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RESUMO 

 

A anemia falciforme (AF) apresenta fisiopatologia que envolve múltiplas alterações nos 
eritrócitos falcêmicos, episódios vasoclusivos, hemólise, ativação de mediadores 
inflamatórios, disfunção das células endoteliais e estresse oxidativo. Estes eventos dificultam 
o tratamento e culminam no desenvolvimento de manifestações como anemia, crises de dor e 
insuficiência de múltiplos órgãos. Portanto, o presente estudo objetivou, em portadores da AF, 
avaliar marcadores do estresse oxidativo e da capacidade antioxidante, correlacionando-os ao 
tratamento com hidroxiureia (HU), aos haplótipos da β-globina e aos polimorfismos da 
glutationa S-transferase (GSTT1, GSTM1 e GSTP1), em comparação com os resultados do 
grupo controle (GC). Os grupos estudados se compuseram de 48 indivíduos sem 
hemoglobinopatias (GC), pacientes com AF tratados com HU [AF (+HU), n=13] e pacientes 
não tratados [AF (-HU); n=15], após consentimento informado. Para a composição dos grupos 
utilizamos métodos citológicos, eletroforéticos, cromatográficos, moleculares e informações 
de prontuários. A pesquisa dos polimorfismos de GSTM1 e GSTT1 foi realizada por meio de 
PCR-MULTIPLEX, enquanto o polimorfismo GSTP1 por PCR-RFLP. Os parâmetros 
bioquímicos foram avaliados por meio de métodos espectrofotométricos [TBARS, TEAC, 
atividade das enzimas catalase (CAT) e GST] e cromatográficos [glutationa (GSH)]. Os níveis 
de Hb Fetal (Hb F) verificados no grupo AF (+HU) (10,9%) confirmaram seu já bem descrito 
efeito farmacológico da HU, porém, o grupo AF (-HU) também apresentou níveis elevados de 
Hb F (6,1%) que podem ter sido influenciados por fatores genéticos não considerados neste 
estudo. Encontramos maior frequência do haplótipo Bantu (48,2%), seguido pelo Benin 
(32,1%) e, também, haplótipo Camarões (1,8%), raro na população brasileira, e 19,7% de 
haplótipos atípicos. A presença do haplótipo Bantu relacionou-se com os maiores níveis de 
peroxidação lipídica nos pacientes, porém, também, conferiu resposta diferencial ao 
tratamento com HU, elevando os níveis de Hb F em 52,6% (p=0,030). O efeito protetor da Hb 
F foi comprovado, pois o aumento em seus níveis culminou na diminuição em 41,3% dos 
níveis de peroxidação lipídica (r = - 0,74, p=0,015). A frequência genotípica dos 
polimorfismos da GST obtida foi similar a de outros estudos em populações brasileiras e, sua 
associação com os marcadores bioquímicos revelou diferença significativa apenas para o 
polimorfismo GSTP1 nos pacientes de genótipo V/V que apresentaram maiores níveis de 
TEAC e GSH (p=0,040 e p=0,030, respectivamente) comparados aos pacientes com genótipo 
I/I. Os níveis de TBARS foram cerca de cinco a oito vezes maiores nos grupos AF (+HU) e 
AF (-HU), respectivamente, do que no GC e, o uso de HU proporcionou redução de 35,2% 
nos níveis de peroxidação lipídica (p<0,001). O grupo AF (+HU) apresentou níveis mais 
elevados de TEAC quando comparado ao GC (p=0,002). Não foi encontrada diferença 
significativa para a atividade de GST entre os grupos estudados (p=0,760), porém a atividade 
da CAT foi cerca de 17% e 30% menor nos grupos AF (+HU) e AF (-HU) (p<0,001), 
respectivamente, e, 31% da sua redução é explicada pelo aumento dos níveis de TBARS (R2 = 
0,31, p<0,001). E os níveis de GSH plasmáticos foram cerca de duas vezes maiores nos 
pacientes com AF em relação ao GC (p<0,001) e, apresentaram correlação positiva com os 
níveis de TBARS (r=0,37, p<0,001), confirmando sua função antioxidante. O uso de HU 
contribuiu para maiores atividade da CAT e níveis de TEAC e menor peroxidação lipídica; e, 
o seu efeito farmacológico apresentou resposta “haplótipo-dependente”. Esses resultados 
contribuem para destacar a influência da HU na melhora do estresse oxidativo nos portadores 
da AF. 

Palavras-chave: anemia falciforme, estresse oxidativo, capacidade antioxidante, hidroxiureia



 

 

ABSTRACT 

 

Sickle cell anemia (SCA) shows a pathophysiology that involves multiple changes in the sickle 
cell erythrocytes, vaso-occlusive episodes, hemolysis, activation of inflammatory mediators, 
endothelial cell dysfunction and oxidative stress. These events complicate the treatment and 
culminate in the manifestations development such as anemia, pain crises and multiorgan 
dysfunction. Therefore, the aim of this study was to evaluate, in SCA patients, oxidative stress 
and antioxidant capacity markers, correlating them to treatment with hydroxyurea (HU), the 
β-globin haplotypes and glutathione S-transferase polymorphisms (GSTT1, GSTM1 and 
GSTP1) in comparison to a control group (CG). The groups were composed of 48 individuals 
without hemoglobinopathies (CG), SCA patients treated with HU [AF (+ HU), n = 13] and 
untreated patients [AF (-HU), n = 15], after informed consent . For the groups composition 
we used cytological, electrophoretic, chromatographic and molecular methods and 
information from medical records. The GSTM1 and GSTT1 polymorphisms study was 
performed by multiplex PCR, while the GSTP1 polymorphism by PCR-RFLP. Biochemical 
parameters were measured using spectrophotometric methods [TBARS, TEAC and catalase 
(CAT) and GST activities] and chromatographic method [glutathione (GSH)]. The Fetal Hb 
(Hb F) levels observed in the SCA (+HU) group (10.9%) confirmed their already well-
described pharmacological effect of HU, however, the SCA (-HU) group also had high Hb F 
levels (6.1%) that may have been influenced by genetic factors not targeted in this study. We 
found a higher frequency of Bantu haplotype (48.2%), followed by Benin (32.1%) and also 
Cameroon haplotype, rare in our population and 19.7% of atypical haplotypes. The Bantu 
haplotype presence was related to higher lipid peroxidation levels in patients, but also, it 
confered the differential response to HU treatment, raising Hb F levels in 52.6% (p = 0.03). 
The protective effect of Hb F was confirmed, because the increase in their levels resulted in a 
decrease of 41.3% of the lipid peroxidation levels (r = - 0.74, p =0.0156). The genotypic 
frequency of the GST polymorphisms obtained was similar to other studies in Brazilian 
populations and its association with biochemical markers revealed a significant difference 
only for the GSTP1 polymorphism in patients with genotype V/V showed higher GSH and 
TEAC levels (p = 0.04 and p = 0.03, respectively) compared to patients with genotype I/I. The 
TBARS levels were about five to eight times higher in groups SCA (+HU) and SCA (-HU), 
respectively, than in the CG and, HU use provides a 35.2% decrease in the lipid peroxidation 
levels on the SCA (+HU) group (p<0.0001). Moreover, the SCA (+HU) group showed higher 
TEAC levels as compared to the CG (p=0.002). We did not find any significant difference in 
GST activity between the studied groups (p=0.76), but the CAT activity was about 17% and 
30% decreased in the SCA (+HU) and SCA (-HU) groups, respectively (p<0.00001). 
Whereas the plasma GSH levels were ~2 times higher in the SCA patients than the control 
group (p=0.0005) and showed a positive correlation with TBARS levels, confirming its 
antioxidant function. The HU use has contributed to higher CAT activity and TEAC levels and 
lower lipid peroxidation, and its pharmacological effect presented a "haplotype-dependent" 
response. These findings may contribute to highlight the influence of HU in ameliorating 
oxidative stress on SCA subjects. 

 

Key-Words: sickle cell anemia, oxidative stress, antioxidant capacity, hydroxyurea 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Hemoglobinas Humanas 
 

A hemoglobina (Hb) humana é uma proteína globular e tetramérica, com peso 

molecular de 64.458 daltons, composta de quatro subunidades polipeptídicas codificadas por 

dois grupos de genes localizados nos cromossomos 11 e 16. Cada uma das quatro 

subunidades é composta por uma fração protéica, a globina, e um grupo prostético, o heme, 

que contém um átomo de ferro e é capaz de se ligar a ao oxigênio e gás carbônico, o que 

determina sua capacidade de transporte de oxigênio dos pulmões para os tecidos e parte do 

gás carbônico no sentido inverso. (HONIG; ADAMS, 1986; WEATHERALL; CLEGG, 

2001). 

Os genes responsáveis pela síntese das cadeias globínicas estão organizados em 

famílias gênicas (clusters). O cluster α, localizado na região telomérica do braço curto do 

cromossomo 16 (16p13.3), possui os genes α e ζ que codificam as globinas alfa e zeta; o 

cluster β, localizado no braço curto do cromossomo 11 (11p15.5), é constituído pelos genes ε, 

γ, δ e β que sintetizam as globinas épsilon, gama, delta e beta. (HONIG; ADAMS, 1986; 

WEATHERALL; CLEGG, 2001).  

Durante as fases do desenvolvimento, diferentes hemoglobinas exercem a função de 

transporte de gases. São tetrâmeros formados pela interação de duas cadeias polipeptídicas do 

tipo alfa – alfa ou zeta – com duas cadeias do tipo beta – épsilon, gama, delta ou beta. No 

período embrionário, são formadas as Hb Gower I (ζ2ε2), Hb Gower II (α2ε2), Hb Portland I 

(ζ2γ2) e Hb Portland II (ζ2β2); estas são substituídas pela Hb Fetal (α2γ2), predominante 

durante todo o período fetal. Por ocasião do nascimento, a Hb F é, gradativamente, substituída 

pelas hemoglobinas do adulto, Hb A (α2β2), majoritária, e Hb A2 (α2δ2), minoritária (Figura 1) 

O perfil de hemoglobinas no adulto sem alterações hemoglobínicas é de Hb A 96 – 98%, Hb 

A2 2,5 – 3,5% e, podendo apresentar de 0 – 1% de Hb F (WEATHERALL; CLEGG, 1981; 

BUNN; FORGET, 1986; WEATHERALL; CLEGG, 2001). 

A Hb, além do transporte de gases, também atua no equilíbrio ácido-base, na 

detoxificação de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO), e no transporte de Oxido Nítrico 

(NO), para garantir a capacidade antioxidante do sangue e a oxigenação dos tecidos (CAVIL, 

2002; REISCHL et al., 2007). 
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Figura 1. Organização cromossômica dos clusters gênicos α e β. (A) Os genes do cluster β globina estão 
presentes no cromossomo 11 na mesma ordem em que são expressos durante o desenvolvimento. A região 
reguladora do locus (β-LCR) é um importante elemento regulador. (B) Os genes do cluster α globina estão 
localizados no cromossomo 16 e, também, dispostos de acordo com a ontogenia hemoglobínica. O sítio HS-40 
representa um importante elemento regulador desse cluster gênico. (C) Durante a vida fetal, a Hb F é o tipo 
predominante de Hb que sofre comutação durante o desenvolvimento humano, que leva ao silenciamento da 
expressão dos genes γ e à ativação recíproca dos genes β. Isso resulta na formação do tipo hemoglobínico 
predominante do período adulto, a Hb A (modificado de FRENETE; ATWEH, 2007). 

 

1.2. Hemoglobinopatias Hereditárias 
 

As mutações que afetam a expressão dos genes da Hb humana normal levam às 

hemoglobinopatias, as mais comuns das afecções genéticas e, ocorrem fundamentalmente por: 

mutações e/ou deleções em genes reguladores, que levam ao desequilíbrio do conteúdo 

quantitativo das cadeias globínicas, originando as talassemias, ou por alterações envolvendo 

genes estruturais, que promovem a formação de moléculas com características bioquímicas 

diferentes, denominadas variantes (WEATHERALL; CLEGG, 2001; BERTHOLO; 

MOREIRA, 2006). 

As hemoglobinopatias hereditárias representam um grupo de alterações, em sua 

maioria, autossômicas e monogênicas representadas, atualmente, por 1488 diferentes alelos 
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mutantes caracterizados em nível molecular, porém a maioria não apresenta fenótipos com 

manifestações clínicas. Para aqueles portadores que possuem fisiopatologia, os efeitos são 

diversos, dependentes do tipo de herança, homo ou heterozigota, e também das interações 

genéticas ou ambientais, com consequências que vão de imperceptíveis às letais (LEONELI et 

al., 2000; HUISMAN et al., 2010).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), cerca de 7% da população 

mundial apresentam algum tipo de gene mutante para a Hb que determina a presença de Hb 

anormais, nas mais diversas combinações e representam um problema de saúde pública. 

Baseado nesta estimativa, aproximadamente 0,5 milhões de crianças nascem por ano com 

algum tipo de alteração grave nas cadeias globínicas (WEATHERALL E CLEGG, 2001). 

A frequência de portadores de hemoglobinopatias no Brasil é muito variável de uma 

região para a outra (1-12% aproximadamente) e depende da composição étnica da população 

local (BONINI-DOMINGOS, 1993; CANÇADO; JESUS, 2007). 

 

1.3. Hemoglobina S 
 

A Hb S é causada por uma mutação pontual do tipo transversão, no gene β-globina, 

em que o 17º nucleotídeo sofre alteração de timina para adenina, codificando valina, ao invés 

de um ácido glutâmico, que por sua vez origina uma Hb variante (BUNN, 1997; 

STEINBERG, 1998). 

O termo “doença falciforme (DF)” se aplica a um grupo de anemias hemolíticas 

hereditárias que têm em comum a presença de Hb S, incluindo a anemia falciforme (Hb SS), 

as interações com talassemias (S/Beta talassemia), e associações com outras variantes de 

hemoglobina formando os duplos heterozigotos, como a Hb SC (LOBO et al., 2007). 

A anemia falciforme (AF) é uma doença multissistêmica, associada a episódios agudos 

de dor e lesões progressivas de órgãos. É uma das doenças monogênicas mais comuns e 

graves em todo o mundo (WEATHERALL et al., 2005). Estudos epidemiológicos mostram 

que 300 a 400 mil crianças nascidas vivas por ano no mundo apresentam AF. No Brasil, esta 

afecção tem significativa importância epidemiológica em virtude de sua prevalência, da 

morbidade e da mortalidade e, por isso, tem sido apontada como uma questão de saúde 

pública (BANDEIRA, 2007). Estima-se que mais de sete milhões de indivíduos possuam o 

traço falciforme (Hb AS) e 25.000 a 30.000 apresentam a AF (Hb SS) (ANVISA, 2002; 

CANÇADO; JESUS, 2007). 
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A mutação que resulta na Hb S produz regiões hidrofóbicas de contato, no tetrâmero 

desoxigenado, entre a valina de uma molécula de Hb S e uma alanina, fenilalanina e/ou 

leucina da molécula de Hb S adjacente que resulta na ligação entre esses aminoácidos, 

produzindo um polímero que se estende e preenche o eritrócito, rompendo a arquitetura e 

flexibilidade eritrocitária, e, alterando drasticamente suas propriedades mecânicas e reológicas 

(WISHNER et al., 1975; FRONTICELLI; GOLD, 1976; DYKES et al., 1979; BRIEHL, 

1983; BRITTENHAM et al., 1985; CARRAGER et al., 1988; SAMUEL et al., 1990). 

A polimerização da Hb S dentro das hemácias acarreta múltiplas alterações celulares: 

efluxo de íons monovalentes como o potássio, desidratação celular, aumento da densidade dos 

eritrócitos, oxidação da Hb (formação de metahemoglobina e radical superóxido), 

desnaturação da Hb (formação de hemicromos, heme livre e ferro livre), exposição de 

epítopos protéicos e lipídicos (banda 3, espectrina, fosfatilserina, CD36, CD47) e por fim a 

hemólise (Figura 2) (ZAGO; PINTO, 2007; FRENETE; ATWEH, 2007). Tais alterações 

culminam em dois importantes processos fisiopatológicos: a vasoculsão com lesão do tipo 

isquemia-reperfusão e anemia hemolítica (Figura 3) (REES et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 2. Deformação da membrana eritrocitária pela polimerização da Hb S. A desoxigenação induz a 
mudança na conformação estrutural da proteína, em que as cadeias globínicas β mutante se ligam ao sítio 
hidrofóbico complementar, originado pela substituição do ácido glutâmico pela valina, levando à formação do 
polímero de Hb. Os feixes de polímeros de Hb S alongam-se e rompem a ligação da membrana do eritrócito com 
proteínas do citoesqueleto resultando em protrusões na membrana e exposição de proteínas e lipídios 
(modificado de FRENETE; ATWEH, 2007). 
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Figura 3. Processos fisiopatológicos na anemia falciforme. (1) Adesão de hemácias ao endotélio. (2) 
Hemólise. (3) Adesão leucocitária. (4) Aumento do tônus vascular. (5) Proliferação neointimal. (6) Agregação 
plaquetária. (7) Vasculopatia. (8) Vasoculsão. ET-1: endotelina 1; NO: óxido nítrico. (modificado de 
BARABINO et al., 2010). 
 

A interação dinâmica entre eritrócitos e o endotélio vascular resulta em episódios de 

oclusão microvascular e isquemia, seguidos de restauração do fluxo sangüíneo, o que aumenta 

a lesão tecidual mediada por reperfusão (WOOD et al., 2005). Estes ciclos de isquemia e 

reperfusão causam estresse oxidativo, com a ativação de oxidases vasculares, e processos 

inflamatórios, aumentando a expressão de moléculas de adesão de células endoteliais e a 

síntese de citocinas inflamatórias que podem causar leucocitose (FRENETTE, 2002; 

BELCHER et al., 2003; BELCHER et al., 2005; WOOD et al., 2005). 

O segundo processo fisiopatológico da AF é a hemólise, que também é desencadeada 

pela polimerização da Hb S. Sabe-se que a hemólise causa anemia, fadiga e colelitíase, mas 

há, atualmente, evidências de sua contribuição para o desenvolvimento de vasculopatia 

(PEGELOW et al., 1997; OHENE-FREMPONG et al., 1998; GLADWIN et al., 2004; KATO 

et al., 2006). A Hb livre no plasma gera espécies reativas de oxigênio (ERO), como os 

radicais hidroxil (•OH) e superóxido (O2
-•), sendo o último um potente depletor de óxido 

nítrico, o que acarreta disfunção do endotélio vascular (REPKA; HEBBEL, 1991; REITER et 

al., 2002; GLADWIN, 2006). 

Vários moduladores genéticos têm sido estudados, baseados na fisiopatologia da AF, 

e, a capacidade inata de produção de Hb F e a coerança de alfa talassemia foram validadas por 

inúmeros estudos (CAPPELLINI et al., 1981; HIGGS et al., 1982; OLD et al., 1982; THEIN; 

WEATHERALL, 1989; CAMASCHELLA et al., 1995). O aumento nos níveis de Hb F 
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promove a diluição da concentração de Hb S com consequente diminuição de polimerização, 

evento primordial da fisiopatologia da AF (STEINBERG, 1999). Enquanto que a alfa 

talassemia tem efeito quantitativo da concentração intracelular de Hb S, reduzindo, assim a 

freqüência de Hb S e, consequentemente, a polimerização e falcização (HIGGS et al., 1982). 

No entanto, estes dois moduladores não explicam toda a heterogeneidade clínica e 

muitas questões importantes permanecem em relação ao papel de outros modificadores 

genéticos e suas interações com o meio ambiente, dentre eles, a característica genética que 

determina a concentração intracelular de Hb S, os haplótipos da beta globina, a coerança de 

outros polimorfismos envolvidos em sua fisiopatologia, além dos estados inflamatório e 

oxidativo crônicos (ZAGO; PINTO, 2007; FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008; THEIN, 

2008; CONRAN et al., 2009). 

 

1.4. Haplótipos βS 
 

Os haplótipos são definidos como combinações específicas dos sítios polimórficos em 

uma única cromátide, para qualquer tipo de cromossomo (ANTONARAKIS et al., 1984). 

Dessa forma, os haplótipos βS são definidos como padrões específicos de polimorfismos 

reconhecidos por enzimas de restrição no cluster do gene da β-globina no cromossomo 11 

(STUART; NAGEL, 2004). Estas alterações ocorrem aproximadamente a cada cem bases ao 

longo do genoma e determinam o tipo de variabilidade mais comum no complexo gênico das 

globinas alfa ou beta (ANTONARAKIS et al., 1984). 

A descoberta dos haplótipos do gene βS apresentou-se como importante elemento de 

análise antropológica para estudo das composições populacionais, bem como elemento de 

estudo clínico, podendo fornecer dados preditivos acerca da evolução da doença e de seu nível 

de gravidade (POWARS, 1991). Cinco haplótipos têm sido associados a diferentes grupos 

étnicos, de acordo com a região de origem e onde predominam: o haplótipo Benin tem sido 

associado à África Ocidental; o Bantu ou República Centro Africana (CAR) à África Oriental 

Centro-Sul; o Senegal (SEN) à África Atlântico Ocidental, o Índia-Arábia Saudita (SAUDI) à 

Índia e Península Arábica Oriental e, o Camarões (CAM), que é restrito à África, mais 

especificamente, ao grupo étnico Eton na Costa Ocidental Africana (Figura 4) (PAGNIER et 

al., 1984; NAGEL, 1984; SUTTON et al., 1989, LAPOUMÉROULIE et al., 1992). 
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Figura 4. Distribuição geográfica e representação esquemática de haplótipos βS. (A) O mapa identifica três 
áreas distintas na África e outra na região Árabe-Índiana, onde haplótipos βS predominam (linhas pontilhadas). 
As linhas vermelhas representam a incidência da AF. (B) Os haplótipos do cluster gênico da β-globina são 
determinados por sítios polimórficos do DNA (caixas) que são identificados por diferentes enzimas de restrição. 
Com essas informações, os haplótipos são construídos (modificado de STUART; NAGEL, 2004) 

 

Muitos estudos têm sido realizados para tentar estabelecer relações entre os haplótipos 

βS e os diferentes fenótipos na AF. O haplótipo Bantu está associado com curso clínico mais 

grave e alta incidência de lesões a órgãos, ao contrário do haplótipo Senegal e Árabe-Indiano, 

vinculados a curso mais brando, enquanto o haplótipo Benin à gravidade clínica intermediária 

(POWARS, 1991; POWARS; HITI, 1993; PADMOS et al., 1991). A expressão fenotípica 

diferencial dos portadores de AF que apresentam os haplótipos Árabe-indiano e Senegal está 

ligada a presença do polimorfismo XmnI (-158 C T) na região promotora do gene γ-globina, 

que confere maiores níveis de Hb F. No entanto, o mecanismo exato e a extensão dos efeitos 

dos haplótipos sobre os níveis de Hb F, as características hematológicas e curso clínico da 

AF, não foram completamente elucidados (NOGUCHI et al., 1993; RAHGOZAR et al., 2000; 

STEINBERG, 2009; AL-SAQLADI et al., 2010). 
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1.5. Estresse Oxidativo na Anemia Falciforme 
 

A produção de ERO, espécies reativas de nitrogênio (ERN), entre outras espécies 

reativas, é parte integrante do metabolismo humano, observada em diversas condições 

fisiológicas, como na fagocitose de patógenos, fenômeno em que essas espécies são 

produzidas para eliminar o agente agressor. Por outro lado, quando sua produção é 

exacerbada, o organismo dispõe de um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar 

e restabelecer o equilíbrio (FINKEL; HOLBROOK, 2000; SCHAFER; BUETTNER, 2001).  

Os principais meios de defesa antioxidante no organismo podem ser divididos em dois 

grupos, enzimáticos e não enzimáticos. Os sistemas enzimáticos envolvem as enzimas do 

ciclo redox da GSH, a glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase, glutationa 

redutase (GR) e glicose-6-fosfato-dehidrogenase (G6PD). Além da superóxido dismutase 

(SOD), que promove a dismutação do O2
-• em H2O2 e oxigênio (O2), bem como a catalase 

(CAT), que converte o H2O2 em água (H2O) e O2, impossibilitando a formação do radical 

•OH. Há ainda a proteção não enzimática promovida, principalmente, pelas vitaminas E (α-

tocoferol), C (ácido L-ascórbico) e GSH (Figura 5)  (NORDBERG; ARNER, 2001; ROVER-

JÚNIOR, 2001; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

 

 
Figura 5. Esquema simplificado de sistemas oxidativos e antioxidantes. O metabolismo aeróbio apresenta 
uma série de reações que podem formar ERO e ERN, como pela ação da enzima NADPH oxidase, presente em 
diversas células. NOS: óxido nítrico sintase; SOD: superóxido dismutase; GPx: glutationa peroxidase; Prx: 
peroxirredoxinas; GR: glutationa redutase; TrxR: tiorredoxina redutase; Trx:tiorredoxina; GSH: glutaiona 
reduzida; GSSG: glutationa dissulfeto (modificado de BARBOSA et al., 2006) 

 

O tripeptídeo glutationa é um tiol livre intracelular muito abundante que desempenha 

papel crítico na regulação de uma variedade de funções celulares, incluindo a desintoxicação 

de xenobióticos, a síntese de DNA e outros compostos endógenos, modulação da expressão 
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gênica e regulação do ciclo celular. No entanto, a função mais importante e bem conhecida da 

GSH é como antioxidante não enzimático (LIU; PRAVIA, 2010). 

O estresse oxidativo resulta do desequilíbrio entre o sistema pró e antioxidante, com 

predomínio dos oxidantes, com danos consequentes (FINKEL; HOLBROOK, 2000; 

SCHAFER; BUETTNER, 2001). Os danos celulares resultam basicamente de ataque de ERO 

e ERN sobre as macromoléculas, tais como carboidratos (CHOH)n, DNA, proteínas e lipídios 

(VASCONCELOS et al., 2007). 

 As hemácias estão sujeitas a elevado nível de estresse oxidativo, como resultado da 

contínua produção do radical O2
-• que acompanha a auto-oxidação da Hb, e mais ainda na AF 

que radicais são gerados provenientes da oxidação da Hb S, liberação do ferro heme e 

diminuição do NO (HEBBEL et al., 1988; WOOD et al., 2008). Dessa forma, a AF 

caracteriza-se por estresse oxidativo crônico, causando aumento nos níveis de peroxidação 

lipídica e alterações nos sistemas de defesa antioxidante como nos níveis de GSH e nas 

atividades das enzimas SOD, CAT e GPx (CHO et al., 2010). No entanto, os poucos estudos 

que examinaram enzimas antioxidantes em pacientes com AF encontraram resultados 

contraditórios. Manfredini ET al (2008) mostraram que pacientes com AF tinham atividades 

significativamente maiores de GPx e SOD do que controles sadios, e não houve diferença 

estatística na atividade da CAT. No entanto Alsultan et al (2010) constataram que os valores 

médios da atividade da SOD, CAT e GPx foram, significativamente, menores em pacientes 

com AF em relação ao seu controle. 

 

1.6. Glutationa S-Transferase 
 

Glutationas S-transferase (GSTs) constituem enzimas multifuncionais que são 

codificadas por pelo menos oito loci distintos: α (GSTA), μ (GSTM), θ (GSTT), π(GSTP), σ 

(GSTS), κ (GSTK), ω (GSTO) e ζ (GSTZ), cada qual composta por uma ou mais isoformas 

homodimérica ou heterodimérica (HAYES; STRANGE, 2000; HAYES et al., 2005). Essas 

enzimas estão envolvidas nas reações de conjugação da glutationa (GSH) a uma variedade de 

compostos eletrofílicos, potencialmente, tóxicos e carcinogênicos (RUSHMORE; PICKETT, 

1993; HAYES; PULFORD, 1995), além disso, as GSTs exibem atividade peroxidase e podem 

assim proteger as células danos oxidativos causados pelo peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(RINALDI et al., 2002). Em geral, as reações catalisadas pelas GSTs são consideradas 

detoxificantes, e, protegem macromoléculas celulares dos danos causados por vários 



 
27 

 

 

Introdução 

carcinógenos ambientais encontradas nos alimentos, fumo, ar e medicamentos, compostos 

endógenos, tais como peroxilipídios, além de inativarem metabólitos secundários formados 

durante o estresse oxidativo (WIENCKE et al., 1990; GULICK; FAHL, 1995; HIRVONEN, 

1995; STRANGE et al., 2001). 

A deficiência na atividade dessa enzima pode ser derivada dos polimorfismos em 

genes que codificam as GSTs, e dentre os vários polimorfismos descritos, GSTT1 (22q11.23), 

GSTM1 (1q13.3) e GSTP1 (11q13) são os mais estudados. Os genes GSTM1 e GSTT1 são 

altamente polimórficos. Três variantes importantes foram descritas para a classe GSTM1: 

genótipo nulo resultante da deleção completa do gene, e, dois polimorfismos (GSTM1*A e 

GSTM1*B) que ocorrem devido a mutações pontuais, porém não há diferenças fenotípicas 

relatas entre os mesmos (MANNERVIK et al., 1985). A classe GSTT1 também apresenta uma 

deleção, gerando genótipo nulo e perda da função enzimática (PEMBLE et al., 1994). 

Indivíduos com deleção homozigota de ambos os loci (GSTM1 e GSTT1) não possuem 

atividade enzimática funcional das respectivas classes, resultando em deficiência na 

metabolização de agentes oxidantes (BRUHN et al., 1998; ZHONG et al., 1991; DUSINKÁ 

et al., 2001; BERNARDINI et al., 2005). 

Para o gene GSTP1, o polimorfismo mais estudado é o resultante de uma mutação 

pontual do tipo transversão, no códon 105 (A G), levando a substituição do aminoácido 

isoleucina por valina na estrutura protéica (MO et al., 2009). A enzima codificada possui 

menor atividade catalítica e possivelmente, atua de forma diferente na metabolização de 

eletrólitos resultantes do estresse oxidativo e de outros processos de biotransformação 

(BERNARDINI et al. 2005). 

1.7. Manifestações Fenotípicas na Anemia Falciforme 
 

O curso e apresentação clínica da AF mostram grande variação e são dependentes, 

além da própria fisiopatologia da doença, da idade dos portadores, da condição sócio-

econômica, nutrição, diagnóstico e acompanhamento terapêutico precoce, estresse 

psicossocial, entre outros fatores (PLATT, 1991; REES et al, 2010 

A manifestação mais comum na AF são as crises de dor, em que a oclusão 

microvascular episódica ocorre em um ou muitos locais e provoca a dor e a incapacidade. É 

acompanhada por inflamação local. Tais crises álgicas ocorrem inesperadamente, muitas 

vezes sem sintomas preliminares e impactam diretamente a qualidade de vida do paciente 

(SERJEANT et al., 1994; STUART; NAGEL, 2004). 



 
28 

 

 

Introdução 

 

As úlceras de perna podem ser geradas espontaneamente, ou subsequente a trauma, 

por vezes leve como picada de mosquito, pele ressecada ou pequenas fissuras, e afetam 

aproximadamente 22% dos pacientes com AF (KOSHY et al., 1989; ECKMAN, 1996; 

SERJEANT et al., 2005). Enquanto que as osteonecroses do quadril e das articulações do 

ombro afetam cerca da metade dos pacientes com AF e Hb SC. Seu início é insidioso, mas 

progressivo, e a maioria dos pacientes com doença na fase inicial irá avançar para o colapso 

da cabeça femoral dentro de dois anos. Normalmente, apresenta-se com dor ao redor da 

articulação afetada, às vezes com espasmos nos músculos que a rodeiam (OHENE-

FREMPONG; STEINBERG, 2001). 

A elevada excreção constante de bilirrubina nas anemias hemolíticas faz com que 

ocorra a formação frequente de cálculos biliares. A colecistite crônica calculosa é uma 

complicação frequente da doença falciforme e geralmente requer procedimento cirúrgico – a 

colecistectomia (HABERKEN et al., 1997; TRAINA; SAAD, 2007). A colelitíase é frequente 

em indivíduos homozigotos para Hb S (58%) e a prevalência aumenta com a idade (TRAINA; 

SAAD, 2007). 

A síndrome torácica aguda é uma causa frequente de internação, e a principal causa de 

mortalidade em adultos jovens. É caracterizada pelo aparecimento de um infiltrado pulmonar, 

sem etiologia definida, febre, dor torácica pleurítica, dor abdominal, tosse e hipóxia. 

Episódios repetidos predispõem o aparecimento de doenças pulmonares crônicas, incluindo 

hipertensão pulmonar (PLATT et al., 1994; BALLAS, 1998; STUART; SETTY, 2001).  

Hipoesplenismo e autoinfarto esplênico surgem durante os primeiros dois anos de vida 

e o sequestro esplênico ocorre em 10% a 30% das crianças com AF, geralmente entre as 

idades de seis meses e três anos, e pode desencadear doença febril (PEARSON et al, 1985; 

KINNEY et al., 1990). 

O priapismo é resultado da vasoclusão dentro dos sinusóides e do corpo cavernoso 

peniano e, ocorrem em 40% dos homens com AF, podendo ter curta duração ou durar várias 

horas. Aqueles com duração maior que 24 horas estão associadas ao aparecimento de 

impotência sexual (HAMRE et al., 1991; NOLAN et al., 2005).  

O acidente vascular encefálico é a mais dramática intercorrência na doença falciforme 

e a segunda maior causa de mortalidade no mundo (SWITZER et al, 2006).  Com a utilização 

do Doppler Transcraniano (DTC) pode-se prever a possibilidade do paciente apresentar um 

AVE isquêmico e mudar a história natural da doença. O DTC mede a velocidade do fluxo nas 

artérias cerebrais e, crianças que apresentam medidas acima de 200 cm/s têm 40% de chances 
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de desenvolver AVE nos próximos três anos (ADAMS et al., 1992; KWIATKOWSKI et al., 

2010). 

 

1.8. Terapia para Anemia Falciforme 
 

A gestão clínica da AF necessita de assistência médica coordenada por equipe de 

hematologia, além de outros serviços médicos e não médicos, pois a fragmentação do 

atendimento pode ser desastrosa, uma vez que as complicações com risco de vida podem não 

ser reconhecidas a tempo por profissionais não familiarizados com as nuances da expressão 

fenotípica da AF (STUART; NAGEL, 2004).  

Um protocolo paliativo bastante utilizado nesses pacientes é a suplementação com 

ácido fólico. O folato participa do metabolismo de purinas e pirimidinas para a síntese de 

DNA e RNA sendo, assim, importante na formação de hemácias (ANVISA, 2002). Exceto 

pelo transplante de células tronco hematopoiéticas, as terapias atualmente disponíveis para a 

AF não são curativas ao ponto de substituir uma eritropoiese falcêmica por uma normal. Por 

isso, o que tem sido buscado, são alvos terapêuticos que atuam na fisiopatologia da doença 

minimizando as complicações clínicas dos portadores (BELINI-JUNIOR, 2010). 

 

1.8.1. Terapia transfusional associada à quelação do ferro 
 

A transfusão de hemácias tem papel bem estabelecido no controle das complicações 

agudas e crônicas da AF. Esta terapia corrige a anemia, diminui a porcentagem de Hb S e 

reduz a hemólise, eventos que são de benefício potencial (ECKMAN, 2001). Os resultados 

obtidos em estudos clínicos mostraram redução do risco de evento isquêmico cerebral, 

redução do número e intensidade de crises vaso-oclusivas, síndrome torácica aguda e 

hospitalizações, com consequente melhora da qualidade de vida dos pacientes em regime de 

transfusões regulares de hemácias (MILLER et al., 2001; CANÇADO, 2007). 

Pacientes dependentes de transfusão sanguínea estão sujeitos a sobrecarga de ferro e, 

por esse motivo, o uso de agentes quelantes torna-se indispensável para a sobrevida. O ferro 

(Fe) é o metal pesado mais abundante no organismo e é altamente reativo, podendo catalisar 

as reações de oxidação de biomoléculas (AUST; MILLER, 1991). Dessa forma, a quelação 

tem como objetivo prevenir o acúmulo de ferro nos tecidos e os danos resultantes desse 

acúmulo (CANÇADO, 2007). A desferroxamina pode ser administrada por via parentérica, 
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embora o quelante oral deferasirox esteja sendo usado cada vez mais e com benefícios 

evidentes (VICHINSKY et al., 2007). 

1.8.2. Terapia Farmacológica com Hidroxiureia 
 

Muitos medicamentos citotóxicos aumentam a concentração de Hb F, este efeito 

farmacológico é potencialmente benéfico para os pacientes com AF. A hidroxiureia (HU) foi 

escolhida dentre os estudos de alvos terapêuticos na AF e, desde 1960, é o fármaco utilizado 

como tratamento da AF, por causa de sua eficácia por via oral e baixa toxicidade. Outros 

efeitos benéficos observados incluem o aumento da concentração de Hb, diminuição dos 

níveis plaquetários, da contagem das células brancas e da expressão de moléculas de adesão, e 

aumento da biodisponibilidade de óxido nítrico (PLATT et al., 1984; SCHNOG et al., 2004; 

CARTRON; ELION, 2008; LOU et al., 2009).  

Em um ensaio clínico randomizado, observou-se que a HU diminuiu a frequência de 

episódios dolorosos, STA, a necessidade de transfusão de sangue, e a admissão hospitalar de 

pacientes com AF, tanto para adultos quanto para crianças (STROUSE et al., 2008; 

LANZKRON et al., 2008). A HU é bem tolerada, pois seu principal efeito colateral a curto 

prazo é a mielossupressão dose-dependente; porém, existe a preocupação da possibilidade da 

HU predispor doença maligna, apesar de haver pouca evidência para apoiar esta hipótese 

(LANZKRON et al., 2008). Apesar de seus efeitos benéficos, a HU também é considerada um 

agente citotóxico e carcinogênico. Desta forma, investigações vêm sendo realizadas para 

avaliar as mutações e outros danos causados ao DNA somático (BUCHANAN et al., 2004). 

 

A importância epidemiológica da AF, seus processos fisiopatológicos complexos e 

diversificados que dificultam seu tratamento e desencadeiam manifestações clínicas variadas 

fundamentam a importância de estudos que objetivem a caracterização molecular da 

homozigose para Hb S, bem como dos haplótipos βS e sua associação com outros 

polimorfismos e marcadores bioquímicos vinculados a fisiopatologia da doença para o melhor 

entendimento da sua diversidade fenotípica, e avaliação da resposta individual aos 

tratamentos da AF. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivo geral 
 

Analisar, em homozigotos para Hb S, marcadores da capacidade antioxidante e 

estresse oxidativo correlacionando-os com os polimorfismos da glutationa S-transferase, 

haplótipos do grupamento beta e uso de medicação específica, comparados a um grupo 

controle. Com essas análises pretendemos entender os aspectos genéticos, bioquímicos e 

ambientais que conduzem à reposta especifica ao tratamento da anemia falciforme. 

 

2.2. Objetivos específicos 
 

− Avaliar a influência dos haplótipos do grupamento beta no perfil molecular dos 

pacientes, e, correlacioná-los com as respostas terapêuticas; 

− Avaliar a frequência dos polimorfismos da GST – GSTP1, GSTM1 e GSTT1, no grupo 

controle e portadores da anemia falciforme, e, a influência da coerança com 

hemoglobina S; 

− Avaliar o estresse oxidativo, em cada grupo, por meio da peroxidação lipídica 

(TBARS) e a capacidade antioxidante por meio da ação dos antioxidantes enzimáticos 

(Catalase e GST) e dos não enzimáticos (TEAC e GSH), e, sua relação com a 

fisiopatologia e resposta terapêutica; 

− Verificar a influência da idade e do gênero sobre os parâmetros bioquímicos avaliados; 

− Verificar a associação dos marcadores genéticos e bioquímicos na expressão fenotípica 

da anemia falciforme. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Casuística 
 

O grupo amostral constituiu-se de 76 indivíduos (30 homens e 46 mulheres, com 

média de idade: 23,8 anos; variação: 9-65 anos), provenientes da região sudeste do Brasil. O 

grupo teste foi composto por 28 pacientes com anemia falciforme (11 homens e 17 mulheres, 

com média e desvio de idade: 27,7 ± 14,8 anos) em acompanhamento clínico nos 

hemocentros de São José do Rio Preto (SP) ou do Rio de Janeiro (RJ). O grupo controle foi 

composto por 48 indivíduos sem hemoglobinopatias, destes 19 homens e 29 mulheres, com 

média e desvio de idade de 21,9 ± 4,2 anos. 

Todas as amostras de sangue (11 mL) foram coletadas por meio de punção venosa 

em tubos com heparina ou com EDTA a 5%, após consentimento informado, conforme 

normas da Resolução CNS 196/96. O sangue heparinizado (7 mL) foi incubado por 20 

minutos a 37°C e então centrifugado a 1500 rpm por 20 minutos para separar o plasma, para 

as análises de peroxidação lipídica (TBARS) e capacidade antioxidante total (TEAC). Em 

seguida, alíquotas de plasma foram congeladas a -80°C até o momento das análises. A fração 

de amostra colhida em EDTA (4 mL) foi aliquotada, tendo sido 2 mL utilizados para os testes 

de hemoglobinopatias, determinação genotípica e análise das atividades enzimáticas da 

catalase e glutationa S-transferase. Os outros 2 mL foram submetidos à centrifugação a 3500 

rpm por 10 minutos para obtenção do plasma e, em seguida, foram congeladas a -80°C para 

determinação da concentração de GSH. 

Todos os pacientes foram selecionados por meio de entrevista e aplicação de 

questionário, obedecendo a critérios de inclusão e exclusão. Foram excluídos os fumantes, 

consumidores de álcool, ou que haviam sofrido AVE nos últimos dois meses. O questionário 

incluía informações sobre número de crises de dor, crises hemolíticas, e se receberam 

transfusão de sangue nos últimos dois meses. Os indivíduos sob uso de medicamentos 

conhecidos por afetar os parâmetros analisados como, por exemplo, uso de quelantes de ferro 

foram excluídos do estudo. As informações sobre medicação em uso, exposição a 

interferentes ambientais, eventos clínicos e transfusões sanguíneas, foram confirmadas por 

meio de consulta aos prontuários médicos, ao banco de dados dos hemocentros além da 

aplicação de questionários no momento da coleta. 
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Todos os pacientes estavam sob uso de ácido fólico, porém foram separados em dois 

grupos, de acordo com o tratamento específico: pacientes em uso de HU ( n=13) e não 

tratados com HU ( n=15). 

 

3.2. Considerações Éticas 

 

O presente projeto foi registrado sob o nº 0015.0.229.000-09 CAAE (Certificado de 

Apresentação para Apreciação Ética) e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” Campus de São José do Rio Preto 

(UNESP/IBILCE) sob o protocolo número 072/09 e, obedecendo aos princípios estabelecidos 

na Resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde (CNS). 

 

3.3. Metodologia 
 

3.3.1. Genotipagem e fenotipagem hemogloníbica e caracterização dos haplótipos βS 
 

A triagem clássica das hemoglobinopatias foi realizada para investigação das Hb 

normais e presença da Hb S, e, respectiva formação do grupo controle e confirmação 

molecular e identificação dos haplótipos do grupamento beta globina, pelos métodos a seguir: 

 

Preparação do hemolisado: 

 

Para que as amostras fossem submetidas a procedimentos eletroforéticos as células 

foram rompidas para a obtenção da solução de Hb, utilizando: 

 

 Hemolisado Rápido - com saponina (NAOUM, 1990). 

Reativo hemolisante: 

- Saponina P.A.               1 g 

- Água destilada q.s.p.       100 mL 
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Procedimento: 

- Em placa de Kline foi colocado 1 volume de sangue com 1 volume de reativo 

hemolisante, com posterior homogeneização até a hemólise completa da mistura;  

- O hemolisado pôde ser utilizado após 5 minutos e, no máximo, até 4 horas depois da 

sua preparação. 

 

Resistência globular osmótica eritrocitária em solução de NaCl a 0,36% 

(SILVESTRONI; BIANCO, 1975) 

 

Princípio: 

Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta, principalmente na forma 

heterozigota, pois nesses casos os eritrócitos microcíticos são mais resistentes à hemólise 

nesta solução. A resistência globular não é específica para talassemia beta heterozigota, já que 

resultados positivos são encontrados também em anemias carenciais e em outras 

hemoglobinopatias, como nos homozigotos para Hb C. 

 

Reagentes: 

Solução estoque - NaCl a 10% - pH 7,4 

- NaCl           9,0 g 

- Na2HPO4          1,36 g 

- NaH2PO4.H2O         0,28 g 

- Água destilada         100 mL 

 

Solução trabalho 

- NaCl 10%          36 mL 

- Água destilada q.s.p.       1000 mL 

 

 

Procedimento: 

Em tubo de hemólise colocou-se 2 mL de solução de NaCl a 0,36% e 10 μL de sangue 

total, agitando por inversão, suavemente. A leitura foi feita após 10 minutos. 
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Interpretação: 

O tubo de hemólise com a amostra na solução de NaCl a 0,36% foi colocado a 2,0 cm 

de uma folha branca com linhas negras. O teste foi interpretado como positivo quando não se 

visualiza as linhas negras, pois a resistência aumentada à hemólise do eritrócito tornava a 

amostra opaca. Em amostras com resistência normal à hemólise visualizam-se facilmente as 

linhas através da solução. 

 

Análise, a fresco, da morfologia eritrocitária (BONINI-DOMINGOS, 2006)  

 

Os esfregaços sanguíneos, a fresco, foram analisados ao microscópio óptico, quanto ao 

tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrócitos. Os resultados foram expressos da seguinte 

maneira, segundo padronização do LHGDH para cada um dos parâmetros avaliados. 

- alterações discretas: (+)  - alterações moderadas: (++) 

- alterações acentuadas: (+++)  - células normais: (N) 

 

Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965) 

 

Princípio: 

Técnica utilizada para qualificação e quantificação de Hb normais e grande parte das 

Hb anormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais. 

 

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 

Conservado em geladeira 

 

Corante Ponceau 

- Ponceau S          0,5 g 

- Ácido tricloroacético        5,0 g 

- Água destilada q.s.p.        100 mL 
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Solução descorante: 

- Ácido acético glacial        100 mL 

- Metanol          50 mL 

- Água destilada q.s.p.        1000 mL 

 

Procedimento: 

- As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampão TEB por 15 minutos, no 

mínimo, e seis horas, no máximo. 

- Após serem secas em folhas de papel absorvente, as fitas foram colocadas na cuba de 

eletroforese contendo o mesmo tampão utilizado para embeber as fitas, conectando-as com os 

compartimentos eletrolíticos por tecido absorvente (pano multi-uso). 

- A solução de Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fita em contato com o pólo 

negativo.  

- Passaram-se 300 volts por 30 minutos. 

- As frações foram analisadas, primeiramente, sem coloração e posteriormente coradas 

com Ponceau. Para corá-las, as fitas foram colocadas no corante por cinco minutos e, depois, 

em solução descorante por 30 minutos. 

 

Eletroforese de hemoglobinas em pH ácido (VELLA, 1968) 

 

Princípio: 

Técnica utilizada para diferenciar alguns tipos de Hb que migram em posições 

semelhantes na eletroforese em pH alcalino e caracterização de Hb Fetal. 

 

Reagentes: 

Tampão Fosfato pH 6,2 - Para uso nos compartimentos eletrolíticos e confecção do 

gel: 

- Na2HPO4          2,02 g 

- NaH2PO4.H2O         7,66 g 

- Água destilada q.s.p.        1000 mL 

Conservar em geladeira 

 

Gel de Ágar-Fosfato 

- Ágar-agar          500 mg 
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- Tampão fosfato pH 6,2        25 mL 

 

Procedimento: 

- Os componentes do gel de ágar-fosfato foram adicionados a um erlenmeyer de 250 

mL 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 polimerizaram a 

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). 

- Passaram-se 100 volts por 30 minutos. 

- As frações foram analisadas sem corar ou coradas com Ponceau. 

 

Cromatografia líquida de alta performance (BONINI-DOMINGOS, 2006) 

 

Princípio: 

O equipamento utilizado foi o VARIANT (BIO-RAD) com Kit de análise Beta 

Talassemia Heterozigota. O equipamento consiste na cromatografia de troca iônica em um 

sistema fechado, no qual duas bombas de êmbolo duplo e uma mistura de tampões de 

diluição, com controles de gradientes pré-programados, passam pela coluna detectando as 

alterações de absorbância a 415 nm. O filtro secundário de 690 nm corrige a linha de base 

para efeitos provocados pela mistura de tampões com forças iônicas diferentes. As mudanças 

na absorbância são monitoradas e exibidas como um cromatograma da absorbância versus 

tempo. Os dados de análise provenientes do detector são processados por um integrador 

embutido e impressos no relatório da amostra de acordo com o tempo de retenção. O tempo 

de retenção é o tempo transcorrido entre a injeção da amostra até o ápice do pico da Hb. Cada 

Hb tem um tempo de retenção característico. No final da análise da amostra, uma cópia do 

cromatograma e os dados do relatório são automaticamente impressos. 

 

Procedimento: 

Para o Kit Beta Talassemia Heterozigota: 

Em um tubo de 1,5 mL, fornecido pelo fabricante, foram misturados 5 μL de sangue 

total com 1,0 mL de solução hemolisante fornecida no kit de análise. Após a hemólise total, as 
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amostras foram acondicionadas nos recipientes adequados e alojadas no equipamento para 

realização dos procedimentos de leitura e análise das frações. 

 

Interpretação: 

A quantificação das diferentes frações de Hb em uma amostra foi realizada a partir dos 

valores percentuais e de tempo de retenção fornecidos pela calibração específica, e emitidos 

em modelo próprio que incluiu valores numéricos e perfil cromatográfico. Aos valores de Hb 

A0 obtidos pela HPLC foram incluídas as subfrações de Hb A glicosilada e Hb A acetilada, 

denominadas P2 e P3 respectivamente, identificadas separadamente pelo aparelho. Os valores 

de Hb A2 considerados normais foram de 2,5 a 3,5% e os de Hb F até 1,3%, previamente 

estabelecidos e fornecidos pelo fabricante. 

 

Extração do DNA (PENA et al., 1991 com modificações) 

 

Princípio: 

Técnica utilizada para extrair DNA genômico a partir de sangue total. Os tampões de 

lise rompem os eritrócito e glóbulos brancos. O fenol é utilizado para a remoção de proteínas 

e enzimas contaminantes. O DNA é precipitado com etanol. 

 

Reagentes:  

1. Solução de lise 1 para extração de sangue (tampão utilizado na lise de células vermelhas) 

- Sacarose 0,32 M            10,95 g 

- Tris HCl 10 mM              1 mL 

- MgCl2 5 mM            0,5 mL 

- Triton 1% 100x               1 mL 

- Água ultra-pura autoclavada q.s.p.         100 mL 

 

2. Solução de lise 2 para extração de sangue (tampão utilizado na lise de células brancas) 

- 0,075 M de NaCl              2,19 g 

- 0,02 M de EDTA             20 mL 

- Água ultra-pura q.s.p.          500 mL 

 

3. Proteinase K (20 mg/mL) 

- Proteinase K             20 mg 
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- Água ultra-pura q.s.p.            1 mL 

Conservar em freezer. 

 

4. Fenol 

5. Clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) 

6. Etanol 70% 

7. KCl 2M 

 

Procedimento: 

Amostras de sangue periférico, colhidas com EDTA, foram colocadas em microtubos 

e o volume foi completado para 1,5 mL com solução de lise 1. Após 10 minutos de agitação, 

foi centrifugado por cinco minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi desprezado e ao 

precipitado foram acrescentados 1,0 mL de solução de lise 1, esse passo foi repetido por duas 

vezes. O sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se 450 μL de solução de lise 2; 25 μL de 

SDS à 10% e 5 μL de proteinase K 20 mg/mL. Após homogeneização, o microtubo foi 

colocado em banho-maria por três horas a 42oC. 

Após esse período de incubação, foram adicionados 500 μL de fenol, o material foi 

homogeneizado e centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. Após centrifugação, a fase 

superior foi transferida para outro microtubo e adicionados 500 μL da solução de clorofórmio 

e álcool isoamílico na proporção 24:1. 

O material foi homogeneizado e, novamente, centrifugado por cinco minutos a 7000 

rpm. Esse último passo foi repetido por mais uma vez. O sobrenadante foi colocado em tubo 

com 50 μL de solução de KCl 2M gelada e acrescentado 500 μL etanol 100% bem gelado. O 

tubo foi invertido várias vezes até a precipitação do DNA. 

O material foi novamente centrifugado por 30 segundos a 13000 rpm e o sobrenadante 

desprezado. O DNA no fundo do tubo foi lavado com 200 μL etanol 70% (gelado), para 

iniciar a hidratação, o sobrenadante, após centrifugação, foi desprezado. Após a evaporação 

do etanol, o DNA foi solubilizado com 50 μL de água ultra pura e conservado em freezer –

20ºC. 

 

Análise molecular para Hb S por PCR-RFLP (SAIKI et al., 1985) 

 

A detecção da mutação foi realizada por PCR seguido de análise de restrição. Os 

oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a amplificação que envolve o códon 6 foram: o 
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oligonucleotídeo iniciador P 277 (sense): 5’ GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o 

oligonucleotídeo iniciador P 278 (antisense): 5’ ACC TTA GGG TTG CCC ATA AC 3’. 

 

Mistura de Reação 

H2O          13,0 μL 

Tampão sem MgCl2        2,5 μL 

MgCl2 (50 mM)         3,0 μL  

Oligonucleotídeo iniciador (10,0 μM)     1,0 μL 

dNTP (1,25 mM cada)        1,0 μL 

Taq Polimerase (1U)         1,5 μL 

DNA (100 ng/μL)        2,0 μL 

Volume Final da reação       25 μL 

 

A reação de amplificação obedeceu as seguintes condições: um ciclo com 35 

repetições de 30 segundos a 94ºC para desnaturação inicial, anelamento durante 30 segundos 

a 55ºC, extensão de 1 minuto a 72ºC e 1 ciclo com uma repetição de 10 minutos a 72ºC. 

Após a amplificação, o fragmento de 382 pb foi digerido a 37 ºC por 3 horas; na 

solução de reação continha 13,1 μL de H2O, 1,0 μL da enzima Dde I (C↓TNAG), 2,1μL de 

tampão e 10,0μL do produto da PCR. A mutação no códon 6 (GAG → GTG) elimina um sítio 

de restrição; assim após a digestão o alelo normal gerou 3 fragmentos de 201 pb, 88 pb e 87 

pb o alelo mutante gera dois, um de 288 pb e outro de 88 pb (Figura 6). 

A digestão foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, sob corrente 

constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, após coloração com brometo de 

etídio. 
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Figura 6. Representação esquemática dos possíveis produtos de restrição da PCR-RFLP para HbS. AA: 
homozigoto selvagem; AS: heterozigoto para Hb S; SS: homozigoto para Hb S; pb = pares de bases. 
 

Análise dos Haplótipos S (SUTTON et al., 1989)  

 

A determinação dos haplótipos foi realizada por PCR – RFLP, por meio da análise de 

seis sítios polimórficos, e a classificação segundo Sutton et al (1989) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Representação esquemática dos sítios polimórficos estudados na determinação dos haplótipos βS 
(Sutton et al., 1989). 

 

As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores para análise dos polimorfismos do 

cluster β estão listadas na Tabela 1. 
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Tabela 1. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificação de regiões do cluster β. 

Oligonucleotídeo iniciador Sequência do oligonucleotídeo iniciador (5’ – 3’) Direção Região 

H0 AACTGTTGCTTTATAGGATTTT → 
5’γ G 

H1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC ← 

H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA  ← 
γ G 

H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA → 

H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA → 
γ A 

H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC ← 

H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA → 
ψβ 

H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT ← 

H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC → 
3’ψβ 

H8 GGACCCTAACTGATATAACTA ← 

H9 CTACGCTGACCTCATAAATG → 
5’ β 

H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT ← 

→: sense ; ← anti-sense   

 
Os reagentes, a concentração utilizada para a montagem da solução de reação e as 

condições de amplificação estão representadas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. 

 
Tabela 2. Composição das reações utilizadas para amplificação das regiões 

polimórficas do cluster da globina β. 

Componentes 

Volumes (μL) 

Xmnl I Hind III Hinc II Hinf I 

5’γ G γ G e γ A Ψβ e 3’ψβ 5’ β 

Tampão (10X) 2,5 2,5 2,5 2,5 

MgCl2 (50 mM) 1,25 1,0 1,0 1,25 

dNTP’s (2 mM) 2,5 - - 2,5 

dNTP’s (10 mM) - 0,75 0,75 - 

Oligonucleotídeo iniciador 

5’ (10 μM) 
- 0,5 0,5 0,5 

Oligonucleotídeo iniciador 

3’ (10 μM) 
- 0,5 0,5 0,5 

Oligonucleotídeo iniciador 

5’ (25 μM) 
0,25 - - - 

Oligonucleotídeo iniciador 

3’ (25 μM) 
0,25 - - - 

Taq Polimerase (5U/μL) 0,125 0,25 0,25 0,125 

DNA (200 ng) 1,0 1,0 1,0 1,0 

H2O 17,125 18,5 18,5 16,625 

Volume Final (μl) 25,0 25,0 25,0 25,0 
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Tabela 3. Condições das reações utilizadas para amplificação das regiões polimórficas do cluster da globina β. 

Região 

Desnaturação 
Inicial 

Desnaturação Anelamento Extensão 
Extensão Final 

35 ciclos 

T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo 

5’γ G 94 5’ 94 45” 60 45” 72 1’30” 72 7’ 
γ G 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7’ 
γ A 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7’ 
Ψβ 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7’ 

3’ψβ 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7’ 
5’ β 94 5’ 94 45” 57 45” 72 1’30” 72 7’ 

 

O produto da PCR foi digerido, a 37ºC durante 3 horas, com endonucleases de 

restrição apropriadas para cada sítio polimórfico. A identificação dos padrões de restrição que 

determinam os haplótipos foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com 

brometo de etídio e visualizado sob luz ultravioleta. 

Cada amostra foi marcada pela presença (+) ou ausência (-) dos sítios de restrição. O 

tamanho dos produtos de amplificação e após clivagem, podem ser observados na Tabela 4. 

 
Tabela 4. Tamanho dos produtos amplificados e após a clivagem com as endonucleases de restrição. 

Oligonucleotídeo 
iniciador Enzima Região 

Tamanho do 
fragmento 

amplificado 

Tamanho dos fragmentos 
após a clivagem 

H0 e H1 Xmn I 5’γ G 657 pb 450 pb + 200 pb 

H2 e H3 Hind III γ G 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb 

H3 e H4 Hind III γ A 760 pb 400 pb + 360 pb 

H5 e H6 Hinc II ψβ 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb 

H7 e H8 Hinc II 3’ψβ 590 p b 470 pb + 120 pb 

H9 e H10 Hinf I 5’ β 380 pb 240 pb + 140 pb 

 

De acordo com perfil de restrição para as regiões polimórficas do cluster da β-globina, é 

possível definir os haplótipos βS. 

 

3.3.2. Análise molecular para a investigação dos polimorfismos da glutationa S-transferase 
 

O DNA genômico, previamente obtido pela técnica do fenol/clorofórmio segundo 

Pena et al (1991), foi utilizado para a análise dos polimorfismos de GSTM1, GSTT1 e GSTP1. 
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Avaliação dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 por PCR multiplex (ABDEL-

RAHMAN et al., 1996). 

 
A pesquisa dos polimorfismos de GSTM1 e GSTT1 foi realizada de forma simultânea 

pela reação em cadeia da polimerase (PCR) multiplex. Os fragmentos foram amplificados a 

partir dos seus oligonucleotídeos iniciadores específicos e necessitaram de uma banda 

controle, gerada pela amplificação do gene housekeeping CYP1. 

Para a amplificação dos segmentos que codifica os polimorfismos do gene GST 

(GSTM1 e GSTT1) foram utilizados os seguintes iniciadores: 

CYP1 – 5’ – GAA CTG CCA CTT CAG CTG TCT – 3’  (sense) 

CYP2 – 5’ – CAG CTG CAT TTG GAA GTG CTC – 3’ (antisense) 

GSTM1 – 5’ – GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C – 3’(sense) 

GSTM2 – 5’ – GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G – 3’(antisense) 

GSTT1 – 5’ – TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC – 3’(sense) 

GSTT2 – 5’ – TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA – 3’(antisense) 

O processo de amplificação foi realizado por uma desnaturação prévia de 94°C por 
quatro minutos, acrescida de 40 ciclos de 94°C por dois minutos, 59°C por um minuto, 72°C 
por 1 minuto, seguida de uma extensão final a 72°C por dez minutos. Os genótipos nulos 
(ambos os alelos com deleção) para os genes GSTM1 e GSTT1 foram identificados pela 
ausência dos fragmentos de amplificação de 230 pb e 423 pb, respectivamente, separado por 
eletroforese em gel de agarose 1,5%, sob corrente constante de 100V por 30 minutos e 
evidenciados com brometo de etídio sob luz UV (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Representação esquemática dos produtos da PCR MULTIPLEX para GSTM1 e GSTT1. M/M= 
presença do alelo para GSTM1 e ausência de alelo para GSTT1; T/T= presença do alelo para GSTT1 e ausência 
de alelo para GSTM1; M/T= presença dos alelos para GSTM1 e GSTT1; NULO= ausência para os alelos de 
GSTM1 e GSTT1. 
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Avaliação do polimorfismo GSTP1 por PCR-RFLP (NOCK et al, 2009). 

 

Para a amplificação do segmento que codifica o polimorfismo do gene GSTP1 foram 

utilizados os seguintes iniciadores: 

105F – 5’ – ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA – 3’ (sense) 

105R – 5’ – TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT – 3(antisense) 

 O processo de amplificação foi realizado por uma desnaturação prévia de 94°C por 

quatro minutos, acrescida de 40 ciclos de 94°C por dois minutos, 59°C por um minuto, 72°C 

por 1 minuto, seguida de uma extensão final a 72°C por 10 minutos.  

 O produto de amplificação da PCR foi submetido à enzima de restrição Bsma I, 

isômero da enzima Alw 26I (5U) (New England BioLabs). O produto da amplificação após o 

adicionamento da enzima é colocado em banho maria à 37º C, por 4 horas, para clivagem das 

sequências em regiões específicas. Após digestão, o alelo normal gera um fragmento de 176 

pb e o alelo mutante gera dois fragmentos, um de 91 pb e outro 85 pb. Os produtos 

amplificados e digeridos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 3,5% sob 

corrente constante de 80 V por 45 minutos e evidenciados com brometo de etídio sob luz UV 

(Figura 9). 

 

 
Figura 9. Representação esquemática dos produtos da PCR - RFLP para GSTP1.I/I= presença dos alelos 
isoleucina (homozigoto selvagem); I/V= presença do alelo isoleucina e alelo valina (heterozigoto); V/V= 
presença dos alelos valina (homozigoto mutante). 
 

3.3.3. Avaliação dos marcadores de estresse oxidativo e capacidade antioxidante 
 

Para minimizar as variáveis que influenciam os marcadores do estresse oxidativo e 

capacidade antioxidante, as amostras de plasma foram obtidas imediatamente após a coleta do 

sangue total e, em seguida, congeladas à -80°C até o momento das análises. Enquanto, as 
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atividades enzimáticas da GST e catalase foram medidas no mesmo dia da coleta das amostras 

de sangue total. 

 
Dosagem de Espécies Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) (UCHIYAMA; 

MIHARA, 1978). 

 
A dosagem plasmática das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi 

utilizada para avaliar a peroxidação lipídica das amostras. O método é baseado na reação do 

malondialdeído e outros aldeídos com o ácido tiobarbitúrico (TBA) em pH baixo e 

temperatura elevada, para formar um complexo com absorção máxima em 535 nm. Valores 

até 440 ng/mL são considerados normais. 

 

Reagentes: 

- Água ultra-pura (deionizada e destilada) ou Água destilada (H2Od) 

- Cloreto de Potássio (KCl) 1,15% 

- Fosfato Monobásico de Potássio (KH2PO4) – Tampão fosfato 75 Mm (pH 2,5) 

- Ácido Tiobarbitúrico (TBA) 10 nM 

- Solução Padrão MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano) 20 μM 

- Álcool n-Butílico 

 

Preparo do Plasma 

- As amostras de sangue foram coletadas em tubo heparinizado e permaneceram por 

um período de 20 minutos em descanso, sob banho maria a 38°C.  

- Foram centrifugadas a 1500rpm, durante 20 minutos e separadas em recipiente (tudo 

de Eppendorf de 3mL) devidamente identificado (quantidade mínima aceitável 800 μL). 

 

Procedimentos: 

Preparo final dos controles e amostras 

- O TBA foi preparado no mesmo dia da leitura. 

- Foi separado 2 tubos de ensaio para cada amostras (ensaio em duplicata) 

- Pipetou-se 1 mL do reagente TBA para cada tubo  

- Os tubos de número 1 receberam 500 μL de Água destilada – controle branco, e os 

tubos de número 2 receberam 500 μL de solução padrão TBARS – controle padrão TBA. 

- A partir dos tubos de número 3 foram adicionadas 500 uL das amostras a serem 
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analisadas 

- Os tubos foram colocados em banho maria a 94ºC durante 1h 

- Após 1h resfriamos os tubos a temperatura ambiente por 15 minutos 

- Pipetou-se 4 mL de álcool n-Butílico em cada tubo  

- Tampamos os tubos com rolhas apropriadas e homogeinizamos as amostras com um 

vórtex 

- Centrifugou-se os tubos 2500 rpm durante 10 minutos 

 

Leitura em Espectofotômetro 

- Horas antes da leitura, colocamos as cubetas em solução desincrustante 

- Ajustamos o espectrofotometro em 535 nm. 

- Zeramos o aparelho com o CONTROLE BRANCO (tubo 1) 

- Dosamos os tubos de número 2 e anotamos na folha de dosagem do TBARS 

 

Cálculo do valor de TBARS da amostra 

O valor final de TBARS da amostra, em ng/mL (ou nmol/mL) é obtido pelo emprego 

da seguinte fórmula: 

 

TBARS = A média x F, no qual: 

A média = (A1+A2)/2 

(lembrar que amostras com diferenças entre A1 e A2 superiores a 10% devem ser 

desconsideradas). 

F = ([padrão TBARS] x 440,61)/ A padrão TBARS, como a solução padrão MDA 

utilizada tem concentração de 10nM temos: 

F = 10 x 440,61/ A padrão TBARS, 

F = 4406,1/A padrão TBARS 

(lembrando que A padrão TBARS é a média, ou seja (A1+A2)/2 referente às amostras 2). 

 

Dosagem da Capacidade Antioxidante Total em Equilavência ao Trolox (TEAC) 

(MILLER et al., 1993 modificado por RE et al. 1999). 

 

O método tem como objetivo dosar substâncias antioxidantes hidro- e lipossolúveis 

em amostras biológicas. O potencial antioxidante foi determinado segundo a sua equivalência 

ao potente antioxidante conhecido, o trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-
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carboxílico), análogo sintético hidrossolúvel da vitamina E. É uma técnica colorimétrica 

baseada na reação entre o ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-ácido-6-sulfônico-

diamônio) com persulfato de potássio (K2S2O8), produzindo diretamente o radical cátion 

ABTS•+, cromóforo de coloração verde/azul, com absorbância máxima nos comprimentos de 

onda 645, 734 e 815 nm.  

A adição de antioxidantes a este radical cátion pré-formado o reduz novamente a 

ABTS, na extensão e escala de tempo dependente da capacidade antioxidante, concentração 

de antioxidantes e duração da reação. Isto pode ser mensurado por espectrofotometria pela 

observação da mudança na absorbância lida a 734 nm, durante um determinado intervalo de 

tempo. Assim a extensão da descoloração como índice de inibição do radical cátion ABTS•+, é 

determinada como a atividade antioxidante total da amostra, sendo então calculada a sua 

relação com a reatividade do trolox como padrão, sob as mesmas condições.  

Os resultados finais foram expressos em milimolar (mM) correspondente a 

concentração do trolox com capacidade antioxidante equivalente à da amostra que foi 

estudada, padrão de medida este denominado TEAC (Trolox Equivalente Antioxidant 

Capacity). 

 

Reagentes: 

PBS pH 7.2 

Solução Salina Isotônica com pH 7,2 foi usada como solvente no preparo de reagentes 

e diluição de amostras. 

Na2HPO4 (Fosfato de Sódio Dibásico)     1,48g 

NaH2PO4 (Fosfato de Sódio Monobásico)     0,43g 

NaCl           7,0g 

H2O destilada  q.s.p.        1 litro  

Ajustar o pH para 7,2 

 

Solução de estoque ABTS•+ 

Sal diamônio do ácido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) – ABTS: 

Sigma-Aldrich® (A1888). 

 

A solução de estoque ABTS•+ foi preparada de 12 a 16h antes das dosagens. Misturou-

se uma solução do sal diamônio ABTS a 7 mM com uma solução de persulfato de potássio 

(K2S2O8 – Sigma-Aldrich P5592) cuja concentração final foi de 2,45 mM. 
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C1 x V1 = C2 x V2 

140mM x 352μL = C x 20.000μL 

C ≈ 2,45mM   

 

(A) ABTS 7 mM: 0,0768g --------------- 20 mL de PBS 

(B) K2S2O8 140 mM: 0,7560g ----------- 20 mL de PBS 

 Retirar com pipeta automática 352μL da solução (A) e misturar a esta 352μL 

da solução (B): 

19,648 ml de (A) + 352 μL* de (B) ** 

 

* pipetar 176 μL + 176 μL 

** A concentração final de (B) nessa mistura será 2.45 mM   

 Foram preparados 20 mL da solução de estoque ABTS•+. 

 A mesma deve permanecer no escuro, em temperatura ambiente (em bancada) 

durante 12-16h para formar o radical cátion ABTS•+ 

 O radical é estável por cerca de dois dias estocado desta forma, no escuro, à 

temperatura ambiente. 

 

Solução de Trabalho de ABTS•+ 

 Misturar a solução de estoque ABTS a PBS até que a absorbância a 734 nm 

seja de 0.7 ± 0.02 (concentração de ABTS ± 47 μM), equilibrada a 30°C. 

A expectativa é diluir 2289 μL da solução de estoque ABTS em 200 mL de PBS. 

 Calibrar espectrofotômetro na leitura de 734 nm, zerando com PBS. 

 Preparar Erlenmeyer com 200 mL de PBS. 

 Começar com 1800 μL da solução de estoque ABTS, misturar ao PBS, 

homogenizar e ler o espectro. Subir ou diluir até atingir valor de leitura de 0.7 ± 0.02 a 30ºC, 

ou seja, de 0,680 a 0,720. 

Atingido esse valor está pronta a solução de trabalho ABTS•+ 

 

Solução de estoque de TROLOX (2.5 mM) 

Trolox (Aldrich Chemical Co 23,881-3), ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-

carboxílico. 

 Cálculo base: 0,647g de TROLOX (Aldrich 23,881-3) em 1L de PBS. S. 
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 Logo, para 200 mL – 0,1294g de Trolox 

              para  100 mL – 0,0647g de Trolox 

 Esta solução é estável por uma semana quando estocada a 4°C ou 6 meses se 

estocada a -20°C. 

 

Preparo do plasma 

 Colher o sangue usando anticoagulante (heparina). 

 Centrifugar a 1500 rpm durante 20 minutos. 

 Pipetar a camada superficial amarela (correspondente ao plasma) 

cuidadosamente. 

 Estocar em freezer a -20°C ou em gelo caso seja prontamente analizado.  

 

Dosagem 

 Adequamos o método para leitura em espectrofotômetro em temperatura 

ambiente: 25ºC. 

 O volume final de cada amostragem para leitura será de 3 mL (3000 μL). 

 Se a capacidade antioxidante da amostra que se pretende estudar não é 

conhecida ou se espera que ela seja superior a escala estabelecida na curva padrão (0 a 2,5 

mM), é prudente realizar as dosagens da mesma sob diversas diluições. 

 Convém que sejam feitas amostragens para leitura em duplicatas (A1 e A2) 

para termos maior certeza dos resultados, nesse caso aceitar diferenças de até 10% entre a 

média das leituras A1 e A2. Para a realização da curva padrão, convém que sejam feitas 

triplicatas.  

 A leitura foi feita em espectrofotômetro, a 734 nm. 

 

Leitura 

 Em uma cubeta colocar com pipeta automática 2970 μL da solução de trabalho 

ABTS•+ outrora preparada. Realizar leitura da absorbância a 734 nm e anotar o valor 

(correspondente a T0). 

 Retirar a cubeta e imediatamente acrescentar 30 μL da solução de trolox 

acionando neste exato momento o cronômetro. 

 Homogenizar a mistura manualmente por 20 segundos e reiniciar leitura 

(734nm) anotando o valor após exatos 5 minutos (corresponderá a T5). 

 Repetir o procedimento para cada solução de trolox (tubos de A-F).  
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 Fazer em triplicata anotando os resultados na tabela do protocolo curva padrão 

da atividade antioxidante do trolox. Aceitar diferenças de até 10% entre a média das 

absorbâncias de 5minutos (T5) e os valores individuais. 

 Fazer o mesmo procedimento com as amostras biológicas a serem estudadas. 

Fazer também um controle branco (com 30 μL de PBS) e um padrão (com 30μL de Trolox 

1mM – feito conforme tubo D no quadro 1). Realizar a dosagem das mesmas em duplicatas 

anotando os valores referentes de T0 e T5 na tabela do protocolo de dosagem da 

capacidade antioxidante total em equivalência ao trolox. Aceitar diferenças de até 10% 

entre a média das absorbâncias de 5 minutos (T5) e os valores individuais. 

 

Obs: para que se evite a realização da curva padrão da atividade antioxidante do trolox 

todas as vezes que forem quantificadas amostras biológicas, utilizar-se-á um fator de correção 

para a curva padrão original, conforme será visto adiante. 

Cálculo dos resultados 

 Definir o Valor Médio da absorbância em T5 conforme descrito no item 

anterior. 

 Calcular a Atividade Antioxidante Total (TAA) de cada amostra usando a 

seguinte fórmula: 

TAA = T0 – T5  

                T0 

 

 Calcular o valor corrigido da Atividade Antioxidante total de cada amostra 

(TAAc) de cada amostra subtraindo o valor de TAA das amostras biológicas e do Padrão 

do valor de TAA encontrado para o Branco:  

 

TAAc = TAA – TAA do Branco 

Obs.: No caso das amostras de trolox em diferentes concentrações na construção da curva 

padrão aplicar: TAAc = TAA – TAA do tubo F 

 

Avaliação da atividade enzimática da GST (KEEN et al., 1976) 

 

As amostras de sangue foram diluídas a 20 vezes em solução hemolisante e a 

atividade da GST foi feita pelo método de Keen et al., (1976). A amostra diluída foi 
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adicionada em um meio de reação contendo 1 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 1 

mM de GSH (ε = 9.6 mM-1 cm-1), e o aumento de absorbância foi acompanhado a 340 nm. 

(GSH + CDNB      GST     CDNB-SG + HCl) 
 

Preparo das amostras 

Solução Salina 0,9%  

NaCl (Cloreto de Sódio)         9,0 g 

H2O destilada q.s.p          1 litro 

 

Solução hemolisante 

2-mercaptoetanol 7 mM        500 μL 

NADP 2 mM          5 mL 

EDTA 0,27 M          10 mL 

H2O ultra pura          1 litro 

 

− Adicionar 1 mL solução fisiológica gelada (NaCl 0,9%) a 100 μL do precipitado de 

glóbulos vermelhos de sangue total colhido em tubo contendo EDTA, homogeneizar e 

centrifugar por 3 min a 1500rpm/4ºC e, finalmente, descartar o sobrenadante. 

− Repetir o processo anterior três vezes; 

− Coletar 50 μL do precipitado (papa de eritrócitos lavados final), e acrescentar 950 μL 

de solução hemolisante; 

− Manter por 15min a -18ºC; 

− Centrifugar por 15 min a 3500rpm; 

− Separar o sobrenadante (hemolisado) para as análises. 

 

Preparo do tampão fosfato de potássio 0,2 M, pH 6,5) 

KH2PO4 (Fosfato de Potássio Monobásico)      13,605 g 

K2H2PO4 (Fosfato de Potássio Dibásico)      17,42 g 

H2O destilada q.s.p.         1 litro 

Ajustar o pH para 6,5. 
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Material e Métodos 

Absorbância/minuto 
9,6 

 

Volume da amostra 
x diluição 

Análise 

Referência 

1mL de Solução tampão Fosfato de Potássio 

 

Hidrólise espontânea 

Solução tampão Fosfato de Potássio        980μL 

GSH 100mM          10μL 

CDNB 100mM         10μL 

 

Ensaio Enzimático 

Solução tampão Fosfato de Potássio        930μL 

GSH 100mM          10μL 

CDNB 100mM         10μL 

Amostra (hemolisado)        50μL 

A atividade da GST total foi calculada de acordo com a fórmula abaixo, e, expressa em 

U/mL de hemolisado:  

 

 

 

 

 

Avaliação enzimática da catalase (BEUTLER, 1975) 

 

As amostras de sangue foram diluídas a 50 vezes em água destilada e sua atividade 

medida pelo método de Beutler (1975), quantificando a velocidade de decomposição do 

peróxido de hidrogênio pela enzima, através do decréscimo de absorbância em 240 nm, a 30º 

C (ε = 0,071 mM-1 cm-1). 

(2 H2O2    catalase        2 H2O + O2) 

 
Preparo das amostras 

− Centrifugar amostra de sangue total por 3 min a 1500 rpm a 4 °C, coletar 10 μL do 

precipitado (papa de eritrócitos) e misturá-los a 490 μL de H2O ultra pura, obtendo o 

hemolisado utilizado nas análises. 
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Material e Métodos 

Absorbância/minuto 
0,071 

 

Volume da amostra 
x diluição 

Preparo do tampão Tris-HCl 1M, pH 8,0 contendo EDTA 0,5 mM 

Tris(hidroximetil)aminometano       30,27g 

EDTA           0,365g 

H2O destilada          250 mL 

Ajustar o pH para 8,0 com HCl. 

 

Anáilise 

Referência 

1 mL de H2O Ultra Pura 

 

Meio de Reação (10 mM H2O2) 

− Adicionar 250 μL de H2O2 3% em 25mL de H2O Ultra Pura; 
− Descartar uma aliquota de 2,5 mL; 
− Adicionar 1,25mL do Tampão Tris-HCl.EDTA e 1,25mL de H2O Ultra Pura 

 

Ensaio Enzimático 

Meio de reação         990 μL 

Amostra (hemolisado)        10 μL 

 

A atividade da catalase foi calculada de acordo com a fórmula abaixo, e, expressa em 

U/mL de hemolisado 

 

 

 

 

 

Dosagem de glutationa reduzida (RODRÍGUEZ-ARIZA et al., 1994) 

 

A cromatografia é um método físico-químico de separação, no qual os constituintes da 

amostra a serem separados são particionados entre duas fases, uma móvel, geralmente de 

grande área, que percola através de um fluído insolúvel, a fase estacionária. 

 

Preparo da amostra: 

− A GSH foi extraída das amostras de plasma colhidas em EDTA por adição de ácido 

perclórico (10% de concentração final). Após agitação vigorosa e 10 minutos no gelo, 
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Material e Métodos 

a mistura foi centrifugada a 8000 rpm por 10 min a 4 ° C. O extrato foi filtrado em 

unidades filtradoras Millex (0,22 mm) acopladas a seringa de insulina sem agulha e 

injetado diretamente no sistema de HPLC. 

 

Preparo da Fase Móvel: 

Preparo de 1 L de solução de Fosfato de Sódio Monobásico (50mM, pH = 2,5), Ácido 

Octanosulfônico (0,25 mM) e Acetonitrila (2%, v/v). 

 

− Fosfato de Sódio Monobásico .................................................. 5,999 g 

− Ácido Octanosulfônico .............................................................. 0,054 g 

− H2O Ultra pura ............................................................................. 1,0 L 

− Agitar até total dissolução. 

− Ajustar o pH da solução em 2,5 utilizando Ácido Orto-Fosfórico concentrado (85%). 

− Filtrar a solução a vácuo. 

− Colocar 980 mL da solução em uma proveta e 20 mL de Acetonitrila. 

− Agitar até total mistura. 

 

Preparo da curva de calibração: 

Solução estoque de 10 mg/mL: 

− Glutationa Reduzida (GSH) ..................................................... 10 mg 

− Diluir em 1 mL de Solução da Fase Móvel. 

− Retirar uma alíquota de 100 μL da solução preparada acima e adicionar 900 μL de 

Solução da Fase Móvel. 

− Retirar uma alíquota 10 μL da nova solução e adicionar 990 μL de Fase Móvel, 

obtendo Solução Estoque de 10 μg/mL. 

− Diluir a Solução Estoque com Solução da Fase Móvel seguindo a tabela 2: 
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Material e Métodos 

 
Tabela 5. Diluição da Solução Estoque para construção da curva padrão de GSH. 

Concentração da injeção 
(ηg/20uL) 

Volume de Solução 
Estoque (μL) 

Volume Solução Fase 
Móvel (μL) 

2 10 990 

5 10 390 

10 10 190 

30 30 170 

50 50 150 

100 100 100 

 

Análise: 

A concentração de GSH foi determinada por HPLC acoplado a um detector 

eletroquímico coulométrico (Coulochem III ESA, Bedford, MA), associado a uma célula 

condicionada Modelo 5021 mantida em um potencial de + 900 mV e uma célula dual analítica 

Modelo 5011 fixada em 300 mV (primeira célula) e em 650 mV (segunda célula). 

 As amostras foram separados em uma coluna C-18 (250 x 4,6 mm, 5  μm) a um fluxo 

isocrático de 0,9 mL.min-1 e a identificação e quantificação do pico de GSH foi realizada por 

meio do software EasyChrom (Agilent Technologies). Com estas condições, a GSH, 

claramente, eluiu-se em cerca de seis minutos. A concentração de GSH foi expressa em μM e 

foi quantificada com base em uma curva padrão previamente injetada no aparelho com 

concentrações conhecidas de GSH, descritas acima. 

 

3.3.4. Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o pacote estatístico Statistica 9.0 

(Statsoft Inc.). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão e foram testados para 

distribuição normal utilizando o teste Shapiro-Wilk. Os dados também foram testados para 

homogeneidade das variâncias pelo teste de Levene.  

A verificação da influência da idade e gênero sobre os valores dos marcadores do 

estresse oxidativo foi realizada por meio da classificação de duas faixas etárias (≤ 20 e > 20 

anos) e aplicação do teste ANOVA Fatorial. 

As médias entre os grupos foram comparados pelo teste t ou ANOVA seguida do teste 

post hoc de Tukey para dados paramétricos, e o teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis 



59 
 

 

Material e Métodos 

seguido pelo teste post hoc de Dunn para dados não-paramétricos. Para avaliar o grau de 

associação entre as variáveis estudadas, utilizou-se a correlação de Pearson para dados 

paramétricos, e de Spearman para dados não-paramétricos, e regressão linear. Para comparar 

os genótipos da GST entre os grupos estudados foi utilizado o teste χ2 de Pearson, 

complementado pelo teste exato de Fisher. O nível de significância foi fixado em p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Perfil hemoglobínico, dos haplótipos βS e fenotípico dos pacientes. 

 
Para caracterizar os grupos de estudo, traçamos o perfil hemoglobínico para a exclusão 

de possíveis portadores alterações hemoglobínicas no grupo controle. A tabela 6 mostra 

detalhadamente os valores das frações hemoglobínicas dos grupos estudados, e, observa-se 

que todos os parâmetros hemoglobínicos foram significativamente diferentes entre os grupos, 

conforme o esperado. 

 
Tabela 6. Valores das frações hemoglobínicas nos grupos estudados. 

 
GC 

(n = 48) 
AF (+HU) 

(n = 13) 
AF (-HU) 
(n = 15) 

Hb A (%)* 94,88 ± 2,12a 12,58 ± 16,39b 8,06 ± 14,2b 

Hb A2 (%)* 2,75 ± 0,39a 3,99 ± 0,66b 3,75 ± 1,02b 

Hb F (%)* 1,08 ± 1,13a 10,93 ± 7,07b 6,16 ± 4,54b 

Hb S (%)# 0,0 70,40 ± 16,07a 80,39 ± 16,08b 

GC: grupo controle; AF (+HU): pacientes tratados com HU; AF (-HU): pacientes 
não tratados com HU.  
*Letras diferentes indicam diferença estatística (teste de Kruskal-Wallis 
complementado pelo teste de Dunn, p < 0,05) 
 #Letras diferentes indicam diferença estatística (teste de Mann-Whitney, p < 0,05)  

 
Por meio da análise dos haplótipos βS foram encontrados nove diferentes combinações 

de sítios de restrição, resultando nas seguintes combinações específicas: Bantu, Benin, 

Camarões e três atípicos. Os padrões atípicos foram classificados pelos números 1, 2 e 3, pois 

não se enquadram em nenhuma das classificações anteriormente relatadas na literatura 

(Tabela 7). 

 
Tabela 7. Caracterização dos alelos atípicos dos haplótipos βS. 

Haplótipo βS 
Xmn I Hind III Hinc II Hinf I 
5’γ G γ G γ A Ψβ 3’ψβ 5’ β 

Atípico 1 - - - - - - 
Atípico 2 - + - - + - 
Atípico 3 - - + - + - 

 
 

A distribuição genotípica dos haplótipos βS/βS, por localidade, está representada na 

Tabela 8. Foram identificados oito (28,5%) Bantu/Bantu, 10 (35,7%) Bantu/Benin, dois 
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(7,1%) Benin/Benin, um (3,6%) Benin/Camarões, um (3,6%) Bantu/Atípico 1, um (3,6%) 

Benin/Atípico 1, um (3,6%) Benin/Atípico 2, um (3,6%) Benin/Atípico 3 e três (10,7%) 

Atípico 2/Atípico 2. 

Do total de 56 cromossomos analisados foram identificados 27 (48,2%) alelos Bantu, 

18 (32,1%) Benin, um (1,8%) Camarões e 10 (19,7%) Atípicos, destes, dois (3,6%) Atípico 1, 

sete (12,5%) Atípico 2 e um (1,8%) Atípico 3 (Tabela 9). 

 
Tabela 8. Distribuição genotípica dos haplótipos βS/βS por localidade 

Haplótipos 
Frequência genotípica 

São José do Rio Preto – SP 
n (%) 

Rio de Janeiro – RJ 
n (%) 

TOTAL 
n (%) 

Bantu/Bantu 7 (36,8) 1 (11,1) 8 (28,5) 

Bantu/Benin 6 (31,6) 4 (44,4) 10 (35,7) 

Benin/Benin 1 (5,3) 1 (11,1) 2 (7,1) 

Benin/Camar 1 (5,3) ---- 1 (3,6) 

Bantu/Atp1 1 (5,3) ---- 1 (3,6) 

Benin/Atp1 ---- 1 (11,1) 1 (3,6) 

Benin/Atp2 1 (5,3) ---- 1 (3,6) 
Benin/Atp3 ---- 1 (11,1) 1 (3,6) 
Atp2/Atp2 2 (10,5) 1 (11,1) 3 (10,7) 

TOTAL 19 (100,0) 9 (100,0) 28 (100,0) 
Atp: Atípico; Camar: Camarões. Atp 1, 2 e 3: haplótipos atípicos com diferentes diferentes 
padrões de digestão. 

 
 

Tabela 9. Distribuição alélica dos haplótipos encontrados. 

Haplótipos βS Frequência alélica 
n (%) 

Bantu 27 (48,2) 

Benin 18 (32,1) 

Camer  1 (1,8) 

Atp1 2 (3,6) 

Atp2 7 (12,5) 

Atp3 1 (3,6) 

TOTAL 56 (100,0%) 
Atp: Atípico; Camar: Camarões. Atp 1, 2 e 3: haplótipos 
atípicos com diferentes padrões de digestão. 

 

A última etapa desta fase do estudo consistiu na coleta de informações sobre a 

incidência das complicações clínicas característica da AF, por meio de avaliação de 

prontuários, sob a supervisão dos clínicos responsáveis. Porém, obtivemos acesso apenas aos 

prontuários dos pacientes em acompanhamento no Hemocentro de São José do Rio Preto – 
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SP, compondo um número amostral de 19 pacientes. Este número amostral impossibilitou 

análises de associação com os demais parâmetros avaliados, dessa forma, a tabela 10 mostra a 

descrição dos dados obtidos. 

 
Tabela 10. Incidência de eventos clínicos da AF nos 

pacientes de São José do Rio Preto. 

Eventos Clínicos n=19 

Crises de dor 
0 – 2* 6 (31,6%) 

3 - 5* 3 (15,8%) 
≥ 6* 10 (52,6%) 

Úlceras  7 (36,8%) 
Osteonecrose  2 (10,5%) 
Priapismo#  1 (12,5%) 
Colecistectolitíase  10 (52,6%) 
Esplenomegalia  4 (21,0%) 
AVE  3 (15,8%) 
STA  6 (31,6%) 

*número de crises/ano nos últimos 3 anos. 
#porcentagem calculada entre os indivíduos do sexo masculino 
(n = 08).  
AVE: Acidente Vascular Encefálico. 
STA: Síndrome Torácica Aguda. 

 

4.2. Frequência dos polimorfismos da glutationa S-transferase - GSTM1, GSTT1 e 

GSTP1 

 
A frequência da nulidade do gene GSTT1 foi estatisticamente maior no grupo controle 

(GC) (56,3%) em relação ao grupo de pacientes (21,6%) (p = 0,01). Para o GSTM1, 

observamos frequência de 43,7% para o GC e 67,8% para o grupo de pacientes (p = 0,04). Ao 

compararmos a frequência da nulidade para ambos os genes (GSTM1 e GSTT1), não 

obtivemos diferença significante entre os grupos controle e pacientes, 16,7% e 17,9% (p = 

0,89), respectivamente, conforme demonstrado na tabela 11. 

Para o polimorfismo GSTP1 obtivemos menor frequência do alelo mutante V no GC 

(16,67%) em relação aos portadores de AF (53,57%) (p < 0,01), e, consequentemente, do 

genótipo homozigoto mutante V/V (4,2% e 25,0%, respectivamente) (p < 0,01). A tabela 12 

mostra detalhadamente os resultados obtidos para este polimorfismo. 
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Tabela 11. Frequências alélica e genotípica dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 nos 

grupos controle e pacientes. 

 
Grupo controle 

n (%) 
Pacientes com AF 

n (%) Valor de p* 

GSTM1    

[+] 21 (43,7) 20 (71,4) 
0,0195 

[-] 27 (56,3) 8 (21,6) 

GSTT1 

[+] 27 (56,3) 9 (32,2) 
0,0423 

[-] 21 (43,7) 19 (67,8) 

GSTM1/T1     

M/M  13 (27,0) 14 (50,0) 0,0440 

M/T  8 (16,7) 6 (21,4) 0,6054 

T/T 19 (39,6) 3 (10,7) 0,0074 

NULO  8 (16,7) 5 (17,9) 0,8994 

[+] genótipos selvagens, [-] genótipos nulos; M/M: presença do alelo para GSTM1 e 
ausência do alelo para GSTT1; M/T: presença do alelo para GSTM1 e GSTT1; T/T: 
presença do alelo para GSTT1 e ausência de alelo para GSTM1; NULO: ausência dos 
alelos para GSTM1 e GSTT1. 
*As comparações foram feitas pelo teste de χ2 de Pearson complementadas pelo exato de 
Fisher. Negrito: indica diferença estatística (p < 0,05). 

 
Tabela 12. Frequências alélicas e genotípicas para o polimorfismo GSTP1 nos 

grupos controle e pacientes. 

GSTP1 Grupo controle 
n (%) 

Pacientes com AF 
n (%) Valor de p* 

Alelos    

I 80 (83,33) 26 (46,43) 0,0001 

V 16 (16,67) 30 (53,57) 0,0001 

Genótipos    

I/I 34 (70,8) 5 (17,9) 0,0001 

I/V 12 (25,0) 16 (57,1) 0,0050 

V/V 2 (4,2) 7 (25,0) 0,0066 

I/I = homozigoto selvagem; I/V = heterozigoto; V/V = homozigoto mutante. 
*As comparações foram feitas pelo teste de χ2 de Pearson complementadas pelo 
exato de Fisher. Negrito: indica diferença estatística (p < 0,05). 
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4.3. Relações entre marcadores do estresse oxidativo e capacidade antioxidante. 

 
Para a avaliação dos parâmetros bioquímicos, primeiramente verificamos se a idade e 

o gênero influenciariam os valores dos marcadores estudados (TBARS, TEAC, atividade das 

enzimas GST e CAT e níveis de GSH plasmática), dentro do grupo controle e de pacientes. 

Para tanto, classificamos os indivíduos em duas faixas etárias (≤ 20 e > 20 anos) e 

correlacionamos com o gênero e valores dos marcadores, pelo teste ANOVA Fatorial, e, 

verificamos que não houve diferença estatística significante para nenhum dos parâmetros, 

como mostram a tabela 13. 

 
Tabela 13. Análise da interferência do gênero e idade nos valores dos marcadores bioquímicos no grupo controle e 

pacientes. 

*As comparações foram feitas pelo teste ANOVA fatorial. 
#Não houveram interações significativas entre as variáveis independentes: faixas etárias e gêneros (p > 0,05). 

 

Após verificar que os valores dos marcadores não apresentaram diferença estatística 

para a idade e gênero, foi avaliado se havia diferença entre os pacientes tratados com HU, AF 

(+HU), e não tratados com HU, AF (-HU), comparados ao GC. 

Para a peroxidação lipídica (TBARS), foram encontrados níveis médios cerca de cinco 

a oito vezes maiores nos grupos AF (+HU) (1190,5 ± 393,5 ng/mL) e AF (-HU) (1837,5 ± 

565,4 ng/mL), respectivamente, em relação ao GC (229,4 ± 158,5 ng/mL). É demonstrado 

 Faixas etárias# 
Valor de p* 

Gêneros# 
Valor de p*  ≤ 20 anos 

n = 19 
> 20anos 

n = 29 
Masculino 

n = 19 
Feminino 

n = 29 
Grupo controle       
TBARS (ng/mL) 227,45 ± 172,78 237,72 ± 154,66 0,5318 238,00 ± 153,12 230,81 ± 167,52 0,9370 
TEAC (mM) 1,91 ± 0,15 1,89 ± 0,14 0,9851 1,97 ± 0,13 1,85 ± 0,13 0,0540 
GST (U/mL) 1,56 ± 0,70 1,52 ± 0,75 0,4770 1,62 ± 0,85 1,47 ± 0,63 0,3151 

CAT (U/mL) 2343,96 ± 324,01 2394,24 ± 353,00 0,7158 2371,57 ± 404,72 2376,15 ± 296,34 0,9175 

GSH (μM) 0,24 ± 0,18 0,44 ± 0,36 0,0778 0,45 ± 0,41 0,29 ± 0,22 0,0587 

Pacientes       

TBARS (ng/mL) 1452,94 ± 699,00 1577,07 ± 539,85 0,4950 1345,94 ± 413,13 1660,90 ± 655,72 0,0719 

TEAC (mM) 1,97 ± 0,21 2,03 ± 0,15 0,6737 2,01 ± 0,23 2,01 ± 0,12 0,7292 

GST (U/mL) 1,77 ± 0,94 1,51 ± 0,49 0,2394 1,50 ± 0,56 1,64 ± 0,72 0,3757 

CAT (U/mL) 1660,80 ± 525,41 1912,16 ± 517,83 0,0957 1831,30 ± 634,04 1831,40 ± 461,03 0,7524 

GSH (μM) 0,74 ± 0,49 0,70 ± 0,39 0,3644 0,59 ± 0,52 0,79 ± 0,31 0,2791 
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também neste estudo que o uso de HU culminou na diminuição de 35,2% nos níveis de 

peroxidação lipídica no grupo AF (+ HU), p < 0,01, como mostra a figura 10-A. 

Na análise dos níveis de TEAC obtivemos os seguintes valores médios: 1,90 ± 0,14 

mM para o GC, 2,07 ± 0,13mM para o grupo AF (+HU) e 1,95 ± 0,035 para o grupo AF (-

HU), demonstrando diferença estatística apenas entre GC e AF (+HU) (p < 0,01), conforme 

mostra a figura 10-B. Além disso, foi evidenciada uma correlação baixa e positiva entre níveis 

de TEAC e TBARS (r = 0,22, p = 0,04) (Figura 10-C). 

 

 
Figura 10. Níveis de peroxidação lipídica e capacidade antioxidante total. A) Níveis de TBARS foram cerca 
de 5 a 8 vezes maiores nos grupos AF (+ HU) e AF (-HU), respectivamente, do que no grupo controle (GC) (*p 
<0,0001, teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Dunn). B) Os níveis de TEAC foram maiores nos 
pacientes AF (+HU) em relação ao grupo controle (*p = 0,002, teste ANOVA complementado pelo teste de 
Tukey).  
 

Na avaliação dos marcadores antioxidantes enzimáticos, não obtivemos diferença 

estatística (p = 0,76) para a atividade enzimática da GST, que se mostrou semelhante nos três 

grupos avaliados, 1,52 ± 0,70 U/mL para o GC, 1,50 ± 0,47 U/mL para o grupo AF (+HU) e 

1,66 ± 0,63 U/mL para o grupo AF (-HU) (Figura 11). Por outro lado, a atividade enzimática 

da CAT apresentou-se diminuída cerca de 17% e 30% de nos grupos AF (+HU) (1991,60 ± 

532,68 U/mL), e AF (-HU) (1692,48 ± 492,27 U/mL), respectivamente, em relação ao GC 

(2398,09 ± 352,65 U/mL) (p <0,01) (Figura 12-A). A correlação estatística e análise de 

regressão linear entre a atividade da CAT e os níveis de TBARS mostraram correlação 

negativa entre esses parâmetros (r = -0,56, p <0,01) (Figura 12-B), na qual o aumento dos 

níveis de TBARS pode ser 31% explicado pela diminuição da atividade da CAT (R2 = 0,31, p 

= 0,00001) (Figura 12-B). 
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Figura 11. Atividade enzimática da GST. O grupo AF (-HU) apresentou atividade ligeiramente maior do que 
os grupos AF (+HU) e GC, porém sem diferença estatística (p = 0,76, teste ANOVA complementado pelo teste 
de Tukey). 
 

 
Figura 12. Atividade enzimática da CAT e sua relação com a peroxidação lipídica. A) A atividade da CAT 
foi menor nos pacientes com AF em relação ao grupo controle (p <0,00001, teste de Kruskal-Wallis 
complementado pelo teste de Dunn). B) Correlação linear negativa de 56% entre peroxidação lipídica e atividade 
da CAT (r=-0,56, p=0,00001) e, também, a regressão linear mostrando que o aumento nos níveis de TBARS 
pode ser 31% explicado pela diminuição da atividade da CAT (R2=0,31 , p < 0,00001). 

 
Os níveis de GSH plasmática, o marcador antioxidante não enzimático estudado, 

foram aproximadamente duas vezes maiores nos pacientes com AF, 0,69 ± 0,43 μM para o 

grupo AF (+HU) e 0,73 ± 0,40 μM para AF (-HU) em relação ao GC, 0,35 ± 0,30 μM, (p < 

0,01) (Figura 13-A), e mostrou uma correlação positiva com os níveis de TBARS (r = 0,37, p 

< 0,01) (Figura 13-B). 
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Figura 13. Níveis de GSH no plasma e sua relação com a peroxidação lipídica. A) Níveis de GSH plasmático 
foram aproximadamente duas vezes maior nos pacientes com AF em relação ao grupo controle (*p = 0,0005, 
teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de Dunn). B) Correlação linear positiva de 37% entre 
peroxidação lipídica e os níveis de GSH plasmática (r = 0,37, p = 0,0008). 

 

4.4. Associação dos marcadores genéticos e bioquímicos na expressão fenotípica dos 

pacientes. 

 

Para verificar a influência dos haplótipos e do uso da HU sobre a concentração de Hb 

F e sobre os marcadores bioquímicos, formamos subgrupos - haplótipo e uso de hidroxiureia 

(+HU), e, haplótipo sem o uso de hidroxiureia (-HU). Os valores e/ou média dos parâmetros 

de acordo com subgrupo estão apresentados na tabela 14.  

As comparações estatísticas só foram possíveis para aqueles subgrupos de haplótipos 

que tinha número de pacientes maior que dois, como destaca a Tabela 14. Com o intuito de 

verificar o efeito dos haplótipos sobre a expressão fenotípica, comparamos Bantu/Bantu (-

HU) com Bantu/Benin (-HU), e não observamos diferença estatística (Tabela 15). 

Para comprovar a contribuição do uso de HU sobre os haplótipos e expressão 

fenotípica, comparamos Bantu/Benin (+HU) e (-HU) e verificamos diferença para os níveis 

de Hb F e peroxidação lipídica (Tabela 16).  
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Tabela 14. Análise descritiva da interferência dos haplótipos βS nos moduladores da expressão fenotípica 

na AF. 

  Moduladores da expressão fenotípica na AF 

  Hb F 
(%) 

TBARS 
(ng/mL) 

TEAC 
(mM) 

GST 
(U/mL) 

CAT 
(U/mL) 

GSH 
(μM) 

Haplótipos (+HU) n       

Bantu/Bantu 2 1,95 1201,18 2,17 1,26 1742,95 1,30 

Bantu/Benin 6 17,42 1066,26 2,03 1,50 2294,01 0,62 

Benin/Benin 1 5,2 1616,62 2,17 1,44 2278,17 1,10 

Benin/Camar 0 ----- ----- ----- ----- ----- ----- 

Bantu/Atp1 0 ----- ----- ----- ----- ----- ----- 

Benin/Atp1 1 1,8 1524,30 2,20 1,20 1531,69 0,19 

Benin/Atp2 1 8,4 1012,00 2,01 2,00 1084,51 0,22 

Benin/Atp3 1 7,3 1216,92 2,10 1,92 1880,28 0,88 

Atp2/Atp2 1 11 1308,00 1,97 1,51 1866,20 0,37 

Haplótipos (-HU)        

Bantu/Bantu 6 6,78 2284,33 1,93 2,03 1656,10 0,77 

Bantu/Benin 4 6,68 1815,50 2,09 1,27 1842,43 0,84 

Benin/Benin 1 2,1 1222,00 2,09 1,65 2570,42 0,74 

Benin/Camar 1 4,8 934,00 1,90 2,00 996,48 0,70 

Bantu/Atp1 1 3,2 1287,00 1,95 1,18 2017,61 0,87 

Benin/Atp1 0 ----- ----- ----- ----- ----- ----- 

Benin/Atp2 0 ----- ----- ----- ----- ----- ----- 

Benin/Atp3 0 ----- ----- ----- ----- ----- ----- 

Atp2/Atp2 2 7,45 1576,00 1,77 1,45 1248,24 0,32 
(+HU) pacientes tratados com HU; (-HU): pacientes não tratados com HU. 

 
Tabela 15. Influência dos haplótipos βS sobre moduladores da expressão fenotípica na AF. 

Moduladores 
Bantu/Bantu (-HU) 

n = 06 
Bantu/Benin (-HU) 

n = 04 
Valor de p* 

Hb F (%) 6,78 ± 3,60 6,67 ± 6,37 0.9731 
TBARS (ng/mL) 2284,33 ± 435,50 1815,50 ± 334,80 0.1074 
TEAC (mM) 1,92 ± 0,13 2,08 ± 0,18 0.1465 
GST (U/mL) 2,03 ± 1,02 1,27 ± 0,63 0.2245 
CAT (U/mL) 1656,10 ± 413,96 1842,42 ± 397,81 0.4993 
GSH (μM) 0,77 ± 0,37 0,84 ± 0,62 0.8317 
(-HU): pacientes não tratados com HU. Média ± desvio padrão. 
*As comparações foram feitas pelo teste Mann-Whitney. 
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Tabela 16. Influência do uso de HU em pacientes com o mesmo haplótipo βS. 

Moduladores 
Bantu/Benin (+HU) 

n = 06 
Bantu/Benin (-HU) 

n = 04 
Valor de p* 

Hb F (%) 17,41 ± 3,10 6,67 ± 4,37 0,0069 
TBARS (ng/mL) 1066,26 ± 495,09 1815,50 ± 334,80 0,0303 
TEAC (mM) 2,02 ± 0,16 2,08 ± 0,18 0,6124 
GST (U/mL) 1,49 ± 0,62 1,27 ± 0,63 0,5925 
CAT (U/mL) 2294,01 ± 297,29 1842,42 ± 397,81 0,0725 
GSH (μM) 0,62 ± 0,37 0,84 ± 0,62 0,4981 

(-HU): pacientes não tratados com HU. (+HU): pacientes sob tratamento da HU. Média ± 
desvio padrão. 
*As comparações foram feitas pelo teste Mann-Whitney. Negrito: indica diferença estatística 
(p < 0,05) 
 

Destacamos que para pacientes com o mesmo genótipo (Hb SS) e mesmo haplótipo βS 

(Bantu/Benin), a HU promoveu aumento de 61,7% nos níveis de Hb F (Figura 14-A) que 

culminou na diminuição de 41,3% dos níveis de peroxidação lipídica (Figura 14-B), como 

mostram as análises estatísticas, com correlação negativa (r = - 0,74; p = 0,01) e regressão 

linear (R2 = 0,48; p < 0,01) (Figura 14-C). Os demais parâmetros bioquímicos avaliados não 

apresentaram expressão diferencial de acordo com haplótipos dos pacientes. 

Muitos estudos têm sido realizados para tentar estabelecer uma relação entre os 

haplótipos βS e os diferentes fenótipos na anemia falciforme. O haplótipo Bantu tem sido 

associado com curso clínico mais grave e uma alta incidência de lesões a órgãos, ao contrário 

do haplótipo Senegal, associado com curso mais brando, e do haplótipo Benin com a 

gravidade clínica intermediária. Por este motivo, classificamos os pacientes em grupos 

amostrais que favorecessem a investigação da influência do haplótipo Bantu sobre os 

moduladores da expressão fenotípica avaliados e, também, o efeito da HU sobre os mesmo 

parâmetros: 

− Grupo I: pacientes com haplótipo Bantu em pelo menos um cromossomo e sem o uso 

de HU. Os haplótipos que compuseram este grupo foram - Bantu/Bantu, Bantu/Benin 

e Bantu/Atp1; 

− Grupo II: pacientes que não apresentaram o haplótipo Bantu em nenhum cromossomo 

e sem o uso de HU. Este grupo foi composto pelos haplótipos - Benin/Benin, 

Benin/Camar, Atp2/Atp2; 

− Grupo III: pacientes com haplótipo Bantu em pelo menos um cromossomo e sob uso 

de HU. Os haplótipos foram - Bantu/Bantu e Bantu/Benin; 
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− Grupo IV: pacientes que não apresentassem o haplótipo Bantu em nenhum 

cromossomo e sob uso de HU. Benin/Benin, Benin/Atp1, Benin/Atp2, Benin/Atp3 e 

Atp2/Atp2. 

Os resultados obtidos para estas comparações estão apresentados na Tabela 17. 

 

 
Figura 14. Níveis de Hb F e peroxidação lipídica em pacientes com mesmo haplótipo βS. A) Os níveis de Hb 
F foram cerca de 2,6 vezes maiores nos pacientes sob tratamento de HU em relação àqueles somente sob uso de 
ácido fólico (p = 0,0069; teste de Mann-Whitney). B) A peroxidação lipídica apresentou níveis 1,7 vezes 
menores naqueles pacientes sob tratamento de HU (p = 0,0303; teste de Mann-Whitney). C) Correlação linear 
negativa de 74% entre níveis de Hb F e peroxidação lipídica (r=-0,74, 0,0156) e, também, a regressão linear 
mostrando que menores níveis de TBARS podem ser 48% explicado pelos maiores níveis de Hb F (R2 = 0,48; p 
= 0,001). 
 
Tabela 17. Relação entre o haplótipo Bantu e tratamento de HU sobre moduladores da expressão 

fenotípica na AF. 

 Grupos amostrais 
Valor de p  Grupo I 

n = 11 
Grupo II 

n = 04 
Grupo III 

n = 08 
Grupo IV 

n = 05 
Hb F (%) 6,42 ± 4,45a 5,45 ± 5,42a,b 13,55 ± 7,66b 6,74 ± 3,46a,b 0.0388* 
TBARS (ng/mL) 2023,18 ± 490,74a 1327,00 ± 463,9b 1099,99 ± 455,70b 1335,57 ± 241,94b 0.0009* 
TEAC (mM) 1,99 ± 0,16 1,88 ± 0,27 2,06 ± 0,15 2,09 ± 0,10 0.2296 
GST (U/mL) 1,68 ± 0,90 1,64 ± 0,53 1,44 ± 0,55 1,61 ± 0,34 0.8974 
CAT (U/mL) 1756,72 ± 385,98 1515,85 ± 759,98 2156,25 ± 540,32 1728,17 ± 446,54 0.1758 
GSH (μM) 0,81 ± 0,44 0,52 ± 0,24 0,79 ± 0,45 0,55 ± 0,41 0.4987 

*Letras diferentes indicam diferenças estatística (teste de ANOVA, seguido pelo post hoc de Tukey)  
Grupo I: Bantu (-HU), Grupo II: outros haplótipos menos Bantu (-HU), Grupo III: Bantu (+HU), Grupo IV: 
outros haplótipos menos Bantu (+HU). 
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A análise, de acordo com os grupos amostrais de haplótipos, confirmou o efeito 

farmacológico da HU, aumentando os níveis de Hb F, naqueles pacientes com a presença do 

haplótipo Bantu em pelo menos um cromossomo (grupo III), em relação ao grupo de mesmo 

perfil molecular sem uso de HU (grupo I). Para os grupos II e IV, a HU não apresentou efeito 

significativo (Figura 15-A). O grupo I apresentou os maiores níveis de peroxidação lipídica, e, 

o grupo III apresentou melhor resposta ao tratamento com HU, comprovada pela diminuição 

em 45,6% dos níveis de peroxidação (Figura 15-B). Para os demais moduladores 

bioquímicos, não obtivemos expressão diferencial de acordo com os grupos de haplótipos. 

 

 
Figura 15. Análise do efeito do haplótipo Bantu e do tratamento de HU sobre moduladores da expressão 
fenotípica na AF. A) Maiores níveis de Hb F nos pacientes grupo III em relação ao grupo de mesmo perfil 
molecular sem uso de HU, grupo I. B) A peroxidação lipídica apresentou seu maior valor médio no grupo I em 
relação aos demais grupos de haplótipos avaliados. *Indica diferença estatística (teste de ANOVA, seguido pelo 
teste post hoc de Tukey). Grupo I: Bantu (-HU), Grupo II: outros haplótipos menos Bantu (-HU), Grupo III: 
Bantu (+HU), Grupo IV: outros haplótipos menos Bantu (+HU). 
 

 

Poucos estudos investigaram as relações entre os polimorfismos da GST (GSTM1, 

GSTT1 e GSTP1) e parâmetros do estresse oxidativo. Por este motivo, avaliamos a influência 

destes polimorfismos sobre os parâmetros de estresse oxidativo e capacidade antioxidante no 

grupo controle e nos pacientes (Tabela 18). 

Nossos resultados mostraram que os polimorfismos da GST não influenciaram 

significativamente nenhum dos marcadores bioquímicos no GC, enquanto que nos pacientes 

falciformes, observou-se diferença significativa apenas para polimorfismo do gene GSTP1. 

Pacientes com AF com o genótipo V/V mostraram maiores níveis de GSH e TEAC (p = 

0,0445 e p = 0,0360, respectivamente) em comparação ao genótipo I/I. 

A análise da influência dos níveis de Hb F sobre os marcadores de estresse oxidativo e 

capacidade antioxidante, independente do haplótipo βS, também foi verificada, e, os níveis de 
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Hb F se associaram apenas com a atividade enzimática da CAT (r = 0,41; p = 0,0293) (R2 = 

0,13; p = 0,02), como mostra a Figura 16. 

 

 
Figura 16. Associação entre os níveis de Hb F e atividade enzimática da CAT dos pacientes falciformes. Os 
níveis de Hb F e atividade enzimática da CAT apresentaram correlação positiva de 41% (r = 0,41; p = 0,0293), 
sendo que a manutenção da atividade da CAT deve-se ao aumento dos níveis de Hb F (R2 = 0,13; p = 0,02). 
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Tabela 18. Relação entre os polimorfismos de GST e parâmetros bioquímicos avaliados. 

GSTM1/T1 
valor de p*  

GSTP1 
valor de p*  

M/M M/T T/T NULO I/I I/V V/V 

TBARS (ng/mL)           
Grupo controle  290,03 ± 209,15  220,12 ± 65,95  191,77 ± 139,21  252,87 ± 187,29  0,4166  218,20 ± 158,26  245,91 ± 164,59  331,00 ± 169,70  0,5916  

Portadores da AF  1501,00 ± 472,72  1532,40 ± 775,47  1466,78 ± 558,57  1634,19 ± 837,66  0,9867  1624,80 ± 535,62  1535,28 ± 629,53  1478,89 ± 590,81  0,8505  

TEAC (mM)  

Grupo controle  1,93 ± 0,15  1,91 ± 0,14  1,87 ± 0,13  1,87 ± 0,14  0,4166  1,88 ± 0,02  1,93 ± 0,12  1,98 ± 0,12  0,3811  

Portadores da AF  2,00 ± 0,18  2,02 ± 0,14  2,13 ± 0,08  1,96 ± 0,21  0,5733  1,86 ± 0,11a  2,02 ± 0,18 a,b  2,08 ± 0,11b  0,0445# 

GST (U/mL)  

Grupo controle  1,72 ± 0,81  1,26 ± 0,54  1,63 ± 0,70  1,32 ± 0,76  0,4166  1,51 ± 0,64  1,51 ± 0,92  1,78 ± 0,61  0,7015  

Portadores da AF  1,62 ± 0,51  1,97 ± 0,96  1,13 ± 0,33  1,52 ± 0,52  0,3454  1,58 ± 0,61  1,54 ± 0,57  1,70 ± 0,92  0,9576  

CAT (U/mL)  

Grupo controle  2339,65 ± 466,35  2332,74 ± 298,25  2427,23 ± 314,53  2301,05 ± 167,25  0,5623  2387,81 ± 388,69  2439,55 ± 256,80  2334,50 ± 219,10  0,8751  

Portadores da AF  1804,98 ± 445,88  1828,63 ± 587,26  1685,44 ± 763,56  1921,12 ± 691,05  0,9600  1823,23 ± 689,74  1769,58 ± 492,94  1978,37 ± 526,04  0,7425  

GSH (uM)  

Grupo controle  0,37 ± 0,31  0,29 ± 0,16  0,37 ± 0,39  0,33 ± 0,27  0,9960  0,33 ± 0,31  0,34 ± 0,26  0,71 ± 0,43  0,2333  

Portadores da AF  0,57 ± 0,37  0,73 ± 0,07  0,99 ± 0,53  0,87 ± 0,64  0,5681  0,38 ± 0,28a  0,71 ± 0,44 a,b  0,96 ± 0,24b  0,0360# 
M/M: presença do alelo para GSTM1 e ausência do alelo para GSTT1; M/T: presença do alelo para GSTM1 e GSTT1; T/T: presença do alelo para GSTT1 e ausência de alelo 
para GSTM1; NULO: ausência para os alelos para GSTM1 e GSTT1. I/I = homozigoto selvagem; I/V = heterozigoto; V/V = homozigoto mutante. 
*As comparações foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn.  
#Letras diferentes indicam diferença estatística. 
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5. DISCUSSÃO 
 

A anemia falciforme (AF) tem significativa importância epidemiológica em virtude da 

prevalência, morbidade e mortalidade, sendo considerada um problema de saúde pública no 

Brasil. Os processos fisiopatológicos complexos e diversificados que caracterizam essa 

afecção genética desencadeiam manifestações clínicas variadas, desde anemia até recorrência 

de acidentes vasculares encefálicos, por exemplo, e estão intimamente ligados ao quadro de 

estresse oxidativo crônico e podem influenciar a resposta ao tratamento (STUART; NAGEL, 

2004; FRENETTE; ATWEH, 2007; BANDEIRA, 2007; REES et al., 2010). Dessa forma, 

estudos ligados a esta afecção que permitam o estabelecimento de relações entre o perfil 

genético do portador com fatores associados à fisiopatologia da doença, tanto genéticos 

quanto bioquímicos e a resposta ao tratamento, possibilitam melhor entendimento dos eventos 

clínicos e, direcionam ao tratamento individualizado aos pacientes. Visto que estes fatores são 

potenciais moduladores da expressão fenotípica na AF, neste trabalho foram analisados, em 

homozigotos para Hb S, marcadores da capacidade antioxidante e estresse oxidativo 

correlacionando-os com os polimorfismos da glutationa S-transferase, haplótipos do 

grupamento beta e uso de hidroxiureia (HU), comparados a um grupo controle. 

A reativação da expressão de Hb F na vida adulta fornece abordagem terapêutica 

eficaz para pacientes com hemoglobinopatias, sintomáticos e com importância clínica. Entre 

os agentes de indução de Hb F, a HU é utilizada com sucesso para tratar a AF (RODGERS et 

al., 1990; ZENG et al., 1995; FUCHAROEN et al., 1996). Os altos níveis de Hb F verificados 

no grupo AF (+HU) confirmam o efeito farmacológico do fármaco, que melhora as condições 

clínicas dos pacientes (ALIYU et al., 2006). Porém, é interessante ressaltar que o grupo AF (-

HU) também apresentou níveis de Hb F acima do esperado, mesmo sem o tratamento com 

HU. Os valores observados para este grupo podem ter sido influenciados por fatores 

genéticos, como os três principais loci - polimorfismo de nucleotídeo único Xmn1-HBG2, a 

região intergênica HBS1L-MYB no cromossomo 6q e BCL11A - que contribuem de 20-50% 

com a variação da característica, Hb F, em pacientes com AF (THEIN; MENZEL, 2009). E, 

os níveis de Hb A encontrados em pacientes são, possivelmente, remanescentes de transfusão 

sanguínea, pois as transfusões são indispensáveis e muito frequentes no tratamento da AF 

(KWIATKOWSKI et al., 2010). 

O perfil molecular do cluster da β-globina também foi verificado nos pacientes, para 

melhor entendimento do envolvimento dos haplótipos βS como moduladores genéticos, 
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fornecendo informações não só sobre a origem dos genes S, mas também sobre as diferenças 

que determinam a gravidade clínica da AF, e a resposta ao tratamento específico (NAGEL et 

al., 1984; ZAGO et al., 2000). Foi encontrada neste trabalho maior frequência do haplótipo 

Bantu/Benin, seguido pelo Bantu/Bantu, Atp2/Atp2 e Benin/Benin. Segundo relatos 

científicos existem aproximadamente mil cromossomos mapeados para os haplótipos do 

cluster S no Brasil, e, estes apontam o predomínio do haplótipo Bantu, seguido do haplótipo 

Benin, sendo raros os casos de Camarões e Senegal. Essa distribuição reflete a proporção de 

escravos africanos de diferentes etnias trazidos ao Brasil durante o período de tráfico de 

escravos, e a frequência dos haplótipos encontrados nas regiões estudadas são semelhantes às 

encontradas por outros autores (ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992; LEMOS; GUERREIRO, 

2006; BELISÁRIO et al., 2010; BELINI-JUNIOR, 2010). Os haplótipos “atípicos” 

representam cerca de 5 a 10% dos cromossomos avaliados em estudos envolvendo haplótipos 

(GARNER et al., 2002), e, encontramos 19,7% de haplótipos atípicos, frequência maior do 

que o esperado; e, nenhum dos haplótipos identificados, tanto os já descritos pela literatura 

quanto os atípicos, tinham a presença do sítio polimórfico XmnI, substituição de uma C→T na 

posição – 158 no gene G. A presença deste sítio em pacientes está associada ao aumento de 

expressão do gene G e, consequentemente, à maior síntese de Hb F, e melhora clínica 

(NEMATI; RAHIMI; BAHRAMI, 2010). Assim sendo, outros polimorfismos genéticos não-

alvo deste estudo devem estar envolvidos nos altos níveis de Hb F obtidos no grupo AF (-

HU). 

Atualmente, muitas pesquisas priorizam a identificação de variações genéticas inter-

individuais, subjacentes às diferentes respostas farmacológicas ao uso de fármacos 

(COLLINS et al, 2003). Na AF, esse paradigma está sendo aplicado para elucidar a 

patogênese das complicações vasculares e para desenvolver terapias individualizadas 

(STEINBERG, 2005). Porém, não existem relatos na literatura de resposta diferencial ao 

tratamento de HU de acordo com os haplótipos βS em pacientes com AF. Nossos resultados 

evidenciam que pacientes com a presença do haplótipo Bantu em pelo menos um 

cromossomo, sob uso de HU, apresentaram aumento de 52,6% dos níveis de Hb F em relação 

aos pacientes de mesmo perfil molecular sem, uso de HU. A variável de tempo de uso do 

medicamento foi afastada, uma vez que os pacientes (+HU) estavam há pelo menos um ano 

sob uso do fármaco. Mais estudos são necessários para se comprovar a existência de resposta 

“haplótipo-dependente” no tratamento com HU. 
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Desde a descoberta dos haplótipos βS como moduladores genéticos da expressão 

fenotípica na AF, vários estudos foram desenvolvidos para verificar o efeito dos haplótipos 

sobre as características clínicas e hematológicas dos pacientes, porém estudos que relacionem 

os haplótipos aos marcadores do estresse oxidativo e a capacidade antioxidante são escassos. 

Assim, investigamos a influência dos haplótipos sobre os marcadores, e, identificamos 

maiores níveis de peroxidação lipídica naqueles pacientes com a presença do haplótipo Bantu 

em pelo menos um cromossomo, o que corrobora com os estudos que vinculam este haplótipo 

às manifestações clínicas mais graves e início de crises vasoclusivas mais precoce, uma vez 

que a AF esta intimamente ligada a quadros inflamatório e oxidativo crônicos (POWARS; 

CHAN; SCHOREDER, 1990; STEINBERG 1994, CONRAN et al., 2009). Sobre os demais 

parâmetros bioquímicos avaliados, os haplótipos não exerceram influência com diferença 

significativa. Rusanova et al (2010), em espanhóis portadores da AF, não obteve diferença 

significativa nos níveis de peroxidação lipídica e GSH entre os pacientes que apresentavam 

haplótipo Bantu em comparação ao haplótipo Benin e Senegal ou Árabe-Indiano. Estes 

resultados foram semelhantes aos de Belini-Júnior (2010) que também comparou os níveis 

TBARS e TEAC entre os haplótipos Bantu/Bantu e Bantu/Benin que não exerceram 

influência sobre os parâmetros bioquímicos nos grupos avaliados. 

No nosso estudo, o haplótipo Bantu/Benin foi o mais freqüente e, por este motivo, 

nestes pacientes, comprovamos o efeito protetor da Hb F proporcionado pelo uso de HU, pois 

o aumento dos níveis de Hb F culminou na diminuição de 41,3% dos níveis de peroxidação 

lipídica, corroborando com Dasgupta et al (2010) que demonstram, em camundongos 

transgênicos falciformes, que o efeito protetor da Hb F é mediado principalmente pela 

diminuição da falcização intravascular resultando na diminuição do estresse oxidativo, e, 

também, no aumento da biodisponibilidade de óxido nítrico. 

Além dos haplótipos βS, outros marcadores genéticos como a coerança de 

polimorfismos associados a fisiopatologia da AF podem modular a expressão fenotípica. 

Diante dessa afirmação, investigamos a frequência dos polimorfismos da GST (GSTM1, 

GSTT1 e GSTP1) e sua relação com os marcadores do estresse oxidativo nos pacientes 

falciformes, comparados ao grupo controle. A frequência dos polimorfismos das diferentes 

classes de GST humana tem sido caracterizada como étnico-dependente e amplamente 

divergente entre as populações em todo o mundo (ROSSINI et al., 2002; MO et al., 2009). Os 

dados de frequência obtidos para o grupo controle são semelhantes aos descritos na literatura, 

enquanto o grupo de pacientes com AF apresentou frequência mais baixa do genótipo nulo 

para GSTM1 (21,6%) e do genótipo homozigoto selvagem para GSTP1, I/I (17,9%), quando 
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comparados com dados da população brasileira. A distribuição genotípica relatada na 

população brasileira varia de 42 a 73% nulo para GSTM1, de 25 a 47% nulo para GSTT1, e 9-

41% para o genótipo nulo para ambos os genes. As frequências do polimorfismo GSTP1 

nesses indivíduos variaram de 40 a 62% para genótipo I/I, de 30 a 46% para I/V e 6 a 17% 

para V/V (ROSSINI et al., 2002; LIMA et al., 2008; PINHEL et al., 2008; ONDEI, 2009; 

MAGNO et al., 2009). Em um grupo composto por 86 portadores de doença falciforme (DF) 

provenientes da região sudeste do Brasil, foram relatadas as seguintes frequências 

genotípicas: 29,0% apresentaram o genótipo M/T, 18,6% genótipo T/T, 38,4% genótipo M/M 

e para o genótipo nulo para ambos os genes foram encontrados 14,0% das amostras, e, para o 

gene GSTP1, 37,2% das amostras com o genótipo I/I, 45,4% com o genótipo I/V e 17,4% com 

o genótipo V/V; frequências genotípicas semelhantes às obtidas em nosso estudo, exceto para 

o genótipo I/I (TUKAMOTO-JÚNIOR, 2008). Porém, devido à falta de estudos relatando a 

frequência dos polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 em pacientes com DF e a diferença 

significativa, quando comparados a grupos controles, estudos posteriores com número 

amostral maior e associação com manifestações clínicas da AF poderão predizer o risco 

relativo gerado pela coerança desses polimorfismos e a mutação da Hb S no desenvolvimento 

da fisiopatologia da doença. 

A associação dos polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 com predisposição a 

desenvolvimento de câncer, doenças inflamatórias e com a eficácia e a toxicidade de alguns 

medicamentos têm sido amplamente investigada, mas poucos estudos relatam a relação com 

parâmetros do estresse oxidativo (TAMER et al., 2004; ZHONG et al., 2006; KILBURN et 

al., 2010). Nossos resultados mostraram que os polimorfismos da GST não influenciaram 

significativamente nenhum dos marcadores bioquímicos no grupo controle, enquanto que nos 

pacientes falciformes, observou-se diferença significativa apenas para polimorfismos do gene 

GSTP1. Pacientes com AF com o genótipo V/V mostraram maiores níveis de GSH e TEAC 

em comparação ao genótipo I/I, indicando uma possível correlação entre estes polimorfismos 

com o estresse oxidativo em pacientes com AF. No entanto, devido à escassez de estudos 

sobre a influência dos polimorfismos GST em processos oxidativos, mais pesquisas são 

necessárias para lidar melhor com essa hipótese. Bessa et al. (2009) mostraram que indivíduos 

com genótipo nulo para GSTM1 e GSTT1 ou nulo para ambos os genes tiveram atividade 

eritrocitária da GST significativamente mais baixa do que aqueles indivíduos com genótipos 

GSTM1+/GSTT1+, e, também, maiores níveis de peroxidação lipídica, menores níveis de 

GSH eritrocitária, além da diminuição das atividades da CAT, SOD e GPx, entretanto não 

houveram diferenças significativas nestes parâmetros relacionados ao estresse oxidativo entre 
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os genótipos GSTM1 e GSTT1. O número de estudos de associação entre os polimorfismos 

GSTM1, GSTT1 e GSTP1 e β-hemoglobinopatias são raros. Em portadores da DF não foi 

observada qualquer influência destes polimorfismos sobre os níveis de TBARS e TEAC no 

grupo avaliado (TUKAMOTO-JÚNIOR, 2008). Enquanto que em pacientes com Hb 

E/talassemia beta foi demonstrado que o genótipo nulo para ambos os alelos (GSTT1/GSTM1) 

acarretou níveis de ferro sérico e de ferritina significativamente mais elevados em 

comparação aos pacientes com genótipo normal para tais deleções gênicas (SHARMA et al, 

2010).  

Embora o estresse oxidativo e alterações na atividade das enzimas antioxidantes 

tenham sido extensivamente descritos na AF, os resultados são, às vezes, contraditórios e, sua 

relação com o tratamento com HU permanece obscura. Tukamoto-Júnior (2008) avaliou a 

influência das variáveis idade e gênero sobre os valores TBARS e TEAC, e, encontrou menor 

peroxidação lipídica em indivíduos com idade entre seis meses a 17 anos, em relação a 

indivíduos com idade entre 18 a 65 anos. Todavia, as variáveis gênero e idade não 

interferiram nos valores dos marcadores bioquímicos avaliados em ambos os grupos do nosso 

estudo, possibilitando comparações entre grupos homogêneos e evitando vieses.  

Altos níveis de peroxidação lipídica em pacientes com AF foram amplamente 

divulgados, mas nós demonstramos neste estudo que o uso de HU culminou na diminuição de 

35,2% nos níveis de peroxidação lipídica para o grupo AF (+HU), confirmando as 

propriedades antioxidantes in vivo, como descrito anteriormente por Agil e Sadrzadeh (2000) 

em um modelo experimental e, evidenciando o efeito protetor da Hb F proporcionado pelo seu 

uso (MANFREDINI et al., 2008; ALSUTAN et al., 2010; REPKA; HEBBEL, 1991; SESS et 

al., 1998, DASGUPTA et al., 2010). Além disso, os níveis de TBARS e TEAC apresentaram 

correlação baixa e positiva, o que, possivelmente, indica resposta ao estresse oxidativo 

crônico da doença, corroborando com a publicação recente do nosso grupo de pesquisa 

(SHIMAUTI et al., 2010). O grupo AF (+HU) aduziu maiores níveis de TEAC em 

comparação ao grupo controle, provavelmente, devido às propriedades antioxidantes da HU, 

neutralizando os altos níveis de ERO gerados pela doença ou devido ao efeito protetor 

promovido pela Hb F. No entanto, mais estudos são necessários para compreender esse 

fenômeno. 

O principal papel das GSTs nas células está relacionado com a desintoxicação de 

xenobióticos e produtos da lipoperoxidação, apesar de algumas isoformas também conterem a 

atividade da peroxidase (RINALDI et al., 2002; MAHER, 2006). Devido a isso, a avaliação 

das GSTs tem sido utilizada como importante biomarcador de estresse oxidativo em muitas 
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doenças humanas, tais como hipertensão arterial, a doença de Alzheimer, doença hepática 

não-alcoólica, e também o câncer (BESSA et al., 2009; KILBURN et al., 2010; NAM et al., 

2010; HARDWICK et al., 2010; BURLAKOVA et al., 2010). Como na AF, todas as doenças 

acima citadas são caracterizadas por inflamação crônica, intimamente associada com o 

estresse oxidativo. No entanto, não há relatos sobre a avaliação da atividade da GST em 

pacientes com AF. Nenhuma diferença significativa foi encontrada na atividade da GST entre 

os grupos estudados, sugerindo que esta enzima não tenha sido afetada pela doença. Apesar 

de o estresse oxidativo ser característico na AF e a GST nas defesas antioxidantes, pode ser 

que outras enzimas antioxidantes presentes nos glóbulos vermelhos, como SOD, CAT, GPx e 

peroxiredoxina tenham papel mais importante na resposta ao estresse oxidativo (JOHNSON 

et al., 2005; RHEE et al., 2005; LOW et al., 2007). Portanto, este aspecto continua sem total 

elucidação e deve ser melhor explorado em outros estudos. Além disso, deve-se mencionar 

que a atividade da GST foi medida por meio do CDNB como substrato, um substrato comum 

a várias isoformas de GST. E estudos utilizando substratos específicos para determinadas 

isoformas são necessários para a melhor compreensão dos efeitos derivados do estresse 

oxidativo na AF com a modulação da GST. 

A diminuição da atividade da CAT verificada em nosso estudo está de acordo com as 

conclusões de Alsultan et al (2010) em pacientes com AF e de Dasgupta et al (2006), em 

modelos de camundongos transgênicos falciformes. Entretanto, Manfredini et al. (2008) e 

Cho et al (2010) não observaram diferenças na atividade da CAT entre os grupos controle e 

AF avaliados. Redução na atividade da CAT também foi observada em doenças inflamatórias 

intestinais, provavelmente devido ao seu consumo por ERO geradas pelo processo 

inflamatório crônico, nessas afecções (KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2010). Venkatesha et 

al (2008) submeteram culturas de células humanas epiteliais de mama não-malignas a altos 

níveis de ERO e observaram aumento significativo na freqüência de micronúcleos e na 

fosforilação da histona 2AX. Quando estas culturas foram tratadas com CAT, foi 

demonstrado que CAT suprimiu danos celulares, validando a sua ação antioxidante. 

Há relatos sobre a avaliação dos níveis de GSH em eritrócitos de pacientes com AF ou 

em tecidos de camundongos transgênicos falciformes (DASGUPTA et al., 2006; TATUM; 

CHOW, 1996; CHAVES et al., 2008; SOMJEE et al., 2005; DASGUPTA et al., 2010), mas o 

presente estudo foi o primeiro que correlacionou os níveis plasmáticos de GSH com 

parâmetros bioquímicos na AF. O plasma humano contém concentrações muito baixas de 

GSH, na faixa de 0,1 a 20μM, que são coerentes com os nossos dados (MANSOOR et al., 

1996). Os níveis de GSH no plasma foram aproximadamente duas vezes maiores nos 
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pacientes em relação ao grupo controle, e mostrou correlação positiva com os níveis de 

TBARS, possivelmente devido à hemólise característica da fisiopatologia da AF, ou à 

resposta ao estresse oxidativo crônico, confirmando sua função. Mais estudos são necessários 

para validar o mecanismo envolvido no aumento dos níveis de GSH plasmática na AF. 

As hemácias podem sintetizar GSH a partir da cisteína, glicina e ácido glutâmico, pois 

as mesmas possuem todas as enzimas necessárias para a sua biossíntese, e uma porcentagem 

significativa de sua GSH é produzida de novo por dia (DASS et al., 1992). Além disso, tanto a 

glutationa dissulfeto (GSSG) quanto os conjugados de glutationa (GS-X) são ativamente 

exportados das hemácias, quando as suas concentrações intracelulares estão altas. Essa re-

síntese de novo pode equilibrar a perda de GSH, devido à exportação de GSSG e GS-X e, é 

regulada por um mecanismo de feedback (THOM et al., 1997; ROSSI et al., 2001). Giustarini 

et al (2008) demonstraram que as hemácias contribuem significativamente para o pool de 

GSH plasmática, e, sugeriram que anormalidades nas hemácias podem influenciar os níveis 

de GSH plasmática. Assim, a hemólise na AF pode interferir na síntese de novo de GSH e, 

consequentemente, no seu mecanismo de feedback. Dumaswala et al (2001) mostraram que a 

suplementação in vitro de eritrócitos com aminoácidos precursores da síntese de GSH 

melhoram sua síntese e manutenção, evitando a perda da função antioxidante indireta das 

hemácias, que pode ser afetada pelas ERO. Na AF, estudos complementares são necessários 

para elucidadar esses mecanismos. 

Com a evidência destes resultados, sugerimos que os parâmetros avaliados podem 

desempenhar importantes papéis em outras β-hemoglobinopatias ou anemias hemolíticas, que 

possuam envolvimento com o estresse oxidativo; e, também, que a GSH possa ser utilizada 

como adjuvante na redução do estresse oxidativo, melhorando o estado oxidativo e 

inflamatório da doença. 
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6. CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusões: 

 

− A confirmação por biologia molecular da homozigose para Hb S foi fundamental 

para obtenção de um grupo teste mais homogêneo, evitando análises tendenciosas. As 

frequências dos haplótipos, para os alelos βS, estavam de acordo com outros estudos 

brasileiros, sendo o haplótipo Bantu o mais frequente seguido pelo Benin. Porém, 

encontramos frequência de haplótipos atípicos superior ao relatado na literatura científica; e, 

nenhum dos haplótipos encontrados apresentou a presença do sítio XmnI. 

− A frequência dos polimorfismos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 nos pacientes 

apresentou diferenças significativas quando comparada ao grupo controle, porém similares às 

relatadas para a população brasileira; 

− Foram observadas diferenças significativas nos parâmetros bioquímicos avaliados, 

exceto para a atividade de GST, confirmando o quadro oxidativo crônico nos pacientes. O uso 

de HU contribuiu para menor peroxidação lipídica; 

− A co-herança dos polimorfismos da GST e Hb S não influenciou 

significativamente aos parâmetros avaliados; 

− A presença do haplótipo Bantu relacionou-se com maiores níveis de peroxidação 

lipídica, porém, também, demonstrou melhor resposta ao tratamento com HU; 

− Foi confirmada a influência da HU sobre os níveis de Hb F, e, o efeito protetor 

destes níveis elevados sobre a peroxidação lipídica. 
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APÊNDICE I - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
(Conselho Nacional de Saúde, Resolução 196/96) 

 
Você está sendo convidado à participar como voluntário do projeto de pesquisa “Expressão 

fenotípica da homozigose para hemoglobina S em relação aos haplótipos da beta globina, 
polimorfismos da glutationa S transferase e enzimas de detoxificação” sob responsabilidade do 
pós-graduando Danilo Grünig Humberto da Silva. O estudo será realizado com amostras de sangue 
periférico para avaliar a expressão fenotípica de homozigotos para Hb S e a relação da diferença de 
seus valores de MDA e TEAC com os polimorfismos da GST, o uso de hidroxiureia e os haplótipos do 
grupamento beta, da ação dos antioxidantes enzimáticos, GST, Catalase, e, não enzimáticos, 
Glutationa. O risco é considerado mínimo, caracterizado pela possibilidade de mancha roxa no local 
da picada da agulha de coleta. Você poderá consultar o pesquisador responsável em qualquer época, 
pessoalmente ou por telefone, para esclarecimento de qualquer dúvida. Você está livre para, a 
qualquer momento, deixar de participar da pesquisa. Todas as informações por você fornecidas e os 
resultados obtidos serão mantidos em sigilo e, estes últimos só serão utilizados para divulgação em 
reuniões e revistas científicas. Você será informado de todos os resultados obtidos, independentemente 
do fato destes poderem mudar seu consentimento em participar da pesquisa. Você não terá quaisquer 
benefícios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. O material 
biológico cedido será armazenado e você poderá ser chamado para dar a sua autorização para novo(s) 
projeto(s). Caso isso seja impossível, seu material biológico somente será utilizado mediante 
aprovação pelo CEP ou pela CONEP, em cumprimento à Resolução CNS 347/2005. 

 
 Diante das explicações, se você concorda em participar deste projeto, coloque sua assinatura a 
seguir e forneça os dados solicitados. 
Nome:_______________________________________________R.G.___________________ 
 
Endereço:____________________________________________Fone:__________________ 
    ___________________,_____ de __________________ de ______. 
 
   

Usuário ou responsável legal  Pesquisador responsável 
 
OBS.: Termo apresenta duas vias, uma destinada ao usuário ou seu representante e a outra ao pesquisador 
Danilo Grünig Humberto da Silva 
Cargo/função: Pós-graduando;Biólogo 
Instituição IBILCE – Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas / UNESP – Universidade Estadual Paulista 
 Endereço: Rua Cristóvão Colombo, 2265 – Jardim Nazareth – CEP: 15054-000. 

Projeto submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do IBILCE/UNESP 
 São José do Rio Preto – fone 17-3221.2456 / 3221.2317 
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APÊNDICE II - Questionário 
 
Questionário do projeto de Pesquisa “Expressão fenotípica da homozigose para 

Hemoglobina S em relação ao haplótipo da beta globina, polimorfismos da Glutationa S 

Transferase e enzimas de detoxificação”. 

 

Data: ______/______/______ 

 

Informações Pessoais 

Nome completo: _____________________________________________________________ 

Sexo: (  ) feminino    (  ) masculino 

Endereço: __________________________________________________________________ 

Cidade e estado onde mora: ___________________________________________________ 

Telefone residencial: (___) ________________ Telefone comercial: (___) 

____________________ 

Idade: ______   Data de nascimento: ______/______/________   Peso: ___________ 

Local de nascimento (cidade, estado e país): 

_____________________________________________ 

 

Histórico Clínico 

Nº de crises de dor nos últimos 3 anos:  0 a 2       3 a 5      ≥ a 6  

        Data da última crise: ___/___/___ 

Nº de infecções nos últimos 3 anos:       0 a 2       3 a 5      ≥ a 6 

       Data da último evento infeccioso: 

___/___/___ 

Nº de internações nos últimos 3 anos:     0 a 2       3 a 5      ≥ a 6 

Motivo: _____________________________________ Data da última internação: 

___/___/___ 

 

Pulmonar:     

Síndrome Torácica Aguda      Não  Sim   Data: ___/___/_____ 

Cardíaca: 

 Cardiomegalia           Não    Sim       Data: ___/___/_____ 
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Hepatobiliar:  

 Cálculo Biliar          Não    Sim  Data: ___/___/_____      

 Colecistectomia          Não    Sim  Data: ___/___/_____ 

Neurológica:    

 AVC       Não  Sim  Data: ___/___/_____ 

Osteoarticular:   

 Osteonecrose       Não  Sim Data: ___/___/____  Local:  

Cutânea:     

 Úlcera isquêmica      Não  Sim Data: ___/___/____  Local:  

Urológica:    

 Priapismo       Não  Sim  Data: ___/___/____  

Outra:  

 Esplenectomia      Não  Sim  Data: ___/___/____  

 

Histórico Transfusional 

- Nº de unidades de concentrado de hemácias transfundidas até o início do estudo? 

    < 10         10 a 20         21 a 30         31 a 40         > 40 

- Em regime regular de transfusão de hemácias? 

   Não     Sim  Intervalo:____________ Data da última transfusão: ___/___/____ 

 

Medicamentos em uso 

- Hidroxiuréia:       Não        Sim   Início: ___/___/____  Dose:_______________ 

- Desferroxamina (Desferal):      Não        Sim   Início: ___/___/____  Dose:_______________ 

- Deferiprona (Ferriprox):      Não        Sim   Início: ___/___/____  Dose:_______________ 

- Deferasirox (Exjade):      Não        Sim   Início: ___/___/____  Dose:_______________ 

- Ácido fólico:        Não        Sim   Início: ___/___/____  Dose:_______________ 

- Vitaminas:        Não        Sim  Data última ingestão: ___/___/____  

Quais?______________________________________________________________________

_____ 

- Analgésicos:       Não       Sim  Data última ingestão: ___/___/____   

Quais?______________________________________________________________________

_____ 

- Outros:       Não     Sim  Data última ingestão: ___/___/____   
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Quais?______________________________________________________________________

_____ 

 

Tem contato com produtos químicos? (Exemplos: solvente, cola, tinta, pesticida, herbicida, 

fertilizante, óleos de motor, gasolina, fumaça, material radioativo, outras substâncias) 

(  ) não 

(  ) sim – Quais? _____________________________________________________________ 

Fuma?  (  ) não (  ) sim - A quanto tempo? ______________________ 

Toma bebidas alcoólicas?    

(  ) não  

(  ) sim - Quando foi a última vez que você ingeriu bebida alcoólica?____________________ 
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APÊNDICE III - Planilhas 
 

Planilha 1. Resultados dos testes laboratoriais e informações coletadas dos prontuários/questionários dos pacientes 
  

ID Procedência Data de Coleta Genêro Idade Etnia Eletroforese HPLC Biologia molecular 
pH 8,6 pH 6,2 Hb A2 Hb F Hb A Hb S  Hb S Haplotipos GSTM/T GSTP 

AF 1 Hemorio 03/12/2009 F 9 Multi SF SF 4,1 21,2 3,5 71,3  Homo bantu/benin NULO I/V 
AF 2 Hemorio 03/12/2009 F 27 Multi S+A SAF 3,7 5,2 34,4 51,5  Homo benin/benin M/M I/V 
AF 3 Hemocentro SJRP 09/11/09 F 28 Multi SS SS 2,6 3,2 4,1 90,2  Homo bantu/atp1 M/M V/V 
AF 4 Hemocentro SJRP 30/11/09 M 54 Multi SF SF 3,6 16,2 3,4 76,9  Homo bantu/benin M/T V/V 
AF 5 Hemocentro SJRP 22/09/2009 F 21 Multi SF SF 3,6 3,8 5,2 88,2  Homo bantu/bantu M/M I/I 
AF 6 Hemocentro SJRP 19/10/09 F 65 Multi SS SS 5,9 2,1 3,8 88,7  Homo benin/benin M/T V/V 
AF 7 Hemocentro SJRP 14/09/2009 F 43 Multi AS AS 2,6 2,3 48,3 37,1  Homo bantu/bantu NULO I/V 
AF 8 Hemocentro SJRP 26/10/2009 F 30 Multi SS F SS F 3,2 11,1 1,4 82  Homo bantu/bantu M/M I/I 
AF 9 Hemocentro SJRP 26/10/2009 M 27 Multi SS+F SF 3,9 14,3 8,7 72,3  Homo bantu/benin NULO I/I 

AF 10 Hemorio 03/12/2009 M 24 Multi SAF SAF 4,4 3,3 13,7 76,2  Homo bantu/bantu T/T V/V 
AF 11 Hemocentro SJRP 19/10/2009 M 23 Multi SS SF 3,4 4 1,3 90,3  Homo bantu/benin M/M I/V 
AF 12 Hemocentro SJRP 23/11/09 M 12 Multi SS SS 4,9 4,8 2,4 87,4  Homo benin/camer M/T I/V 
AF 13 Hemorio 03/12/2009 F 9 Multi SF SF 4,4 20,6 3,7 71,5  Homo bantu/benin M/M I/V 
AF 14 Hemorio 03/12/2009 F 25 Multi SS SF 4,2 11 2,4 82,4  Homo atp2/atp2 M/M I/V 
AF 15 Hemocentro SJRP 21/09/2009 M 11 Multi SS + F S + F 3,5 15,1 2 77,9  Homo bantu/benin M/M I/V 
AF 16 Hemorio 03/12/2009 F 47 Multi SS + F S + F 4,1 7,3 2,9 85,9  Homo benin/atp3 M/M V/V 
AF 17 Hemocentro SJRP 15/09/2009 M 15 Multi SAF SAF 4,3 8,4 40,6 41  Homo benin/atp2 M/M I/I 
AF 18 Hemocentro SJRP 01/09/2009 F 41 Multi AS AS 2,8 0,6 46,2 40,3  Homo bantu/bantu T/T V/V 
AF 19 Hemocentro SJRP 01/09/2009 F 47 Multi SS SS 4 3,7 1,5 89  Homo bantu/benin M/T I/V 
AF 20 Hemocentro SJRP 15/09/2009 F 19 Multi SS F SS F 3 10,8 2,8 83  Homo bantu/bantu M/M I/V 
AF 21 Hemocentro SJRP 01/09/2009 F 33 Multi AS AS 2,8 5,7 36,8 47,9  Homo bantu/bantu NULO I/I 
AF 22 Hemorio 03/12/2009 F 26 Multi SF SF 3,9 14,7 1,8 78,9  Homo bantu/benin M/T I/V 
AF 23 Hemorio 03/12/2009 M 23 Multi SF SF 3,1 18,6 2 75,8  Homo bantu/benin M/M I/V 
AF 24 Hemocentro SJRP 15/09/2009 F 20 Multi SS F SS F 3,7 7 2,2 84,8  Homo bantu/bantu M/T V/V 
AF 25 Hemorio 03/12/2009 M 29 Multi SS SS 5,5 1,8 1,7 90,2  Homo benin/atp1 M/M I/V 
AF 26 Hemocentro SJRP 01/09/2009 F 25 Multi SF SF 2,9 13,3 3,2 79,5  Homo atp2/atp2 T/T I/V 
AF 27 Hemocentro SJRP 23/11/09 M 20 Multi SS SS 5,0 1,6 3,0 90,8  Homo atp2/atp2 M/M I/V 
AF 28 Hemocentro SJRP 19/10/09 M 17 Multi SS SS 5,1 2,8 1,5 90,1  Homo bantu/benin NULO I/V 
Legenda ID: identificação, F; feminino, M: masculino, Multi: multiétnicos, Homo: homozigoto para a mutação. 
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Continuação planilha 1. 
 
  

ID 
Análises Bioquímicas Medicamentos 

Transf. 
(meses) TBARS (ng/mL) TEAC (mM) GST (U/mL) Catalase (U/mL) GSH (μM) HU Per. Exp. 

(meses) DFO DFP DFX Vitaminas Acido 
Fólico 

AF 1 661,96 2,04 1,45 2338,03 0,69 S 12 N N N N S 24 
AF 2 1616,62 2,17 1,44 2278,17 1,10 S 12 N N N N S 12 
AF 3 1287,00 1,95 1,18 2017,61 0,87 N ----- N N N N S 24 
AF 4 1493,00 2,20 1,02 2088,03 0,84 N ----- N N N N S 12 
AF 5 1762,00 1,82 0,55 2179,58 0,84 N ----- N N N N S 12 
AF 6 1222,00 2,09 1,65 2570,42 0,74 N ----- N N N N S 2 
AF 7 2865,00 2,01 2,12 1010,56 1,35 N ----- N N S N S 2 
AF 8 2269,00 1,95 2,05 1376,76 0,26 N ----- N N N N S 2 
AF 9 1138,00 1,78 1,83 2823,94 0,14 S 36 N N N N S 6 

AF 10 884,37 2,20 1,53 2500,00 1,31 S 14 N N N N S 36 
AF 11 2063,00 1,99 2,18 2193,66 0,21 N ----- N N N N S 48 
AF 12 934,00 1,90 2,00 996,48 0,70 N ----- N N N N S 36 
AF 13 886,47 2,06 1,21 2179,58 1,16 S 12 N N N N S 25 
AF 14 1308,00 1,97 1,51 1866,20 0,37 S 15 N N N N S 25 
AF 15 1998,00 1,91 0,52 1922,54 0,24 S 12 N N S N S 12 
AF 16 1216,92 2,10 1,92 1880,28 0,88 S 12 N N N N S 25 
AF 17 1012,00 2,01 2,00 1084,51 0,22 S 25 N N N N S 12 
AF 18 1518,00 2,15 1,00 985,92 1,30 S 12 S N N N S 2 
AF 19 2143,00 1,88 1,16 1306,34 0,62 N ----- N N N N S 2 
AF 20 2136,00 2,12 2,33 1911,97 0,94 N ----- N N N N S 12 
AF 21 1943,00 1,75 1,48 1651,41 0,47 N ----- N N S N S 2 
AF 22 671,41 2,17 2,38 2204,23 0,74 S 18 N N N N S 15 
AF 23 1041,73 2,20 1,58 2295,77 0,75 S 22 N N N N S 25 
AF 24 2731,00 1,91 3,65 1806,34 0,78 N ----- N N N N S 2 
AF 25 1524,30 2,20 1,20 1531,69 0,19 S 22 N N N N S 25 
AF 26 1998,00 2,04 0,89 1570,42 0,38 N ----- N N N N S 8 
AF 27 1154,00 1,49 2,01 926,06 0,26 N ----- N N N N S 9 
AF 28 1563,00 2,27 0,73 1781,69 1,70 N ----- N N N N S 12 

Legenda: ID: Identificação; HU: hidroxiureia, DFO: desferroxamina, DFP: deferiprona, DFX: deferasirox, Prod. Químico: contato com produtos químicos; Per. Exp.: período 
de exposição à HU a partir da data da coleta da amostra. Transf.:útima  transfusão sanguínea antes da data da coleta. 
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Continuação planilha 1. 
 

 
ID 

Interferentes Ambientais Manifestações clínicas 
Fumo Álcool Prod. Químico Crises de dor STA Colecistectomia AVE Osteonecrose Úlcera de Perna Esplenectomia Priapismo 

AF 1 N N N ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
AF 2 N N N ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
AF 3 N N N >6 N S N N S N ---------- 
AF 4 N N N >6 N N N N S N N 
AF 5 N N N 0 a 2 N S N N S N ---------- 
AF 6 N N N 0 a 2 N S N N N S ---------- 
AF 7 N N N >6 N S S N N S ---------- 
AF 8 N N N >6 S S N N N N ---------- 
AF 9 N N N >6 S S N N S N N 

AF 10 N N N ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
AF 11 N N N 0 a 2 N N N N N N N 
AF 12 N N N >6 N N N N N N N 
AF 13 N N N ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
AF 14 N N N ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
AF 15 N N N >6 N N S N N S N 
AF 16 N N N ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
AF 17 N N N 3 a 5 N N N N N N N 
AF 18 N N N 0 a 2 N S S N S S ---------- 
AF 19 N N N 3 a 5 N S N N S N ---------- 
AF 20 N N N 0 a 2 N N N N N N ---------- 
AF 21 N N N >6 S N N S S N ---------- 
AF 22 N N N ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
AF 23 N N N ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
AF 24 N N N 0 a 2 S S N N N N ---------- 
AF 25 N N N ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
AF 26 N N N >6 S N N N N N ---------- 
AF 27 N N N 3 a 5 S N N S N N S 
AF 28 N N N >6 N S N N N N N 

Legenda: ID: identificação; STA: síndrome torácica aguda; AVE: acidente vascular encefálico 
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Planilha 2. Resultados dos testes laboratoriais e informações coletadas dos questionários dos indivíduos do grupo controle. 

ID Gênero Idade Etnia HPLC Biologia molecular Análises bioquímicas 
Hb A Hb F Hb A2 GSTM1/T1 GSTP1 TBARS (ng/mL) TEAC (mM) GST (U/mL) Catalase (U/mL) GSH (μM) 

GC1 F 19 Mult. 97,4 0,0 2,6 M/T I/I 112,00 1,79 1,13 2542,25 0,28 
GC2 M 23 Mult. 95,3 2,1 2,6 NULO I/I 246,00 1,70 2,74 2528,17 0,18 
GC3 M 22 Mult. 97,6 0,0 2,4 M/M I/I 301,00 2,03 1,24 2612,68 0,38 
GC4 M 18 Mult. 94,8 2,5 2,7 T/T I/V 43,00 2,02 1,70 2464,79 0,39 
GC5 M 23 Mult. 95,0 0,9 2,4 T/T I/V 88,00 2,00 2,30 2644,37 0,09 
GC6 F 19 Mult. 97,6 0,0 2,4 T/T I/I 236,00 1,87 1,78 2373,24 0,64 
GC7 M 22 Mult. 95,1 2,3 2,6 T/T I/I 15,00 2,10 0,63 2612,68 1,73 
GC8 F 20 Mult. 95,0 1,2 2,5 NULO I/I 60,00 1,70 1,00 2352,11 0,23 
GC9 F 19 Mult. 94,8 2,4 2,8 M/M I/I 0,00 2,18 1,46 1876,76 0,21 
GC10 F 18 Mult. 95,2 2,3 2,5 M/T I/V 210,00 1,83 1,07 2345,07 0,22 
GC11 F 23 Mult. 95,1 0,0 2,6 T/T I/I 144,00 1,75 1,23 2401,41 0,09 
GC12 F 21 Mult. 95,0 2,4 2,6 M/M V/V 451,00 2,07 2,22 2489,44 1,02 
GC13 F 24 Mult. 95,5 1,9 2,6 M/T I/I 333,00 1,75 0,20 2345,07 0,40 
GC14 F 20 Mult. 95,6 1,9 2,5 T/T I/I 310,00 1,88 1,84 2778,17 0,23 
GC15 M 21 Mult. 95,0 2,5 2,5 T/T I/I 502,00 1,83 2,40 2366,20 0,29 
GC16 M 21 Mult. 96,2 0,7 2,8 M/M I/I 0,00 1,86 1,47 2482,39 0,59 
GC17 M 19 Mult. 95,0 2,4 2,6 M/T I/I 231,00 2,20 1,10 1904,93 0,20 
GC18 F 20 Mult. 97,3 0,0 2,7 T/T I/I 122,00 1,82 3,14 2982,39 0,24 
GC19 M 18 Mult. 97,2 0,0 2,8 T/T I/I 279,00 2,00 0,47 1693,66 0,29 
GC20 M 21 Mult. 97,4 0,0 2,6 T/T I/V 221,00 1,79 1,91 2147,89 0,61 
GC21 F 22 Mult. 96,7 0,0 3,6 M/T I/V 269,00 1,97 1,88 2542,25 0,34 
GC22 F 26 Mult. 96,2 0,5 3,6 M/T I/I 191,00 1,98 1,81 2802,82 0,35 
GC23 F 18 Mult. 96,6 0,3 3,5 T/T I/V 270,00 1,82 0,47 1897,89 0,02 
GC24 F 19 Mult. 96,8 0,0 3,6 M/T I/I 241,00 1,93 1,25 2169,01 0,00 
GC25 F 21 Mult. 97,4 0,0 2,6 T/T I/V 465,00 1,71 1,33 2514,08 0,53 
GC26 F 18 Mult. 95,3 2,1 2,6 T/T I/I 146,00 1,65 2,26 2348,59 0,68 
GC27 F 23 Mult. 97,6 0,0 2,4 M/M I/I 295,00 1,67 1,26 2281,69 0,16 
GC28 F 25 Mult. 94,8 2,5 2,7 M/M I/I 21,00 1,85 0,82 1676,06 0,29 
GC29 M 20 Mult. 96,8 0,0 3,6 T/T I/I 203,00 1,89 2,12 2485,92 0,00 
GC30 F 19 Mult. 97,4 0,0 2,6 M/M I/V 158,00 1,98 0,89 2672,54 0,10 
GC31 F 45 Mult. 95,1 1,9 2,6 NULO I/I 371,00 1,76 0,70 2165,49 0,11 
GC32 F 19 Mult. 95,0 1,4 2,4 M/M I/I 306,00 1,91 2,67 2517,61 0,22 
GC33 F 20 Mult. 96,2 0,0 2,4 NULO I/V 634,00 2,04 1,44 2380,28 0,33 

Legenda ID: identificação, F; feminino, M: masculino, Multi: multiétnicos 
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ID Gênero Idade Etnia HPLC Biologia molecular Análises bioquímicas 
Hb A Hb F Hb A2 GSTM1/T1 GSTP1 TBARS (ng/mL) TEAC (mM) GST (U/mL) Catalase (U/mL) GSH (μM) 

GC34 F 22 Mult. 96,2 2,2 2,8 M/T I/I 174,00 1,87 1,72 2010,56 0,56 
GC35 F 23 Mult. 95,0 1,1 2,6 T/T I/V 97,00 1,91 1,19 2489,44 0,16 
GC36 F 26 Mult. 97,3 0,0 2,7 T/T I/I 0,00 1,66 1,31 2852,11 0,21 
GC37 F 24 Mult. 97,2 0,0 2,8 NULO I/I 58,00 1,97 1,48 2144,37 0,17 
GC38 M 22 Mult. 95,0 2,4 2,6 M/M I/I 563,00 2,05 1,76 2661,97 0,00 
GC39 M 24 Mult. 95,5 1,9 2,6 M/M I/V 235,00 2,11 3,73 2883,80 0,40 
GC40 M 24 Mult. 97,4 0,0 2,6 NULO I/I 245,00 2,00 1,15 2059,86 0,44 
GC41 F 18 Mult. 95,3 0,9 2,6 M/M I/I 660,50 1,69 1,88 2292,25 0,11 
GC42 M 20 Mult. 97,6 0,0 2,4 T/T I/I 100,00 2,07 1,91 2457,75 0,11 
GC43 M 23 Mult. 94,8 2,5 2,7 NULO I/V 261,00 2,02 0,22 2292,25 0,98 
GC44 M 25 Mult. 95,0 1,6 2,4 T/T I/I 209,00 2,10 1,04 2792,25 0,50 
GC45 M 22 Mult. 97,6 0,0 2,4 M/M I/I 444,00 1,78 2,01 2704,23 0,49 
GC46 F 21 Mult. 94,8 1,2 2,7 T/T V/V 211,00 1,90 1,35 2179,58 0,40 
GC47 F 27 Mult. 96,8 0,0 3,6 NULO I/I 148,00 1,80 1,90 2485,92 0,24 
GC48 M 22 Mult. 97,4 0,0 2,6 M/M I/I 336,00 1,91 0,97 1264,08 0,91 

Legenda ID: identificação, F; feminino, M: masculino, Multi: multiétnicos 
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Abstract 

This study evaluated, in sickle cell anemia (SCA) patients, the oxidative stress and 
antioxidant capacity markers. We also correlated the results with hydroxyurea (HU) 
therapy. We access GSTT1, GSTM1 and GSTP1 polymorphisms comparing with 
control group. The studied groups were composed of 48 subjects without 
hemoglobinopathies and 28 SCA patients, thirteen treated with HU [SCA (+HU); 
n=13], and fifteen SCA patients not treated with HU[SCA (−HU); n=15]. We observed 
significantly difference for GSTP1 polymorphisms in SCA patients with the V/V 
genotype that showed higher GSH and TEAC levels (p=0.0445 and p=0.0360, 
respectively) compared with the I/I genotype. HU use provides a 35.2% decrease in 
the lipid peroxidation levels on the SCA (+HU) group (p<0.0001). Moreover, the SCA 
(+HU) group showed higher TEAC levels as compared to the control group 
(p=0.002). We did not find any significant difference in GST activity between the 
studied groups (p=0.76), but the CAT activity was about 17% and 30% decreased in 
the SCA (+HU) and SCA (-HU) groups, respectively (p<0.00001). Whereas the 
plasma GSH levels were ~2 times higher in the SCA patients than the control group 
(p=0.0005). The HU use has contributed to higher CAT activity and TEAC levels, and 
lower lipid peroxidation in patients under treatment. These findings may contribute to 
highlight the influence of HU in ameliorating oxidative stress on SCD subjects. 
 

Key words: sickle cell anemia, oxidative stress, hydroxyurea, GST polymorphisms 
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Introduction 

Sickle cell anemia (SCA), an inherited monogenic disease is caused by a 

transversion in the codon of the sixth amino acid of the beta globin chain, on 

chromosome 11 [1], leading to formation of a defective hemoglobin form, the 

hemoglobin S (Hb S). In the deoxygenated state, the Hb S tends to aggregate into 

rodlike polymers, resulting in the deformed sickle shape and rigidity of red blood cells 

(RBCs) characteristic of this condition [2].  

Normal RBCs are usually subjected to oxidative stress as a result of the 

continuous reactive oxygen species (ROS) production that accompanies the Hb 

autoxidation, a condition that increases in SCA, due to sickle Hb polymerization and 

depolymerization cycles, hemolysis, intravascular sickling and transient vaso-

occlusive events that promote ischemia/reperfusion injury [3-5] with consequent 

vascular endothelial cell activation and injury that induce a continuous inflammatory 

response in the SCA individual that is propagated by elevated levels of inflammatory 

cytokines, a decreased nitric oxide bioavailability and oxidative stress [6]. 

Among the SCA-derived oxidative stress consequences are the increase in 

membrane lipid peroxidation levels and alterations in antioxidant defense systems 

like glutathione (GSH) levels and the activities of superoxide dismutase (SOD), 

catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx) [7]. 

Due in part to this multifaceted pathophysiology, effective treatment against 

the primary disease process in SCA has only recently been pointed up hydroxyurea 

(HU) administration is considered one of the most successful therapies for SCA 

patients [8,9]. The pharmacologic effects that may contribute to the efficacy of HU in 

SCA treatment includes the induction of Hb F production and increase in RBC water 

content (which reduces the polymerization of Hb S). The HU also increases 
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microvascular navigation of sickled cells, and decreases RBC adhesion to 

endothelium by diminishing the expression of endothelial adhesion molecules [9,10]. 

Glutathione S-transferases (GSTs) constitute multifunctional enzymes that are 

coded by at least eight distinct loci: α (GSTA), μ (GSTM), θ (GSTT), π (GSTP), σ 

(GSTS), κ (GSTK), ο (GSTO), and ζ (GSTZ), each of which composed by one or 

more homodimeric or heterodimeric isoforms [11,12]. These enzymes are involved in 

the conjugation reactions during the phase II of the xenobiotic metabolism, catalyzing 

reactions between GSH and a variety of potentially toxic and carcinogenic 

electrophilic compounds [13,14], besides, GSTs also display GPx activity and can 

thus protect from oxidative damage [15]. The deficiency in the activity of this enzyme 

can be derived from the inherited GSTs polymorphisms, e.g., GSTT1 (22q11.23), 

GSTM1 (1q13.3) and GSTP1 (11q13), and associations between GSTM1 and/or 

GSTT1 null genotypes with iron overload in HbE/β thalassemia patients has been 

reported. Patients presenting null genotype for both the alleles (GSTT1/GSTM1) had 

significantly higher serum iron and serum ferritin levels compared to patients with 

normal genotype for GST deletions [16]. 

SCA is characterized by chronic oxidative stress caused by an imbalance 

between ROS production and the activity of antioxidant enzymes. However, the few 

studies that have examined antioxidant enzymes in SCA patients have found 

contradictory results. Manfredini et al. [17] showed that SCA patients had significant 

higher GPx and SOD activities than healthy controls and no difference in the CAT 

activity, while Alsultan et al. [18] found that the mean activity values of SOD, CAT 

and GPx were significantly decreased in SCA patients. 

There are no reports about the influences of GSTT1, GSTM1 and GSTP1 

polymorphisms on oxidative stress parameters in SCA patients. Therefore, the goal 
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of this study was to evaluate, in SCA patients, the oxidative stress and antioxidant 

capacity markers, correlating them with HU treatment and GSTT1, GSTM1 and 

GSTP1 polymorphisms compared with the control group. 

 

Methods 

Subjects 

Seventy-six Brazilian subjects were included in the study (30 males and 46 

females; mean age: 23.8 years old; range: 9 – 65 years old). They were from the 

northwest region of Sao Paulo state and southwest region of Rio de Janeiro state in 

Brazil. The test group was composed by 28 SCA patients (11 males and 17 females; 

mean age: 27.7 years old) in clinical follow-up in São Jose do Rio Preto (SP) and Rio 

de Janeiro (RJ). The control group was composed by 48 subjects without 

hemoglobinopathies living also in the northwest region of Sao Paulo state (19 males 

and 29 females; mean age: 21.9 years old).  

All the patients were screened using a questionnaire, and were excluded if they were 

smokers, drinkers, or had had stroke. They were also asked for pain crisis, hemolytic 

crisis, and if they received blood transfusion in the last two months. The medications 

used were also accessed, and those taking medication known to affect the analyzed 

parameters were excluded from the study. All subjects gave their informed consent, 

and the study was approved by the Data Safety Monitoring Board (DSMB) according 

to Brazilian Regulations. 

All SCA patients received the same medication support and were then 

separated into two groups: SCA patients treated with HU [SCA (+HU); n=13], and 

SCA patients not treated with HU [SCA (−HU); n=15].  
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Biological samples 

Blood samples (11 mL) were collected through venipuncture in heparinized 

and EDTA tubes. The heparinized blood (7 mL) was incubated for 20 min at 37 °C 

and then centrifuged at 206 g for 20 min to separate the plasma for the TBARS and 

TEAC analysis. The EDTA sample fraction (4 mL) was aliquoted, being 2 mL used for 

the hemoglobinopathies tests, genotypic determination and enzymatic activities 

analysis. The other 2 mL was submitted to centrifugation at 825 g for 10 min to obtain 

the plasma and then were frozen at -80 °C for GSH levels determination. 

 

Hemoglobin phenotypes and genotypes 

Hb identification was performed using electrophoresis on cellulose acetate pH 

8.4, and agar electrophoresis at pH 6.2. The Hb fraction quantification was obtained 

using high performance liquid chromatography (HPLC) by the automated VARIANTTM 

equipment (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) [19]. Cell morphology microscopic 

analysis was performed on the stained blood using May-Grünwald-Giemsa. In all 

patient samples, the Hb genotype was developed by molecular analysis using PCR-

RFLP. The segment amplification that encodes Hb S was accomplished by specific 

oligonucleotídeos iniciadores, and the amplicon was cleaved by the DdeI restriction 

endonuclease (New England BioLabs, MA, USA) [20]. 

 

Glutathione S-Transferase Polymorphism Genotyping 

The genetic polymorphism analysis for the GSTM1 and the GSTT1 genes was 

determined simultaneously in a single assay using a multiplex PCR approach with a 

housekeeping CYP1A gene co-amplification as an internal control [21]. 
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GSTP1 polymorphism was performed using PCR-RFLP and the specific 

oligonucleotídeos iniciadores for exon 5 (Ile105Val). Following PCR, the product was 

digested with BsmA1 restriction endonuclease (New England BioLabs, MA, USA). 

The digest was submitted to an electrophoresis on a 3.5% agarose gel containing 

ethidium bromide [22]. 

 

Biochemical analysis 

Lipid peroxidation levels were assessed in heparinized plasma using the 

thiobarbituric-acid-reactive substances (TBARS) assay [23]. Antioxidant capacity was 

also determined in heparinized plasma samples according to their equivalence to 

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethychroman-2-carboxylic acid) [24]. For the total 

GST activity, the blood samples were diluted in an 3.5 μM 2-mercaptoethanol 10 μM 

NADP 2.7 mM EDTA hemolyzing solution (1:20, v/v) and then assayed using 1-

chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) as substrate at 340 nm. The assay was carried out 

in 0.2 M K-phosphate buffer, pH 6.5, 1 mM CDNB, 1 mM GSH (ε = 9.6 mM-1 cm-1) 

[25]. For the analysis of CAT activity, blood samples were diluted in ultrapure water 

(1:50, v/v) and then 10 uL was used to measure CAT activity, by the decrease in 

absorbance at 240 nm (ε = 0.04 mM-1 cm-1) due to the consumption of H2O2 (10 mM 

H2O2 in 1 M Tris-HCl buffer pH 8.0 containing 5 mM EDTA) [26]. 

GSH concentration was determined in EDTA plasma samples using HPLC 

coupled to a coulometric electrochemical detector (Coulochem III ESA, Bedford, MA) 

according to Rodríguez-Ariza et al. [27]. Under these conditions, GSH clearly eluted 

~6 min. GSH was extracted from the plasma samples by adding perchloric acid to the 

plasma sample (10% final concentration). After vigorous stirring and 10 min on ice, 

the mixture was centrifuged at 8000 rpm for 10 min at 4°C. The extract was then 
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filtered through Millex syringe filter units (0.22 μm) and directly injected into the HPLC 

system. The calculations were based on a calibration curve previously constructed by 

injecting authentic GSH standards into the HPLC system. 

 

 

Statistical Analysis  

Statistical analysis was performed using the Statistica 9.0 software (Statsoft 

Inc.). Data were expressed as mean + standard deviation and were tested for normal 

distribution using the Shapiro Wilk test. Data were also tested for homogeneity of 

variances using the Levene test. Means between the groups were compared by 

applying the t test or one-way ANOVA followed by the post hoc Tukey test for 

parametric data, and the Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis followed by the post 

hoc Dunn test for non-parametric data. To assess the degree of association between 

the studied variables, we used the Pearson correlation for parametric data and the 

Spearman correlation for non-parametric data and linear regression. To compare the 

GST genotypes between the studied groups Pearson Chi-square test supplemented 

by Fisher’s exact test was used. The level of significance was set at p < 0.05. 

 

Results and discussion 

The hemoglobin fraction values of studied groups are detailed in Table 1. All 

hemoglobin parameters were significantly different between the groups, as expected, 

confirming the previously well-described HU effect (Hb F contents increase) that 

improves patients' clinical conditions [9]. It is interesting to note the high Hb F levels 

in the SCA (−HU) group which may have been influenced by non-target factors in this 

study, such as the three major loci – Xmn1-HBG2 single nucleotide polymorphism, 
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HBS1L-MYB intergenic region on chromosome 6q, and BCL11A – that contribute 

20–50% of the trait Hb F variance in SCA patients [28].  

It should be mentioned that the Hb A2 levels was slightly higher than expected 

for SCA, and this is due to the automated HPLC characteristics in which Hb S 

acetylated subfractions elute at the Hb A2 window increasing Hb A2 levels [29], and 

the high Hb A levels observed in both SCA groups are transfusion remnant, because 

the blood transfusion are indispensable and very frequent SCA treatment. 

Human GSTs have been well characterized as ethnic-dependent 

polymorphism frequencies [30] and largely divergent among populations around the 

world [31]. The gene distribution of GST polymorphisms in this study is summarized 

in Table 2.  

The frequency data obtained for the controls control group are similar to those 

described in the scientific literature whereas the SCA patients group presented lower 

frequencies for the null GSTM1 (21.6%) and I/I (17.9%) genotypes when compared 

with the frequencies obtained for Brazilian population, which demonstrated a 

genotypic distribution for GSTM1, GSTT1 and GSTP1 polymorphisms ranging from 

42 to 73% for null GSTM1, 25 to 47% for null GSTT1, and 9 to 41% for null genotype 

for both genes. The GSTP1 polymorphism frequencies in these individuals ranged 

from 40 to 62% for I/I genotype, 30 to 46% for I/V and 6 to 17% for V/V [30,32-35]. 

However, this is the first study reporting the GSTM1, GSTT1 and GSTP1 

polymorphisms frequency in SCA patients and the significant difference when 

compared with the control group. 

The association of GSTM1, GSTT1 and GSTP1 polymorphisms with various 

diseases such as cancer and inflammatory diseases, and responses in the 

metabolism, efficacy and toxicity of certain drugs have been widely investigated [36-
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38] but few studies have investigated their relationship with oxidative stress 

parameters. Bessa et al. [39] showed that subjects with null GSTM1 and GSTT1 or 

null genotype for both genes had significantly lower erythrocyte GST activity than 

those with GSTM1+/GSTT1+, and also higher lipid peroxidation levels, lower 

erythrocyte GSH levels and decreased activities of CAT, SOD and GPx, whereas 

there was no significant difference in these oxidative stress-related parameters 

between the GSTM1 and GSTT1 genotypes. 

Thus, we investigated the influence of GSTM1, GSTT1 and GSTP1 

polymorphisms on the oxidative stress parameters (TBARS, TEAC and GSH plasma 

levels, and activities of CAT and GST) in the control group and SCA patients (Table 

3). Our results showed that the GST polymorphisms did not influence significantly on 

any of the biochemical markers in the control group, whereas in SCA patients, we 

observed significant difference only for GSTP1 polymorphisms. SCA patients with the 

V/V genotype showed higher GSH and TEAC levels (p = 0.0445 and p = 0.0360, 

respectively) compared with the I/I genotype, indicating a possible correlation 

between these polymorphisms with oxidative stress in SCA patients. However, 

because the studies on the influence of GST polymorphisms on oxidative processes 

are very scarce, further researches are needed to better address this hypothesis. 

Although oxidative stress and alterations in the activities of antioxidant 

enzymes have been extensively described in SCA, the results are sometimes 

contradictory, and their relationship with HU treatment remains unclear. We, 

therefore, examined the lipid peroxidation levels (TBARS) and the antioxidant 

capacity (TEAC levels, GST and CAT activities, and plasma GSH levels) in a control 

group (CG; n = 48), SCA patients treated with HU [SCD (+HU); n = 13], and SCA 

patients not previously treated with HU [SCA (−HU); n = 15] (Figure. 1). 
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High levels of lipid peroxidation in SCA patients were largely reported 

[17,18,40,41], but we demonstrated in this study that the use of HU provides a 35.2% 

decrease in the lipid peroxidation levels on the SCA (+HU) group (p < 0.0001), 

confirming its antioxidants property in vivo, as previously reported by Agil and 

Sadrzadeh [42] in a RBC model. Moreover, the SCA patients presented higher TEAC 

levels when compared to the control group, and a low and positive correlation with 

TBARS levels (r = 0.22, p = 0.04) (Figure 2-A), in accordance with a recent 

publication by our group [43]. 

The significant increase in TEAC levels in the SCA (+HU) group compared to 

the control group (p = 0.002) is probably due to the antioxidant property of HU, 

counteracting the high levels of ROS generated by the disease. However, further 

studies are needed to understand this phenomenon. 

The main role of GSTs in cells is related to the detoxification of xenobiotics 

and lipoperoxidation products, despite some isoforms also contain peroxidase activity 

[15,44]. Because of this, the evaluation of GSTs has been used as important 

biomarker of oxidative stress in many human diseases such as hypertension [39], 

Alzheimer's disease [45], non-alcoholic fatty liver disease [46], and also cancer [47]. 

As in SCA, all these diseases are also characterized by chronic inflammation closely 

associated with oxidative stress. However, there are no reports on the evaluation of 

GST activity in SCA patients. We did not find any significant difference in GST activity 

between the studied groups (p = 0.76), suggesting that this enzyme was not affected 

by the disease. Despite oxidative stress was characterized in SCA patients and GST 

accounts for antioxidant defenses, it may be hypothesized that other antioxidant 

enzymes present in RBC such as SOD, CAT, GPx and peroxiredoxin [48-50] have a 

more prominent role on the oxidative stress responses. However this remains 
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unsolved and should be accessed by other studies. Also, it should be mentioned that 

GST activity was measured by using CDNB as substrate, which is a general 

substrate for several GST isoforms. Further studies using specific substrates for 

different GST isoform are needed, for a better comprehension on the effects of SCA-

derived oxidative stress on GST modulation. 

The activity of CAT was about 17% and 30% decreased in the SCA (+HU) and 

SCA (−HU) groups, respectively (p < 0.00001), in agreement with the findings of 

Alsultan et al [18] in SCA patients and with Dasgupta et al [5] in transgenic sickle 

mouse models. Contrariwise, Manfredini et al. [17] and Cho et al [51] did not observe 

differences in CAT activity between the evaluated control and SCA groups. 

The statistical correlation and linear regression analysis between CAT activity 

and TBARS levels showed a negative correlation between these parameters (r = -

0.56, p < 0.00001), in which the increase in TBARS levels can be 31% explained by 

the decrease of CAT activity (R2 = 0.31, p = 0.00001) (Figure 2-B). Reduction in the 

CAT activity was also observed in inflammatory bowel disease [52] and may be due 

to its consumption by ROS generated by the chronic inflammatory process in these 

disorders. The HU seems to participate in the antioxidant defense, avoiding CAT 

consumption, since the SCA (+HU) group showed higher CAT activity than the SCA 

(−HU) group, but without statistical difference. Venkatesha et al [53] submitted 

cultures of human non-malignant breast epithelial cells to high ROS levels and 

observed a significant increase in micronuclei frequency and in histone 2AX-

phosphorylation. When these cells culture were treated with CAT, it was showed that 

CAT blunted cell damages, validating its antioxidant action. 

The tripeptide GSH is a very abundant intracellular free thiol that plays a 

critical role in regulating a variety of cellular functions, including xenobiotic 
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detoxification, the synthesis of DNA and other endogenous compounds, modulation 

of gene expression, and the regulation of cell cycle. However, the most important and 

well-known function of GSH is as a non-enzymatic antioxidant [54]. There are several 

reports on the evaluation of erythrocyte or tissues GSH levels in SCA patients and 

transgenic mice [5,55-58], but to our knowledge, the present study was the first that 

have correlated plasma GSH levels with biochemical parameters in SCA. Human 

plasma contains very low GSH concentrations, in the range of 0.1 to 20μM [59], 

which are consistent with our data. The plasma GSH levels were ~2 times higher in 

the SCA patients than the control group (p = 0.0005), and showed a positive 

correlation with the TBARS levels (r = 0.37, p = 0.0008) (Figure 2-C), that may be 

due to arising of the characteristic hemolytic process of the SCA pathophysiology or 

a response to chronic stress, confirming its antioxidant function. 

RBCs can synthesize GSH from cysteine, glycine and glutamic acid since they 

contain all the enzymes necessary for its biosynthesis, and a significant percentage 

of their GSH is produced de novo daily [60]. Furthermore, both glutathione disulfide 

(GSSG) and glutathione conjugates (GS-X) are actively exported from RBCs when 

their intracellular concentration is high. This de novo re-synthesis may balance the 

GSH loss due to GSSG and GS-X export, and is regulated by a feedback mechanism 

[61,62]. Giustarini et al [63] demonstrated that RBCs significantly contribute to the 

plasma pool of GSH and suggested that abnormalities in RBCs can influence the 

plasma GSH levels, thus SCA may interfere in the GSH de novo re-synthesis 

feedback mechanism. Dumaswala et al [64] showed in vitro that supplementing the 

conventional additive with GSH precursor amino acids improved RBC GSH synthesis 

and maintenance, preventing RBC scavenging function which can be committed by 

ROS. However, further studies are needed to better understand this mechanism. 
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In conclusion, we observed significant differences in the biochemical 

parameters evaluated in SCA, except for GST activity. We suggest that these 

parameters may play important roles in other β-hemoglobinopathies or hemolytic 

anemia, which have involvement with oxidative stress, but this remains to be further 

investigated. The use of HU improved the antioxidant defenses, also contributing for 

a higher CAT activity and TEAC levels, and a lower lipid peroxidation in SCA 

patients. With the evidence of these results, we also suggest that GSH can be used 

as an adjunct in reducing oxidative stress, improving the oxidative and inflammatory 

status of the disease. 
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FIGURE 1 

 



134 
 

 

Apêndices 

 

FIGURE 2 
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Figure Legends 

 

Figure 1. The oxidative stress parameters evalueted in the control group and 

SCA patients. A) TBARS levels were ~5 times and ~8 times higher in the SCA 

(+HU) and SCA (-HU), respectively, than in the control group (CG) (p < 0.0001). B) 

TEAC levels were higher in the SCA patients than in the control group (p = 0.002). C) 

GST activity was slightly higher only in the SCA (-HU) group (p = 0.76). D) CAT 

activity was lower in the SCA patients than in the control group (p < 0.00001). E) 

GSH levels were ~2 times higher in the SCA patients than in the control group (p = 

0.0005). *Indicates statistical difference according to the one-way ANOVA followed 

by post hoc Turkey test (TEAC and GST) or Kruskal-Wallis followed by post hoc 

Dunn test (TBARS, CAT and GSH). 

 

Figure 2. Association between the biochemical parameters evaluated. A) 

Positive linear correlation of 22% between lipid peroxidation and TEAC levels (r = 

0.22, p = 0.04). B) Negative linear correlation of 56% between lipid peroxidation and 

CAT activity (r = -0.56, p = 0.00001) and, also, linear regression showing that the 

increase in TBARS levels can be 31% explained by the decrease of CAT activity (R2 

= 0.31, p < 0.00001). C) Positive linear correlation of 37% between lipid peroxidation 

and GSH levels (r = 0.37, p = 0.0008). 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Anexo 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 


	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	LISTA DE SÍMBOLOS
	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	2. OBJETIVOS
	3. MATERIAL E MÉTODOS
	4. RESULTADOS
	5. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICES

