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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). 
 

 

 



 
32 1. INTRODUÇÃO 

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.  

 

 

 

 



 
35 1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

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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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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