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HISTÓRICO 

 

 

 O trabalho, aqui apresentado na forma de Tese, para obtenção do título de Doutor 

em Biociências, Área de Concentração em Genética e Biologia Evolutiva, é resultado da 

pesquisa desenvolvida no Laboratório de Hemoglobinas e Genética das Doenças 

Hematológicas, sob orientação da Profa. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos, com 

coorientação do Prof. Dr. Ricardo Luiz Dantas Machado. O estudo teve ainda a 

colaboração da Médica hematologista, Clarisse Lopes de Castro Lobo, do Instituto de 

Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti- Hemorio, e de profissionais da saúde do 

Instituto Evando Chagas SVS/MS. 

 A investigação do processo de hemólise em doenças com etiologias hemolíticas 

distintas, surgiu em meio a resultados observados pelo nosso grupo de pesquisa, aliado a 

colaboradores e dados da literatura.  Ao passo que nossas pesquisas mostravam que a 

heterogeneidade e complexidade fenotípica entre os indivíduos com anemia falciforme 

(AF), estavam associadas a diferentes perfis hemolíticos, que por sua vez eram 

influenciados por fatores genéticos, a literatura sugeria a hemólise intravascular como 

importante evento no estabelecimento de condições clínicas graves, em doenças em que 

a hemólise estava presente. 

 Reunindo evidências da literatura e a troca de conhecimentos entre colegas 

pesquisadores, nossa hipótese de que o estabelecimento do perfil hemolítico pudesse estar 

diferentemente associado a fatores bioquímicos e genéticos, de acordo com as 

características intrínsecas das diferentes doenças, nos direcionou ao estudo aqui realizado. 

Nesse cenário, a malária por Plamodium vivax era cada vez mais foco de estudos, não só 

por ser uma parasitose com alta prevalência em território brasileiro, mas especialmente 

por ser associada, algumas vezes, a casos graves, ainda pouco compreendidos.  

Apesar de eventos fisiopatológicos semelhantes como, a hemólise, inflamação, a 

hipóxia e ocorrência de estresse oxidativo, a malária por P. vivax e a anemia falciforme 

diferem na etiologia e características fenotípicas dos indivíduos. Enquanto a AF é uma 

afecção monogênica hereditária, a malária por P. vivax é infecção parasitária, sendo, 

portanto, uma doença adquirida, na qual o homem participa de uma das fases do ciclo de 

vida do parasito. 

Estudar doenças tão distintas trouxe, por vezes, dificuldades. Seja no 

delineamento do estudo e estabelecimento de protocolos, de modo que as análises fossem 



 

 

semelhantes para ambos os grupos, tanto quanto na obtenção de amostras e dados clínicos 

necessários para a conclusão da pesquisa. Entretanto, essas dificuldades perimitiram o 

aprendizado e desenvolvimento de habilidades como a capacidade de solução e reunião 

de esforços de todo grupo de pesquisa, resultando na intensa troca de conhecimento 

científico. Assim, as adversidades ao longo do estudo foram contornadas, os objetivos 

cumpridos e o projeto executado de modo satisfatório.  

As conclusões alcançadas até o momento resultaram na elaboração de artigos 

científicos já submetidos, e outros em fase de elaboração. Entre eles, o artigo 

‘’Intravascular hemolysis in pain crises occurrence in sickle cell anemia individuals‘’, 

submetido à revista International Journal of Laboratory Hematology, e o artigo 

‘’Tracking by phylogenetic footprinting of transcription factors involved with the SNP 

rs7203560 and the possible influence on the expression of the alpha globin ‘’, submetido 

à revista Hemoglobin. Esse último, fruto de um trabalho de conclusão de curso originado 

a partir dessa pesquisa. 

Por fim, com a finalização das análises de dados para redação da Tese, outros 

trabalhos serão originados. Os resultados originais aqui obtidos, em duas doenças 

altamente prevalentes em território Nacional, nos fazem crer que o estudo contribuiu com 

o conhecimento científico da área, e principalmente, com a melhor compreensão da 

anemia falciforme e da malária por P. vivax, consideradas problemas de saúde pública 

para a população brasileira. 

 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

 

 

A hemólise, processo caracterizado pela degradação de eritrócitos senescentes ou 

defeituosos, pode estabelecer-se de modo fisiopatológico em diferentes doenças. A 

ruptura do eritrócito com consequente liberação da hemoglobina (Hb) plasmática, 

desencadeia eventos como hipóxia e a diminuição da biodisponibilidade de óxido nítrico 

(NO), os quais influenciam no estabelecimento de manifestações clínicas em doenças 

hemolíticas. Apesar das distintas etiologias, o processo de hemólise está presente tanto 

entre os eventos fisiopatológicos da anemia falciforme (AF), uma anemia hemolítica 

caracterizada por hemólise crônica e fenótipos heterogêneos entre os indivíduos; quanto 

na malária por Plasmodium vivax (P. vivax), uma parasitose que apresenta, durante o ciclo 

intra-eritrocítico da doença, episódios de hemólise aguda. Assim, nosso objetivo foi 

avaliar a associação de marcadores bioquímicos e genéticos, envolvidos com as vias 

hemolíticas e da hipóxia, com o estabelecimento de diferentes perfis etiológicos de 

hemólise. Para isso, o grupo de estudo foi formado por indivíduos de ambos os gêneros, 

sendo 300 indivíduos com AF e 119 indivíduos com malária por P. vivax. O perfil 

hemolítico nesses indivíduos foi estabelecido por meio de parâmetros hematológicos e 

hemolíticos, comumente utilizados na rotina laboratorial. As relações entre os marcadores 

de hemólise, e desses com os níveis de hemoglobina plasmática (Hb plasmática), utilizada 

no estudo como marcador específico de hemólise intravascular, e com a proteína HIF1A, 

utilizada como marcador de hipóxia, foram também estabelecidas. Os marcadores 

genéticos foram investigados por meio da a associação entre o SNP rs7203560 do gene 

NPRL3, a VNTR rs61722009 (4a4b) e o SNP rs1799983 (894G>T) do gene eNOS, com 

o perfil hemolítico, além da associação do SNP rs11549465 (1772C<T) do gene HIF1A, 

com o perfil hipóxico. Os resultados mostraram diferentes relações entre os marcadores 

para cada grupo de estudo. Nos indivíduos com AF, embora os marcadores de hemólise 

(Ret. Rel, Ret. Abs, LDH, AST e BI) estivessem correlacionados entre si, nenhum deles 

esteve relacionado com os níveis de Hb plasmática. Correlações positivas foram 

observadas entre LDH e os outros marcadores, sendo essa, a única enzima relacionada, 

embora negativamente, com os valores de HIF1A. Nos indivíduos com malária, os 

marcadores hemolíticos (AST e BI) não estiveram correlacionados entre si, mas sim com 

a Hb plasmática, sugerindo maior influência da hemólise intravascular no perfil 

hemolítico dos indivíduos com malária do nosso grupo de estudo. Quanto as mutações 

investigadas como marcadores genéticos, apenas o SNP rs1799983 (894G>T) do gene 



 

 

eNOS apresentou maior frequência genotípica e alélica, sendo o alelo (T) assim como o 

genótipo homozigoto mutante (TT), mais frequente entre os indivíduos com AF. Esse 

SNP também esteve relacionado com o perfil hemolítico em ambos os grupos de estudo, 

uma vez que os indivíduos com AF e malária, com genótipos GG e GT, apresentaram 

aproximadamente 1,3 vezes mais Hb plasmática. A mutação VNTR rs61722009 (4a4b), 

também do gene eNOS, esteve relacionada com o perfil hemolítico apenas nos indivíduos 

com AF, sendo níveis de Hb plasmática 1,2 vezes menores no grupo de indivíduos com 

genótipos homozigoto mutante (4b4b). Assim, as diferentes relações dos marcadores 

bioquímicos e genéticos, com o perfil hemolítico e hipóxico dos indivíduos com AF e 

malária por P. vivax, evidenciam que as diferentes etiologias hemolíticas das doenças, 

devem ser consideradas para a caracterização do processo de hemólise. Por fim, os 

marcadores bioquímicos laboratoriais de hemólise, comumente adotados na rotina 

laboratorial para a caracterização do perfil hemolítico desses indivíduos, demonstraram 

ser importamte biomarcadores para essas doenças. 

 

Palavras-chave: doenças hemolíticas, malária por Plasmodium vivax, hemólise 

intravascular, marcadores genéticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Hemolysis, the process characterized by degradation of senescent or defective 

erythrocyte, may be established among the a physiopathological events in different 

diseases. Erythrocytes rupture and subsequent liberation of plasma hemoglobin (Hb) 

triggers events as hypoxia and declining of nitric oxide bioavailability (NO), which affect 

in the establishment of clinical manifestations in hemolytic diseases. Despite the distinct 

etiologies, the hemolysis process as occurs among the physiopathological events of sickle 

cell anemia (SCA), which is a hemolytic anemia characterized by chronic hemolysis and 

heterogenic phenotypes among individuals; as in Plasmodium vivax (P. vivax), malaria a 

parasitosis which presents, during the disease intra-erytrocytic phase of the parasite cycle, 

events of acute hemolysis. Thus, the aim of this work was to evaluate the association of 

biochemical and genetic markers involved in hemolytic and hypoxia pathways, with the 

stablishing the hemolytic profile of diseases with different hemolysis etiological patterns. 

The study group were formed by patients of both gender, divided in 300 individuals with 

SCA and 119 individuals with P. vivax malaria. The hemolytic profile of these individuals 

was stablished by hematological and hemolytic parameters, commonly employed in 

laboratorial routine. Relations among hemolysis markers, and these with the plasma 

hemoglobin levels (plasma Hb), used in this study as specific marker of intravascular 

hemolysis, and with HIF1A protein, used as hypoxia marker, were stablished as well. The 

genetic markers were investigated by association between the SNP rs7203560 from 

NPRL3 gene, the VNTR rs61722009 (4a4b) and the SNP rs1799983 (894G>T) from 

eNOS gene, with the hemolytic profile, besides the association of SNP rs11549465 

(1772C<T) from HIF1A gene, with the hypoxic profile. Results revealed different 

relations between markers for each study group: in individuals with SCA, despite 

hemolysis markers (Ret. Rel, Ret. Abs, LDH, AST and BI) were correlated among 

themselves, neither of them were related with plasmatic Hb levels. Positive correlations 

were observed among LDH and other markers, being this enzyme the only correlated, 

although negatively, with the HIF1A values. For individuals with malaria, hemolytic 

markers (AST and BI) were not correlated among themselves, but with plasmatic Hb, 

suggesting higher influence of intravascular hemolysis in the hemolytic profile from 

individuals of this study group. Regarding to the investigated mutations as genetic 

markers, only SNP rs1799983 (894G>T) from eNOS gene presented higher genotypic 

and allelic frequency, being the allele (T), as well as the mutant homozygote genotype 



 

 

(TT), more frequent among individuals with SCA. This SNP was also related with the 

hemolytic profile in both study groups, when SCA and malaria individuals with 

genotypes GG and GT presented 1.3 times more plasma Hb. The VNTR rs61722009 

(4a4b) mutation, also from eNOS gene, was related only with hemolytic profile of 

individuals with SCA, being the plasma Hb level 1.2 times lower in individuals with 

mutant homozygote genotype (4b4b). Thus, the different relations of biochemical and 

genetic markers, with hemolytic and hypoxic profiles of individuals with SCA and P. 

vivax malaria, evidence that the different hemolytic etiology diseases must be considered 

for the characterization of hemolysis process. That way, biochemical markers of 

hemolysis, commonly adopted in laboratorial routine for characterization of hemolytic 

profile from these individuals, demonstrated to be valuable biomarkers for these diseases.  

 

 

 

Keywords: hemolytic diseases, Plasmodium vivax malaria, intravascular hemolyses, 

genetic markers. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. ERITOPOIESE 

 

 As células tronco hematopoiéticas (CTH) localizadas na medula óssea vermelha, 

por meio dos processos de proliferação, diferenciação e maturação celular, dão origem as 

células progenitoras responsáveis pela formação de células-mãe hematopoiéticas (cerca 

de 99% da medula óssea) (TESTA; DEXTER, 1989). As células-mãe hematopoiéticas, 

por sua vez, têm a capacidade de se diferenciarem em todas as linhagens celulares 

sanguíneas maduras, dentre elas, os eritrócitos. O processo regulado de produção de 

eritrócitos é denominado eritropoiese e ocorre por meio da maturação dos precursores 

eritróides (Unidades Formadoras de Colônias Eritróides, UFC-E), processo esse 

caracterizado pela diminuição da capacidade celular proliferativa, alterações 

morfológicas e altas taxas de síntese de hemoglobina (Hb), o principal transportador de 

oxigênio no sangue. Diferentes citocinas estimulam a eritropoiese, sendo a Eritropoetina 

(EPO) uma das mais importantes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; SANKARAN; 

WEISS, 2015).  

 Os eritrócitos dos mamíferos são células pequenas e anucleadas com grande 

quantidade de Hb (~ 5 mM). A anucleação ocorre durante a maturação dos eritrócitos, na 

medula óssea, como consequência da condensação gradual da cromatina que é expelida 

da célula ao mesmo tempo em que a concentração de Hb aumenta (JI et al., 2011). Por 

esta razão, os eritrócitos perdem gradualmente a capacidade de renovar suas moléculas, 

apresentando meia-vida de aproximadamente 120 dias. Dessa forma, as enzimas que 

controlam as atividades metabólicas da célula, atingem níveis críticos, contribuindo para 

a senescência eritrocitária com consequente eriptose e retirada dessas células da 

circulação por macrófagos, principalmente no baço (GUYTON; HALL, 2006). 

Os componentes da Hb (heme e globinas) resultantes da degradação eritrocitária, 

terão destinos distintos, sendo os aminoácidos reaproveitados para síntese de novas 

cadeias globínicas, o ferro captado e utilizado para formação de novas moléculas heme, 

enquanto outras moléculas, como a protoporfirina, serão degradadas. Assim, é evidente 

que o processo de destruição de eritrócitos senescentes é essencial para renovação celular.  

A cada dia um indivíduo adulto tem cerca de 1% de eritrócitos destruídos, sendo essa 

perda compensada pelo lançamento de eritrócitos jovens (reticulócitos) na corrente 

sanguínea (GUYTON; HALL, 2006; KIM ; NEMETH, 2015). Entretanto, quando essa 
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relação entre destruição e síntese eritrocitária não ocorre de modo satisfatório, eventos 

fisiopatológicos podem ser desencadeados, como o estabelecimento da anemia em 

consequência de maiores taxas de lise eritrocitária (BROADWAY-DUREN; KLASSEN, 

2013). 

  

1.2. HEMÓLISE 

 

O processo de destruição e remoção de eritrócitos senescentes e defeituosos da 

corrente sanguínea, é denominado hemólise. Embora possa ser um processo fisiológico 

assintomático, quando a destruição dos eritrócitos ocorre de forma prematura, e em 

proporções suficientes para provocarem a diminuição da Hb circulante, estabelece-se a 

anemia hemolítica. Nessas condições, a destruição eritrocitária pode ocorrer devido a 

diferentes causas, sejam elas de natureza mecânica, química, autoimune ou qualquer outra 

que diminua o tempo de vida dessa célula (BARCELLINI; FATTIZZO, 2015). De acordo 

com as diferentes origens, as anemias hemolíticas podem ser classificadas em: 

hereditárias, como as hemoglobinopatias (doença falciforme, talassemias); enzimopatias 

(deficiência de G6PD); membranopatias (esferocitose e eliptocitose); e adquiridas, as 

quais são classificadas em auto-imune, imune (após evento transfusional e/ou 

gestacional) e não imune (microangiopática, lesão celular como exemplo, a infecção por 

malária) (BROADWAY-DUREN; KLASSEN, 2013).  

Embora seja um processo fisiopatológico com similaridades entre diferentes 

doenças, a hemólise pode desencadear consequências distintas de acordo a etiologia da 

destruição eritrocitária (KATO; TAYLOR, 2010). O processo hemolítico pode ser 

estabelecido de modo secundário como consequência de doenças hematológicas e não 

hematológicas, ou ocorrer de modo fisiopatológico, ou seja, um subfenótipo, sendo 

clinicamente categorizada em crônica ou aguda (DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 

2004).  

A hemólise pode ainda ser diferenciada de acordo com os mecanismos e o local 

onde ocorrem, sendo: i) hemólise intravascular, quando a ruptura do eritrócito ocorre no 

interior dos vasos sanguíneos, com consequente extravasamento do conteúdo intracelular 

no plasma; e ii) hemólise extravascular, caracterizada pela retirada dos eritrócitos da 

corrente sanguínea, por meio de células que constituem o sistema reticuloendotelial, 

especialmente no fígado e no baço. Ambos os mecanismos, quando em condições 

patológicas, contribuem para o estabelecimento de eventos clínicos específicos (KATO; 
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TAYLOR, 2010; RAPIDO, 2017). Entretanto, diversos estudos objetivam a investigação 

da hemólise intravascular (HI) como importante mecanismo relacionado a complicações 

clínicas em doenças (ROTHER et al., 2005, AKINOSOGLOU; SOLOMOU; GOGOS, 

2012; CONRAN, 2014; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).  

 

1.2.1 Hipóxia e homeostase endotelial. 

 

A quantidade total de eritrócitos humanos circulantes é regulada, de modo a 

garantir um número adequado de células capazes de oferecer o transporte de oxigênio 

suficiente aos tecidos. Quando em meio oxigenado e hidratado, o eritrócito possui a forma 

de disco bicôncavo, que proporciona maior superfície em relação ao volume, facilitando 

as trocas gasosas e permitindo maior flexibilidade ao passar por capilares mais finos, onde 

sofrem deformações temporárias e não se rompem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 

Assim, a manutenção das concentrações de oxigênio é essencial para homeostase celular 

e funcional eritrocitária (GUYTON & HALL, 2006).  

A ruptura do eritrocitário, com a consequente diminuição da concentração de Hb 

circulante, ocasiona a diminuição das concentrações de oxigênio (O2) disponíveis na 

circulação. Essa condição, caracterizada pela baixa concentração de O2 nas células e 

tecidos, é denominada hipoxemia e compromete a integridade desses sistemas (SUN; 

XIA, 2013; CABOOT; ALLEN, 2014). A hipóxia é ainda capaz de participar de 

mecanismos de regulação envolvidos em processos fisiopatológicos como angiogênese e 

inflamação (SEMENZA, 2012), que podem estar relacionados ao estabelecimento de 

manifestações clínicas nas doenças hemolíticas. 

A resposta primária frente à ruptura do eritrócito é a liberação do conteúdo 

intraeritrocitário na corrente sanguínea, sendo a Hb (grupamento heme e globinas) as 

principais moléculas liberadas no meio extracelular (ROTHER et al., 2005). O complexo 

haptoglobina-hemopexina, mecanismo protetor, está prontamente disponível, para 

garantir a depleção das moléculas de Hb plasmática e de heme livre. Entretanto, quando 

a capacidade de depleção e detoxificação é excedida, devido ao excesso de liberação 

dessas moléculas, é desencadeado o efeito tóxico. Esse processo resulta em diferentes 

respostas fisiopatológicas, como a oxidação da molécula de Hb, formação de 

metahemoglobina e moléculas de ferro heme (Fe+3), além da diminuição da 

biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) (Figura 1) (SCHAER et al., 2013).  
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Na forma livre e em estado de valência ferroso, o ferro ligado a Hb está 

prontamente disponível para participar de reações redox (reações de Fenton), além de se 

ligarem ao NO por meio do complexo estável Fe2+Hb-NO, contribuindo para o 

estabelecimento do estresse oxidativo e depleção de ON (BELCHER et al., 2010; 

GLADWIN; KANIAS; KIM-SHAPIRO, 2012). A diminuição da biodisponibilidade de 

NO é ainda agravada pela liberação de arginase durante a ruptura do eritrócito, uma 

enzima que atua degradando a L-arginina, substrato essencial para síntese desse gás. Em 

meio as moléculas que atuam na homeostase vascular, o NO é o gás mais importante, 

sendo considerado um vasodilatador endógeno (REITER et al., 2002; ROTHER et al., 

2005). Esse gás é sintetizado nas células endoteliais, as principais formadoras do tecido 

endotelial, o qual é considerado um dos maiores tecidos do corpo humano. Como o 

endotélio vascular desempenha papel fundamental na homeostase tecidual, por exemplo 

atuando na manutenção da temperatura e do pH, além de ser uma importante barreira 

entre o sistema vascular e os tecidos, danos nas células endoteliais comprometem a 

homeostase endotelial, resultando em disfunções (MORRIS; GLADWIN; KATO, 2008; 

EELEN et al., 2015; BIERHANSL et al., 2017).  

 Dessa forma, podemos notar que a diminuição na biodisponibilidade de NO e a 

hipóxia, estão intimamente relacionados à hemólise intravascular (Figura 1), contribuindo 

para o estabelecimento de eventos fisiopatológicos, como aumento de moléculas pró-

inflamatórias e de agregação, estresse oxidativo e disfunções endoteliais, eventos esses 

que contribuem de modo significativo com o estabelecimento de manifestações clínicas 

(HALDAR et al., 2007; KATO; TAYLOR, 2010; GLADWIN; KANIAS; KIM-

SHAPIRO, 2012; RIFKIND; MOHANTY; NAGABABU, 2015; BARBER et al., 2016). 
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Figura 1: Hemólise intravascular e as respostas fisiológicas desencadeadas pela 

presença da Hb plasmática. 

 

 

A Hb plasmática liberada durante a hemólise intravascular é rapidamente recrutada pelo complexo de 

detoxificação haptoglobina-hemoglobina. As proteínas haptoglobina sequestram a Hb livre, sendo todo o 

complexo endocitado por macrófagos/monócitos. Parte da Hb plasmática ainda sofre oxidação 

(metahemoglobina), liberando moléculas de ferro sérico (Fe+3), o qual é recrutado pela proteína hemopexina 

e degradado por hepatócitos (fígado). Quando ainda em excesso, a Hb plasmática liga-se ao NO, 

provocando a depleção desse gás e consequentemente, o comprometimento da homeostase endotelial. 

Ainda, a liberação da enzima arginase durante o rompimento dos eritrócitos, degrada o substrato (L-

arginina) precursor da síntese de NO, limitando ainda mais sua biodisponibilidade e favorecendo disfunções 

endoteliais.  A diminuição na concentração de O2 circulante ocasionada pela ruptura dos eritrócitos e 

consequente extravasamento do grupamento heme, compromete a integridade dos órgãos e tecidos. 

Elaborada pelo autor. (ROTHER et al., 2005; KATO; TAYLOR, 2010; GLADWIN; KANIAS; KIM-

SHAPIRO, 2012) 
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1.2.2 Marcadores de hemólise 

 

O diagnóstico de hemólise é realizado por meio da avaliação de parâmetros 

laboratoriais, os quais desempenham papel de biomarcadores. Entre eles destacam-se a 

contagem de reticulócitos (valores percentuais e absolutos), dosagem das enzimas lactato 

desidrogenase (LDH) e aspartato aminotransferase (AST) e dos níveis de bilirrubina 

indireta (BI), também conhecida como bilirrubina não conjugada (HEBBEL, 2011; 

STOJANOVIC; LIONNET, 2016), variavelmente alterados frente às diferentes etiologias 

do processo hemolítico (DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 2004).  

Os parâmetros laboratoriais adotados como marcadores de hemólise, são 

resultados diretos e indiretos dos processos fisiológicos decorrentes da destruição 

eritrocitária.  Os reticulócitos são eritrócitos imaturos utilizados como bons indicadores 

da resposta medular. Quando produzidos em maiores quantidades e liberados 

precocemente na corrente sanguínea, caracterizam a resposta eritropoiética 

compensatória devido à ocorrência de hemólise (BARCELLINI; FATIIZZO, 2015). 

Quanto às enzimas, a AST desempenha papel na transaminação de aminoácidos nas 

células, e atua como um importante marcador de danos teciduais, principalmente no 

tecido hepático (LEHNINGER; COX, 2006; VOET; VOET, 2006); a LDH está presente 

no interior dos eritrócitos em duas de suas cinco isoformas (LDH 1 e LDH 2), e são 

liberadas no meio extracelular quando ocorre a ruptura dessas células (STOJANOVIC ; 

LIONNET, 2016). Por fim, a BI é resultado da degradação do grupamento heme pela 

ação da enzima heme oxigenasse. Nesta reação, os produtos da oxigenação e o NADPH, 

com seu poder redutor, liberam Fe+2, monóxido de carbono (CO) e biliverdina (molécula 

antioxidante), que sofrerá redução por meio da enzima biliverdina redutase, originando a 

bilirrubina não conjugada, a qual é quantificada na forma de bilirrubina indireta 

(KRISTIANSEN et al., 2001; ROTHER et al., 2005; RIFKIND; MOHANTY; 

NAGABABU, 2014). Entretanto, com as relevantes pesquisas sugerindo a hemólise 

intravascular (HI) como fator determinante no agravamento clínico em doenças nas quais 

a hemólise está entre os eventos fisiopatológicos (ROTHER et al., 2005; CONRAN; 

ALMEIDA, 2014), a busca por marcadores isolados de HI têm sido o foco desses estudos. 

Apesar da LDH ser sugerida como o principal marcador de HI (HEBBEL, 2011; 

BALLAS, 2013), a avaliação dos níveis de Hb plasmática e/ou micropartículas 

resultantes de degradação eritrocitária, embora ainda menos utilizados, têm sido adotados 
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como marcadores específico de HI (NOURAIE et al., 2013; MILTON et al., 2013) na 

avaliação do perfil hemolítico. 

 

1.3. ANEMIA FALCIFORME 

 

A anemia falciforme (AF), condição homozigota para a HbS, é uma afecção 

genética de clínica grave, caracterizada por indivíduos com fenótipos heterogêneos e 

complexos (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2007; NGO; STEINBERG, 2015), 

considerada uma das afecções monogênicas mais conhecidas e estudadas em todo mundo. 

De acordo com dados publicados pela Organização Mundial da Saúde (WHO), 

estimativas mundiais revelam que cerca de 270 milhões de pessoas possuem os genes 

responsáveis por hemoglobinas anormais, sendo, que aproximadamente 80% das crianças 

nascidas a cada ano com diagnóstico de hemoglobinopatias, apresentam diagnóstico de 

AF (MODELL; DARLISON, 2008; SIMÕES et al., 2010). No Brasil, o número de 

pessoas com a doença falciforme, ou seja, aqueles que apresentam um alelo para Hb S, é 

estimado em 2 milhões, sendo mais de 30.000 com AF, o que reflete no nascimento de 

aproximadamente de 3500 crianças por ano (CANÇADO; JESUS, 2007; LOBO et al., 

2014).  

A molécula de Hb S é resultado da alteração estrutural na formação da cadeia beta 

globina em decorrência de uma mutação pontual do tipo transversão (GAG  GTG) no 

códon que determina o sexto aminoácido (HBB:c. 20A>T - rs334). A mutação ocasiona 

a substituição do ácido glutâmico por uma valina na cadeia polipeptídica, originando uma 

Hb com características físicas e bioquímicas alteradas (STEINBERG, 1998; 

STEINBERG, 2009). Embora a Hb S possua capacidade normal de ligação ao oxigênio, 

a característica hidrofóbica resultante da mutação, desencadea a polimerização desta Hb 

sob condições de hipóxia, desidratação e acidose (WEATHERALL et al., 2005; REES; 

WILLIAMS; GLADWIN, 2010).  

Recorrentes ciclos de polimerização da molécula de Hb S dentro do eritrócito, dão 

início a uma cascata de eventos fisiopatológicos, como, a hemólise e a vaso-oclusão, 

sugeridas como responsáveis por favorecer processos inflamatórios, aumento de 

moléculas de adesão, de espécies reativas de oxigênio (ERO) e, consequente estresse 

oxidativo (MORRIS, 2011; KATO; TAYLOR, 2010; KATO; STEINBERG; 

GLADWIN, 2017). Além de intimamente relacionados, esses eventos desempenham 

papel importante no estabelecimento da condição de anemia hemolítica, hipóxia e danos 
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endoteliais, estando estes, por sua vez, associados com complicações clínicas da doença, 

como a síndrome toráxica aguda (STA), úlcera de membros inferiores, priapismo e 

vasculopatias (Figura 2) (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2007; SUN; XIA, 2013; 

REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; KATO, 2015).  

 

 

 

 

Figura 2: Eventos fisiopatológicos relacionados a hemólise intravascular na anemia 

falciforme e consequências clínicas 
 

 

 

No esquema podemos observar a polimerização da Hb S com consequente falcização eritrocitária como 

processo primário no desencadeamento de eventos fisiopatológicos. A hemólise e a vaso-oclusão são dois 

mecanismos intimamente relacionados. Com a hemólise e a liberação de Hb plasmática, ocorre a depleção 

de NO e consequente disfunção endotelial, que somada ao aumento da expressão de moléculas de adesão, 

inflamação e a vaso-oclusão, refletem os fenótipos clínicos da doença, como crises de dor e síndrome 

torácica aguda, entre outros. Os eventos fisiopatológicos, somados ao extravasamento do conteúdo 

intracelular, provocam diminuição na concentração de O2 circulante favorecendo a hipóxia. (Adaptado de 

REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 
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Embora as condições clínicas desencadeadas pelos eventos fisiopatológicos sejam 

características fenotípicas da doença (BALLAS, 2012), essas se manifestam de modo 

heterogêneo e com gravidade variável entre os indivíduos. Frente a essa complexidade 

fenotípica, a ocorrência de hemólise é um importante aspecto ser considerado quanto a 

variabilidade fisiopatológica e fenotípica (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). 

Portanto, a avaliação do perfil hemolítico dos indivíduos com AF, é uma conduta 

importante durante a rotina clínica, a fim de auxiliar na conduta clínico-laboratorial. 

Além dos fatores ambientais que influenciam o perfil hemolítico desses 

indivíduos, como condições de normóxia/hipóxia e níveis de hidratação, fatores genéticos 

também merecem ser considerados. Os níveis de Hb F e a coerança com alfa talassemia 

são moduladores genéticos com efeito protetor para os indivíduos Hb SS, garantindo na 

maioria dos casos, menos complicações clínicas (STEINBERG, 2005; STEINBERG, 

2009; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). As taxas de hemólise na AF são 

constantes, mas heterogênea entre os indivíduos, muitas vezes reflexo dos moduladores 

genéticos de gravidade descritos acima (TAYLOR et al., 2008). Assim, o estabelecimento 

do perfil hemolítico, assim como a presença de moduladores que afetam o processo de 

hemólise, devem ser considerados para conduta clínica desses indivíduos. 

 

1.4. MALÁRIA POR PLASMODIUM VIVAX 

 

A malária humana é considerada a doença parasitária mais importante em todo o 

mundo por estar relacionada com as maiores causas de morbidade e mortalidade em 

muitos países tropicais e subtropicais (QUINTERO et al., 2011; RAPOSO et al., 2013; 

WHO, 2016). Uma infecção de manifestação principalmente aguda, a malária humana é 

causada pelo protozoário do gênero Plasmodium. Atualmente, são conhecidas seis 

espécies de parasitos que infectam o homem; o Plasmodium falciparum, Plasmodium 

vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale , Plasmodium knowlesi e  Plasmodium 

simium, esse último observado como parasito humano apenas em experimentos in vitro, 

até o momento (MOYES et al., 2014; BRASIL et al., 2017).  

Quase metade dos casos de malária da América Latina ocorrem em território 

brasileiro, consequência da infecção de apenas quatro espécies de parasitos: 

P.falciparum, P.vivax e P. malariae e P. simium, sendo os dois primeiros os mais 

prevalentes e associados aos maiores índices de mortalidade/virulência e disseminação 

(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; SIVEP-MALÁRIA, 2017). Entre os casos 
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positivos, aproximadamente 99,0% estão distribuídos na região Amazônica, área 

endêmica e de alta transmissão, com prevalência de aproximadamento 88,0%  dos casos 

resultados de infecção por P. vivax (ANDRADE et al., 2010; AREVALO-HERRERA et 

al., 2012; RAPOSO et al., 2013). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), o P. 

vivax representa um problema mundial para a saúde pública e, somente no ano de 2017, 

foi a causa de aproximadamente 8850,00 mil de casos e mais de 3100 óbitos (WHO, 2016; 

WHO 2017). 

 O ciclo de vida dos parasitos causadores da malária humana é similar entre as 

espécies (ciclo heteroxênico), no qual o homem é o hospedeiro intermediário (fase 

assexuada) e fêmeas do mosquito do gênero Anopheles são hospedeiros definitivos (ciclo 

sexuado). O ciclo pode ainda ser dividido em fase pré-eritrocítica ou hepática, fase 

eritrocítica e fase esporogônica sexuada (TUTEJA, 2007). Durante a fase eritrocítica, os 

parasitos no estágio de merozoíto, hospedados no eritrócito, desenvolvem-se 

assexuadamente, provocando alteração da estabilidade e morfologia do eritrócito, e 

culminando na ruptura dessas células (Figura 3).  É nessa fase hemolítica que os primeiros 

sintomas da doença começam a aparecer, em especial a cefaleia, febre e calafrios, além 

de sudorese e anemia (MILLER et al., 2002; ENGWERDA; GOOD, 2005; HOWES et 

al., 2016).  
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Figura 3: Ciclo de vida do parasito Plasmodium 

 

 

 

A infecção no hospedeiro humano inicia-se quando a fêmea do mosquito Anopheles inocula os esporozoítos 

(formas infectantes do parasito), que entram na corrente sanguínea e atingem o fígado (fase pré-eritrocítica 

ou hepática - A). Durante a infecção dos hepatócitos, cada esporozoíto desenvolve-se em milhares de 

merozoítos, que são liberados na corrente sanguínea após o rompimento dos hepatócitos, e infectam os 

eritrócitos, onde iniciam a multiplicação assexuada até o rompimento da célula (fase eritrocítica – B). No 

ciclo de vida do P. vivax os esporozoítos podem dar origem aos hipnozoítos, que permanecem latentes nos 

hepatócitos, desenvolvendo-se meses ou anos mais tarde. Por fim, para completar o ciclo de vida no 

hospedeiro humano, formas sexuais do parasito, denominadas gametócitos, desenvolvem-se, também 

dentro dos eritrócitos e, devido ao novo repasto sanguíneo pela fêmea do mosquito, perpetua o ciclo sexual 

no inseto. No estômago do mosquito, gametócitos se unem e geram zigotos os quais tornam-se móveis e 

alongados, denominando-se oocinetos. O zigoto, por sua vez, invade a parede do intestino médio do 

mosquito e se desenvolve em oocistos, crescendo até se romperem e liberam novos esporozoítos, que se 

estabelecem nas glândulas salivares do mosquito, onde estão disponíveis para inoculação em um novo 

hospedeiro. O ciclo é então reiniciado. Adaptado de LÓPEZ et al., 2010.  
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Complicações clínicas e mortalidade nos casos de infecção por P. vivax em áreas 

endêmicas, característica pouco comum dessa infecção num passado não muito distante, 

têm sugerido a malária por P.vivax como doença grave e até mesmo fatal (KOCHAR et 

al., 2009; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; LACERDA et al., 2012; BAIRD, 2013).  

Embora de fisiopatologia pouco conhecida, a progressão e o agravamento da malária por 

P. vivax estão associados principalmente ao estabelecimento de anemia intensa, muitas 

vezes consequente de episódios de hemólise acentuada. (ALEXANDRE et al., 2010; 

QUINTERO et al., 2011; DOUGLAS et al., 2012).  

A ruptura dos eritrócitos devido a infecção parasitária prejudica o transporte de 

oxigênio, contribuindo para condição de hipoxemia, que é uma das alterações fisiológicas 

mais significativas no estabelecimento das consequências clínicas no hospedeiro 

(HALDAR et al., 2007; FENDEL et al., 2010). Somado a isso outros eventos 

fisiopatológicos, desencadeados pela hemólise, como inflamação, estresse oxidativo e 

danos endoteliais, influenciam significativamente no estabelecimento das condições 

clínicas (CARVALHO et al., 2010; YEO et al., 2010; AKINOSOGLOU; SOLOMOU; 

GOGOS, 2012). Por esse motivo, quanto à classificação etiológica das anemias 

hemolíticas, essa parasitose é classificada como ‘’anemia hemolítica adquirida’’ 

(DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 2004; BROADWAY-DUREN; KLASSEN, 

2013). 

Devemos considerar que a gravidade clínica entre os indivíduos de áreas 

endêmicas pode ser complexa e com influência multifatorial. Entre essas está a 

participação de fatores genéticos, como a co-herança com hemoglobinopatias e a 

deficiência de G6PD (RAMOS-JÚNIOR et al., 2010; HEDRICK, 2011).  Sendo assim, é 

importante a investigação dessas comorbidades nas casuísticas de malária por P. vivax de 

áreas endêmicas, uma vez que também podem ser fatores influenciadores na 

heterogeneidade fenotípica. 
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1.5. VARIANTES GENÉTICAS 

 

Estudos de associação de genomas amplos (GWAS) mostram que os aspectos 

genéticos individuais e as diferentes características étnicas das populações, desempenham 

influência no perfil clínico de indivíduos que apresentam as mesmas afecções 

(CARDON; BELL, 2001; PENA et al., 2011; LETTRE, 2012).  

Seja pela complexidade clínica e heterogeneidade fenotípica entre os indivíduos 

com AF, ou pela heterogeneidade da presença de anemia e complicações clínicas nos 

casos de malária por P. vivax, a investigação de fatores genéticos também deve ser 

considerada no estudo dessas condições (LOPÉZ et al., 2010; STEINBERG; 

SEBASTIANI, 2012; HABARA; STEIMBERG, 2016). Como o processo de hemólise é 

uma condição comum entre a AF e a malária, a investigação de variantes genéticas de 

genes que expressam proteínas relacionadas ao processo hemolítico, propicia a busca por 

moduladores genéticos para essas doenças. Nesse contexto, elencamos alguns genes 

específicos descritos à seguir.  

 

Hypoxia-inducible factor  (HIF) 

 

 A hipoxemia está presente em ambas as doenças consideradas nesse estudo. As 

respostas celulares adaptativas desencadeadas pela diminuição das taxas de Hb circulante, 

podem influenciar no perfil hemolítico dos indivíduos, de acordo com a etiologia da 

hemólise. 

A proteína HIF-1 pertence a uma família de fatores de transcrição, que 

desempenham papel importante na homeostase do oxigênio. Duas subunidades compõem 

essa proteína, HIF-1α e HIF-1β, que quando juntas, ativam a transcrição de genes 

relacionados com a proliferação e manutenção celular, com repostas inflamatórias e com 

o processo de angiogênese (ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014). 

 A subunidade HIF-1α é transcrita a partir do gene HIF1A localizado no lócus 

gênico 14q21-24. A ativação transcricional dessa subunidade, devido sua alta 

sensibilidade pelo oxigênio, garante que essa proteína seja considerada um potencial 

marcador endógeno de hipóxia (TANIMOTO et al., 2003). Quando em condições de 

normóxia, a proteína HIF-1α é rapidamente degradada, enquanto que em condições de 

hipóxia, a hidoxilação dessa subunidade é inibida, permitindo sua dimerização à 

subunidade HIF-1β. A junção das duas subunidades, ativa então a transcrição de genes 
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que atuarão nos mecanismos de respostas celulares adaptativos frente à condição de 

hipóxia, além de ser uma proteína precursora na expressão de genes responsáveis pela 

síntese de moléculas vasoativas (ZEPEDA et al., 2013). 

  O polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) C1772T (rs11549465) localizado no 

éxon 12 do gene HIF1A já esteve relacionado com o aumento da atividade transcricional 

da HIF-1 α (BAHADORI et al., 2010), o que nos sugeri o papel dessa variante genética 

como potencial influenciadora na expressão gênica e no potencial de resposta hipóxia-

dependente das células. 

 

Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS) 

 

 O óxido nítrico (NO) é uma molécula com atividade vasodilatadora endógena, que 

desempenha papel importante na homeostase endotelial. Enzimas responsáveis pela 

síntese de ON são codificadas pelo gene NOS, que apresenta três isoformas: endotelial - 

eNOS, neuronal-nNOS e induzível-iNOS. A expressão do gene eNOS, localizado no 

cromossomo 7q35-36, ocorre principalmente no tecido endotelial e em menor proporção 

nos granulócitos, monócitos, linfócitos e eritrócitos, sendo, portanto, o gene responsável 

pela síntese da proteína precursora da síntese desse gás, no tecido sanguíneo (NISHANK, 

2013; CORTESE-KROTT et al., 2012).  

  Em doenças as quais a hemólise intravascular está presente, os níveis de NO 

podem estar diminuídos devido a presença de Hb plasmática e consequente depleção 

desse gás. Entretanto, a presença de variantes genéticas do gene eNOS já foram 

relacionadas com a redução da síntese de ON, como a variante genética de repetição de 

número de cópias (VNRT) 4a4b (rs61722009 - uma sequência de repetições de 27 pares 

de base), localizado no intron 4. A presença dos genótipos 4a4a e 4a4b já estiveram 

associados à menores taxas de expressão gênica, em relação ao genótipo 4b4b 

(TSUKADA et al., 1998). A presença do SNP 894G>T (rs1799983) localizado no éxon 

7, resultante da substituição do aminoácido glutamina por uma asparagina, embora não 

associado diretamente com a síntese proteica, na presença de ao menos um alelo mutante 

(genótipos GT e TT), pode favorecer a clivagem proteolítica diminuindo a 

biodisponibilidade de ON (TESAURO et al., 2000).   

 

Nitrogen Permease Regulator-Like 3 (NPRL3) 
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 As talassemias do tipo alfa, caracterizadas pela redução parcial ou total da síntese 

de cadeias do tipo alfa globina, quando coerdada com a AF (STEINBERG; SEBATIANI, 

2012) e com malária por P. vivax (ALLEN; O’DONNELL; ALEXANDER, 2010) 

garante aos indivíduos características fenotípicas mais brandas, com condições clínicas 

menos graves. Algumas variantes do gene Nitrogen Permease Regulator-Like 3 (NPRL3) 

foram indicadas como fatores genéticos que influenciam a expressão do cluster alpha 

globínio (HBA1/HBA2), culminando em condição semelhante às observadas nas alfa 

talassemias (MILTON et al., 2013). O NPRL3 é um dos três principais genes constitutivos 

do domínio alpha globínico (RHBDF1, MPG e NPRL3) em aves e mamíferos, os quais 

pertencem aos sítios regulatórios responsáveis pela expressão do HBA1/HBA2 (HUGHES 

et al., 2005; IAROVAIA et al., 2014). 

O estudo de Milton e cols (2013) mostrou associação do SNP rs7203560 (T/G) 

com menores índices hemolíticos em indivíduos com AF, sugerindo essa variante como 

um possível marcador genético de hemólise. Estudo com o SNP rs7203560 mostrou forte 

desequilíbrio de ligação com variantes genéticas localizadas na região intrônica do gene 

NPRL3, onde também estão os principais elementos regulatórios do cluster HBA1/HBA2 

(HS-48, HS-30 e HS-33) (BARRET et al., 2005). Milton e cols (2013) sugerem que o 

papel protetor dessa variante, bem como seu papel como modulador de hemólise, merece 

ser investigado em diferentes doenças com etiologias hemolíticas distintas. 

Embora com etiologia distintas, a hemólise é um evento fisiopatológico comum 

entre as doenças abordadas nesse estudo. Frente aos estudos que evidenciam que a 

hemólise é um mecanismo relacionado com a gravidade clínica, a investigação da 

influência de parâmetros bioquímicos e genéticos no estabelecimento do perfil hemolítico 

nesses indivíduos, é válida e promissora na busca por moduladores nessas doenças. Além 

disso, relações singulares entre os marcadores bioquímicos e genéticos com os perfis 

hemolíticos, de acordo com a doença, poderão auxiliar no entendimento da variabilidade 

fenotípica e no direcionamento da conduta clínica.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

 

Verificar a relação de marcadores genéticos e bioquímicos relacionados com as vias 

de hemólise e hipóxia em diferentes perfis etiológicos de hemólise, utilizando como 

modelos indivíduos com malária por P. vivax e anemia falciforme. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1. Caracterizar o perfil hemolítico dos grupos de estudo a partir de parâmetros 

hematológicos e marcadores bioquímicos de hemólise; 

2. Quantificar e comparar os níveis de hemólise intravascular e hipóxia em ambos 

os grupos de estudo; 

3. Avaliar a correlação entre os marcadores bioquímicos de hemólise e hipóxia; 

4. Rastrear variantes genéticas dos genes HIF1A, eNOS e NPRL3, e avaliar 

comparativamente, as frequências alélicas e genotípicas entre os dois grupos 

estudados; 

5. Avaliar a influência dos polimorfismos genéticos sobre os perfis hemolítico e 

hipóxico dos grupos estudados. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Definição dos grupos de estudo 

 

A casuística deste projeto foi dividida em dois grupos de estudo, classificados de 

acordo com a etiologia da hemólise. O primeiro grupo foi composto por indivíduos com 

diagnóstico de AF, uma anemia hemolítica consequente de alterações bioquímicas e 

físicas nos eritrócitos, diminuindo o tempo de vida dessas células, e o estabelecimento de 

hemólise crônica. A coleta das amostras foi realizada de modo ativo, por meio de visitas 

semestrais ao hospital em que os pacientes realizam acompanhamento clínico. O segundo 

grupo foi constituído por indivíduos com malária por P. vivax, uma parasitose na qual o 

alvo são os eritrócitos (reticulócitos), ocasionando a ruptura dos mesmos e culminando 

em hemólise aguda. A obtenção dessas amostras foi realizada por meio de coleta passiva, 

ou seja, de indivíduos que buscaram atendimento no posto de notificação de malária, 

frente a presença dos sintomas clínicos da doença. Assim, uma vez que as manifestações 

clínicas surgem durante a fase eritrocítica do ciclo do parasito, podemos inferir que a 

hemólise esteve presente entre os eventos fisiopatológicos no momento da coleta das 

amostras.  

 

 3.2. Casuística  

 

Anemia falciforme 

 

O grupo de estudo foi composto por 300 indivíduos com AF com idade mediana 

de 23 anos (mínimo de 11 e máximo de 72 anos) e sem distinção de gênero (162 mulheres 

e 138 homens). Todos se encontravam em acompanhamento no HEMORIO – Instituto 

Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcante, no estado do Rio de Janeiro, o 

qual está localizado na região Sudeste brasileira. O HEMORIO possui colaboração com 

o Departamento de Saúde do Estado, sendo a instituição responsável pelo screening das 

hemoglobinopatias do Programa de Triagem Neonatal do estado, além do gerenciamento 

e tratamento dos indivíduos com DF. Critérios de inclusão foram adotados a fim de 

minimizar a influência de variáveis externas e permitir o estudo com indivíduos em estado 

estacionário da doença, sendo: indivíduos sem histórico de admissão hospitalar para 

tratamento de crises álgicas ou eventos vaso-oclusivos há menos de quatro semanas da 
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data da coleta; ausência de transfusão sanguínea a menos de 60 dias e com níveis de Hb 

A menores que 10%; ausência de histórico de doenças intercorrentes como infecções e 

inflamações, ausência de  uso de anti-inflamatórios e antibióticos durante as quatro 

semanas anteriores à coleta de amostra (BALLAS, 2012). Apesar da nossa tentativa de 

evitar influências externas, durante a coleta das amostras, nos deparamos com uma 

quantidade significativa de indivíduos que faziam uso de Hidroxicarbamida (HC) por 

pelo menos seis meses. A HC é um agente citostático e único medicamento autorizado 

pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de indivíduos com AF. 

Afim de alcançar uma casuística significativa, consideramos a coleta das amostras que 

faziam uso de HC. Entretanto, o uso do medicamento está relacionado, na maioria dos 

casos, com o favorecimento significativo nas manifestações clínicas do indivíduo, seja na 

redução de crises vaso-oclusiva, ou no aumento dos níveis de Hb F, características que 

podem amenizar o quadro hemolítico (SERJEANT, 2014; MOREIRA et al., 2016). 

Assim, o uso de HC foi considerado durante o estudo, e essa covariável será melhor 

caracterizada adiante. 

O Laboratório de Hemoglobinas e Genética das Doenças Hematológicas 

(LHGDH) do Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas – UNESP de São José do 

Rio Preto, onde foi realizada a pesquisa, possui convênio de colaboração didático-

científica com o HEMORIO, formalizado pelo processo de número 000054/33/01/2012 

 

Malária por P. vivax 

 

O grupo de indivíduos com malária por P. vivax foi formado por 119 indivíduos 

adultos, sem distinção de gênero (86 homens e 33 mulheres), com idade mediana de 32 

anos (mínimo de 18 e máximo de 60 anos). As amostras foram obtidas no município de 

Itaituba-PA, pertencente à Mesorregião do Sudoeste Paraense e localizado na região 

Norte brasileira (latitude 04º16'34" sul e a uma longitude 55º59'01" oeste), com população 

estimada em 98.523 habitantes (IBGE, 2017). No ano de 2017 foram notificados mais de 

2122 casos de malária no município, dos quais cerca de 80% foram causados por P. vivax, 

relatados pelo boletim epidemiológico do SIVEP-Malária (Sistema de Informação de 

Vigilância Epidemiológica da Malária) (SIVEP-MALÁRIA, 2017). O Índice Parasitário 

Anual (IPA= Número de exames positivos de malária por local provável de 

infecção/População total residente no período determinado x 1000) para malária nos anos 

de 2015 e 2016, período no qual ocorreu a coleta das amostras, foi de 26,7 e 36,6 casos/mil 
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habitantes, respectivamente, caracterizando o município de Itaituba, como um local 

médio risco de transmissão de malária nesse período. 

Para formação do grupo de estudo, após os testes de Gota Espessa e Nested PCR 

(SNOUNOU et al., 1992) para confirmação do diagnóstico, critérios de inclusão foram 

adotados, sendo selecionados: indivíduos com Gota espessa positiva para P. vivax, 

independente da quantificação da parasitemia; ser nativo da área de estudo; ausência de 

hemoglobinopatias (HbAA); ausência do uso de antimalárico nos 30 dias anteriores à 

coleta; ausência de doenças degenerativas, tuberculose e leishmanioses e infecção por 

helmintos.  

 

3.3. Considerações éticas 

 

O presente estudo foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) dos 

Institutos envolvidos com a pesquisa: HEMORIO – processo 000054/33/01/2012 (Anexo 

A), UNESP - parecer 948.491 (Anexo B) e Instituto Evando Chagas SVS/MS – parecer 

654.999) (Anexo C), atendendo às normas vigentes no país. A coleta das amostras, 

sempre realizada por profissional habilitado, somente ocorreu após os indivíduos 

receberem esclarecimentos e manifestarem sua concordância em participar da pesquisa, 

por meio da assinatura do Temo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), conforme 

estabelecido pela Resolução CNS 466/12. Os indivíduos participantes da pesquisa 

estiveram sujeitos a risco mínimo, com possibilidade de dor e hematoma no local da 

punção venosa decorrente da coleta da amostra. 

Todas as informações fornecidas e os resultados obtidos nos exames laboratoriais 

foram mantidos em sigilo, sendo divulgados apenas em reuniões e revistas científicas. A 

análise dos prontuários para obtenção dos dados clínicos utilizados no estudo, foi sempre 

acompanhada pelos clínicos responsáveis pelos pacientes. 

 

3.4. Testes experimentais 

  

 Os testes experimentais foram desenvolvidos no LHGDH, do Departamento de 

Biologia sediado na ‘’Universidade Estadual Júlio de Mesquita Filho’’ (UNESP) – 

Instituto de Biociências Letras e Ciências Exatas (IBILCE), Campus de São José do Rio 

Preto, SP. Cada amostra de sangue total coletada foi armazenada em duas alíquotas, sendo 

uma destinada à caracterização do perfil hemoglobínico e extração de DNA para análises 
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moleculares, e outra centrifugada para obtenção do plasma, o qual permaneceu 

armazenado a -80ºC para posterior quantificação das proteínas plasmáticas. 

 Somado aos testes experimentais, dados laboratoriais referentes a avaliações de 

parâmetros hematológicos e hemolíticos, foram obtidos a partir de análise de prontuários 

médicos e sistema hospitalar. Esses dados resultaram de análises laboratoriais realizadas 

durante a rotina clínica dos indivíduos que compuseram os grupos de estudo, no período 

em que ocorreram a coleta das amostras. 

As metodologias utilizadas estão brevemente descritas abaixo. 

 

3.4.1. Perfil hemoglobínico e diagnóstico de AF 

 

 As amostras foram submetidas aos testes laboratoriais clássicos para análise do 

perfil hemoglobínico, seguido de análises moleculares para diagnóstico de AF, quando 

sugerido. Os testes clássicos de diagnóstico estão descritos abaixo, cujos protocolos 

encontram-se no APÊNDICE A. 

 

Análise da morfologia eritrocitária (BONINI-DOMINGOS, 2006). 

 

 Análise do esfregaço sanguíneo a fresco no microscópio de luz (objetiva de 40x). 

A técnica é utilizada para avaliar o tamanho e forma dos eritrócitos, bem como a 

quantidade de hemoglobina no interior das células. 

 

Resistência dos eritrócitos à hemólise (BONINI-DOMINGOS, 2006). 

 

 Teste realizado em solução de NaCl 0,36% afim de avaliar a resistência dos 

eritrócitos. Quando normais, os eritrócitos sofrem hemólise nessa solução salina, 

enquanto eritrócitos microcíticos tendem a ser mais resistentes, apresentando resultados 

positivos ao teste. É um teste seletivo de talassemias, em que 97% das talassemias beta 

apresentam positividade nessa concentração. 

 

Padrão de migração das hemoglobinas em eletroforese de pH alcalino (MARENGO-

ROWE, 1965) e pH ácido (VELLA, 1968). 

 

 Hemolisados de sangue total, com saponina, foram submetidos à eletroforeses em 

tampão TRIS/EDTA/Borato (pH 8,6) em fitas de acetato celulose e em tampão 

FOSFATO (pH 6,2) em gel de ágar. Por meio dessas técnicas é possível identificar 
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hemoglobinas normais e parte das hemoglobinas anormais mais frequentes, por meio dos 

padrões de mobilidade eletroforética diferentes da Hb A. A realização da eletroforese em 

pH ácido é importante pois auxilia na diferenciação de hemoglobinas que migram em 

posições semelhantes na eletroforese em pH alcalino. 

 

Quantificação das frações de hemoglobinas por cromatografia líquida e alta 

performance (HPLC) – Equipamento Ultra 2 (Trinity Biotech). 

 

 Para essa análise foi utilizado o equipamento Ultra 2 com o kit Resolution para 

quantificação das frações hemoglobínicas e identificação de hemoglobinas variantes. A 

técnica consiste na quantificação e caracterização das frações de Hb por meio dos padrões 

de absorbância versus tempos de retenção, em um sistema fechado de cromatografia 

líquida de troca iônica. Cada Hb tem um tempo de retenção característico que é expresso 

na forma de cromatogramas. Ao final da análise, uma cópia do cromatograma e os dados 

referentes ao perfil hemoglobínico, bem como as quantificações de cada fração 

hemoglobínica, são emitidos.   

 Os indivíduos com malária que apresentaram padrão anormal de hemoglobinas, 

foram excluídos do grupo. Os indivíduos o perfil hemoglobínico sugestivo de AF foram 

direcionados para as análises moleculares para confirmação do diagnóstico. Os testes 

realizados para o diagnóstico molecular de AF estão descritas a seguir, com protocolo 

detalhado no APÊNDICE B. 

 

Extração de DNA (SAMBROOK; FRITCSH; MANATIS, 1989) 

 

O DNA genômico utilizado nas análises moleculares foi obtido a partir de 

leucócitos de sangue periférico por meio da técnica de fenol-clorofórmio seguido de 

precipitação por etanol. A metodologia consiste na obtenção do ácido desoxirribonucleico 

por meio da desnaturação proteica, as quais ficam aderidas à fase orgânica da solução. O 

DNA, diluído na porção aquosa, sofre precipitação após adição de etanol, sendo 

facilmente separado por centrifugação. O material genético foi então ressuspendido em 

solução aquosa sendo, posteriormente quantificado e qualificado, por análise em 

espectrofotômetro (NanoDrop® ND-1000). Essa metodologia de obtenção de DNA foi 

escolhida pela ótima qualidade do produto final, adequado para aplicação de análises de 

biologia molecular. O protocolo na íntegra está descrito no APÊNDICE B. 
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PCR-RFLP para identificação de Hb S (SAIKI et al., 1985) 

 

 A identificação da mutação característica da Hb S, foi realizada por meio da 

técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) seguida de análise de fragmentos de 

restrição (PCR-RFLP), que se resume em amplificação do fragmento que contém a 

mutação, seguida de digestão enzimática e visualização em gel de agarose por meio da 

técnica de eletroforese. Os diferentes padrões de amplificação e digestão enzimática nos 

permitiu identificara presença do genótipo em homozigose para Hb S, ou seja, diagnóstico 

de AF. 

 

3.4.2. Caracterização do perfil hemolítico e hipóxico 

 

Parâmetros hematológicos e bioquímicos de hemólise 

 

 Para caracterização do perfil hemolítico dos indivíduos dos grupos de estudo 

foram considerados parâmetros hematológicos, parâmetros bioquímicos de hemólise 

comumente adotados na rotina laboratorial bem como a dosagem dos níveis de Hb 

plasmática. 

 Os parâmetros avaliados entre os indivíduos com AF foram obtidos por meio de 

análises a prontuários médicos e sistema hospitalar, a partir de visitas ao HEMORIO. Os 

parâmetros hematológicos considerados foram: Hb total (g/dL), GV (M/µL), Ht (%), 

VCM (fL) e HCM (pg), todos obtidos por equipamentos (Cell-Dyn Ruby), assim como 

os valores absolutos (Ret. Abs – K/µl) e percentuais (Ret. Rel - %) de reticulócitos. 

Quanto aos marcadores bioquímicos de hemólise, foram considerados os níveis 

enzimáticos de LDH e AST, quantificados por métodos enzimáticos (AU680 Chemistry 

System, Beckman Coulter Inc., Jersey, NJ, USA), e quantificação de Bil. Ind. obtida pelo 

método 2,4- diclorofenil diazonio (Beckman coulter AV680). 

 Para os indivíduos com malária, os parâmetros hematológicos considerados foram 

Hb total (g/dL), GV (M/µL), Ht (%), VCM (fL) e HCM (pg), também obtidos por 

equipamentos automatizados. Para esse grupo, os parâmetros bioquímicos de hemólise 

considerados foram os níveis enzimáticos de AST e os valores de Bil. Ind., ambos obtidos 

à partir da análise dos prontuários clínicos dos indivíduos.  
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Quantificação dos níveis plasmáticos das proteínas Hb livre e HIF1A 

 

 Para ambos os grupos as quantificações das proteínas Hb plasmática (Hemoglobin 

Human ELISA Kit – ab157707) e HIF1A (HIF1A Human ELISA Kit – ThermoFisher 

scientific), foram obtidos por ensaio de imunoabsorção enzimática, seguindo os 

protocolos sugeridos pelo fabricante. 

 

 

3.4.3. Análise das variantes genéticas 

 

Ambos os grupos de estudos foram genotipados para todas as mutações 

investigadas nesse estudo. 

 As análises moleculares para os SNP rs7203560 (gene NPRL3), rs1799983 (gene 

eNOS) e rs11549465 (gene HIF1A) foram realizados por meio da técnica de PCR-RFLP, 

enquanto que para a mutação VNTR rs61722009 (4a4b - gene eNOS), a identificação foi 

realizada por meio de PCR seguida de eletroforese e avaliação dos diferentes padrões de 

fragmentos amplificados, de acordo com o tamanho do alelo. Os oligonucleotídeos 

iniciadores, assim como os protocolos de amplificação e digestão enzimática estão 

descritos no APÊNDICE C. 

  

3.5. Análise estatística 

 

 Os softwares utilizados para as análises dos dados foram o Statistica 8.0 (StatSoft 

Inc., Tulsa, OK, USA) e GraphPad Prisma versão 5.01 para Windows (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA). Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade e 

homocedasticidade por meio do Normal Probability Plots of Residuals e teste de Levene, 

respectivamente. Os parâmetros hematológicos e hemolíticos foram comparados entre os 

subgrupos estabelecidos dentro de cada grupo de estudo por meio de General Linear 

Models (GLM). Esse modelo nos permitiu avaliar os dados por meio de combinações de 

variáveis dependentes (parâmetros avaliados) e variáveis categóricas (classificação 

dentro de cada grupo de estudo): uso e não uso de HC entre os indivíduos com AF; e 

homem e mulher entre os indivíduos com malária. Essa análise também nos permitiu 

adotar covariáveis, ou seja, variáveis que pudessem exercer influência nas variáveis 

avaliadas. O modelo de GLM também foi adotado para avaliar a associação das variantes 

genéticas com os perfis hemolíticos e de hipóxia, considerando as covariáveis idade, 
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gêneros, níveis de Hb F e uso ou não de HC para os indivíduos com AF, e idade e gênero 

para os indivíduos com malária. Para as análises de correlação entre parâmetros de 

hemólise e hipóxia foi aplicado teste de correlação de Sperman (dados não paramétricos). 

Por fim, para análise comparativa das frequências alélicas e genotípicas das variantes 

genéticas entre os grupos, foi aplicado os testes de Qui-Quadrado e Exato de Fisher. O 

valor de significância adotado foi em p<0,05.  
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4. RESULTADOS  

 Os resultados a seguir estão sequencialmente apresentados, de acordo com os 

objetivos propostos. Entre as análises realizadas para obtenção desses resultados, o 

número amostral difere, devido à intercorrências nos processos analíticos. 

 

4.1. Caracterização dos índices hematológicos e perfil de hemólise 

 

Anemia falciforme 

 

A caracterização hematológica e hemolítica do grupo de indivíduos com AF, está 

apresentada na Tabela 1. Como mencionado anteriormente, na composição do nosso 

grupo de estudo, alguns indivíduos faziam uso de HC. Considerando a possível influência 

do tratamento no estabelecimento do perfil hemolítico desses indivíduos, esse grupo de 

estudo foi inicialmente subdividido em: indivíduos que faziam uso de HC (HC+) e os que 

não faziam uso (HC-). Ainda é importante ressaltarmos que os valores de Hb F, idade e 

gênero, foram adotados como covariáveis, sendo corrigidas durante a comparação dos 

parâmetros 

Os valores de GV, HCM, Ret. Rel, Ret. Abs, e das enzimas LDH e AST, estiveram 

significativamente diferentes entre os subgrupos. Assim, a fim de diminuir as variáveis 

externas capazes e influenciar as próximas análises, adotamos o uso ou não de HC como 

mais uma covariável a ser considerada. 

Embora nem todos os parâmetros avaliados tenham sido diferentes entre os 

subgrupos, tanto os índices hematológicos como os marcadores de hemólise estiveram 

fora dos valores de normalidade, caracterizando a ocorrência de hemólise crônica na AF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

52 4. RESULTADOS 

 

Tabela 1: Caracterização do perfil hematológico e hemolítico dos indivíduos com anemia 

falciforme. 

 

                   Anemia falciforme 
  HC + 

N=67 

Média (±E.P) 

 HC - 
N= 172 

Média (±E.P) 

 

p* 

Idade** 23 (11 – 72)  23 (11 – 61) ------ 

GV M/µL 2,40 (± 0,05)  2,60 (± 0,04) 0,010 

Hb g/dL 8,26 (± 0,13)  8,20 (± 0,09) 0,838 

Ht (%) 23,71 (± 0,53)  23,84 (± 0,51) 0,758 

VCM (fL) 99,77 (± 1,54)  90,64 (± 0,78) <0,001 

HCM (pg) 34,70 (± 0,61)  31,94 (± 0,30) <0,001 

Ret. Rel (%) 8,85 (± 0,45)  10,09 (± 0,23) 0,020 

Ret. Abs (K/µL) 191,74 (± 10,30)  263,30 (± 7,56) <0,001 

LDH (U/L) 438,65 (± 22,60)  701 (± 34,10) <0,001 

AST (U/L) 31,20 (± 1,30)  42,67 (± 1,46) 0,001 

BI. (mm/dL) 2,50 (± 0,20)  2,65 (± 0,13) 0,633 

Hb plasmática (g/dL) 0,008  (± 4,40)  0,01 (± 5,20) 0,568 

     

 

EP: erro padrão; GV: glóbulos vermelhos; Hb: hemoglobina total; Ht: hematócrito; VCM: volume corpuscular 

médio; HCM: hemoglobina corpuscular média. 

Valores de normalidade estimados com base no intervalo do menor e maior valores entre homens e mulheres. 

GV (4,5 – 6,0); Hb (12,0 – 16,0); Ht (36,0 – 50,0); VCM (80,0 – 94,0); HCM (27,0 – 32,0). 

Ret. Rel = reticulócitos relativos (porcentagem de reticulócitos); Ret. Abs = reticulócitos absolutos; LDH = enzima 

lactato desidrogenase; AST: enzima aspartato aminotrasnferase; Bil. Ind = bilirrubina indireta (bilirrubina não 

conjugada); Hb livre = hemoglobina plasmática. 

Valores de referência: LDH (< 480 U/L); AST (< 31 U/L); ALT (<31 U/L); Bil. Ind. (< 0,7 mg/dL); Hb plasmática 

(0,005g/dL) (Steinberg et al., 2013). 

M/µL: milhões por microlitro; g/dL: gramas por decilitro; fL: fentolitros; pg: picogramas; K/µL: mil por microlitros; 

U/L: unidades por litro; mm/dL: miligramas por decilitros.  

* A comparação dos dados foi realizada por modelo GLM, considerando p<0,05 como significativo. 

** Para o cálculo da idade foi utilizado mediana com mínimo-máximo 

 

 

Malária por P. vivax 

 

Para os indivíduos com diagnóstico de malária, os resultados estão apresentados 

na Tabela 2. Para a comparação dos parâmetros avaliados nesse grupo, os indivíduos 

foram inicialmente divididos quanto ao gênero, sendo formado os subgrupos homens 

versus mulheres. A idade foi adotada como covariável e corrigida durante a comparação 

dos dados. 

Os valores de Hb, Ht, GV, Bil. Ind. e os níveis Hb plasmática, apresentaram 

diferença significativa entre os subgrupos, sugerindo que o gênero é mais uma importante 

covariável a ser considerada nas próximas análises.  

Na avaliação hematológica, todos os índices estiveram dentro dos valores de 

normalidade, indicando a ausência de anemia estabelecida no momento da coleta da 

amostra. No entanto, entre os marcadores bioquímicos de hemólise, os valores AST 
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estiveram aumentados em ambos os subgrupos, mas em especial entre os indivíduos do 

sexo masculino, no qual também observamos valores aumentados de Bil. Ind. Esses 

resultados evidenciam a ocorrência de hemólise no momento da coleta das amostras. Os 

níveis de Hb plasmática, também maiores quando comparados ao valor de normalidade, 

foram maiores nos indivíduos do sexo masculino.  

 

Tabela 2: Caracterização do perfil hematológico e hemolítico dos indivíduos com malária 

  

 Malária vivax   

  Total 
N=119 

Média (±E.P) 

Homens* 
N=86 

Média (±E.P) 

Mulheres* 
N=33 

Média (±E.P) 

p* 

Idade** 32 (18 - 60) 31,5 (18 - 60) 33 (18 - 55) ------ 

GV M/µL 4,80 (± 0,05) 4,87 (± 0,06) 4,35 (± 0,09) <0,001 

Hb g/dL 14,01 (± 0,16) 14,48 (± 0,18) 13,02 (± 0,28) <0,001 

Ht (%) 42,33 (± 0,48) 43,55 (± 0,53) 39,15 (± 0,84) <0,001 

VCM (fL) 89,36 (± 0,34) 89,40 (± 0,40) 89,25 (± 0,63) 0,934 

HCM (pg) 29,9 (± 0,12) 29,77 (± 0,89) 30,07 (± 0,35) 0,225 

AST (U/L) 35,86 (± 3,03) 37,58 (± 3,72) 31,36 (± 5,07) 0,380 

BI. (mm/dL) 0,64 (± 0,06) 0,73 (± 0,08) 0,40 (± 0,04) 0,015 

Hb. plasmática (g/dL) 0,013  (± 5,52) 0,014  (± 6,28) 0,010  (± 9,06) 0,008 

 

EP: erro padrão; GV: glóbulos vermelhos; Hb: hemoglobina total; Ht: hematócrito; VCM: volume corpuscular 

médio; HCM: hemoglobina corpuscular média.. 

Valores de normalidade estimados com base no intervalo do menor e maior valores entre homens e mulheres. 

GV (4,5 – 6,0); Hb (12,0 – 16,0); Ht (36,0 – 50,0); VCM (80,0 – 94,0); HCM (27,0 – 32,0). 

LDH = enzima lactato desidrogenase; AST: enzima aspartato aminotrasnferase; BI = bilirrubina indireta (bilirrubina 

não conjugada); Hb livre = hemoglobina plasmática. 

Valores de referência: AST (< 31 U/L); Bil. Ind. (< 0,7 mg/dL). Hb plasmática (0,005g/dL) (Steinberg et al., 2013).  

M/uL: milhões por microlitro; g/dL: gramas por decilitro; fL: fentolitros; pg: picogramas; U/L: unidades por litro; 

mm/dL: miligramas por decilitros.  

*A comparação dos dados entre os subgrupos mulheres versus homens, foi realizada por modelo GLM, considerando 

p<0,05 como significativo. 

        ** Para o cálculo da idade foi utilizado mediana com mínimo-máximo 

 

 

4.2 Comparação das taxas de hemólise intravascular e de hipóxia entre os grupos 

de estudo, e a correlação entre os marcadores bioquímicos de hemólise e hipóxia. 

 

 A fim de estudarmos as proteínas envolvidas em vias potenciais influenciadoras 

do perfil hemolítico, avaliamos a hemólise intravascular nos indivíduos com AF e 

malária, por meio da quantificação de Hb plasmática, bem como a hipóxia por meio da 

proteína HIF1A.  As quantificações das proteínas foram significativamente diferentes 

entre os grupos (Figura 4), sugerindo respostas fisiológicas distintas de acordo com a 

etiologia e padrão da hemólise em cada condição clínica. 

O grupo de indivíduos com malária apresentou níveis 1,7 vezes maiores de HIF1A 

(689,82±29,42 pg/mL), quando comparados ao com AF (393,49±22,60 pg/mL). Maiores 
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valores de Hb plamástica também foram observados nos indivíduos com malária 

(0,013±0,0006 g/dL na malária, e 0,009 ±0,0003 g/dL na AF), caracterizando uma taxa 

de hemólise intravascular 1,4 vezes maior nesses indivíduos.  

 

Figura 4:  Análise comparativa das concentrações da proteína HIF1A e Hb plasmática 

entre os grupos de estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teste estatístico: General Linear Models (GLM), considerando idade, gênero e HC como covariáveis no 

grupo com AF e, idade e gênero para os indivíduos com malária. Valores de p<0,05 como significativos. 

A) Comparação dos níveis de Hb plasmática, adotado como marcador específico de hemólise intravascular. 

B) Comparação dos valores da proteína HIF1A utilizado como marcador de hipóxia desse estudo. A análise 

de ambos os marcadores revelou maiores valores entre os indivíduos com diagnóstico de malária. 

 

 

Dessa forma, a fim de avaliarmos a relação entre os marcadores bioquímicos de 

hemólise, adotados na rotina clínica desses indivíduos, com os níveis das proteínas Hb 

plasmática e HIF1A, realizamos o teste de correlação de Spearman. A análise foi 

realizada em ambos os grupos de estudo, separadamente, e estão descritas nos subitens 

seguintes.  

 

Anemia falciforme 

 

 Nesse grupo de estudo foi observada correlações positivas entre os marcadores de 

hemólise: Ret. Rel. e Ret. Abs; Ret. Rel e Bil. Ind; LDH e AST; LDH e BI; AST e BI, e 

correlação negativa entre os valores de Ret. Rel e LDH. Nenhum dos marcadores de 

hemólise apresentou correlação com os níveis de Hb plasmática. Em relação ao marcador 

de hipóxia (HIF1A), apenas para os níveis de LDH houve correlação negativa. Os valores 

das correlações observadas estão apresentados na Figura 5. 

 

A B 
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Figura 5: Correlação entre os marcadores bioquímicos de hemólise e hipóxia em indivíduos com AF. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                  

 

 

 

 

 

 

 

Teste estatístico: Correlação de Spearman (dados não paramétricos). Valores de p<0,05 

foram considerados significativos. Valores de r positivos indicam correlações positivas 

enquanto valores de r negativos indicam correlações negativas.  

Cada gráfico corresponde a correlação estre duas variáveis, as quais estão descritas nas 

extremidades da figura, referindo-se aos eixos x e y. Os valores limitados por um retângulo 

evidenciam as análises com resultados significativos. 

Hb plasmática (g/dL) 
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Malária por P. vivax 

 

 

 Nesse grupo de estudo obtivemos apenas as variáveis AST e BI como marcadores 

bioquímicos de hemólise a serem avaliados, e observamos correlação positiva de ambos 

com os níveis de Hb plasmática (Figura 6). Nenhum dos marcadores hemolíticos 

estiveram relacionados com os níveis de HIF1A. 

 

Figura 6: Correlação entre os marcadores bioquímicos de hemólise e hipóxia em indivíduos 

com malária por P. vivax 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Teste estatístico: Correlação de Spearman (dados não paramétricos). Valores de p<0,05 foram considerados 

significativos. Valores de r positivos indicam correlações positivas enquanto valores de r negativos indicam 

correlações negativas. Cada gráfico corresponde a correlação estre duas variáveis, as quais estão descritas 

nas extremidades da figura, referindo-se aos eixos x e y. Os valores limitados por um retângulo evidenciam 

as análises com resultados significativos. 
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4.4. Frequência genotípica e alélica das mutações avaliadas. 

 

 

 Entre as variantes genéticas avaliadas nesse estudo, mutações em genes 

envolvidos com a expressão de proteínas atuantes em vias relacionadas com respostas 

fisiopatológicas da hemólise, foram considerados. Sendo assim, avaliamos o SNP 

rs7203560 (gene NPRL3), localizado próximos a região regulatória do cluster alfa 

globínico; a mutação de repetição rs61722009 (4a4b do gene eNOS) e o SNP rs1799983 

(894 G>T do gene eNOS), relacionado com a síntese do NO e manutenção da homeostase 

endotelial; bem como o SNP rs11549465 (1722 C>T do gene HIF1A), relacionado às 

atividades celulares hipóxia-dependentes. Os resultados estão apresentados, de modo 

comparativo, na Tabela 3.   

Apenas as frequências genotípicas e alélicas do SNP rs1799983 (894G>T) (gene 

eNOS) foram significativamente diferentes entre os dois grupos de estudo, estando o 

genótipo TT em maior frequência entre os indivíduos com AF (p<0,001). (Tabela 3 e 4). 
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Tabela 3: Frequência genotípica das mutações: SNP rs7203560 (NPRL3), VNTR rs61722009 e SNP rs1799983 (eNOS) e o SNP rs11549465 

(HIF1A).  

 

  Anemia falciforme              Malária por P. vivax  

Gene 

(mutação) 

Genótipo  Total 
(N=224) 

Freq.  

genotípica 

Total 
(N=101) 

Freq. 

genotípica 

p* 

HIF1A 

(1772C/T) 

rs11549465 

CC 197 87,9% 83 82,2%  

0,073 CT  23 10,4% 18 17,8% 

TT  04 1,8% 0 0 

Gene 

(mutação) 

Genótipo  Total 
(N=286) 

Freq.  

genotípica 

Total 
(N=106) 

Freq.  

genotípica 

p* 

eNOS 

(4a4b) 
rs61722009 

 

AA 15 5,2% 01 0,9%  

 0,086 AB 123 43,0% 41 38,7% 

BB 
148 

51,7% 
64 60,4% 

  (N=279)  (N=104)   

eNOS 

894G/T 
(rs1799983) 

GG 199 71,3% 91 87,5%  

0,003 GT 73 21,2% 13 12,5% 

TT 7 2,5% 0 0,0% 

Gene 

(mutação) 

Genótipo  Total 
(N=300) 

Freq.  

genotípica 

Total 
(N=104) 

Freq.  

genotípica 

p* 

NPRL3 
(T/G) 

rs7203560 

TT 271 90,7% 98 94,2%   

0,347 GT  17 5,7% 05 4,8% 

GG 11 3,7% 01 0,90% 
Os resultados foram apresentados de forma comparativa entre os dois grupos de estudo. Para rs11549465: homozigoto selvagem (CC) heterozigoto (CT) e homozigoto mutante 

(TT).  Para rs61722009: homozigoto selvagem (4a4a) heterozigoto (4a4b) e homozigoto mutante (4b4b). Para rs1799983: homozigoto selvagem (GG) heterozigoto (GT) e 

homozigoto mutante (TT). Para rs7203560: homozigoto selvagem (TT) heterozigoto (GT) e homozigoto mutante (GG).  

*Teste estatístico: Qui-Quadrado com p<0,05 significativo caracterizados por números em negrito.
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Tabela 4: Frequência alélica das mutações: SNP rs7203560 (NPRL3), VNTR rs61722009 

e SNP rs1799983 (eNOS) e o SNP rs11549465 (HIF1A).  

Gene 

mutação 
Anemia falciforme Malária vivax  

HIF1A 
rs11549465 

Total = 448 

N                    % 

Total = 202 

N                    % 

p* 

C  417 0,93 184 0,91 0,373 

T 31 0,07 18 0,18  

      

eNOS 
(rs61722009) 

Total = 572 

N                    % 

Total = 212 

N                    % 

p* 

4a  153 0,27 43 0,20 0,063 

4b 419 0,73 169 0,80  

      

eNOS 
(rs1799983) 

Total = 558 

N                    % 

Total = 208 

N                    % 

p* 

G  471 0,84 195 0,94 <0,001 

T 87 0,16 13 0,06  

      

NPRL3 
rs7203560 

Total = 600 

N                    % 

Total = 208 

N                    % 

p* 

G  39 0,05 7 0,03 0,093 

T 561 0,86 201 0,97  

Os resultados foram apresentados de forma comparativa entre os dois grupos de estudo. Para rs11549465 

– C: alelo selvagem e T: alelo mutante. Para rs61722009 – 4a: alelo selvagem e 4b: alelo mutante. Para 

rs1799983 – G: alelo selvagem e T: alelo mutante. Para rs7203569 – G: alelo selvagem e T: alelo mutante 

*Teste estatístico: Qui-Quadrado com p<0,05 significativo caracterizados por números em negrito. 
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4.5 Associação das mutações com o perfil hemolítico 

 

 Com a finalidade de avaliarmos fatores genéticos como possíveis influenciadores 

no perfil hemolítico, investigamos a associação das mutações descritas acima com os 

marcadores bioquímicos de hemólise em ambos os grupos. Os resultados estão mostrados 

em tabelas distintas, pois os marcadores adotados para cada grupo foram diferentes. 

 

Anemia falciforme 

 

 Entre os indivíduos desse grupo de estudo, diferenças nos marcadores hemolíticos 

de acordo com o padrão genotípico foi observada para ambas variantes genéticas do gene 

eNOS. Para o SNP rs1799983 (894G>T) (Tabela 5), indivíduos homozigotos selvagens 

(GG) apresentaram 1,3 vezes mais Hb plasmática do que os indivíduos portadores de ao 

menos um alelo mutante (genótipos GT e TT), enquanto que para a mutação VNTR 

rs61722009 (4a4b) (Tabela 6), indivíduos homozigotos mutantes (4b4b) apresentaram 

níveis de Hb plasmática aproximadamente 1,2 vezes menores. 

 O SNP rs7203560 do gene NPRL3 não mostrou associação com o perfil 

hemolítico nesse grupo de estudo (Tabela 7). 

 

Tabela 5: Relação do SNP rs1799983 (894G/T - eNOS) com os marcadores de 

hemólise em indivíduos com anemia falciforme. 

 

 Anemia falciforme  

eNOS (894G>T) GT/TT  GG  

 N=53  N=67 p 

Ret. Rel (%) 9,60 (± 1,38)  10,41 (± 0,37) 0,125 

Ret. Abs (K/µL) 253,82 (± 9,70)  264,41 (± 9,16) 0,301 

LDH (U/L) 776,02 (± 65,27)  682,73 (± 34,40) 0,195 

AST (U/L) 41,50 (± 2,50)  42,77 (± 1,45) 0,562 

BI (mm/dL) 2,98 (± 0,24)  2,76 (± 0,18) 0,558 

Hb. plasmática (g/dL) 0,007  (± 0,0004)  0,009 (± 0,0005) 0,043* 

Teste estatístico: GLM assumindo gênero, Hb F e HC como covariáveis e p<0,05 como significativo. 

Para 894G>T: homozigoto selvagem (GG), heterozigoto (GT) e homozigoto mutante (TT). Alelo mutante 

(T) associado com menor biodisponibilidade de ON. Modelo recessivo foi considerado durante as análises.  
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Tabela 6: Relação da variante VNTR rs61722009 (4a4b - eNOS) com os marcadores de 

hemólise em indivíduos com anemia falciforme. 
 

 Anemia falciforme  

eNOS (4a4b) 4a4a/4a4b  4b4b p 

 N=87  N=99  
Ret. Rel (%) 10,75 (± 0,46)  10,16 (± 0,42) 0,258 

Ret. Abs (K/µL) 266,60 (± 11,38)  263,45 (± 9,43) 0,690 

LDH (U/L) 757,73 (± 45,7)  678,22 (± 41,14) 0,122 

AST (U/L) 43,75 (± 2,03)  42,08 (± 1,78) 0,274 

BI (mm/dL) 2,85 (± 0,18)  2,77 (± 0,17) 0,738 

Hb. plasmática (g/dL) 0,010  (± 0,0007)  0,008 (± 0,0003) 0,010* 

Teste estatístico: GLM assumindo gênero, Hb F e HC como covariáveis e p<0,05 como significativo. 

Para 4a4b: homozigoto selvagem (4a4a) heterozigoto (4a4b) e homozigoto mutante (4b4b). Alelo 

selvagem (4a) associado com menor expressão gênica. Modelo recessivo considerado durante as análises.  

 

 

 

 

 

 

Tabela 7: Relação do SNP rs7203560 (NPRL3) com os marcadores de hemólise em 

indivíduos com anemia falciforme. 

 

 Anemia falciforme  

    NPRL3 TG/TT  GG p 

 N=194  N=11  

Ret. Rel (%) 10,74 (± 0,84)  10,27 (± 0,29) 0,721 

Ret. Abs (K/µL) 298,80 (± 25,57)  258,57 (± 6,81) 0,116 

LDH (U/L) 742,86 (± 104,40)  719,89 (± 33,04) 0,797 

AST (U/L) 39,44 (± 4,40)  43,21 (± 1,38) 0,464 

BI (mm/dL) 3,00 (± 0,72)  3,64 (± 0,0,82) 0,791 

Hb. plasmática (g/dL) 0,007  (± 0,0007)  0,009 (± 0,0004) 0,253 

Teste estatístico: GLM assumindo gênero, Hb F e HC como covariáveis e p<0,05 como significativo. 

Para rs7203560: homozigoto selvagem (TT) heterozigoto (TG) e homozigoto mutante (TT).  Alelo mutante 

(G) assumido como protetor ao perfil hemolítico. Modelo recessivo considerado durante as análises. 
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Malária por P. vivax 

 

 Nesse grupo de estudo observamos associaçãos apenas com o SNP rs1799983 

(894G>T) do gene eNOS. Indivíduos homozigotos selvagem (GG) apresentaram níveis 

de Hb plasmática aproximadamente 1,3 vezes maiores que indivíduos portadores de ao 

menos um alelo mutante (GT e TT) (Tabela 8). 

 A variante VNTR rs61722009 (4a4b - eNOS) (Tabela 9) não esteve relacionado 

com o perfil hemolítico nesse grupo de estudo, enquanto a análise para o SNP rs7203560 

do gene NPRL3 não foi possível, devido à menor frequência do alelo mutante (G) e a 

ausência de dados hemolíticos desses indivíduos. 

 

Tabela 8: Relação do SNP rs1799983 (894G/T- eNOS) com os marcadores de hemólise 

em indivíduos com malária. 
 

 Malária por P. vivax 

eNOS (894G>T) GT/TT  GG  

 N=13  N=92 p 

AST (U/L) 38,58 (± 4,43)  42,77 (± 8,12) 0,882 

BI. (mm/dL) 0,61 (± 0,06)  0,51 (± 0,08) 0,246 

Hb. plasmática (g/dL) 0,013  (± 0,0006)  0,017 (± 0,001) 0,022 

Teste estatístico: GLM assumindo idade como covariável e p<0,05 como significativo. 

Para 894G>T: homozigoto selvagem (GG), heterozigoto (GT) e homozigoto mutante (TT). Alelo mutante 

(T) associado com menor biodisponibilidade de ON. Modelo recessivo considerado durante as análises. 

 

 

Tabela 9: Relação da VNTR rs61722009 (4a4b - eNOS) com os marcadores de 

hemólise em indivíduos com malária. 
 

 Malária por P. vivax 

eNOS (4a4b) 4a4b/4a4b  4b4b p 

 N=42  N=71  
AST (U/L) 37,26 (± 4,25)  47,56 (± 5,40) 0,227 

BI (mm/dL) 0,51 (± 0,05)  0,64 (± 0,08) 0,782 

Hb. plasmática (g/dL) 0,014  (± 0,001)  0,013 (± 0,0008) 0,638 

Teste estatístico: GLM assumindo idade como covariável e p<0,05 como significativo. 

Para 4a4b: homozigoto selvagem (4a4a) heterozigoto (4a4b) e homozigoto mutante (4b4b). Alelo 

selvagem (4a) associado com menor expressão gênica. Modelo recessivo considerado durante as análises.  
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5.6. Associação do SNP 1722 C/T do gene HIF1A com a hipóxia 

 

 Quanto a influência de fatores genéticos em mecanismos relacionados com 

respostas fisiológicas de hemólise, também investigamos a associação dos SNP do gene 

HIF1A com os níveis plasmáticos da proteína HIF1A, um importante modulador da via 

da hipóxia.  

 Para ambos os grupos de estudo não houve associação significativa dos genótipos 

com os níveis proteicos de HIF1A (Tabela 10). 

 

Tabela 10: Relação do SNP rs11549465 (1772C/T-HIF1A) com a proteína HIF1A em 

indivíduos com anemia falciforme e malária. 

 

 Anemia falciforme Malária por P. vivax 

Proteína CC CT/TT  CC CT/TT  

 N=141 N=19 p N=81 N=17 p 

HIF1A (pg/ml) 640,97 (±25,82) 754,88 (±31,28) 0,603 656,95(±145,78) 479,64(±66,93) 0,084 

 

Teste estatístico: GLM assumindo gênero, Hb F e HC como covariáveis para o grupo de estudo de AF, e 

idade indivíduos com malária. O valor de p<0,05 como significativo. 

Para rs11549465: homozigoto normal (CC) heterozigoto (CT) e homozigoto mutante (TT). Presença do 

polimorfismo associado com aumento da atividade transcricional do gene. Modelo recessivo considerado 

durante as análises. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 Nosso estudo teve como objetivo avaliar a associação de marcadores genéticos e 

bioquímicos relacionados com as vias da hemólise e de hipóxia, em indivíduos com 

diferentes perfis etiológicos de hemólise. Para isso, nossa casuística foi composta por 

indivíduos com AF, uma afecção hereditária monogênica caracterizada por hemólise 

crônica; e a malária causada pelo parasito P.vivax, que tem entre seus eventos 

fisiopatológicos, episódios de hemólise aguda, consequente da infecção parasitária.  

Com os resultados obtidos, foi possível confirmarmos a hipótese de que os 

marcadores bioquímicos e genéticos aqui avaliados, apresentam diferentes relações com 

o perfil hemolítico e hipóxico entre os indivíduos com AF e malária por P. vivax. Os 

níveis de Hb plasmática, bem como da proteína HIF1A, estiveram presentes em maior 

proporção nos indivíduos com malária, grupo no qual a Hb plasmática também esteve 

diretamente relacionada com os marcadores bioquímicos de hemólise comumente 

adotados na rotina laboratorial. Observamos resultados divergentes no grupo de estudo 

de indivíduos com AF, no qual verificamos a relação dos marcadores de hemólise entre 

si, mas a ausência de relação desses com os níveis de Hb plasmática. 

 

6.1 Perfil hemolítico e marcadores de hemólise 

 

 

 A hemólise, embora similar entre as doenças que apresentam tal processo em meio 

aos seus eventos fisiológicos, acomete de modo variável o desenvolvimento das 

manifestações clínicas de acordo com a etiologia hemolítica. No nosso estudo, ambos os 

grupos revelaram a presença significativa de hemólise. Entre os indivíduos com AF, os 

parâmetros hematológicos (GV, Hb total, VCM e HCM) e hemolíticos (Ret. Abs, Ret. 

Rel, LDH, AST e BI) estiveram acima dos valores de normalidade. Esses resultados eram 

esperados uma vez que, os indivíduos avaliados nesse estudo se encontravam em estado 

estacionário, condição essa em que os parâmetros hematológicos e hemolíticos 

correspondem às características fisiológicas próprias da doença (BALLAS, 2012), ou 

seja, a presença de anemia hemolítica consequente da hemólise crônica. Assim, 

considerando que a intensidade da anemia hemolítica é um fator de risco no 

estabelecimento das complicações clínicas na AF (NOURAIE et al., 2013), nossos 
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resultados reforçam a importância da caracterização do perfil hemolítico a partir da 

avaliação dos marcadores bioquímicos aqui considerados, os quais são amplamente 

relatados na literatura como bons biomarcadores de hemólise. 

  Os valores elevados de AST e BI nos indivíduos com malária, refletiram a 

presença de hemólise nesse grupo de estudo. Entretanto, os parâmetros hematológicos 

dentro da faixa de normalidade, revelam a ausência de anemia. Embora a hemólise nesses 

indivíduos seja um evento fisiopatológico importante, os critérios de exclusão para 

formação do nosso grupo de estudo isolaram potenciais fatores que poderiam contribuir 

para o estabelecimento da anemia hemolítica, como: gravidez, idade inferior à cinco anos, 

e presença de comorbidades como infecção por helmintos intestinais (BOEL et al., 2010; 

DOUGLAS et al., 2012). Além disso, devemos considerar que algumas anemias 

hemolíticas apresentam características normocíticas, ou seja, valores do parâmetro VCM 

dentro da faixa de normalidade e não indicando macrocitose, condição frequente entre os 

parâmetros hematológicos de indivíduos com anemias hemolíticas (DHALIWAL; 

CORNETT; TIERNEY, 2004).  

Embora o estabelecimento da anemia hemolítica não tenha sido observado entre 

os indivíduos com malária da nossa casuística, outras consequências fisiológicas 

desencadeadas pelo processo de hemólise parecem influenciar de modo significativo nas 

manifestações clínicas. Por exemplo, apesar de a malária por P.vivax ser caracterizada 

por menores taxas de parasitemia quando comparada à infecção por P. falciparum, as 

respostas inflamatórias, assim como os danos endoteliais, são proporcionalmente maiores 

durante e após a infecção por P. vivax, quando consideradas similar biomassa parasitária 

(YEO et al., 2010; BAIRD et al., 2016). Ainda os estudos de Douglas e cols (2013) e 

Poespoprodjo e cols (2009) mostraram que a ocorrência de anemia grave em crianças foi 

maior em infecções por P. vivax, resultados que suportam a hipótese de que a anemia 

hemolítica estabelecida em indivíduos com malária por P. vivax, pode ser um fator 

contribuinte, mesmo que de forma indireta, para taxas de mortalidade e morbidade em 

regiões endêmicas (KENANGALEM et al., 2016). 

Apesar de a AF e a malária apresentarem etiologias hemolíticas distintas, o 

estabelecimento da anemia se dá pelo mesmo mecanismo, ou seja, a ruptura prematura 

dos eritrócitos (BROADWAY-DUREN; KLASSEN, 2013). A presença da anemia entre 

os indivíduos com AF, condição esta ausente entre os indivíduos com malária, reforça a 

influência distinta da hemólise no estabelecimento das manifestações fenotípicas dessas 
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doenças. Essas diferenças também aparecem nas distintas correlações entre os 

marcadores de hemólise e de hipóxia, nos dois grupos de estudo. 

Os parâmetros laboratoriais adotados para a avaliação do perfil hemolítico, são 

considerados marcadores de hemólise por refletirem respostas fisiológicas desencadeadas 

por vias relacionadas, mesmo que indiretamente, com a ruptura e remoção dos eritrócitos 

(STOJANOVIC; LIONNET, 2016). Sendo assim, devemos considerar que tais 

marcadores refletem efeitos sistêmicos e que, portanto, apresentam diferentes associações 

perante as singularidades fisiopatológicas de cada doença.  

Para os indivíduos com AF, correlações significativas foram observadas entre os 

marcadores bioquímicos de hemólise (Ret. Abs, Ret. Rel, LDH, AST e BI) sugeridos 

como importantes para avaliação do perfil hemolítico nesses indivíduos (MINNITI et al., 

2009; NOURAIE et al., 2013; KATO et al., 2014) e comumente utilizados na rotina 

laboratorial. Correlações foram observadas entre a enzima LDH com todo os demais 

marcadores, em especial entre LDH e AST, ambas enzimas utilizadas como marcadores 

de danos teciduais. A LDH e suas diferentes isoformas são também encontradas, em 

quantidades significativas, em diferentes tecidos, como o cardíaco e o pulmonar. 

Entretanto, a maior proporção desta enzima, quando no plasma sanguíneo de indivíduos 

com AF, é consequência de dano eritrocitário (STOJANOVIC; LIONNET, 2016), 

fazendo dessa um importante marcador de hemólise.  

A LDH foi o único marcador de hemólise que esteve relacionado, embora 

inversamente, com os níveis de HIF1A. Sabemos que a resposta medular pode ser 

suficiente perante a processos hemolíticos, garantindo o equilíbrio entre a taxa de 

destruição e a produção compensatória dos eritrócitos. No entanto, em algumas condições 

etiológicas, altas taxas hemolíticas não compensadas, desencadeiam anemia hemolítica, 

que por sua vez, refletem em eventos fisiopatológicos e clínicos. Entre esses, a hipoxemia 

está intimamente relacionada com intensidade da anemia hemolítica (HEBBEL, 2011; 

NOURAIE et al., 2013).  Sendo a proteína HIF1A um importante modulador de respostas 

celulares hipóxia-dependentes (TANIMOTO et al., 2003), é esperado que seus níveis 

estejam diminuídos em relação a maiores taxas hemolíticas, uma vez que a proteína, após 

sintetizada em resposta a menores concentrações de oxigênio, passa a ser intensamente 

utilizada. Essa hipótese justifica então a relação inversa entre LDH e os níveis HIF1A 

encontrada no nosso estudo, além de evidenciar a importância dessa enzima como 

marcador hemolítico, não só por refletir a ruptura eritrocitária, mas também por 

caracterizar resposta sistêmica consequentes do processo hemolítico.  
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Apesar das relações significativas entre os marcadores de hemólise nos indivíduos 

com AF, nenhum deles esteve relacionado com os níveis de Hb plasmática nesse grupo 

de estudo, nem mesmo com a LDH, que tem sido sugerida como um promissor marcador 

de hemólise intravascular (KATO et al., 2006; STOJANOVIC; LIONNET, 2016). Se 

considerarmos a taxa de aproximadamente 2/3 de hemólise extravascular na AF 

(BENSINGER; GILLETE, 1974), justificaria a menor relação entre a Hb plasmática e os 

marcadores de hemólise. No estudo de Nouraie e cols (2013), objetivando avaliar o perfil 

hemolítico de indivíduos com DF, considerando a variação dos parâmetros de hemólise, 

os pesquisadores elaboraram um score hemolítico a partir da associação dos marcadores 

de hemólise, que também foram avaliados no nosso estudo (Ret. Rel, LDH, AST e BI). 

A esse score numérico, deu-se o nome de índice hemolítico, o qual esteve positivamente 

relacionado com níveis elevados de Hb plasmática e micropartículas eritrocitrárias, 

indicando-o como bom marcador de hemólise intravascular. No referido estudo, as 

enzimas LDH e AST foram os marcadores de hemólise que apresentaram maior relação 

com os índices hemolíticos, enzimas essas que estiveram mais correlacionadas no nosso 

grupo. Assim, embora não observamos correlações dessas enzimas com os níveis de Hb 

plasmática, a relação entre elas e, a participação na caracterização do perfil hemolítico de 

indivíduos com AF, é evidente, sugerindo novas investigações em casuísticas distintas, 

quanto a associação direta dessas com a hemólise intravascular.  

Entre os indivíduos com malária, não observamos correlação significativa entre 

os marcadores de hemólise (AST e BI), mas sim desses com os níveis de Hb plasmática. 

Tal correlação sugere maior reflexo da hemólise intravascular nesses marcadores, 

comumente adotados na rotina laboratorial. Embora para o estudo de Douglas e cols 

(2012) a hemólise intravascular ocorre em menores taxas na malária por P. vivax, a fase 

intra-eritrocítica do ciclo de vida do parasito, é caracterizada por infecção ativa, ou seja, 

eventos agudos de ruptura eritrocitária resultando no surgimento dos primeiros sintomas 

clínicos da doença (MILLER et al., 2002). Uma vez que a coleta das nossas amostras 

aconteceu no momento em que os indivíduos apresentavam sintomas clínicos, e 

procuravam o serviço de saúde, supõem-se a ocorrência de hemólise no momento da 

coleta. Entretanto, devemos considerar que a remoção dos eritrócitos durante a infecção 

parasitária, ocorre especialmente por meio do sequestro esplênico, uma vez que a 

atividade metabólica do parasito altera a estrutura da membrana eritrocitária 

(BERTOWTIZ, 1991; WHITE, 2017). Portanto, fica evidente a relação entre os 

mecanismos de hemólise intra e extravascular, o que também justifica a relação entre os 
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níveis de Hb plasmática e a BI, considerando que 85% da bilirrubina circulante deriva do 

catabolismo da hemoglobina nos órgãos reticuloendoteliais. Quanto a AST, novas 

investigações merecem ser realizadas. Apesar de seu papel como marcador hemolítico, 

essa enzima é também um importante marcador de danos celulares, em especial danos 

hepáticos (BARCELLINI; FATIZZO, 2015), ocorrência presente na fase pré-eritrocítica 

do ciclo da doença, na qual os esporozoítos invadem os hepatócitos. Assim, os valores de 

AST podem estar sobrestimados, e não refletir apenas o processo de hemólise.  

 

6.2. Hemólise intravascular e hipóxia 

  

As quantificações de Hb plasmática, assim como da proteína HIF1A, foram 

diferentes entre os grupos de estudo, sendo os maiores valores observados no grupo de 

indivíduos com malária por P. vivax. 

As menores concentrações de Hb plasmática entre os indivíduos com AF, podem 

ser reflexo das características fisiológicas próprias da doença. Os indivíduos que 

compuseram nosso grupo de estudo, apresentaram menores valores de Hb plasmática por 

estarem em estado estacionário da doença, condição em que menores taxas hemolíticas 

são observadas (KATO; STEINBERG; GLDWIN, 2017). No estudo de Kupesiz (2012), 

por exemplo, os indivíduos com DF, apresentaram de 0,001 a 0,033 g /dl de Hb 

plasmática. Para o nosso grupo de estudo, indivíduos com AF, sendo a condição mais 

grave da doença, eram esperadas maiores quantidades de Hb plasmática. No entanto, os 

valores observados (níveis médios de 0,009g/dL), encontram-se no intervalo descrito 

pelos autores acima citados. Além disso, apesar de ser um evento fisiopatológico 

importante, as taxas de hemólise intravascular podem variar de 10% a mais de 30% entre 

os indivíduos, variação essa também dependente da hemólise extravascular 

(BENSINGER; GILLETE, 1974; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017), que 

comumente ocorre em maior proporção.  

  Entretanto, a caracterização da hemólise intravascular de modo isolado tem se 

tornado importante, pois esse mecanismo já esteve associado a complicações clínicas da 

doença, em especial devido a respostas fisiológicas secundárias, como aumento da 

inflamação, danos endoteliais, estresse oxidativo e hipoxemia (CONRAN, 2014; 

ALMEIDA et al., 2015). Além disso, as menores taxas de hemólise intravascular 

observadas em indivíduos em estado estacionário, também já foram associadas com 
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complicações clínicas como, episódios dolorosos decorrentes de crises vaso-oclusivas e 

osteonecrose (KATO; STEINBERG; GLDWIN, 2017). 

Embora a hemólise nos indivíduos com malária do nosso estudo, não tenha 

contribuido de forma significativa para o estabelecimento da anemia hemolítica, os 

maiores valores de Hb plasmática observados nesse grupo, representam um forte 

indicativo de que a hemólise merece ser considerada na infecção por P. vivax. A 

preferência desse parasito por reticulócitos resulta na retirada dessas células da corrente 

sanguínea, antes mesmo de assumir a maturidade fisiológica celular. Somado a isso, a 

remoção de eritrócitos infectados e não infectados ocorre em taxas aproximadamente 

quatro vezes maiores na infecção por P. vivax quando comparada à infecção por P. 

falciparum, desencadeando repostas fisiológicas significativas que podem favorecer 

manifestações clínicas como disfunção hepática, icterícia e trombocitopenia (McKEYN; 

JEFFERY; COLLINS, 2002; COLLINS; JEFFERY; ROBERTS, 2003; KOCHAR et al., 

2014), ou até mesmo, respostas fisiológicas secundárias como hipoxemia.  

Os valores de HIF1A estiveram aumentados nos indivíduos com malária (689,82 

± 29,42 pg/mL) em comparação ao grupo com AF (393,49 ± 22.60 pg/mL), e ambos 

valores se mostraram elevados em relação a um grupo de 55 indivíduos sem anemias 

hereditárias (289,60 ± 12,30 pg/mL) previamente avaliado pelo nosso grupo de pesquisa 

(Torres, 2016). Esses resultados sugerem o aumento na síntese de HIF1A nos grupos de 

estudo, indicando a hipoxemia entre os eventos fisiológico nas duas doenças. Apesar da 

ausência de anemia hemolítica, os valores aumentados de HIF1A revelam e necessidade 

de respostas celulares adaptativas à hipóxia, entre os indivíduos com malária. A infecção 

aguda do protozoário desencadeia a hemólise que, por sua vez, provoca a diminuição na 

concentração de oxigênio circulante, podendo culminar em lesões pulmonares, seguidas 

de disfunção respiratória e até mesmo falência circulatória (BAIRD, 2015; SIQUEIRA et 

al., 2015). Entretanto, essas manifestações clínicas ocorrem, em especial, nos casos de 

malária por P. vivax grave (LEE et al., 2013), diagnóstico esse que não foi observado 

entre os indivíduos do nosso grupo de estudo. Assim, embora a hipóxia pareça ser evento 

fisiológico importante, outras investigações quanto a sua associação com o 

estabelecimento de manifestações clínicas nos casos de malária por P. vivax merecem ser 

consideradas. 

Entre os indivíduos com AF, se considerarmos a complexidade fisiopatológica da 

doença, é evidente que outros eventos fisiológicos podem influenciar, de maneira 

significativa, na relação entre hemólise e hipoxemia. Por exemplo, além da remoção dos 
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eritrócitos e diminuição do O2 circulante, a polimerização da Hb S resulta em eritrócitos 

mais rígidos que retardam ou até mesmo interrompem o fluxo sanguíneo, causando 

isquemia tecidual (KATO; TAYLOR, 2010). O estabelecimento de isquemia favorece a 

inflamação e a produção de espécies reativas de oxigênio, que por sua vez, podem 

promover a degradação da proteína, reduzindo as taxas de HIF1A (DEMIDENKO et al., 

2006, CONRAN; ALMEIDA, 2016). Assim, além das repostas celulares adaptativas 

nesse grupo de estudo, outros eventos fisiopatológicos característicos da doença podem 

culminar na diminuição dos níveis dessa proteína. 

  

6.3. Variantes genéticas e marcadores bioquímicos de hemólise e hipóxia 

 

 

 Ambas as doenças aqui estudadas, apresentam entre seus eventos fisiopatológicos 

a hemólise, frequentemente associada ao estabelecimento das manifestações clínicas. 

Assim, considerando a participação de fatores genéticos na heterogeneidade fenotípica 

dos indivíduos com AF e malária por P. vivax, avaliamos variantes genéticas de genes 

responsáveis pela síntese de proteínas envolvidas em vias relacionadas com o processo 

de hemólise.  

Na busca por mutações que possam exercer papel de moduladores genéticos, 

avaliamos a frequência das variantes selecionadas nesse estudo, de modo comparativo 

entre os grupos de estudo. Além da busca pela relação entre fatores genéticos e 

manifestações clínicas, investigações de variantes genéticas em populações miscigenadas 

como a brasileira, são indicadas, uma vez que, a heterogeneidade fenotípica entre os 

indivíduos é consequência, em parte, dos distintos padrões de herança dessas variantes 

nas populações (WINKLER; NELSON; SMITH, 2010).  

 Nossos resultados mostraram que, em meio as variantes rastreadas, apenas o SNP 

rs1799983 (894G/T) do gene eNOS apresentou diferenças nas frequências genotípicas e 

alélicas entre os grupos de estudo. A frequência do alelo mutante (T), assim como dos 

genótipos heterozigoto (GT) e homozigoto mutante (TT), foi maior nos indivíduos com 

AF, quando comparada a frequência observadas nos indivíduos com malária. Esse SNP 

também esteve associado ao perfil hemolítico dos indivíduos de ambos grupos de estudo, 

embora de modo controverso ao observado na literatura. No nosso grupo de estudo, 

valores elevados de Hb plasmática foram observados nos indivíduos com genótipo GG, 

e não naqueles com GT e TT, genótipos esses que já foram associados a menores taxas 
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hemolíticas caracterizadas por menores percentuais de reticulócitos e de LDH foram, em 

indivíduos com AF (AGUIAR et al., 2018).  

A presença do alelo mutante (T) desse SNP já esteve relacionada com menores 

taxas de biodisponibilidade de ON (TESAURO et al., 2000), sugerindo-o como um 

possível modulador genético. Entretanto, os mecanismos envolvidos na depleção do ON 

durante a hemólise, são influenciados, de modo distinto, pelas respostas fisiológicas 

características das doenças (ALMEIDA et al., 2015; BARBER et al., 2016). Na malária, 

por exemplo, a associação entre os NO e as disfunções endoteliais com ocorrências de 

eventos fisiopatológicos, são controversos. Enquanto o estudo de Carvalho e cols (2010) 

observou o aumento da citoaderência endotelial em infecção por P vivax, um processo 

que poderia ainda ser agravado pela menor biodisponibilidade do ON, uma vez que é 

considerado um gás com papel de vasodilatador endógeno, Barber e cols (2016) revelou 

que as disfunções endoteliais consequentes da diminuição da biodisponibilidade de NO, 

não estiveram associadas à maiores taxas de hemólise intravascular. Assim, a participação 

de variantes genéticas que possam exercer influência modulação dos níveis de ON, bem 

como a relação entre a biodisponibilidade desse gás e sua relação com o processo 

hemolítico em malária por P. vivax, ainda merecem ser investigadas. 

A outra variante do gene eNOS, a VNTR rs61722009 (4a4b), também esteve 

relacionada com o perfil hemolítico, entretanto, apenas entre os indivíduos com AF. 

Maiores níveis de Hb plasmática foram observados entre os indivíduos que apresentaram 

os genótipos 4a4a e 4a4b, genótipos esses já associados com menores taxas de expressão 

do gene eNOS (TSUKADA et al., 1998). Maior frequência desses genótipos também 

foram observadas em indivíduos com DF que apresentavam alterações cardíacas, 

nefropatias e acidente vascular cerebral (TANTAWY et al., 2015), sugerindo que a 

presença da variante, desempenhe papel prejudicial somatório á danos da homeostase 

endotelial, influenciando a ocorrência de eventos fisiopatológicos, como a hemólise 

intravascular. Assim, essa variante é sugerida como possível modulador genético na 

síntese de ON. Entretanto, futuras investigações quanto ao seu papel de modulador 

genético são necessárias, em especial, estudos que envolvam associações dessa mutação 

com diferentes manifestações clínicas. 

A associação das duas variantes do gene eNOS com o perfil hemolítico dos 

indivíduos com AF, mas não entre os indivíduos com malária, pode ainda ser sugerida 

devido a relação haplotípica que elas apresentam (NISHANK, 2013; AGUIAR et al., 

2016). Durante o processo de miscigenação populacional, o fluxo de genes que 
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participaram da formação e da variabilidade genética dos indivíduos, ocorrem num 

primeiro momento, na forma de grandes blocos de hapótipos. Assim, variantes 

polimórficas constituintes desses ‘’blocos’’ tendem a segregarem juntas ao longo das 

gerações, carregando consigo parte das características da população ancestral 

(WINKLER; NELSON; SMITH, 2010). 

As frequências genotípicas e alélicas da outra variante avaliada quanto sua 

associação com o perfil hemolítico, o SNP rs7203560 do gene NPRL3, não foram 

diferentes entre os grupos. Pesquisa prévia no banco de dados National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) revelou baixíssima frequência alélica deste 

polimorfismo na população Europeia (HapMap CEU = 0), mas um pouco maiores em 

indivíduos de origem Africana (HapMap Yoruban = 14%). Considerando que entre os 

grupos de estudo avaliamos indivíduos com AF, uma doença genética causada por uma 

mutação de origem Africana, esperávamos encontrar diferenças significativas.  

Além da ausência de diferentes frequências alélicas e genotípicas, esse SNP, 

sugerido como marcador genético de hemólise (MILTON et al., 2013), também não 

esteve associado com o perfil hemolítico dos indivíduos da nossa casuística. Milton e cols 

(2013) avaliaram a associação do SNP rs7203560 com índices hemolíticos em indivíduos 

com AF, ajustando as variáveis Hb F e presença de talassemias alfa, e encontraram 

menores níveis de hemólise, quando na presença do alelo mutante (G). Devido ao forte 

desequilíbrio de ligação desse SNP com variantes localizadas próxima à região 

reguladora do cluster HBA1/HBA2, os pesquisadores sugeriram ainda, que a presença do 

alelo protetor (G) pudesse exercer similaridade fenotípica com as observadas em 

indivíduos com talassemias do tipo alfa, importante modulador genético da AF. Nesse 

cao, o traço alfa talassêmico herdado protege o indivíduo, pois reduz a concentração de 

Hb em cada eritrócito, diminuindo a tendência de polimerização da Hb S, o que resulta 

na diminuição de hemólise (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010), garantindo, na 

maioria dos casos, benefícios clínicos ao indivíduo.  

Embora a associação o SNP rs7203560 (NPRL3) com o perfil hemolítico não 

tenha sido significativa na nossa casuística, um breve estudo do nosso grupo de pesquisa, 

ao realizar análise in sílico na busca por sítios de ligação de fatores de transcrição (FT) 

associados ao SNP, revelou resultados promissores. Entre os 80 sítios encontrados 

quando na presença do alelo selvagem (T), seis são de FTs que já estiveram relacionados 

a hematopoiese e expressão dos do cluster HBA1/HBA2 (Anexo B). Considerando a 

importância dos FTs como possível unidade moduladora de expressão gênica, na presença 
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do alelo polimórfico (G), os sítios desses FTs poderiam ser alterados e, os níveis de 

expressão do cluster alfa globínico alterados. Essas análises serão realizadas numa 

próxima etapa. Assim, nossos resultados, nos permitem sugerir que influência SNP 

rs7203560 no perfil hemolítico, pode ser dar por meio de mecanismos genéticos, 

indiretamente relacionados, com a expressão do cluster alfa globínico. Milton e cols 

(2013) ainda sugerem que o papel de marcador genético dessa variante merece ser 

avaliada em outras doenças com etiologia hemolítica distinta, sugerindo a malária como 

forte candidata. Infelizmente, a baixa frequência do alelo polimórfico no nosso grupo de 

estudo de indivíduos com malária por P. vivax, não nos permitiu realizar a análise de 

associação dessa variante com o perfil hemolítico. 

Por fim, o SNP rs11549465 do gene HIF1A, apresentou frequência genotípicas 

semelhantes as observadas pelo nosso grupo de pesquisa, em estudo prévio, realizado em 

indivíduos com DF (Torres, 2016). A frequência do genótipo TT (1,8%), o qual está 

associado com o aumento da atividade transcricional gênica (BAHADORI et al., 2010), 

foi semelhante ao observado em outros estudos, com diferentes populações de indivíduos 

sem hemoglobinopatias, como caucausianos poloneses (TT-1,6%) (MORRIS et al., 2009) 

e em populações miscigenadas (caucasianos e afro-americanos – (TT-1,5%) (CHAU et 

al., 2005). Segundo nosso conhecimento, não havia relatos na literatura da avaliação dessa 

variante em casuísticas com malária por P. vivax, sendo inéditos os nossos resultados. 

Apesar da suposta influência na transcrição gênica, não houve um aumento 

significativo nos valores de HIF1A quando na presença dos genótipos CT e TT, apesar 

de observarmos maiores concentrações proteicas entre os indivíduos com AF desse grupo 

genotípico. Já entre os indivíduos com malária, os resultados foram controversos pois 

entre os indivíduos com esses genótipos, menores concentrações proteicas foram 

observadas, embora também não significativos. 

A diminuição das concentrações de oxigênio e a isquemia tecidual são os 

principais estímulos para ativação do HIF. Entretanto, uma série de mecanismos podem 

potencialmente induzir a expressão de HIF1A, entre esses algumas citocinas pró-

inflamatórias como fator de necrose tumoral (TNFα) e a interleucina-1 (IL-1β) (KAUL 

et al., 2013). Estudos em diferentes tipos de câncer, também uma doença inflamatória, 

mostraram resultados controversos sobre o papel protetor desse SNP (ANAM et al..2015). 

Além disso, a proteína HIF1A é um fator de transcrição que atua regulando a expressão 

de genes que controlam funções celulares como apoptose, proliferação celular, 

eritropoiese, metabolismo do ferro e angiogênese (Ke Q; COSTA, 2006; YOUSAF ; 
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SPINOWITZ, 2016), mecanismos esses que sofrem influência direta do processo 

hemolítico presente nas doenças aqui estudadas.  Assim, é evidente que outros 

mecanismos possam interferir na expressão gênica e consequentemente nos níveis 

proteicos desse marcador de hipóxia. 

Frente aos nossos resultados, notamos que a hemólise está refletida de modo 

distinto nos perfis hemolíticos. A heterogeneidade fenotípica dos indivíduos com AF, não 

totalmente explicada pela mutação que origina a Hb S, resulta na busca incessante por 

moduladores genéticos e ambientais que possam caracterizar a heterogeneidade 

fenotípica entre os indivíduos (HABARA; STEINBERG, 2016; KATO; STEINBER; 

GLADWIN, 2017). A mesma necessidade de conhecimento se observa nos casos graves 

e fatais de malária por P. vivax.  A biologia singular do P. vivax refletida nos casos de 

reinfestação pelas formas latentes (HOWES et al., 2016), assim como quanto à resistência 

aos tratamentos e a ampla distribuição geográfica, não nos permite restringir o 

conhecimento dos casos graves dessa parasitose, ao que se conhece da fisiopatologia e 

manifestações clínicas dos casos de infecção por P. falciparum. Assim, as singularidades 

das relações dos marcadores em cada doença, sugere que o processo de hemólise seja um 

importante evento fisiopatológico a ser investigado na busca por maiores compreensões 

dessas doenças. 
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7. CONCLUSÃO 

 

De acordo com os resultados obtidos para responder aos objetivos deste estudo, 

podemos concluir: 

 

1. Os parâmetros hemolíticos estão elevados entre os indivíduos com anemia 

falciforme e com malária por P. vivax, indicando a ocorrência de hemólise em ambos os 

grupos de estudo. 

 

2. A proteína HIF1A e a hemoglobina plasmática estão quantitativamente mais 

elevados nos indivíduos com malária, indicando que a hemólise intravascular ocorre em 

maior proporção nesse grupo. As menores quantidades de HIF1A nos indivíduos com 

anemia falciforme sugerem a maior proporção de hipóxia nesse grupo de estudo, e 

consequente, maior consumo dessa proteína. 

 

3.a) Marcadores bioquímicos de hemólise estão correlacionados entre si na 

anemia falciforme, embora não tenham sido relacionados com a hemoglobina plasmática, 

sugerindo que a maior parte da hemólise não é intravascular. Na malária, esses 

marcadores estão relacionados com a hemoglobina plasmática, indicando maior 

participação da hemólise intravascular durante o estabelecimento do perfil hemolítico dos 

indivíduos do nosso grupo de estudo.  

b). Os níveis de LDH são inversamente relacionados com os níveis de HIF1A na 

anemia falciforme, sugerindo o consumo de HIF1A em resposta à hipoxemia causada 

pela intensa anemia hemolítica. 

 

4. As frequências genotípicas e alélicas do SNP 894G>T do gene eNOS diferem 

entre os grupos, sendo o alelo T mais frequente em indivíduos com anemia falciforme. 

As frequências genotípicas e alélicas das variantes genéticas VNTR 4a4b (eNOS), e os 

SNPs rs720356 0 (NPRL3) e 1772C>T (HIF1A) não diferem entre os grupos. 

 

5. Os genótipos GG e GT da variante 894G>T do gene eNOS estão associados a 

maiores níveis de Hb plasmática na anemia falciforme e na malária, indicando a sua 

influência no perfil hemolíticos desses indivíduos. Os genótipos 4a4a e 4a4b do VNTR 

4a4b do gene eNOS apresentam a mesma associação para a anemia falciforme. Os SNP 
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rs7203560 (gene NPRL3) e rs11549465 (1722 C>T do gene HIF1A) não estão associados 

à hemólise ou à hipóxia, respectivamente, em ambos grupos de estudo. 

 

Assim, as diferentes relações dos marcadores bioquímicos e genéticos com o perfil 

hemolítico, observada entre os indivíduos com AF e malária por P. vivax, comprovam a 

importância da caracterização do processo de hemólise em doenças com diferentes 

etiologias hemolíticas. Por fim, os marcadores bioquímicos laboratoriais de hemólise, 

comumente adotados na rotina laboratorial para a caracaterização do perfil hemolítico 

desses indivíduos, demonstraram ser importamte biomarcadores para essas doenças. 
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APÊNDICE A – Testes clássicos para caracterização do perfil hemoglobínico  

 

 

 Análise da morfologia eritrocitária (BONINI-DOMINGOS, 2006) 

As lâminas para avaliação da morfologia eritrocitária foram confeccionadas à 

partir de esfregaço sanguíneo de sangue total. Após a análise em microscópio de luz, em 

objetiva 40x, o tamanho, a forma e a quantidade de hemoglobina nos eritrócitos foram as 

características analisadas. As amostras foram classificadas por resultados segundo 

padronização do  LHGDH/UNESP: 

- alterações normais: (N) 

- alterações discretas: (+) 

- alterações moderadas: (++) 

- alterações acentuadas: (+++) 

 

 Resistência dos eritrócitos à hemólise (BONINI-DOMINGOS, 2006). 

 

Reagentes: 

 

Solução estoque de NaCla a 10% pH 7,4: 

 

NaCl ........................................................................... 9,0g 

Na2HPO4 ........................................................................... 1,36g 

Na2HPO4.H2O ........................................................................... 0,28g 

Água destilada q.s.p ........................................................................... 100mL 

 

 

Solução trabalho: 

 

NaCl 10% ................................................................... 36mL 

Água destilada q.s.p ................................................................... 1000mL 
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Procedimento: Em um tubo de ensaio foram colocados 2,0 mL de solução de NaCl a 

concentração de 0,36% e 10 µL de sangue total, seguido sucessivas inversões. A leitura 

foi feita após 10 min de incubação.  

 

Interpretação: O tubo de ensaio com a solução foi colocado à aproximadamente 2 cm de 

uma folha branca com listras negras. Amostras negativas para o teste permitiram fácil 

visualização das litras, enquanto amostras positivas não permitiram essa visualização, já 

que a resistência aumentada à hemólise torna a amostra ‘’turva’’. 

 

 Hemolisado rápido  

 

Homogeneização de amostras de sangue total com saponina para hemolisado dos 

eritrócitos e obtenção da solução de hemoglobina. 

 

 Reativo hemolisante: 

Saponina P.A. .................................................................................... 1 g 

Água destilada .................................................................................... 100 mL 

 

 

Procedimento: Em placa de Kline foi colocado 1 volume de sangue total com 2 volumes 

de reativo hemolisante. A amostra foi homogeneizada até a hemólise completa da 

solução. O hemolisado pôde ser utilizado após 5 minutos e, no máximo, até 4 horas depois 

da sua preparação. 

 

 

 Padrão de migração das hemoglobinas em pH alcalino (MARENGO-ROWE, 1965)  

Reagentes: 

 

      Tampão TRIS-EDTA-BORATO (TEB), pH 8,6 

 

Tris hidroximetil aminometano ....................................................... 10,2 g 

Ácido etilenodiaminotetracético ....................................................... 0,6 g 

Ácido Bórico ....................................................... 3,2 g 

Água destilada q.s.p ....................................................... 1000 mL 
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     Corante Ponceau 

 

Ponceau S   ........................................................................ 0,5 g 

Ácido tricloroacético ........................................................................ 5,0 g 

Água destilada q.s.p ........................................................................ 100 mL 

 

 

Solução descorante 

 

Ácido acético glacial ......................................................................... 100 mL 

Metanol ......................................................................... 50 mL 

Água destilada ......................................................................... 1000 mL 

 

 

Procedimento: As fitas de acetato de celulose foram embebidas (submersas) em tampão 

TEB por 15 minutos, no mínimo, e seis horas, no máximo, e em seguida foram secas em 

folhas de papel absorvente e colocadas na cuba de eletroforese contendo o mesmo tampão 

(TEB). Os compartimentos eletrolíticos foram conectados com auxílio de tecido 

absorvente (pano multi-uso). O hemolisado de Hb foi aplicada na fita de acetato a 1,0 cm 

da extremidade em contato com o pólo negativo, recebendo 300 volts durante 30 minutos. 

 

Interpretação: Após a corrida eletroforética, o padrão de migração das frações 

hemoglobínicas foram observados, primeiramente, sem coloração. Quando necessários, 

as fitas foram posteriormente coradas com Ponceau para melhor visualização e/ou 

documentação. Para corá-las, as fitas foram colocadas no corante por cinco minutos e, 

depois, em solução descorante por 30 minutos. 

 

• Padrão de migração das hemoglobinas em pH ácido (VELLA, 1968). 

 

Reagentes: 

 

Tampão Fosfato pH 6,2 - compartimentos eletrolíticos e confecção do gel: 

 

Na2HPO4 ........................................................................ 2,02g 

NaH2PO4.H2O ........................................................................ 7,66g 

Água destilada q.s.p ........................................................................ 1000 mL 
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Gel de Ágar-Fosfato 

 

Ágar-agar ..................................................................... 500 mg 

Tampão fosfato pH 6,2 ..................................................................... 25 mL 

 

Procedimento: Os componentes do gel de ágar-fosfato foram adicionados a um 

erlenmeyer e levados ao forno micro-ondas até completa dissolução, tomando cuidado 

para a mistura não ferver.  Foram pipetados 5,0 mL do gel em lâminas de microscópio 

que gelificaram à temperatura ambiente. As amostras foram aplicadas na porção média 

da lâmina, inserindo o aplicador com cuidado para não partir totalmente o gel. Para 

conexão do gel com os compartimentos eletrolíticos foi utilizado tecido absorvente (pano 

multi-uso), passando 100 volts durante 35 minutos. 

 

 Quantificação das frações de hemoglobinas por cromatografia líquida e alta 

performance (HPLC) – Equipamento Ultra 2 (Trinity Biotech). 

 

 

Segundo manual de instruções: 

 

Procedimento: Tubos nos quais as amostras de sangue total haviam sido coletadas 

foram colocadas no equipamento, o qual coletou a amostra hemolisando-a 

automaticamente antes de injetar no sistema.  Quando necessário, pouco quantidade 

de amostras no tudo, essas foram hemolisadas a partir de 5 µL de sangue total e 895 

µL de solução diluente fornecida pelo kit de análise. As análises seguiram segundo 

pré-programação do equipamento. 

 

Interpretação: A quantificação das frações de hemoglobina foi realizada à partir dos 

valores de porcentagem apresentados em diferentes tempos de retenção, cada qual 

referente à uma hemoglobina. Os tempos de retenção foram relativizados à partir de 

valores já conhecidos presentes nos calibradores e controles presentes no kit de 

análise em questão. Valores de HbA2 considerados normais foram de 2,5 a 3,5% e os 

de Hb F até 1,0%, previamente estabelecido pelo fabricante. 
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APÊNDICE B – Análise molecular para confirmação do diagnóstico de anemia 

falciforme. 

 

 

 Extração de DNA por Fenol-clorofórmio (SAMBROOK; FRITCSH; MANATIS, 

1989) 

 

Reagentes: 

 

Solução de lise 1 - lise de células vermelhas:  

 

Sacarose 0,32 M ............................................................ 10,95g. 

Tris HCl 10 m ............................................................ 1mL. 

 MgCl2 5mM ............................................................ 0,5 mL 

Triton 1% 100x ............................................................ 1 mL. 

Água ultrapura autoclavada ............................................................ 100 mL. 

 

 

 

Solução de lise 2 -  lise de células brancas:  

 

NaCl 0,075 M ......................................... 10,95g. 

EDTA 0,02 M (solução estoque pH 8,0) ......................................... 1mL. 

Água ultrapura ......................................... 500 mL. 

 

 

 Proteinase K (20 mg/mL) - lise proteica: 

 

Proteinase K .......................................................................... 20 mg. 

Água ultrapura .......................................................................... 1mL. 

 

. 

 

 Clorofórmio/álcool isoamílico 24:1:  

 

Clorofórmio ........................................................................ 24 mL. 

Álcool isoamílico ........................................................................ 1mL. 

 

 

 

SDS 10%:  

 

 SDS .......................................................................... 10 g 

Água ultrapura .......................................................................... 100 mL 

. 
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Etanol 70%  

 

Fenol 

 

KCl (2M):  

 

 KCl (peso molecular 74,55 g) ................................................ 14,91 g 

Água ultra pura autoclavada q.s.p. ................................................ 100 mL 

 

 

Procedimento: Cerca de 500 a 800 uL de amostras de sangue periférico, colhidas em tubos 

contendo EDTA, foram colocados em miccrotubos plásticos e o volume foi completado 

para 1,5 mL com solução de lise 1. Após homogeneização, as amostras foram 

centrifugadas por 5 minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi descartado, deixando-se 

aproximadamente 300 uL de pellet no tubo, e a esse precipitado adicionou-se novamente 

solução de lise 1, até completar 1,0 mL. As amostras foram agitadas até dissolução total 

do pellet e descansaram por 10 a 15 minutos em temperatura ambiente antes de serem 

centrifugadas novamente por 5 minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi descartado e esse 

procedimento de lavagem foi realizado mais uma vez. Ao pellet foram adicionados 450 

µL de solução de lise 2, 25 µL de SDS 10% e 5 µL de proteinase K (20 mg/mL). Após 

homogeneização, as amostras ficaram incubadas em banho-maria a 37ºC overnight ou a 

42ºC por 3 horas. Após o período de incubação, foram adicionados 500 µL de fenol e as 

amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 6500 rpm durante 5 minutos. A fase 

superior foi transferida para outro tubo e foram adicionados 500 µL de solução de 

clorofórmio/álcool isoamílico (24:1). As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas 

por mais 5 minutos a 6500 rpm e o procedimento foi repetido por mais uma vez. O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 50 µL de KCL gelado e foi 

adicionado 500 µL de etanol 100%, também gelado. O tubo foi invertido várias vezes, até 

ocorrer a precipitação do DNA, e centrifugado por 30 segundos a 14000 rpm. Descartou-

se o sobrenadante e lavou-se o DNA, que ficou aderido ao tubo, com 200 µL de etanol 

70% gelado. As amostras foram centrifugadas por 30 segundos a 14000 rpm, o 

sobrenadante foi descartado e os tubos passaram cerca de 15 minutos secando. O DNA 

foi re-hidratado com 50 µL de água ultrapura e ficou descansando overnight em 

temperatura ambiente, para total solubilização da amostra. As amostras foram estocadas 

a -20ºC para posterior análise. 
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 PCR-RFLP para identificação de Hb S (SAIKI et al., 1985) 

 

A sequência dos aligonucleotídeos, assim como as condições para reação de 

amplificação e digestão enzimática, estão descritos na tabela abaixo. 

 

Quadro 1: Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores, enzima e padrão de digestão 

utilizados na análise molecular (PCR-RFLP) para identificação da mutação de Hb S 

Primers 

(HBB: c.20A>T) 

Tamanho 

 do 

Amplificado 

Enzima de 

restrição 

Padrão de segmentos 

para cada alelo 

 

P 277 - 5’ GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ 

P 278 - 3’ ACC TTA GGG TTG CCC ATA AC 5’ 

 

382pb 

DdeI  

(5’ - C↓TNAG-3’) 

 

A: 201pb, 88pb,  

87pb e 6pb* 

T: 288pb, 88pb e 

6pb* 

*o fragmento de 6pb não é visível durante interpretação dos resultados.  

N – bases A,T,C ou G 

 

Para cada tubo, com volume final de 25μL, foi preparada a seguinte reação: 

H2O Mili Q ........................................................................ 13,0 μL 

Tampão sem MgCl2 ........................................................................ 2,5 μL 

MgCl2 50 mM ........................................................................ 3,0 μL 

dNTP 1,25 mM   ........................................................................ 1,0 μL. 

Primer sense 10 μM ........................................................................ 2,5 μL. 

Primer antisense 10 μM ........................................................................ 2,5 μL. 

Taq Polimerase 5U ........................................................................ 0,2 μL 

DNA 150 ng/μL ........................................................................ 2,0 μL. 

 

A reação de amplificação obedeceu às seguintes condições: 

 

ETAPA TEMPO TEMPERATURA  

Desnaturação 30 segundos 94ºC  

35 ciclos Anelamento 30 segundos 55ºC 

Extensão 1 minuto 72ºC 

Extensão final 10 minutos 72ºC  

 

Após a amplificação, o fragmento de 382 pb foi digerido em banho maria à 37 ºC 

durante10 minutos. 
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Digestão enzimática 

H2O ultrapura .............................................................. 9,0 µL 

Tampão Fast Digest .............................................................. 1,0 µL 

Enzima Fast Digest DdeI .............................................................. 1,0 µL 

Produto da PCR  5,0 µL 

 

 O produto da digestão da enzima de restrição foi analisado por eletroforese em 

gel de agarose a 2,0%, sob corrente elétrica constante de 80 V durante 30 minutos. O 

gel foi visualizado sob luz UV, após sensibilização com brometo de etídeo. 
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APÊNDICE C-  Rastreamento das variantes genéticas dos genes NPRL3, eNOS e HIF1A  

 

 Os oligonucleotídeos, bem como as enzimas de restrição, e os tamanhos dos fragmentos gerados na genotipagem das mutações genéticas 

desse estudo estão descritas na tabela abaixo 

 

Quadro 2: Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores, enzimas e padrões de digestão utilizados na análise molecular (PCR-RFLP) para 

identificação do SNP rs7203560 (NPRL3), VNTR rs61722009 e SNP rs1799983 (eNOS) e o SNP rs11549465 (HIF1A). 

 

Mutação Oligonucleotídeos (Primers) Tamanho o 

mplificado 

Enzima de  

restrição 

Fragmentos originados 

para cada alelo 

NPRL3 
(T/G) 

rs7203560 

NL3-R: 5’ - CCTCACAGTGTGGGATGACA - 3’  

NL3-F: 3’ - ATTAGGTCCCACTCCCAAGC - 5’ 

321 Dde I 
(C↓TNAG) 

T: 145 pb e 176pb 

G: 321 pb 

eNOS 
(G/T) 

rs1799983 

eNOS1: 5’ - CAGGAGACAGTGGATGGAGG - 3’  

eNOS2: 3’ - CAGTGTCCAACATGCTGCTG - 5’ 
391 Ban II 

(5’ - RGCY↓C 3’) 

G: 159pb e 232pb 

T: 391 

eNOS* 
VNTR 4a4b 

 rs61722009 

4a1: 5’ - CTATGGTAGTGCCTTGGCTTGAGG - 3’  

4b1: 3’ - ACCGCCCAGGGAAGCTCCGCT - 5’ 
 

-------------------- 

 

-------------------- 

4a:  187pb 

4b: 210 pb 

HIF1A 
(C/T) 

rs11549465 

HIF1A1: 5’ - AAGGTGTGGCCATTGTAAAACTC - 3’  

HIF1A2: 5’ - GCACTAGTAGTTTCTTTATGTATG - 3’ 
346 Tsp45I 

(5’- ↓GTSAC -3’) 

C: 124 pb, 139 pb e 83 pb 

T: 263 pb e 83 pb 

*A mutação 4a4b por tratar-se de um VNTR com repetições de 27pb, a identificação dos diferentes padrões de alelo se deu pelos diferentes tamanhos de banda. 

N – bases A,T,C ou G 

R – bases A ou G 

Y – bases C ou T 

S – C ou G 
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• PCR-RFLP para o SNP rs7203560 (T/G) do gene NPRL3 

 

 

Para cada tubo, com volume final de 25μL, foi preparada a seguinte reação: 

 

H2O Mili Q ..................................................... 15,8 μL 

Tampão com MgCl2 ..................................................... 2,5 μL 

dNTP 5 mM   ..................................................... 2,0 μL 

Primer NL3-R 10 μM ..................................................... 1,0 μL 

Primer NL3-F 10 μM ..................................................... 1,0 μL 

DMSO (100%) ..................................................... 0,5 μL  

Taq Polimerase 5U ..................................................... 0,2 μL 

DNA 150 ng/μL ..................................................... 2,0 μL 

 

A reação de amplificação obedeceu às seguintes condições: 

 

ETAPA TEMPO TEMPERATURA CICLOS 

Desnaturação inicial 5 minutos 95ºC  

Desnaturação 30 segundos 94ºC  

35 ciclos Anelamento 40 segundos 75ºC 

Extensão 1 minuto 72ºC 

Extensão final 10 minutos 72ºC  

 

Após a amplificação, o fragmento de 321 pb foi digerido em banho maria à 37 ºC 

durante 5 minutos. 

 

 

Digestão enzimática 

H2O ultrapura .......................................................... 7,0 µL 

Tampão Fast Digest .......................................................... 2,5 µL 

Enzima FastDigest Dde I (C↓TNAG) .......................................................... 1,0 µL 

Produto da PCR .......................................................... 1,0 µL 

 

Os produtos da digestão enzimática foram analisados por meio de eletroforese 

em gel de agarose 2,5%, corado com brometo de etídio, sob corrente constante de 80 V 

por 35 minutos, e visualizados sob luz UV. 
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Figura 7: Perfil eletroforético do SNP rs7203560 (T/G) do gene NPRL3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto de um gel de agarose a 2,5%, submetido à iluminação UV. Resultado da técnica PCR-RFLP para o 

SNP rs7203560 (gene NPRL3). Amostras 1, 2, 3, 5, 6 7 e 8 – homozigoto selvagem (TT) e amostra 4 

heterozigoto (GT). Nenhuma das amostras apresentou padrão homozigoto mutante (GG). 1Kb = marcador 

molecular de 1000pb.  

 

 

 PCR-RFLP para o SNP rs7203560 (1772C/T) do gene HIF1A 

 

Para cada tubo, com volume final de 25μL, foi preparada a seguinte reação: 

 

H2O Mili Q ...................................................... 11,3 μL 

Tampão sem MgCl2 ...................................................... 2,5 μL 

MgCl2 50 mM ...................................................... 1,25 μL 

DMSO 100% ...................................................... 0,75 μL 

dNTP 5 mM   ...................................................... 2,0 μL 

Primer HIF1A1 10 μM ...................................................... 2,5 μL 

Primer HIF1A2 10 μM ...................................................... 2,5 μL 

Taq Polimerase 5U ...................................................... 0,2 μL 

DNA 150 ng/μL ...................................................... 2,0 μL 

 

 

 

 

 

 

 

 

1Kb 1  2  3  4  5  6  7  8  

321 pb 

176 pb 
145 pb 
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A reação de amplificação obedeceu às seguintes condições: 

 

ETAPA TEMPO TEMPERATURA CICLOS 

Desnaturação 5 minutos 95ºC  

Desnaturação inicial 30 segundos 95ºC  

35 ciclos Anelamento 30 segundos 64ºC 

Extensão 30 segundos 72ºC 

Extensão final 7 minutos 72ºC  

 

Após a amplificação, o fragmento de 346 pb foi digerido em banho maria à 37 ºC 

durante 5 minutos. 

 

 

Digestão enzimática 

 

H2O ultrapura ................................................................ 7,0 µL 

Tampão Fast Digest ................................................................ 2,5 µL 

Enzima Fast Digest Tsp45I  ................................................................ 1,0 µL 

Produto da PCR ................................................................ 1,0 µL 

 

 Os fragmentos resultantes da digestão enzimática foram analisados em 

eletroforese em gel de agarose 2,5%, corado com brometo de etídio, sob corrente 

constante de 80 V por 35 minutos, e visualizados sob luz UV. 

 

Figura 8: Perfil eletroforético do SNP 11549465 (1771 C/T) do gene HIF1A 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto de gel de agarose a 2,5%, submetido à iluminação UV. Resultado da técnica PCR-RFLP para o SNP 

mutação rs11549465 1772 C/T (gene HIF1A). Amostras 1, 2, 3, 4 e 6 – homozigoto (CC) selvagem; 

Amostra 5, - heterozigoto (CT). 1Kb = marcador molecular de 1000pb. 
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 PCR-RFLP para os SNP rs1799983 (894G/T) gene eNOS 

 

H2O ultrapura ...................................................... 15,2 μL 

Tampão sem MgCl2 ...................................................... 3,0 μL 

MgCl2 50 mM ...................................................... 2,0 μL 

DMSO 100% ...................................................... 0,5 μL 

dNTP 5 mM   ...................................................... 2,0 μL 

Primer eNOS-R 10 μM ...................................................... 2,5 μL 

Primer eNOS-F 10 μM ...................................................... 2,5 μL 

Taq Polimerase 5U ...................................................... 0,2 μL 

DNA 150 ng/μL ...................................................... 2,0 μL 

 

 

 

 

A reação de amplificação obedeceu às seguintes condições: 

 

ETAPA TEMPO TEMPERATURA CICLOS 

Desnaturação 5 minutos 94ºC  

Desnaturação inicial 30 segundos 94ºC  

35 ciclos Anelamento 40 segundos 65ºC 

Extensão 1 minuto 72ºC 

Extensão final 10 minutos 72ºC  

 

 

Após a amplificação, o fragmento de 391 pb foi digerido em banho maria à 37 ºC 

durante 5 minutos. 

 

Digestão enzimática 

 

H2O Mili Q .............. 7,5 μL 

Tampão Tango Buffer .............. 1,0 μL 

Enzima Fast Digest Ban II (5’ - RGCY↓C 3’) .............. 0,5 μL 

Produto da PCR .............. 5,0 μL 

 

Os fragmentos digeridos foram analisados em eletroforese em gel de agarose 2,5%, 

corado com brometo de etídio, sob corrente constante de 80 V por 35 minutos, e 

visualizados sob luz UV. 
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Figura 9: Perfil eletroforético do SNP rs1799983 (894G/T) do gene eNOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto do gel de agarose (2,5%) submetido à iluminação UV. Resultado da técnica PCR-RFLP para o SNP 

rs1799983 (894G/T - gene eNOS). Amostras 2, 6 e 7 - homozigoto para alelo selvagem (GG); amostras 1 

e 3 -  heterozigotos (GT). Nenhuma das amostras apresentou padrão homozigoto mutante (TT). Na posição 

referente a amostras 5 podemos observar ausência de amplificação. 1Kb = marcador molecular de 1000 pb. 

 

 

• PCR primer específico para o VNTR 4a/4b. 

 

O protocolo de amplificação foi realizado de acordo com o sugerido por Nishank, 

2013, com modificações.  

 

H2O Mili Q ..................................................... 15,7 μL 

Tampão com MgCl2 .................................................... 3,0 μL 

dNTP 5 mM   .................................................... 2,0 μL. 

Primer 4a4b-R 10 μM .................................................... 1,0 μL. 

Primer 4a4b-F 10 μM .................................................... 1,0 μL. 

Taq Polimerase 5U .................................................... 0,2 μL 

DNA 150 ng/μL .................................................... 2,0 μL. 

 

 

 

 

 

 

 

1 Kb 1 2 3 4 5 6 7 

391pb 

232pb 

159pb 
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A reação de amplificação obedeceu às seguintes condições: 

 

ETAPA TEMPO TEMPERATURA CICLOS 

Desnaturação inicial 5 minutos 95ºC  

Desnaturação 30 segundos 94ºC  

35 ciclos Anelamento 40 segundos 75ºC 

Extensão 1 minuto 72ºC 

Extensão final 10 minutos 72ºC  

 

Após amplificação foi possível avaliar a presença dos alelos de acordo com os 

diferentes tamanhos dos fragmentos originados. Quando na presença do alelo mutante 4a 

(originado a partir de 4 repetições de 27pb), o fragmento apresentou 187pb enquanto na 

presença do alelo selvagem 4b (5 repetições de 27pb), foi observado um fragmento de 

210pb (Figura 10). 

Os fragmentos amplificados correspondentes aos alelos normal e mutante foram 

analisados em eletroforese em gel de agarose 3,0%, corado com brometo de etídio, sob 

corrente constante de 80 V por 45 minutos, e visualizados sob luz UV. 

 

 

Figura 10. Perfil eletroforético da mutação VNRT rs61722009 (4a4b) do gene eNOS  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto de um gel de agarose a 3,0%, submetido à iluminação UV. Resultado da técnica PCR para a mutação 

rs61722009 (4a4b- gene eNOS). Amostras 1, 3, e 4 – padrão heterozigoto (4a4b); Amostras 2, 5 e 6 – 

padrão 4b4b. 1Kb = marcador molecular de 1000pb. 

1 Kb 1  2  3  4  5  6 

210 pb 

187 pb 
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APÊNDICE D – Artigo científico submetido à revista International Journal of 

Laboratory Hematology. ISSN: 1751-553X. 
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Introduction: Individuals with sickle cell anemia (SCA) suffer with unpredictable 

painful crises that are considered a potential event to trigger fatal complications. The 

premature destruction of RBCs, in special by intravascular hemolysis (IH), has been 

suggested as an important risk factor in occurrence of severe clinical conditions. This 

study reports the hemolytic profile characterization in SCA individuals in relation to 

occurrence of pain crises. Methods: The hemolytic parameters were evaluated in steady 

state SCA patients (n=103), adults, subdivided in two groups according to the occurrence 

of the painful episodes (0-2 and ≥ 3). For characterization of the hemolytic profile we 

meansured the plasma Hb levels (a specific marker of IH) and the hemolytic markers used 

in clinical routine (Rel. Ret, Abs. Ret, LDH, AST and UCB). During the analyses, we 

compared the parameters between the subgroups and the relationship between each other. 

Results: The plasma Hb levels were 1.3 times higher in the subgroup composed of 

individuals who had major number of painful crises episodes in the last year (≥3 pain 

crises). This marker of IH also relationated with the LDH e AST enzymes values, as well 

as the percentage of reticulocytes that showed higher influence in plasma Hb leves. 

Conclusion: our results suggests that IH is an important hemolytic factor in preventive 

conduct about crises occurrences in SCA patients. Besides that, the laboratory parameters 

already used to hemolytic profile characterization in clinical routine of these patients, are 

also important allies in the characterization of IH. 
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Introduction  

Sickle cell anemia (SCA) was one of the first hemoglobinopathies to be discovered and 

represents the most common hereditary hematologic disorder in the world.  [1,2]. This 

genetic disorder, consequent of homozygous inheritance of the hemoglobin S (Hb S), is 

characheterized by chronic hemolytic anemia and severe clinical manifestations reflected 

in heterogeneous and complex phenotypes. The Hb S is a protein originated from a point 

mutation in the sixth codon in the β-globin (HBB: c. 20A> T-rs334) gene that causes the 

substitution of glutamic acid for valine (HBBGLU6VAL) in the polynucleotide chain [2-3], 

resulting in a hemoglobin molecule with altered properties. The protein physico-chemical 

changes culminate in the intraerythrocytic Hb S polymerization under different conditions 

(dehydration, hypoxemia or acidosis). The recurrent and cyclic process of RBCs sickling 

added in hypoxic microenvironment, are trigger for the pathophysiological events, 

leading to vaso-occlusion and hemolysis [4,5] and as consequence, a range of clinical 

manifestations, the SCA phenotypes [6]. 

The premature destruction of RBCs, in special by intravascular hemolysis (IH), has been 

suggested as an important risk factor for occurence of severe clinical conditions [7-9]. 

Erythrocyte lysis within the blood vessels lumen provocates extravasation of the 

intracellular content in the bloodstream. Excess of cell free plasma Hb has a toxic effect 

triggering adverse reactions [8; 10, 11]. Free heme group allows the iron molecule in 

ferrous state (valence Fe2+) readily to participate in redox reactions (Fenton reactions), 

contributing to the oxidative stress. Besides that, the free plasma Hb can also form a stable 

complex with the nitric oxide (NO) [12], collaborating for a decrease in NO 

bioavailability and consequent endothelial homeostasis impairment and inflammatory 

reactions [13]. These events can influence the variable hemolytic profile among the 

patients and be one of the causes that explain the heterogeneous clinical spectrum of the 

disease.  

Apart of the hemolysis, the sickle-shaped cells cannot flow freely through blood vessels 

causing vaso-oclusive crises, which lead to ischemia and hypoxia. As a clinical 

consequence, these individuals with SCA suffer with the ocorrence of intense 

unpredictable painful crises. Although these pain episodes being a hallmark of SCA, it 

happens in variable frequency among the patients [14,15] . These painful crises are 

characterized by acute or chronic episodes of pain, without complications and apparent 
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causes. However, this clinical manifestation is classified as serious condition, even if 

temporary, being a potential event to trigger fatal complications [6;16]. These events can 

start during childhood and increase in severity throughout life, being usually the most 

common cause of hospitalization, adversely impacting the patients’ quality of life and 

their caregivers [17,18]. 

Among several recent researches that provide new knowledge about SCA, many studies 

provided advancing in understanding of clinical features and heterogeneous phenotypes, 

epidemiology and disease pathophisiology [19, 20]. However, the mechanisms of painful 

crises have not yet been fully clarified neither how they are related with the disease 

severity. Therefore, they are still being an important focus for research efforts [18; 21]. 

Since pain in SCA patients is associated with an increase in morbidity, to elucidate the 

hemolytic and hematological parameters that are related with this clinical manifestation, 

could help the clinicians counselling and better management and designing of clinical 

strategies for reducing the frequency of painful crises of patients with SCA. The aim of 

our study was to characterize and evaluated the hemolytic profile in SCA individuals 

subdivided according to the frequency of painful crises episodes. 

 

Materials and methods 

Subjects 

Our study involved 103 SCA patients (44 males and 59 females), adults receiving medical 

care at the State Institute of Hematology “Arthur de Siqueira Cavalcanti”, Rio de Janeiro 

(HEMORIO). The selected patients were in steady state of the disease [17] at the moment 

of the blood collection. Namely: no history of  hospital admission for acute painful crisis 

treatment at least four weeks before the sample collection; absence of blood transfusions 

carried out in <60 days or HbA lower than 10%; and no history of intercurrent illness 

(infection, inflammation) during the four previous weeks, neither the use anti-

inflammatory and antibiotic drugs. We only included individuals without 

hidroxicarbamide (HC) use. After verbal explanation, all the subjects consented to 

participate in the study, which was approved by the Supervision and Data Security Board 

of the institution in accordance with the Brazilian norms and Research Ethics Committee. 
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Screening and molecular diagnoses for SCA and HbF levels quantifications 

Peripheral blood samples (5mL) were collected in tubes with 5% anticoagulant 

(ethylenediaminetetraacetic acid - EDTA). Part of this sample was centrifuged to isolate 

the plasma which was stored and part used to characterization of hemoglobin profile 

performed by electrophoresis on cellulose acetate (pH 8.6) [22] and agar gel (pH 6.2) 

[23]. Red cells morphology was analyzed by light microscopy with 40x objetive [24]. 

Hemoglobin fractions quantification was obtained by high performance liquid 

chromatography (HPLC) using the automated Ultra2 equipment, (Trinity Biotech PLC, 

Bray, Co Wicklow, Ireland). With this procedure we also obtained the Hb F fraction 

values, the main genetic hemolytic modulator in SCA pathogenesis. 

 To confirm the homozygosity for Hb S (SCA diagnosis), DNA was extracted from 

leukocytes by precipitation method [25] and the samples were submitted to the 

polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP) [26] 

in which the amplified fragment was cleaved using DdeI (C↓TNAG) restriction enzyme 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). 

 

Hematological and hemolytic laboratory parameters 

Hematological parameters analyzed were: red blood cells count (RBC - M/µL), total Hb 

levels (g/dL), hematocrit (Ht - %) , the mean corpuscular volume (MCV -fL) and mean 

corpuscular hemoglobin (MCH – pg). All these parameters were obtained by 

authomatized equipament (Cell-Dyn Ruby). To characterize the hemolytic profile, the 

evaluated parameters were: absolute reticulocytes (Abs. Ret. – k/uL), relative reticulocyte 

(Rel. Ret - %), unconjugated bilirrubin levels (UCB - mm/dL), estimated by 2,4- 

dichlorophenyl diazonium method; and the enzymes lactate dehydrogenase (LDH - U/L) 

and aspartate aminotransferase (AST - U/L) measured by UV enzymatic methods 

(AU680 Chemistry System, Beckman Coulter Inc., Jersey, NJ, USA). The hemolytic 

laboratory markers considered in this study was seleted according to the literature [27]. 
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Plasma cell free Hb levels 

The plasma samples that were obtained from centrifugation of the total blood, were stored 

at -80ºC until the cell free plasma hemoglobin (free Hb) quantification. These plasma 

samples were then thawed carefully on ice and submitted to enzyme-linked 

immunosorbent assay (Hemoglobin Human ELISA Kit - ab157707) with 

spectrophotometric detection at 450 nm wavelength (Thermo Plate). 

Group’s stratification according to painful crises frequencys 

A previous study by our research group evaluated several clinical and laboratories 

parameters which could to influence the disease severity in SCA individuals. Among the 

results, we observed that the occurrence of three or more painful episodes in the last year  

were more frequent in  intermediate or severe phenotype individuals group [28]. Cause 

of this, our study group was categorized by the frequency of painful crises occurrence in 

the last one year previous the study onset. Our study group were subdivided in one 

subgroup composed by individuals who had no painful crises or had only one or two 

painful episodes (0-2 crises) and the second subgroup composed of individuals who had 

three or more painful episodes (≥ 3 crises) in the last year.   

Statistic analysis 

Statistical analyses were performed using the Statistica 8.0 software (StatSoft Inc., Tulsa, 

OK,USA), and the GraphPad Prisma version 5.01 for Windows (GraphPad Software, La 

Jolla, CA,  USA). We assessed the data normality and homogeneity of variance using the 

Normal Probability Plots of Residuals and Levene's test, respectively.  Hematological and 

hemolytic parameters were compared between the subgroups using the General Linear 

Models (GLMs) which allowed us to evaluate the data by combinations of categorical 

and continuous variables. For these analysis, we compared the parameters (dependent 

variables) between the subgroups “pain crises” (predictors) with adjustment for gender, 

age and Hb F values (co-variables). The relation among the hematological markers were 

performed by Spearman correlation test (non-parametric data) and the General 

Regression Models (GRM) was used to evaluate the influence of the laboratory hemolytic 

parameters in free plasma Hb levels (intravascular hemolysis). Data were expressed in 

mean±standard error of mean. We adopted 95% confidence intervals, with a significance 

level of p<0.05. 
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Results 

To evaluated the hemolytic profile between the two subgroups, we to compare the 

hematological values as well as laboratory markers of hemolysis. Our results showed that 

only the plasma Hb levels were different, being about 1.3 times higher in individuals who 

had three ou more pain crises during the last year (Table 1). The other markers did not 

show any difference. Although the hematological parameters were similar between the 

subgroups, they were out of expected normality values, characterizing chronic hemolytic 

anemia, a common condition in these patients.  

As we noticed that plasma Hb levels was the only hemolytic marker that had different 

levels according the frequency of painful episode, we decided to evaluate the relation this 

specific intravascular hemolytic marker with the laboratory biochemical parameters have 

already used in the clinical routine to estimate the hemolytic profile  of this patients. Our 

results showed that the percentage of reticulocytes (r=0.769; p<0.001) as well the AST 

(r=0.329; p=0.001) and LDH (r=0.772; p<0.001) enzyme levels had positive correlation 

with the plasma Hb levels (Fig. 1). Among of these with positive correlations, when 

investigated the degree of association, the percentage of reticulocytes was the parameter 

with higher influence in variation of the free plasma Hb levels (R=0.129; p=0.021). 

Discussion 

Our study evaluated the hemolytic profile in frequency of painful crises occurrence in 

SCA steady state individuals. To the authors’ knowledge this is the first study did with 

Brazilian patients in this field. The values of the hematological and haemolytic parameters 

evaluate in our study were increased, in special the total Hb that is the most direct 

indicator of the clinical severity in hemolytic disease. These results already were already 

expected once that our study group was formed by SCA individuals in steady state, so 

therefore patients presenting the own conditions of the disease as chronic hemolysis. 

[17;29] 

After our analysis we can noticed that the intravascular hemolysis (IH) was the only 

parameter with significant difference between the subgroups based on the painful crises 

episodes. RBC sickling is responsible for structural damage in membrane leading to 

premature death of the cells by the reticuloendothelial system culminating in chronic 

extravascular hemolysis in SCA patients. This process can be compounded yet by the IH, 
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followed by the release of the heme and cell-free plasma Hb, contributing with increase 

the inflammatory and, somehow, with the mechanisms of pain [21]. Therefore, some 

studies have suggesting the plasma Hb levels as an important direct marker of IH and a 

promising prognostic parameter  in hemolytic conditions if we consider the IH as a risk 

factor in severe clinical conditions [8;20].  This idea was corroborated with the results of 

our study. Besides that, we observed that the laboratory parameters already adopted in 

clinical routine to estimate the hemolytic profile were related with IH, suggesting the 

importance of the study  them as tools for the profile IH characterization. 

The primary acute pathophysiological response to IH is the release of extracellular Hb in 

plasma, collaborating with increase of inflammatory condition [30,31] and decreasing of 

NO bioavailability with consequent endothelial damages and vascular dysfunction. These 

events may have a significant contribuition to vasooclusive processes, the principal 

causes of painful crises associated with the clinical complications [9;32]. Researches 

showed that individuals with SCA who had experience of the more than three painful 

crises per year usually had severe and moderate clinical phenotype [28;33]. The frequency 

of painful crises, especially vaso-oclusive crises, may be affected by clinical and 

hematological parameters [29]. For this reason, the control of hemolytic profile as a 

preventive measure for reduction in frequency of painful episodes should be considered. 

With our results, we could suggest that the plasma Hb levels, as well as the IH occurrence, 

is another hemolytic marker that should be consider with attention among the haemolytic 

laboratories markers already used.  

When the relationship among the laboratory markers of hemolysis and the IH is 

considered, although the correlation between the lactate dehydrogenase (LDH) and 

aspartate aminotransaminase (AST) enzyme has been observed, the percentage of 

reticulocytes was the parameter with higher influence. The reticulocyte count it is a 

important and useful screening test for hemolysis or blood loss. Therefore, its clear that 

this is an importante hematologic parameters to consider in the severe clinical conditions, 

like a painful crises, once the acute anemia ocorrence should be consider like an 

aggravating factor [18;34].  

Regarding the enzymes, LDH was observed in higher values, a common finding in SCA 

steady state patients. The LDH, a marker of nonspecific tissue damage used too as a 

diagnostic and prognostic factor in chronic hemolysis and other clinical complications. 
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Most recently this enzyme also has been suggested as an important intravascular 

hemolytic marker [35, 36], being our study one more evidence for this affirmation once 

we observed the positive correlation between LDH and plasma Hb levels. In addition, the 

AST was also related with the plasma Hb levels. This enzyme plays a role in amino acid 

transamination in cells and acts as an important marker of tissue damage, especially in 

hepatic tissue [37]. In SCA individuals, the chronic hemolysis condition culminates, 

sometimes, in hepatic damage due to the excess of the RBC remotion.The evaluation of 

both enzymes together may be an important tool in the characterization of the hemolytic 

profile in SCA, if we consider the occurrence of intra- and extravascular hemolysis, even 

in different proportions according to the clinical condition presented. 

The uncojugated billirubin (UCB) was the only hemolytic parameter not related with the 

plasma Hb levels. The UCB is a result of the processing of the free heme group in the 

bloodstream consequent of the exteriorization of the intra-erythrocyte content caused by 

hemolysis. As 85% of the circulating billirubin derives from hemoglobin catabolism in 

the reticuloendothelial organs, this parameter is considered a good marker for 

extravascular hemolysis and, to a lesser extent, for intravascular hemolysis [29], which 

can explain the lack of correlation with the plasma Hb levels. However, its relation with 

the other hemolytic markers suggests that UCB is as important as the others parameters 

in hemolytic profile characterization. 

Painful chronic painful crises affect a majority of SCA patients, and dramatically reduce 

their quality of life. Unfortunately, the mechanism of pain is still inconclusive in SCA. 

Genetic factors deserve consideration in future studies, such as the Hb F, which when 

levels are increased has been associated with reduction in frequency of vaso-oclusive 

painful crises [38]. Furthermore, the βS haplotypes, which have also been suggested as 

genetic modulators of hemolytic severity and may explain the clinical variation among 

SCA individuals, could assisting in predicting clinical severity [39,40]. 

Conclusion 

Our study showed higher levels of plasma Hb in individuals who had three or more 

painful episodes during the last year. These results suggests that IH may be important 

hemolytic factor to be considered for preventive conduct about crises occurrences in SCA 

patients. Added it, significant relationship between the laboratory hemolytic markers 

(LDH, AST and reticulocytes count) and the plasma Hb levels suggest that these 
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parameters are important allies in the characterization of intravascular hemolysis and 

hemolytic profile, as well as in predicting the severity of clinical manifestations such as 

the vaso-occlusive painful crises. 
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Table 1: Hematological and hemolytic parameters in steady state sickle cell anemia 

individuals 

 Sickle Cell Anemia  

 Pain crises occurrence in last one year  

  0 - 2 

N=78 

Mean (±SEM) 

 ≥ 3 

N= 25 

Mean (±SEM) 

 

p  

value** 

Normality 

values 

Gender 45 ♀ 33 ♂  14♀ 11 ♂ ------ ------ 
RBC (M/ul) 2.50 (± 0.05)  2.61 (± 0.11) 0.721 4.5 – 6.0* 

Hb (g/dL) 8.05 (± 0.12)  8.23 (± 0.26) 0.724 12.0 –16.0* 

Ht (%) 23.51 (± 0.83)  23.39 (± 0.77) 0.690 36.0 – 50.0* 

MCV (fL) 90.19 (± 0.83)  89.85 (± 2.44) 0.888 80.0 – 94.0* 

MCH (pg) 31.73 (± 0.34)  31.72 (± 0.96) 0.825 27.0 – 32.0* 

Rel. Ret (%) 11.10 (± 0.42)  11.08 (± 0.25) 0.797 0.5 – 1.5% 

Abs. Ret (K/uL) 278.43 (± 9.50)  281.29 (± 29.05) 0.993 ------  

LDH (U/L) 720.0 (± 52.46)  874.00 (± 35.70) 0.574 480  

AST (U/L) 47.4 (± 1.90)  52.05 (± 6.03) 0.129 < 31  

UCB (mm/dl) 2.60 (± 0.14)  2.60 (± 0.32) 0.782 < 0.7  

Plasma Hb (ng/mL) 80.89  (± 3.80)  107.00 (± 13.09) 0.002 ------ 

SEM= standard mean error. RBC: red blood cells, Hb: total hemoglobin; Ht: hematocrit; MCV: mean corpuscular 

volume; MCH: mean corpuscular hemoglobina. 

Rel. Ret = relative reticulocytes; Abs. Ret. = Absolutes reticulocytes; LDH = lactato desydrogenase; AST: aspartato 

aminotrasnferase; UCB= unconjugated billirubin; Plasma Hb = cell free plasma hemoglobin. 

*Values of normality were estimated based on the range of the lowest and highest normal values for men and women. 

**Statistical test: GLM; p <0.05 considered significant. 
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Figure 1: Correlation among laboratories hemolytic markers and plasma Hb levels. p<0.05 was considered 

significative. Moderate positive correlation was observed between plasma Hb with Rel.Ret (r=0.361; 

p=0.021), LDH (r=0.363; p=0.021) and AST (r=0.311; p=0.033). Among the laboratory markers, the higher 

positive correlation were observed between the Rel.Ret x Abs. Ret (r=0.769; p<0.001), LDH x AST 

(r=0,772; p<0.001), and moderate correlation between UCB with Rel.Ret (r=0.227; p=0.041), LDH 

(r=0.304; p<0.001) and AST (r=0.329; p<0.001) Statistical analysis: Spearman’s correlation.  
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Absctract  

Located near the alpha-globin cluster, the gene Nitrogen Permease Regulator-Like 3 (NPRL3) 

comprehends the alpha globin gene regulatory sites (HS-40, HS-33 and HS-48) in its intronic 

regions. The single nucleotide polymorphism rs7203560, of the gene NPRL3, has been associated 

with lower hemolytic rates in individuals with sickle cell anemia (AF). Thus, transcription factor 

(FT) binding sites, molecular modulating units, were investigated by means of phylogenetic 

footprinting in order to evaluate the influence of this variant on the expression of the globin alpha 

gene. Using the NPRL3 sequences in Hominidae species, our investigation pointed to six sites of 

FTs in the SNP region. The presence of these sites suggests the participation of factors, directly 

or indirectly, in the regulation of alpha-globin genes, and consequently, in the association of SNP 

with hemolytic rates in individuals with AF. 

Keywords: NPRL3; sickle cell anemia; phylogenetic footprinting 

Introduction 

 The sickle cell anemia (AF) is a complex monogenic disease, resulting from a 

point mutation (HBB.c20A>T) in homozygosis in the beta globin gene (configuring the 

βS allele), is one of the most severe forms of sickle cell anemia, and is characterized by 
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having great clinical heterogeneity among its individuals. Among the main 

pathophysiological processes that trigger the clinical conditions of AF, we highlight the 

vessel occlusion and the chronic hemolytic process[1]. The latter has been suggested as 

an independent risk factor in favor of more severe clinical conditions, and may be 

involved with complications such as leg ulcer [2] and the pulmonary hypertension [3]. 

The search for genetic markers that may characterize and exert influence on the hemolytic 

profile in people with AF has been shown to be a promising tool in clinical trials and 

prognostic approaches for hemolytic anemia [3,4], including AF among them. 

Among recent studies, the association of the single nucleotide polymorphism 

(SNP) rs7203560, located in the first intron of the Nitrogen Permease Regulator-Like 3 

(NPRL3) gene, located in the located in the short arm of chromosome 16 (16p13.3), with 

lower hemolytic rates in individuals with AF [4]. It is known that this gene has high 

conservation rates throughout its evolutionary process, being related to the globin clusters 

from the origin of the vertebrate organisms, preceding the spatial separation of the 

preceding the spatial separation of α and β globin families [5]. Thus, the NPRL3 gene is 

evolutionarily conserved, especially among birds and mammals, both in terms of gene 

constitution, and in its order, orientation and chromosomal position, which is close to the 

alpha-globin cluster [6]. 

Also, among its intronic regions were registered the presence of some of the main 

regulatory elements of the alpha globin genes (HBA1 e HBA2), the HS-40, HS-33 e HS-

48 [7,8]. These elements act in the process of regulating the gene expression of the HBAs, 

being of great importance for the transcription process and consequently hemoglobin 

synthesis [9]. In addition, one study also pointed out that the SNP rs7203560 showed 

linkage disequilibrium with polymorphic variants, SNPs rs9926112, rs7197554 and 
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rs13336641, which are located between these regulatory sites, and in positions in 

evidence, as for example this latter SNP that is located next to a CTCF binding site [4]. 

The dynamic character of the genome is reflected in the importance of the 

variation of its non-coding portion, which is responsible for acting on the mechanisms of 

articulation and gene expression. Thus, understanding the functioning, dynamics and 

mechanisms related to gene regulation has also become the focus of molecular studies 

[7,8]. Among these, the proteins involved in the machinery of gene regulation, 

transcription factors (TFs) have been highlighted as important functional units to these 

processes [7,10,11]. 

An important approach that has been increasingly used in order to analyze TF-

binding sites is the analysis of phylogenetic footprinting [12]. This is a comparative 

genomic analysis which admits that high-degree non-coding sequences among different 

species may indicate specific TF binding sites [12]. Also, through this methodology, it is 

possible to draw a parallel between the degree of conservation of these sites and a possible 

functional importance involving the respective TFs indicated according to the analyzed 

biological problem [13]. 

Thus, by searching for TFs that have binding sites in the polymorphic region of 

the NPRL3 gene, it is suggested to establish possible relations between the factors with 

potential action in this region and the regulation of HBAs. This study aimed to track, in 

silico, sites of TFs links in the region of SNP rs7203560, NPRL3 gene, by means of 

phylogenetic footprinting. 

Material and Methods 

The tracking of TFs that have binding sites in the SNP rs7203560 region was made 

through the phylogenetic footprinting analysis. In this way, binding sites of TFs 
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conserved throughout the evolutionary process of Hominidae were traced, possessing 

possible functional importance to the expression of the globin genes and/or to 

hematopoietic mechanisms [13]. The tool used was the VISTA tools (http://www-

gsd.lbl.gov/vista/), that performs comparative genomics analysis and allows the 

alignment of genomes of several species. Sequence alignment and conservation 

assessment were carried out on the basis of the local program BLAT (BLAST - like 

alignment tool), with the purpose of identifying homology between species. Sequences 

related to the first intron of the NPRL3 gene available in databases (National Center of 

Biotechnology Information - NCBI and European Bioinformatics Institute - EMBL) of the 

species representing anthropomorphic apes: Pan troglodytes (GenBank: NC_006483.4), 

Pongo abelii (GenBank: NC_012607.1), Macaca mulatta (GenBank: NC_027912.1) e 

Gorilla gorilla (GenBank: NC_018440.1). All sequences were compared to each other 

and to the sequence of Homo sapiens (Gen Bank: NG_029669.1), also obtained through 

the abovementioned databases, containing the ancestral allele of the SNP rs7203560. 

 The data were processed and globally aligned through the MLAGAN and 

visualized in the VISTA Browser software, in which the alignment is characterized by the 

definition of different colors and patterns of peaks and valleys. Then the conserved 

regions were evaluated using the default parameters of the program. In order to identify 

the binding sites of TFs, the rVISTA software associated to the database TRANSFAC (913 

motifs) was used, by means of comparative sequence analysis [14,15]. 

 

Results and Discussion 

All the intronic regions were aligned and presented more than 70% identity in at 

least 100 base pairs when compared between species. At first it was believed that due to 

the absence of functional restriction, non-coding regions (such as the intronic regions) 
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would not be on selection effect and consequently would have lower conservation rates, 

evolving faster. However, several studies have demonstrated the existence of certain non-

coding regions conserved in the human genome [16-18], meeting the first result observed 

in our analysis. Thus, when showing an intrinsic region with conserved sites, it is possible 

to suggest a possible evolutionary importance of the studied intron fragment. 

 We identified 80 motifs conserved among the species analyzed in the polymorphic 

region of interest. From this total, TFs whose roles are directly or indirectly related to 

aspects approaching the hematopoietic and globin expression processes were selected 

(Figure 1), being: Ecotropic viral integration site 1, which has a function related to the 

proliferation process and renewal of adult and embryonic hematopoietic cells in mice 

[19]; Kruppellikefactor 1 (KLF1) which is a specific erythroid activator (unique to 26 

mammals), acting on the molecular mechanisms of induction of globin gene expression 

[20,21]. In addition, KLF1 recognizes CACCC box sites, which in turn are regions found 

in the globin promoter region [5,22]; signal transducer and activator of transcription 1 e 

3 in which, together, they exhibit roles as hematopoietic negative regulators when in 

circumstances in which erythroid progenitor cells present erythropoietin as differentiation 

inducing factor [23]; SMAD Family member 1 which promotes the signaling of bone 

morphogenetic proteins, in which the relationship between these two molecules is 

associated with the function temporarily defined to Smad1 in restricting the expansion of 

early hematopoietic progenitor cells [24]; and YY1 factor transcriptional, which acts as a 

controlling factor for the expression of the HBA gene in less derived mammals (when 

compared to the species studied here), in order to form an extended promoter in the region 

of the binding site of this factor, the exon 1 of HBA. Moreover, the latter was previously 

pointed out, by a work of our group, as a candidate factor involved in the expression of 

the gamma globin gene [11]. 
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The relation of selected factors as possible candidate TFs is different from those 

previously found [7], where regions conserved within the NPRL3 gene region were 

investigated. Twenty-four multispecies conserved sequences were found in these regions, 

which were separated into five general groups: promoters, other regulatory elements, 

splicing elements, previously unidentified exons, and unknown elements [7]. Considering 

a possible increase of motifs in the database of TF sites we used as one of the main 

variants associated to this difference of results, as well as the specificity in the suggestion 

of the related TFs and the restriction of the gene region investigated, we emphasize the 

originality of the data obtained here. 

Studies suggest that the SNP has a relationship with the expression of lower 

hemolytic rates, suggesting an effect homologous to that caused by lower Alpha-

thalassemia in AF [4]. Taking into account the results obtained with our analysis, and 

knowing the importance of TFs as a possible modulating unit of gene expression, the 

relationship reported in the literature involving the presence of SNP and hemolytic rates 

may be justified in view of the action (or loss of action) of the TFs reported here. 

By means of the phylogenetic footprinting, we found conserved TF binding sites 

in Hominidae species that may be directly or indirectly related to the hematopoiesis 

process, as well as the regulation of globin genes, especially HBAs. Also, it is noted that 

the screened factors exhibit their binding sites when in the presence of the wild-type allele 

SNP rs7203650 and that these sites may cease to exist when in the presence of the mutant 

allele, consequently removing a TF potential acting in that region, which may be 

associated with the results pointed out previously in another study [4]. 

These results are enlightening. However, it is important to note that new studies, 

in vitro and in vivo, using the candidate TFs should be done, aiming at a better 
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understanding of the roles played by these elements in the regulation of globin genes, as 

well as their relationship to diseases associated with chronic hemolysis. 
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Figure  

 

Figure caption 

Figure 1: Scheme of the organization of the genes located on the short arm of 

chromosome 16.The telomeric and subtelomeric regions (pink) are represented on the far 

right, followed by the gene N-methylpurine DNA glycosylase (MPG), 
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Nitrogenpermeaseregulator-like 3 (NPRL3 – with exons represented in blue), and those 

belonging to the alpha-globin cluster: hemoglobinsubunitzeta (HBZ); 

hemoglobinsubunitzeta pseudogene (HBZps); hemoglobinsubunit delta (HBD); 

hemoglobinsubunit alpha pseudogene 1 (HBAps1); hemoglobinsubunit alpha 1 e 

2 (HBA1 e HBA2); hemoglobinsubunittheta (HBQ).The SNP region, in the first intron, is 

highlighted and within the framework the presence of binding site of the main 

transcriptional factors is pointed out, as well as the interaction between them and the 

regulation of hematopoiesis and globin genes: Signal transducer and activator of 

transcription 3 e 1 (STAT3 e STAT1); Ecotropic viral integration site 1 (EVIS1); 

Kruppellikefactor 1 (KLF1); SMAD familymember 1 (SMAD 1); YY1 transcription fator 

(YY1). Lines in black: repression; Dotted red lines: activation. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética – CEP Hemorio 
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ANEXO B – Parecer do Comité de Ética – CEP IBILCE/UNESP 
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ANEXO C – Parecer do Comitê de Ética – Instituto Evandro Chagas  
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