada em placas MicroAmp 96-well Reaction 

Citocina 
Sequencia dos Primres 

 

Tamnho Fragmento 

(pb) 

IL-1B 

D: 5′ - CAT CCA TgA gAT Tgg CTA g - 3′ 

R: 5′ - AgC ACC TAg TTg TAA ggA Ag - 3′ 

 

719 

IL-6 

D: 5′ - TgA ggC TAg CgC TAA gAA gC - 3′ 

R: 5′ - CTg ggA ggA TTC CCA Agg - 3′ 

 

546 

IL-8 
D: 5′ - AgT CCA CAg ACC ACA AAg CA- 3′ 

R: 5′ -TCg CAA TAT AAg TTT CTg ATg gCT T-3 

693  

 

IL-10 

D: 5` - ggT TTC CCg gCA CAg gAT T - 3` 

R: 5` - TTg ggA Agg ggA AgT Agg gAT - 3` 

 

987 

IL-18 

D: 5’ – CTT TgC TAT CAT TCC Agg AA - 3’ 

R: 5’ – Agg Agg gCA AAA TgC ACT gg - 3’ 

 

839 

TNF-α 

D: 5’ – TgA AAC CAg CAT TAT gAg T - 3` 

R: 5’ – AAC AAC TgC CTT TAT ATg TC - 3’ 

 

680 
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Plate (Applied Biosystems), utilizando-se 1,0 µl de Big Dye Terminator, 1,0 µl de primer 

(2,0 pmol), 2,0 µl de tampão (Tris-Cl 200mM pH 9,0: 5 mM MgCl2), 2,0 µl DNA 

(aproximadamente 100 a 200 ng da PCR purificada) e 4,0 µl de H2O (Ultra Pura – 

UNISCIENCE-Brasil), totalziando 10 µl do MIX final. As reações foram incubadas em 

Termociclador com Gradiente (TurboCycler Lite), na temperatura inicial de 96
o
C durante 

2 minutos, seguida por 35 ciclos de 96
0
C por 40 segundos; 52

0
C por 30 segundos e 60

0
C 

por 4 minutos.  

       Ao final da amplificação, em cada poço foram adicionados 10,0 µl de H2O milli-Q 

autoclavada e 30 µl de etanol absoluto (Sigma-Aldrich) a 100%, com posterior 

homogenização aproximadamnete 30 vezes por inversão. Após homogeneização, a placa 

foi incubada por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente, seguda de centrifugação 

por 25 minutos a 3500 xg, descartando-se o sobrenadante, com posterior spin invertido a 

no máximo 100 xg. Esta estapa foi seguida com adição de 100,0 µl de etanol (Sigma-

Aldrich ) a 70% e homogeneização por 30 vezes, com posterior centrifugação por 10 

minutos a 3500 xg à temperatura ambiente, sendo esta etapa repetida 2 vezes. 

Ao final das repetições, as placas foram incubadas em ambiente escuro por 

período mínimo de 2 horas, com posterior acrescimo de 12,0 µl de Hi-DiTM 

Formamide(Applied Biosystems) e então sequenciadas a seguir. 

 

4.12 Análises Estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas nos programas SPSS vs21 e Prism vs5. Os 

valores de p<0,05 serão considerados significativos. 

  



34  

5. RESULTADOS  
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INTRODUCTION 

 

 Hemoglobinopathies are the most common group of genetic diseases worldwide. 

They are related to hemoglobin synthesis, are generally inherited in an autosomal 

recessive manner and are characterized by reduced synthesis of hemoglobin globin chains 

(TRAEGER & HARTEVELD, 2017; FAES et al., 2018). 

 Hemoglobin is responsible for transporting oxygen (O2) and carbon monoxide 

(CO2) gases in the body. In the normal state, human hemoglobin has three variants: A1 

(HbA1), A2 (HbA2), and fetal hemoglobin (HbF). HbA1 is composed of 2 α globin 

chains and 2 β chains, while HbA2 consists of 2α and 2δ and HbF consists of 2α and 2γ. 

HbF has a high affinity for O2 compared to HbA1 and Hba2 and is the dominant 

hemoglobin until approximately 6 months of life, later replaced by HbA1, which 

becomes predominant in 90 to 95% of individuals (LICTHMAN et al., 2017). Among 

hemoglobinopathies, Sickle Cell Anemia (SCA) is the most prevalent worldwide and 

results from a point mutation at position 6 of the β-globin gene, leading to the 

replacement of the amino acid glutamic acid by valine. This modification alters HbA1 to 

variant hemoglobin S (HbS) (SUNDD et al., 2019; WEATHERALL & PROVAN, 2000). 

Individuals who inherit this genetic mutation in only one gene are carriers of the sickle 

cell trait (HbAS) and usually do not manifest symptoms. However, individuals who carry 

two mutant genes have the homozygous form (HBSS) and present severe symptoms 

(REES et al., 2022). 

 The HbS variant, when subjected to low O2 tension, forms polymers inside red 

blood cells, making them rigid and changing their biconcave shape to a “sickle” shape, a 

factor that hinders transit in the microcirculation, causing adhesion to the vascular 

endothelium and consequently contributing to vaso-occlusive crises (VOC) and tissue 

ischemia. 

 Patients with this clinical condition show intense pain and high hypoxia, causing 

chronic damage to organs and even premature death of carriers (ARCHER, 2015; 

SUNDD et al., 2019). 

 The main events in the pathophysiology of AF are hemolysis and CVOs that occur 

due to the complex phenomenon of HbS polymerization, essential for the occurrence of 

the disease, this is due to the release of cellular components of hemoglobin with the 

rupture of the erythrocyte, therefore (EMBURY et al., 1995; ZAGO 2007; COSTA et al., 

2013; KATO et al., 2018). 
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 The polymerization of the HbS molecule inside erythrocytes is the pillar in the 

pathogenesis of the disease and its complications, and the higher the HbS content, the 

more severe the patient's clinical condition (EATON, 2020). Recurrent painful crises are 

associated with autoinflammatory conditions accompanied by an increase in the 

concentration of innate immune cytokines. The inflammatory environment of AF 

promotes the activation of the platelet inflammasome, through inflammatory cytokines 

that activate peripheral nerve receptors, causing peripheral sensitization and hyperalgesia 

(REES et al., 2022). Several studies describe inflammatory molecules with high levels in 

SCA, especially TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), and Interleukins (IL): IL-1β, IL-8, 

IL-6 and some anti-inflammatory proteins such as IL-10, the latter of which is elevated 

precisely to limit the production of inflammatory molecules (TOZATTO et al., 2020). 

Although inflammation plays an important role in the pathophysiology of the disease, the 

inflammatory pathways involved in the complications are not yet fully understood. This 

chronic inflammatory state directly participates in several clinical conditions observed in 

patients (FRENETTE, 2002; ALAGBE, 2022). 

 According to the Ministry of Health, in the period from 2014 to 2020, the annual 

average of new cases of SCA in children was 1,087, with an incidence of 3.78 per 10,000 

live births. It is assumed that there are at least 100,000 patients with SCA in the country, 

and it is still considered a public health problem due to the high prevalence of morbidity 

and mortality in the population (SANTOS et al., 2021; MS, 2022). 

 The main pharmacological treatment for patients with SCA is Hydroxyurea (HU), 

also known as hydroxycarbamide, which is an antineoplastic drug and has an action in 

increasing the concentration of HbF in red blood cells, improving erythrocyte-

endothelium interaction and erythrocyte density (MILLER et al., 2010). In addition, HU 

significantly reduces the absolute number of neutrophils, monocytes, and reticulocytes in 

peripheral blood (CHARACHE et al., 1996; WARE et al., 2016). HU significantly 

reduces pro-inflammatory cytokines and inhibits the inflammatory process in tissues after 

reperfusion ischemia (LANARO et al., 2006; ZHU et al., 2015). 

 This study aimed to evaluate the effect of HU therapy on the expression of 

inflammatory cytokines, in addition to molecularly characterizing the promoter regions of 

the cytokines IL-1β, IL-6, IL-10, IL-18 and TNF-α in patients with and without HU 

treatment and in a healthy control group (blood donors), in an attempt to identify possible 

polymorphisms that are concomitantly correlated with HU and with the modification of 

the expression of inflammatory cytokines involved in the comorbidities of these patients. 



37  

MATERIALS AND METHODS 

 

Ethical statement 

 The samples used came from three studies submitted and approved by the Research 

Ethics Committee of the HEMOAM Foundation (CEP-HEMOAM), with the institution's 

consent, entitled “Potential Cellular and Soluble Biomarkers Associated with Different 

Haplotypes and Phenotypes of Sickle Cell Anemia” with opinion number: 1,864,640; 

“Inflammation Activation Markers of Sickle Cell Disease” with opinion number: 

2,478,469; and “Association of polymorphisms of endothelial nitric oxide synthase, 

endothelin-1, tgf beta and thrombospondin-1 in vascular risks in sickle cell disease” with 

opinion number: 2,790,764. 

 

Participants and samples 

 A total of 214 patients with SCA with and without HU treatment were included 

during outpatient care provided periodically at HEMOAM, and a healthy control group of 

240 blood donors invited at the time of screening. If they agreed to participate, both cases 

and controls signed the Informed Consent Form. All study participants underwent 

venipuncture to collect 5mL of peripheral blood in a tube containing EDTA 

(ethylenediaminetetraacetic acid) anticoagulant. After collection, the samples were stored 

at -80ºC to preserve cytokines in the Laboratory of Specialized Analysis in Hematology 

and Molecular Biology (LAEBM) at the School of Pharmaceutical Sciences at UFAM, 

for later DNA extraction and molecular analysis. 

 

DNA Extraction 

 To begin molecular analyses, genomic DNA was isolated from leukocytes from 

200μL of blood, using the direct method QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), according to 

the manufacturer's protocol. 

 

DNA Amplification 

 Amplifications of the promoter regions were performed using the polymerase 

chain reaction (PCR) technique with specific primers for each chosen cytokine (Chart 1).  

 Subsequently, the amplified products were purified using the ExoSAP-IT™ PCR 

Product Cleanup Reagent- thermofisher kit. 
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Chart 1. Description of the primers used to amplify the cytokine promoter regions. 

F: Forward     R: Reverse 

Cytokine assay 

Cytokines in both groups were assayed with xx mL of plasma using the Luminex 

technique (The Bioplex-Pro Human Cytokine 27-Plex Kit from Bio-Rad), following the 

manufacturer's protocol and recommendations. 

 

Genetic sequencing 

Genetic sequencing was performed using the SANGER method on an Applied 

Biosystems™ 3500 Automatic Sequencer using the BigDye 03 TM Kit (Terminator 

Sequencing Standard - Applied Biosystems). 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using the SPSS vs21 and Prism vs5 programs. 

P values <0.05 were considered significant. 

Cytokine Primer sequence Fragment size (bp) 

IL-1B 

D: 5′ - CAT CCA TgA gAT Tgg CTA g - 3′ 

R: 5′ - AgC ACC TAg TTg TAA ggA Ag - 3′ 

 

719 

IL-6 

D: 5′ - TgA ggC TAg CgC TAA gAA gC - 3′ 

R: 5′ - CTg ggA ggA TTC CCA Agg - 3′ 

 

546 

IL-8 
D: 5′ - AgT CCA CAg ACC ACA AAg CA- 3′ 

R: 5′ -TCg CAA TAT AAg TTT CTg ATg gCT T-3 
693 

IL-10 

D: 5` - ggT TTC CCg gCA CAg gAT T - 3` 

R: 5` - TTg ggA Agg ggA AgT Agg gAT - 3` 

 

987 

IL-18 

D: 5’ – CTT TgC TAT CAT TCC Agg AA - 3’ 

R: 5’ – Agg Agg gCA AAA TgC ACT gg - 3’ 

 

839 

TNF-α 

D: 5’ – TgA AAC CAg CAT TAT gAg T - 3` 

R: 5’ – AAC AAC TgC CTT TAT ATg TC - 3’ 

 

680 
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RESULTS 

 

A total of 214 patients (HbSS) and 240 healthy controls (blood donors) (HbAA) 

participated in the study. Females were the majority among patients (62.15%), while 

males were more prevalent among controls (74.17%). Brown race was predominant in 

both patient (69.16%) and blood donor (72.5%) groups. The mean age of patients was 

6.23   8.51, while that of donors was 32.2   13 years old. All study participants resided 

in the state of Amazonas, distributed between the capital and inland municipalities. Other 

demographic data are presented in Table 1. 

 

Table 1. Demographic data of the study population from HEMOAM.  

 

SD: Standard Deviation HU: Hydroxyurea BMI: Body Mass Index 

 

 

DEMOGRAPHIC DATA 
SCA PATIENTS 

(N=214) (%) 

CONTROLS 

(N=240) (%) 

Gender 

Male 81 (37.85) 178 (74.17) 

Female 133 (62.15) 62 (25.73) 

Ethnicity group 

Brown 148 (69.16) 174 (72.5) 

Black 9 (4.21) 21 (8.75) 

White 57 (26.63) 45 (18.75) 

Diagnostic Age (Years)  SD 

(HbSS) 
6.23 ± 8.51 --- 

Mean Age (Years)   SD 

Blood Donors 
--- 32.2 ± 13 

Weight (Kg)  SD 41.40  16.51 74.23  27.41 

Height  SD 153.75  22.89 169.91  26.58 

BMI  SD 18.63  3.78 27.06  5.64 

Years of Use  SD 4.89  2.32 --- 
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Table 2 shows all clinical events that occurred in patients during the study, with 

the most prevalent and characteristic comorbidity of the disease being VOCs (85.2%), 

followed by hospitalizations (64.2%), lower limb pain (55.6%) and abdominal pain 

(40%) respectively. Of the total of 214 patients, 56 had demographic, hematological and 

clinical data verified before and after treatment with hydroxyurea for at least 12 months. 

Regarding the hematological and biochemical data of the study population, as 

expected, there were numerous significant differences for both hematological and 

biochemical data, as well as markers for hemolysis, with the exception of urea and 

creatinine, as shown in Table 3. 
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Table 2. Frequency and Correlation of clinical events with and without Hydroxyurea 

Treatment in SCA patients from HEMOAM 

 

Clinical Events 
Frequency 

N=214 (%) 

Frequency  

N=56 (%) 
p-value 

Before  

HU 

HU 

Treatment 

VOC 182 (85.05) 78.57 19.64   <0.001 

Internations 132 (64.01) 71.43 50.0  <0.001 

Lower Limb Pain 119 (55.61) 57.14 39.28  <0.001 

Infections 91 (42.51) 39.28 37.5  0.871 

Abdominal Pain 86 (40.19) 32.14 26.78  <0.001 

Biliary Lithiasis 76 (35.51) 26.78 16.07  <0.001 

Cholecystectomy 55 (25.70) 25.0 19.64  0.156 

Upper Limb Pain 52 (24.29) 26.79 16.07  0.038 

Joint Pain 50 (23.36) 28.57 16.07  0.029 

SSC 45 (21.02) 28.57 14.28  <0.001 

Chest Pain 44 (20.56) 16.07  19.64  0.786 

Myalgia 41 (19.16) 37.50 21.42  <0.001 

Sore Throat 40 (18.69) 12.5 10.71  0.924 

Splenectomized 38 (17.76) 8.92 8.92 1000 

Bone Alterations 30 (14.01) 17.86 16.07  0.893 

Stroke 23 (10.75) 8.92 5.35  0.437 

MMU 17 (7.94) 7.14 3.57  0.728 

Cardiac Alterations 16 (7.48) 5.35 5.35 1000 

Priapism (Male) 5/81 (6.17) 5/56 (8.92) 3/56 (5.35)  0.592 

ATS 12 (5.61) 3.57  1.78 0.841 

Retinopathy 5 (2.34) --- --- --- 

Renal Failure 4 (1.87) 1.78  3.57 0.841 

 

VOC: Vaso-occlusive crises  SSC: Splenic Sequestration Crises 

MMU: Medial malleolus ulcer ATS: Acute Thoracic Syndrome  HU: Hydroxyurea 

Bold font indicates statistical significance 
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Table 3. Correlation of hematological and biochemical values data between patients with 

SCA and healthy controls from HEMOAM. 

 

Hematological and Biochemical 

Data 

SCA Patients 

(N=214) 

Healthy Controls 

(N=240) 
p-value 

Erythrogram 

RBC X10
6
/mm

3
 2.91  0.68 4.56  0.52 <0.001 

Hemoglobin g/dL 8.28  1.50 14.89  11.24 <0.001 

Hematocrit % 23.96  3.45 43.89  2.41 <0.001 

MCV (fL) 93.14  12.11 88.38  9.58 <0.001 

MCH (pg) 30.81  3.81 30.54  2.90 0.526 

MCHC (g/dL) 33.23  2.06 34.25  2.13 0.872 

Reticulocytes (%) 8.56  7.52 1.89  1.03 <0.001 

RDW (%) 21.87  1.99 13.58  2.40 <0.001 

WBC X 10
9
/L 8.69  4.29 6.59  3.89 0.004 

Absolute Platelet count. X 10
9
/L 417.4  159.8 389.9   89.51 0.035 

Lipid and Glucose Status 

Total cholesterol, mg/dL 126.21  25.53 154.53  35.66 <0.001 

HDL cholesterol mg/dL 41.58  8.87 56.25  13.12 <0.001 

Triglycerides mg/dL 116.48  58.12 125.41  32.36 0.010 

Glucose mg/dL 80.36  14.22 95.42  9.21 <0.038 

Hemolysis 

Total bilirubin mg/dL 4.78  2.41 0.78  0.23 <0.001 

Direct bilirubin mg/dL 0.95  1.26 0.59  0.19 <0.001 

Indirect bilirubin mg/dL 3.83  1.15 0.19  0.04 <0.001 

GGT, mcg/dL 108.87  59.21 38.56  0.18 <0.001 

Ferritin,  ng/mL 758.1  1154.9 219.57  24.58 <0.001 

LDH, U/L 601.1  35.7 182.25  65.89 <0.001 

Renal 

Urea mg/dL 21.38  11.48 25.20  7.89 0.351 

Creatinine mg/dL 1.05  2.58 0.99  0.89 0.759 

 

N: Individuals count  SCA: Sickle cell anemia  WBC: White blood cell count 

RBC: Red blood cell count MCV: Mean corpuscular volume  LDH: Lactate dehydrogenase 

MCHC: Mean corpuscular hemoglobin concentration RDW: Red blood cell distribution width  

GGT: gamma-glutamyl transferase  MCH: Mean corpuscular hemoglobin  

Two-way ANOVA test results 
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Figure 1 shows the cytokine levels among ACS patients and blood donors. As 

expected, there was a significant increase in cytokines in all patients in the study, with 

plasma concentrations approximately seven times higher, such as IL-6 in patients 

(P<0.001). 

 

 

Figure 1: Plasma concentrations of cytokines among SCA Patients and study controls.  

SCA: Sickle Cell Anemia   BD: Blood Donors 

 

Table 4 shows the correlation of the main genotypes found in the study between 

patients and donors, as well as between patients with and without HU use. Significantly 

higher frequencies for the wild genotypes c.-31CC (IL-1B), c.-251AA (IL-8) and c.-

607CC (IL-18) were found in blood donors when compared to patients. When these 

genotypes were associated between patients with and without HU use, only the wild 

genotype c.-251AA (IL-8) was significantly more frequent in those without HU use 

(p=0.004 – OR: 0.22 – CI: 0.07-0.66), presenting itself as a protective biomarker, since 

high serum concentrations of IL-8 have been observed in individuals with intense vaso-

occlusive crisis, an important clinical aspect of the pathogenesis of sickle cell anemia. 
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Table 4. Correlation of cytokines genotypes between SCD patients and healthy controls and between with and without Hydroxyurea treatment. 
GENE 

Polymorphism 

dbSNPs 

SCA Patients 

N=100 (%) 

Healthy Controls 

N=100 (%) 

p-value 

OR 

(IC) 

SCA Patient 

Hydroxyurea treatment 

p-value 

OR 

(IC) YES (70) NO (30) 

IL-1β 

c.-31 C>T 

rs1143627 

CC (68) CC (52) 0.030 

1.96 

(1.10-3.48) 

CC (48) CC (20) 0.852 

1.09 

(0.43-2.71) CT (20) + TT (12) CT (41) + TT (7) CT (14) + TT (8) CT (6) + TT (4) 

IL-1β 

c.-511 T>C 

rs16944 

TT (55) TT (45) 0.203 

1.49 

(0.86-1.64) 

TT (37) TT (16) 0.71 

0.84 

(0.35-2.03) TC (30) + CC (15) TC (35) + CC (20) TC (21) + CC (12) TC (9) + CC (3) 

IL-6 

c.-174 G>C 

rs1800795 

GG (69) GG (61) 0.299 

1.42 

(0.79-2.55) 

GG (45) GG (24) 0.119 

0.45 

(0.16-1.24) GC (27) + CC (4) GC (31) + CC (8) GC (21) + CC (4) GC (6) + CC (0) 

IL-6 

c.-572 G>C 

rs1800796 

GG (77) GG (72) 0.417 

1.30 

(0.69-2.46) 

GG (55) GG (22) 0.568 

1.33 

(0.49-3.58) GC (22) + CC (1) GC (24) + CC (4) GC (15) + CC (0) GC (7) + CC (1) 

IL-8 

c.-251 A>T 

rs4073 

AA (17) AA (31) 0.020 

0.45 

(0.23-0.89) 

AA (7) AA (10) 0.004 

0.22 

(0.07-0.66) AT (49) + TT (34) AT (48) + TT (21) AT (40) + TT (23) AT (9) + TT (11) 

IL-10 

c.-592 C>A 

rs1800872 

CC (44) CC (51) 0.396 

0.75 

(0.43-1.31) 

CC (30) CC (14) 0.725 

0.86 

(0.36-2.02) CA (50) + AA (6) CA (39) + AA (10) CA (38) + AA (2) CA (12) + AA (4) 

IL-10 

c.-819 C>T 

rs1800871 

CC (42) CC (38) 0.564 

1.18 

(0.67-2.08) 

CC (29) CC (13) 0.817 

0.92 

(0.39-2.19) CT (46) + TT (12) CT (44) + TT (18) CT (32) + TT (9) CT (14) + TT (3) 

IL-18 

c.-137 C>G 

rs187238 

CC (54) CC (48) 0.396 

1.27 

(0.73-2.21) 

CC (40) CC (14) 0.335 

1.52 

(0.64-3.59) CG (38) + GG (8) CG (46) + GG (6) CG (26) + GG (4) CG (12) + GG (4) 

IL-18 

c.-607 C>A 

rs1946518 

CC (25) CC (39) 0.034 

0.52 

(0.28-.95) 

CC (18) CC (7) 0.801 

1.13 

(0.42-3.09) CA (51) + AA (24) CA (40) + AA (21) CA (42) + AA (10) CA (9) + AA (14) 

TNF-a 

c.-308 G>A 

rs1800629 

GG (68) GG (74) 0.436 

0.75 

(0.41-1.38) 

GG (51) GG (17) 0.112 

2.05 

(0.84-5.01) GA (28) + AA (4) GA (23) + AA (3) GA (17) + AA (2) GA (11) + AA (2) 
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The Figure 2 shows the plasma concentrations of cytokines among the genotypes 

that presented significant associations for patients and controls in the study. For the 

cytokine IL-1B, the mutant genotype c-31TT presented significantly higher 

concentrations regardless of whether they were patients or controls. The mutant 

genotype c.-607AA (IL-18) presented elevated concentrations in both groups, but 

significantly elevated only in patients. The mutant genotype c.-251TT (IL-8) presented 

significantly decreased concentrations in both study groups. 
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DISCUSSION 

 

The variant hemoglobins “S”, “C” and “D” are the most prevalent in the world. In 

Brazil, it is estimated that there are approximately two million carriers of HbS alone, with 

approximately 50 thousand carriers of the homozygous HbSS genotype (MS, 2021). Brazil 

has high panmixia and a large degree of ethnic mixtures, in addition to mainly European, 

African and Amerindian roots, a factor that has resulted in the enormous heterogeneity of 

these data (JULIÃO, 2019). Currently, it is assumed that in Brazil, one in six newborns have 

variant structural hemoglobins (POMPEO et al., 2022). Our results demonstrated that females 

were more prevalent in patients with AF, corroborating regional studies and studies from 

other Brazilian states (XEREZ et al., 2023; SILVA et al., 2021). 

These studies highlight the higher prevalence of AF in women, a factor that, according 

to SOUSA et al. (2021), can be justified due to men's low adherence to health services and 

adequacy to treatment, or even according to NASCIMENTO et al. (2023), in a study carried 

out in the city of São Paulo-Brazil only in male patients, it highlighted several reasons why 

men may neglect treatment, such as the fact that they are still family providers, need to keep 

their jobs and, due to the complexity of the disease, they constantly need to be monitored by 

health professionals, being absent from their work activities. Another factor that may 

influence this is the social stigmas that are still imposed by society regarding strength, virility 

and invulnerability, and with the fluctuations Due to the general well-being of these patients, 

many end up giving up because they know they will always be sick, often ignoring the 

symptoms. 

As expected, among blood donors, the male gender was the most prevalent. Several 

studies in the national literature, such as the National Health Surveillance Agency (Anvisa), 

demonstrate in all Annual Bulletins that men represent between (56% and 78%) of all 

donations in National Blood Centers (ANVISA, 2022). DELATORRE et al., (2021) in their 

study in the state of São Paulo-Brazil showed that (52.8%) of blood donors were male. 

Studies carried out in other countries also found similar results, such as LI et al., (2021) who 

stated in their study in Nanjing-China that the majority of donors were men (53.9%). 

VHANDA et al., (2021) in a study carried out in Zimbabwe-Africa identified that the male 

gender was predominant among donors (57%). However, in a systematic review study carried 

out by MARTÍN SANTANA & MELIÁN ALZOLA (2022) in Spain indicated a higher 

prevalence of the female gender (52.8%). 

Regarding race, in our study the most prevalent was the brown race (69.16%). It is 
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worth noting that the race of the research participants was self-declared. The results of 

NASCIMENTO et al., (2022) in patients from Rio de Janeiro-Brazil corroborated our results, 

which found that the brown race was present in (78.73%) of the cases, unlike a study 

published by ILERHUNMWUWA, (2023) in the United States, which demonstrated that the 

majority of patients were black (93.4%). Our results on the diagnostic age in patients with AF 

clearly demonstrate an agre

years old. A study by KAPONDA et al., (2024) in the Democratic Republic of the Congo-

Africa, carried out with 818 patients with AF, identified that the average of patients between 5 

and 15 years old was the majority in the study, as well as FALEIROS et al., 2023, which 

showed in their study carried out in Minas Gerais-Brazil that the average diagnosis was 6.5 

years old. 

The average age of blood donors in our study (32.2 ± 13.0 years) corroborates several 

other national studies (MARIANO et al., 2013; CONCEIÇÃO et al., 2016; LOCKS et al., 

2019). In Brazil, the average age of blood donors is over 29 years old, with the majority 

(66.7%) (ANVISA, 2022). An age close to that of our study has also been described in several 

other studies worldwide (GREINACHER et al., 2010; KASRAIAN & TAVASSOLI, 2010; 

LI et al., 2021; MOHAMUD et al., 2022). 

The use of hydroxyurea began in Brazil in the 1980s and is currently recommended 

and regulated by the Ministry of Health from 9 months of age. It is a widely used drug and is 

the standard treatment to prevent VOCs and other symptoms in SCA. When administered 

early, before 2 years of age, it can prevent long-term impairment related to the progression of 

the disease (BANDEIRA et al., 2004; MS, 2024). The mean age at which HU was initiated in 

our study patients was 4.89 ± 2.32 years, corroborating several other national and 

international studies (YAWN et al., 2014; DOS SANTOS NERES et al., 2023; PANDEY et 

al., 2023; KHARGEKAR. et al., 2024). Patients with SCA present a heterogeneous clinical 

picture with a wide variety of symptoms, including occlusive crises and intense hemolysis 

(KATO, 2018; HADDAD et al., 2024; TSUKAHARA) et al., 2024. Our results corroborate 

other studies confirming VOCs as the main clinical symptoms present in patients in all age 

groups (KAPONDA et al., 2024). Abdominal pain crises were also highlighted in our study in 

(40%) of the patients, corroborating ARLET et al. (2021), who demonstrated that CVOs can 

easily be confused with several other symptoms of digestive disorders. 

The hematological data demonstrated in our study are quite variable in comparison 

with several other studies, justified by the heterogeneous hemolysis present in the disease. 

The reduction in red blood cell, hemoglobin, hematocrit values, and an increase in the number 
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of reticulocytes, leukocytes, and RDW were quite significant. ADANHO et al. (2022) 

demonstrated similarity in the hematological and biochemical profile of patients in a study 

carried out in Bahia, showing a significant reduction in hemoglobin and hematocrit, an 

increase in the leukocyte count, reticulocytes, RDW, and indirect bilirubin. JUNIOR et al., 

(2020) showed a decrease in red blood cell, hemoglobin and hematocrit levels mainly in those 

who presented VOCs, with an increase in the total number of leukocytes compared to other 

patients in a state without VOCs. 

Some studies describe markers for the severity of the disease such as leukocytosis, 

reticulocytosis, thrombocytosis and low concentration of red blood cells, as they indicate 

severe anemia in these patients (LALANNE-MISTRIH et al., 2018; VEIL et al., 2019). 

GARCIA et al., (2020) demonstrated patients with AF in a steady state, in crisis and healthy 

controls with HbAA, with results similar to those of our study, evidencing the hemolysis 

present in patients regardless of the state of the disease. The pathophysiology of SCA, 

characterized mainly by the activation of sickle red blood cells, elevation of reticulocytes, 

leukocytes, platelets and endothelial cells, is also characterized by the expression of several 

inflammatory molecules (DOMINGOS et al., 2020; FEUGRAY et al., 2024; LABARQUE & 

OKOCHA, 2024). As expected, we observed elevated levels of all cytokines in our study in 

patients, clearly justified by the constant inflammatory clinical manifestations in these 

patients, corroborating several other studies involving correlations with healthy donors and 

patients with SCA (APPIAH et al., 2024; KHURANA et al., 2024; LI et al., 2024). Although 

the polymorphisms found in our study have already been previously described in other studies 

involving patients with SCA, the correlations of genotypes in patients with and without HU 

use are described for the first time. The significantly higher prevalence of wild-type c.-31CC, 

c.-251AA, and c.-607CC genotypes found in both groups demonstrates that these SNPs are 

independent of the disease, exerting different expressions, and increasing mainly in 

inflammatory diseases. The wild-type c.-251AA (IL-8) genotype, significantly more prevalent 

in those without HU use (p=0.004 – OR: 0.22 – CI: 0.07-0.66), was shown to be a protective 

biomarker in individuals with intense vaso-occlusive crises, an important clinical aspect of the 

pathogenesis of sickle cell anemia. JUNIOR et al. (2020) evaluated the clinical impact of 

cytokines on the course of the disease, demonstrating high concentrations of IL-8 in patients 

with mild crises, corroborating our results. 

Interleukin IL-1β is a potent pro-inflammatory cytokine crucial for host defense 

responses to infections and injuries. Some studies involving patients with AF have reported 

elevated plasma levels, influencing the progression of the disease and elevation of the 
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exacerbated inflammatory state. In addition, other studies have associated IL-1B with the 

phenomena of vasocclusion, cell adhesion, signaling and coagulation (PATHARE et al., 2003; 

ELLIOT et al., 2007; AFIFIF et al., 2019; VATs et al., 2020; XEREZ ALBUQUERQUE et 

al., 2023). 

Interleukin IL-18 is a cytokine associated with severe inflammatory events, including 

severe symptoms such as sepsis (CERQUEIRA et al., 2011; DUARTE et al., 2016GUPTA et 

al., 2021). The finding in our study of a higher prevalence and high levels of IL-18 in the c-

607AA mutant genotype in patients with AF corroborates several studies that favor the 

severity of the disease, which enables this SNP as an important inflammatory biomarker of 

risk in these patients, involving mainly cardiac comorbidities with a high mortality rate 

(ZHABYEYEV et al., 2021). 
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CONCLUSION 

 

          Mixed ethnicity was predominant in both groups; SCA patients (69.16%) and blood 

donors (72.5%), the most prevalent events in SCA patients were VOCs (85.2%), followed by 

hospitalizations (64.2%). 

          All cytokines were elevated in the SCA patients, with plasma concentrations 

approximately seven times higher than in controls.  

          Significantly higher frequencies for the wild-type genotypes c.-31CC (IL-1B), c.-

251AA (IL-8) and c.-607CC (IL-18) were found in blood donors when compared to patients. 

The wild-type genotype c.-251AA (IL-8) was significantly more frequent in sickle cell 

patients without HU treatment. 

         The c-31TT (IL-1B) mutant genotype showed significantly higher plasma 

concentrations, while the c.-251TT (IL-8) mutant genotype showed significantly lower 

plasma concentrations, regardless if SCA patient or control, the c.-607AA (IL-18) mutant 

genotype showed significantly higher concentrations in SCA patients. 
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PERSPECTIVAS 

 

Nossos resultados demonstram novas abordagens na AF, envolvendo associações 

entre polimorfimos genéticos em citocinas que exercem importância na modelação das 

principais clínicas observadas na doença.  

Desta forma, acreditamos que nosso estudo seja essencial para obter maior 

conhecimento da AF, diferenciar biomarcadores de predisposição às crises vaso-

oclusivas, e também conhecer os possíveis polimorfismos em genes inflamatórios que 

possam modificar sua morbidade e mortalidade, gerando melhor qualidade de vida para 

os pacientes. 

Entendemos ainda que, este estudo possui relevância por buscar demonstrar que 

polimorfismos concomitantemente com o tratamento com a HU interfiram na maior ou 

menor expressão de citocinas inflamatórias na AF, modificando sua clínica e 

influenciando em um melhor acompanhamento e tratamento para pacientes. 
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CONSENTIMENTO PÓS-INFORMACIONAL TERMO DE CONSENTIMENTO 

LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Você está sendo convidado para participar da pesquisa “ASSOCIAÇÃO DOS 

POLIMORFISMOS DO ÓXIDO NÍTRICO ENDOTELIAL SINTETASE, 

ENDOTELINA-1, TGF BETA E TROMBOSPONDINA-1 EM RISCOS VASCULARES 

NA DOENÇA FALCIFORME” 

 

Estamos realizando uma pesquisa para conhecermos melhor a prevalência das anemias 

conhecidas como hemoglobinopatias. O objetivo deste estudo é fornecer o diagnóstico desta 

anemia, bem com as suas características clínicas, melhorando o acompanhamento médico aos 

portadores e proporcionando uma melhor qualidade de vida aos mesmos. 

É de grande importância que você entenda os princípios gerais que se seguem e que serão 

aplicados a todos os participantes do nosso estudo: 

 

A) Sua participação é totalmente voluntária; 

B) Você poderá interromper sua participação antes ou em qualquer momento do estudo. 

Sua recusa em participar não envolverá punições ou perda de seus direitos constituídos; 

C) Depois de lidas as explicações, você pode fazer qualquer pergunta necessária ao seu 

entendimento. 

 

EXPLICAÇÃO BREVE SOBRE O PROJETO 

Se você quiser participar, será colhida uma amostra de sangue da veia do braço (mais ou 

menos uma colher de chá) com seringa e agulha. Durante a coleta de sangue você poderá 

sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas no local da picada após a coleta. Para 

amenizar estes possíveis desconfortos a coleta de sangue será realizada por pessoal bastante 

treinado. 

As amostras de sangue serão utilizadas para a realização de um exame para diagnosticar 

anemia e você terá acesso total aos resultados, sendo estes enviados para o seu endereço 

pelos correios. O tempo previsto para a realização do nosso estudo será de aproximadamente 

dois (02) anos. Se o resultado for positivo, talvez seja necessária uma nova coleta de sangue 

para confirmar o resultado. Se o seu exame for confirmado como positivo você será orientado 

e convidado para o acompanhamento pelo sistema de saúde local. 
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Polegar Direito ou 

Rubrica 

Rubricas 

 

BENEFÍCIOS 

Até o momento não existe tratamento para a anemia genética. Um benefício de sua participação 

neste estudo é a contribuição para o conhecimento científico na área da saúde. Além disso, 

você poderá se beneficiar do diagnóstico, do aconselhamento e orientação sobre a anemia 

mesmo não sendo portador, ou seja, se for negativo para anemia. Devido a isso, o 

aconselhamento genético para você e as demais pessoas será de muita importância para um 

melhor acompanhamento e tratamento, uma vez que possibilitará a realização do 

acompanhamento clínico, laboratorial e aconselhamento genético adequado. 
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COMPROMISSO COM A CONFIDENCIALIDADE DA IDENTIDADE DO 

VOLUNTÁRIO 

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. Os registros da sua participação no 

estudo serão mantidos confidencialmente, sendo do conhecimento dos participantes do projeto 

e do médico que o acompanha. 

 

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS 

O material coletado (amostra de sangue) será armazenado por até 10 anos somente se o Sr(a) 

autorizar. Sua amostra poderá ser utilizada em estudos posteriores desde que autorizado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas ou, caso necessário, a 

Comissão Nacional de Ética em Pesquisa e pelo responsável por esta pesquisa atual. 

Por isso, pedimos que o Sr(a). se manifeste abaixo sobre o armazenamento e uso da sua 

amostra de sangue em estudos posteriores. 

 

( ) Não, a minha amostra não deverá ser armazenada. 

( ) Sim, concordo que a minha amostra seja armazenada e utilizada em estudos posteriores. Se 

concordar com o armazenamento da amostra de sangue, pedimos que se manifeste abaixo 

sobre a necessidade de ser consultado para cada nova pesquisa com a sua amostra e seus 

dados: 

( ) Não quero ser consultado, mesmo sabendo que assim não terei os possíveis benefícios dos 

resultados do novo projeto de pesquisa. 

( ) Sim, exijo ser consultado para autorizar o uso de minha amostra no novo projeto de 

pesquisa. 

 

Também em caso de concordar com o armazenamento da sua amostra de sangue, e não exigir 

ser consultado em estudos posteriores, é possível ainda que sua identidade seja desvinculada 

dos seus dados e da amostra de sangue, sendo substituídos por códigos, o que aumentaria a 

segurança de seu anonimato. Porém, a decisão de desvincular a sua identidade da amostra 

significa que em todos os estudos posteriores onde a sua amostra será utilizada não será 

possível relacionar os resultados à sua pessoa e assim o Sr.(a) não teria os possíveis benefícios 
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dos resultados do novo projeto de pesquisa. Assim, pedimos que se manifeste sobre a 

desvinculação de sua identidade da amostra de sangue e dados: 

 

( ) Não, a minha identidade não pode ser desvinculada da amostra e dados 

( ) Sim, concordo que minha identidade seja desvinculada da amostra e dados, mesmo 

sabendo que assim não terei os possíveis benefícios dos resultados do novo projeto de 

pesquisa. 

 

O pesquisador responsável por este estudo, Prof. Dr. JOSÉ PEREIRA DE MOURA 

NETO, está à sua disposição e com ele você pode esclarecer qualquer dúvida que surja sobre 

o referido estudo, mantendo contato pessoal, na Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade Federal do Amazonas, MiniCampus UFAM, COROADO (92)3305-5000. Você 

também pode entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Hospitalar 

de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, Av. Constantino Nery, 4397, Chapada, Fone: 

3655-0100, CEP: 69050-002. Manaus-AM. Você receberá uma cópia deste TCLE, que será 

assinada pela pesquisadora e pelo Sr(a) em todas as páginas. 
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Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso você necessite de maiores 

esclarecimentos. 

Dr. José Pereira de Moura neto - Coordenador do projeto - Laboratório de Análises 

Especializadas em Biologia Molecular - Contato: (92) 3305-000 – (92) 8187-0920 

Dra. Cinthia Xerez de Albuquerque – Médica Hematologista / Gerente Médica do 

departamento de Atendimento ao paciente da HEMOAM – Contato: (92) 3655-0209 

 

Caso você não tenha entendido alguma parte deste documento/explicação, pergunte ao 

investigador antes de assinar. 

 

Eu    

 aceito participar da pesquisa “ASSOCIAÇÃO DOS POLIMORFISMOS DO 

ÓXIDO NÍTRICO ENDOTELIAL SINTETASE,   ENDOTELINA-1,   TGF   BETA   E   

TROMBOSPONDINA-1   EM   RISCOS 

VASCULARES NA ANEMIA FALCIFORME”. Entendi as coisas ruins e as coisas boas 

que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer 

momento, posso dizer “não” e desistir que ninguém vai ficar furioso. Os pesquisadores 

tiraram minhas dúvidas e conversaram com os meus responsáveis. 

  

Li este termo de assentimento e concordo em participar da pesquisa Assinei duas vias, uma 

que vai ficar comigo e outra que será guardada pelo pesquisador. 

 

 

 

Local, Data (dia/mês/ano) 

 

 

Assinatura do participante do Estudo 
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                                  Assinatura do pesquisador(a) 

 

 

Impressão Datiloscópica: 

 

 

 

 

Nome do Coordenador da pesquisa: José Pereira de Moura Neto 

 

 

 

 

Assinatura do Coordenador da pesquisa 
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CONSENTIMENTO PÓS-INFORMACIONAL TERMO DE CONSENTIMENTO 

LIVRE E ESCLARECIDO 

RESPONSÁVEL PELO MENOR DE IDADE 

 

Você está sendo convidado para autorizar a participação como responsável legal do menor de 

idade na pesquisa “ASSOCIAÇÃO DOS POLIMORFISMOS DO ÓXIDO NÍTRICO 

ENDOTELIAL SINTETASE, ENDOTELINA-1, TGF BETA E TROMBOSPONDINA-

1 EM RISCOS VASCULARES NA ANEMIA FALCIFORME” 

 

Estamos realizando uma pesquisa para conhecermos melhor a prevalência das anemias 

conhecidas como hemoglobinopatias. O objetivo deste estudo é fornecer o diagnóstico desta 

anemia, bem com as suas características clínicas, melhorando o acompanhamento médico aos 

portadores e proporcionando uma melhor qualidade de vida aos mesmos. 

É de grande importância que você entenda os princípios gerais que se seguem e que serão 

aplicados a todos os participantes do nosso estudo: 

 

A) A participação do menor é totalmente voluntária; 

B) Você poderá interromper a participação do menor antes ou em qualquer momento do 

estudo. Sua recusa da participação do menor não envolverá qualquer prejuízo para o 

atendimento do menor no serviço caso não aceite a participação do menor; 

C) Depois de lidas as explicações, você pode fazer qualquer pergunta necessária ao seu 

entendimento. 

 

EXPLICAÇÃO BREVE SOBRE O PROJETO 

Se você autorizar a participação do menor, será colhida uma amostra de sangue da veia do 

braço (mais ou menos uma colher de chá) com seringa e agulha. Durante a coleta de sangue o 

menor poderá sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas no local da picada após a 

coleta. Para amenizar estes possíveis desconfortos a coleta de sangue será realizada por 

pessoal bastante treinado. 

Todas as amostras de sangue que forem utilizadas neste projeto, você terá acesso total aos 

resultados, sendo estes enviados para o seu endereço pelos correios ou entregues 
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pessoalmente pelo pesquisador deste projeto. 

Também serão anexados ao projeto sem necessidade de nova entrevista, dados da sua 

clínica obtidos do seu prontuário médico, bem como dados hematológicos e bioquímicos de 

possíveis recoletas de sangue que realizará caso seja acompanhado por médico do hospital ou 

de posto de saúde. Reitero que os dados hematológicos e bioquímicos posteriores para cada 

momento de seu retorno, não será necessário recoletar seu sangue, uma vez que pegaremos os 

dados que constarão no prontuário médico. 

 

BENEFÍCIOS 

Até o momento não existe tratamento para a anemia genética. Um benefício de sua 

participação neste estudo é a contribuição para o conhecimento científico na área da saúde. 

Além disso, você poderá se beneficiar do diagnóstico, do aconselhamento e orientação sobre a 

anemia mesmo não sendo portador, ou seja, se for negativo para anemia. Devido a isso, o 

aconselhamento genético para você e as demais pessoas será de muita importância para um 

melhor acompanhamento e tratamento, uma vez que possibilitará a realização do 

acompanhamento clínico, laboratorial e aconselhamento genético adequado. 
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COMPROMISSO COM A CONFIDENCIALIDADE DA IDENTIDADE DO 

VOLUNTÁRIO 

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. Os registros da sua participação no 

estudo serão mantidos confidencialmente, sendo do conhecimento dos participantes do projeto 

e do médico que o acompanha. 

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS 

O material coletado (amostra de sangue) será armazenado por até 10 anos somente se você e 

seu responsável legal autorizar. Sua amostra poderá ser utilizado em estudos posteriores desde 

que autorizado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas ou, 

caso necessário, a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa e pelo responsável por esta 

pesquisa atual. 

Por isso, pedimos que o Sr(a). se manifeste abaixo sobre o armazenamento e uso da amostra 

de sangue do menor em estudos posteriores. 

 

( ) Não, a amostra não deverá ser armazenada. 

( ) Sim, concordo que a amostra seja armazenada e utilizada em estudos posteriores. Se 

concordar com o armazenamento da amostra de sangue, pedimos que se manifeste abaixo 

sobre a necessidade de ser consultado para cada nova pesquisa com a sua amostra e seus 

dados: 

( ) Não quero ser consultado, mesmo sabendo que o menor não terá os possíveis benefícios 

dos resultados do novo projeto de pesquisa. 

( ) Sim, exijo ser consultado para autorizar o uso da amostra no novo projeto de pesquisa. 

Também em caso de concordar com o armazenamento da amostra de sangue, e não exigir 

ser consultado em estudos posteriores, é possível ainda que sua identidade e a do menor seja 

desvinculada dos seus dados e da amostra de sangue, sendo substituídos por códigos, o que 

aumentaria a segurança de seu anonimato. Porém, a decisão de desvincular a identidade da 

amostra significa que em todos os estudos posteriores onde a amostra será utilizada não 

será possível relacionar os resultados à sua pessoa e assim o Sr.(a) como representante legal 

do menor não teria os possíveis benefícios dos resultados do novo projeto de pesquisa. 
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Assim, pedimos que se manifeste sobre a desvinculação da identidade da amostra do 

menor e dados: ( ) Não, a identidade do menor não pode ser desvinculada da amostra e dados 

( ) Sim, concordo que identidade do menor seja desvinculada da amostra e dados, mesmo 

sabendo que assim não terei os possíveis benefícios dos resultados do novo projeto de 

pesquisa. 

 

O pesquisador responsável por este estudo, Prof. Dr. JOSÉ PEREIRA DE MOURA 

NETO, está à sua disposição e com ele você pode esclarecer qualquer dúvida que surja sobre 

o referido estudo, mantendo contato pessoal, na Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade Federal do Amazonas, MiniCampus UFAM, COROADO (92)3305-5000. Você 

também pode entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Hospitalar 

de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, Av. Constantino Nery, 4397, Chapada, Fone: 

3655-0100, CEP: 69050-002. Manaus-AM. Você receberá uma cópia deste TCLE, que será 

assinada pela pesquisadora e pelo Sr(a) em todas as páginas. 
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Se você ou seus pais tiverem alguma dúvida é só nos procurar pelos seguintes telefones: 

 

Dr. José Pereira de Moura neto - Coordenador do projeto - Laboratório de Análises 

Especializadas em Biologia Molecular - Contato: (92) 3305-000 – (92) 8187-0920 

Dra. Cinthia Xerez de Albuquerque – Médica Hematologista e Pediatra da HEMOAM – 

Contato: (92) 3655-0209 

 

Caso você não tenha entendido alguma parte deste documento/explicação, pergunte ao investigador 

antes de assinar. 

 

           Eu, como representante legal do menor  

aceito a participação na pesquisa “ASSOCIAÇÃO DOS POLIMORFISMOS DO ÓXIDO 

NÍTRICO ENDOTELIAL SINTETASE, ENDOTELINA-1, TGF BETA E 

TROMBOSPONDINA-1 EM 

RISCOS VASCULARES NA ANEMIA FALCIFORME”.Entendi as coisas ruins e as 

coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a 

qualquer momento, posso dizer “não” e desistir que ninguém vai ficar furioso. Os 

pesquisadores tiraram minhas dúvidas e conversaram com os meus responsáveis. 

          Li este termo de assentimento e concordo em participar da pesquisa Assinei duas vias, uma 

que vai ficar comigo e outra que será guardada pelo pesquisador. 

 

 

 

 

        Local, Data (dia/mês/ano) 

 

 

Assinatura do participante do Estudo 
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Assinatura do pesquisador(a) 

 

 

 

 

Impressão Datiloscópica: 

 

 

 

 

Nome do Coordenador da pesquisa: José Pereira de Moura Neto 

 

 

 

Assinatura do Coordenador da pesquisa: 
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CONSENTIMENTO PÓS-INFORMACIONAL TERMO DE ASSENTIMENTO 

MENOR DE IDADE 

 

Você está sendo convidado para participar da pesquisa “ASSOCIAÇÃO DOS 

POLIMORFISMOS DO ÓXIDO NÍTRICO ENDOTELIAL SINTETASE, 

ENDOTELINA-1, TGF BETA E TROMBOSPONDINA-1 EM RISCOS VASCULARES 

NA DOENÇA FALCIFORME” 

 

Primeiramente gostaria de esclarecer que seus pais foram consultados e receberam explicação 

do projeto e autorizaram explicar o estudo também a você. 

 

EXPLICAÇÃO BREVE SOBRE O PROJETO 

 

As crianças que irão participar dessa pesquisa têm entre 2 a 17 anos de idade. Você não 

precisa participar da pesquisa se não quiser, é um direito seu, não terá nenhum problema se 

desistir. Se você quiser participar, será colhida uma amostra de sangue da veia do braço (mais 

ou menos uma colher de chá) com seringa e agulha. 

O objetivo deste estudo é fornecer o diagnóstico de anemia, bem como as suas características 

clínicas e sociais, melhorando o acompanhamento médico aos que a possuem, e 

proporcionando uma melhor qualidade de vida aos mesmos. 

Durante a coleta de sangue você poderá sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas 

no local da picada após a coleta. Para amenizar estes possíveis desconfortos a coleta de sangue 

será realizada por pessoal bastante treinado. 

As amostras de sangue serão utilizadas para a realização de um exame para diagnosticar 

anemia e você terá acesso total aos resultados, sendo estes enviados para o seu endereço pelos 

correios. Caso o resultado for positivo, talvez seja, necessário uma nova coleta de sangue para 

confirmar o resultado. 

O sangue será coletado através da utilização de materiais novos, estéreis e descartáveis, por 

pessoal habilitado e especializado. As amostras para análise molecular serão retiradas das 

mesmas amostras coletadas para o diagnóstico, sem a necessidade de coletas extras. O 

resultado do exame será informado aos seus pais tão logo esteja disponível. Também serão 

anexados ao projeto sem necessidade de nova entrevista, dados da sua clínica obtidos do seu 
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prontuário médico, também conhecida como ficha médica. Além destes dados, também 

pegaremos os dados de exame de sangue, conhecido como dados hematológicos e 

bioquímicos de possíveis novas coletas que realizará caso seja acompanhado por médico do 

hospital ou de posto de saúde. Confirmo que os dados hematológicos e bioquímicos 

posteriores para cada momento de seu retorno, não será necessário coletar novamente seu 

sangue, uma vez que pegaremos os dados que constarão no prontuário médico 

Todavia, há coisas boas que podem acontecer se você participar da pesquisa. Caso permita a 

coleta e sua participação, um grande benefício é a contribuição para o conhecimento científico 

sobre anemias na área da saúde. Você poderá se beneficiar do diagnóstico, do aconselhamento 

e orientação sobre a doença anemia, mesmo não sendo positivo para anemia. 

 

 

Ninguém saberá que você está participando da pesquisa, não falaremos a outras pessoas, nem 

daremos a estranhos as informações que você nos der. 
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BENEFÍCIOS 

 

Até o momento não existe tratamento para a anemia genética. Um benefício de sua 

participação neste estudo é a contribuição para o conhecimento científico na área da saúde. 

Além disso, você poderá se beneficiar do diagnóstico, do aconselhamento e orientação sobre a 

anemia mesmo não sendo portador, ou seja, se for negativo para anemia. Devido a isso, o 

aconselhamento genético para você e as demais pessoas será de muita importância para um 

melhor acompanhamento e tratamento, uma vez que possibilitará a realização do 

acompanhamento clínico, laboratorial e aconselhamento genético adequado. 

 

COMPROMISSO COM A CONFIDENCIALIDADE DA IDENTIDADE DO 

VOLUNTÁRIO 

 

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. Os registros da sua participação no 

estudo serão mantidos confidencialmente, sendo do conhecimento dos participantes do projeto 

e do médico que o acompanha. 

 

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS 

 

O material coletado (amostra de sangue) será armazenado por até 10 anos somente se você 

autorizar. Sua amostra poderá ser utilizada em estudos posteriores desde que autorizado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Hospitalar de Hematologia e hemoterapia do 

Amazonas ou, caso necessário, a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa e pelo responsável 

por esta pesquisa atual. 

 

Por isso, pedimos que você se manifeste abaixo sobre o armazenamento e uso da sua amostra 

de sangue em estudos posteriores. 

 

( ) Não, a minha amostra não deverá ser armazenada. 

( ) Sim, concordo que a minha amostra seja armazenada e utilizada em estudos posteriores. Se 

concordar com o armazenamento da amostra de sangue, pedimos que se manifeste abaixo 
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sobre a necessidade de ser consultado para cada nova pesquisa com a sua amostra e seus 

dados: 

( ) Não quero ser consultado, mesmo sabendo que assim não terei os possíveis benefícios dos 

resultados do novo projeto de pesquisa. 

( ) Sim, exijo ser consultado para autorizar o uso de minha amostra no novo projeto de 

pesquisa. 

 

Também em caso de concordar com o armazenamento da sua amostra de sangue, e não exigir 

ser consultado em estudos posteriores, é possível ainda que sua identidade seja desvinculada 

dos seus dados e da amostra de sangue, sendo substituídos por códigos, o que aumentaria a 

segurança de seu anonimato. Porém, a decisão de desvincular a sua identidade da amostra 

significa que em todos os estudos posteriores onde a sua amostra será utilizada não será 

possível relacionar os resultados à sua pessoa e assim você não teria os possíveis benefícios 

dos resultados do novo projeto de pesquisa. 

 

Assim, pedimos que se manifeste sobre a desvinculação de sua identidade da amostra de 

sangue e dados: 

( ) Não, a minha identidade não pode ser desvinculada da amostra e dados 

( ) Sim, concordo que minha identidade seja desvinculada da amostra e dados, mesmo 

sabendo que assim não terei os possívis benefícios dos resultados do novo projeto de 

pesquisa.  

O pesquisador responsável por este estudo, Prof. Dr. JOSÉ PEREIRA DE MOURA 

NETO, está à sua disposição e com ele você pode esclarecer qualquer dúvida que surja sobre 

o referido estudo, mantendo contato pessoal, na Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade Federal do Amazonas, MiniCampus UFAM, COROADO (92)3305-5000.
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Você também pode entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, Av. Constantino Nery, 4397, 

Chapada, Fone: 3655-0100, CEP: 69050-002. Manaus-AM. Você receberá uma cópia deste 

TCLE, que será assinada pela pesquisadora e pelo Sr(a) em todas as páginas. 

Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso você necessite de maiores 

esclarecimentos. 

 

Dr. José Pereira de Mouro Neto - Coordenador do projeto - Laboratório de Análises 

Especializadas em Biologia Molecular – Rua Alexandre Amorim N: 330 - Bairro Aparecida - 

Manaus/AM - Contato: (92) 3305-000 – (92) 98187-0920. 

Dra. Cinthia Xerez de Albuquerque – Médica Hematologista e Pediatra da HEMOAM – 

Contato: (92) 3655-0209 –(92) 98249-1113. 

Caso você não tenha entendido alguma parte deste documento/explicação, pergunte ao 

investigador antes de assinar. 

Eu,      aceito a participação

 na pesquisa 

“ASSOCIAÇÃO DOS POLIMORFISMOS DO ÓXIDO NÍTRICO ENDOTELIAL 

SINTETASE,   ENDOTELINA-1,   TGF   BETA   E   TROMBOSPONDINA-1   EM   

RISCOS 

VASCULARES NA DOENÇA FALCIFORME”. Entendi as coisas ruins e as coisas boas 

que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e autorizar a participação do menor, mas 

que, a qualquer momento, posso dizer “não” e desvincular minha participação que ninguém 

vai ficar furioso. Os pesquisadores tiraram minhas dúvidas e conversaram com os meus 

responsáveis. 

Li este termo de assentimento e concordo em participar da pesquisa assinei duas vias, uma 

que vai ficar comigo e outra que será guardada pelo pesquisador. 

 

Local, Data (dia/mês/ano) 

 

 

Assinatura do participante do Estudo 
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Assinatura do pesquisador(a) 

 

 

            Impressão Datiloscópica: 

 

 

 

Nome do Coordenador da pesquisa: José Pereira de Moura Neto 

 

 

 

Assinatura do Coordenador da pesquisa 
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