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RESUMO 

A anemia falciforme (AF) está associada a um estado pró-inflamatório crônico caracterizado 

por elevada contagem de leucócitos, mortalidade por infecções recorrentes graves e 

subsequentes complicações vaso-oclusivas com adesão de leucócitos ao endotélio e aumento 

dos níveis plasmáticos de citocinas inflamatórias. O sistema imunológico tem estreita ligação 

com a morbidade na anemia falciforme, porém estudos detalhados sobre o envolvimento dos 

sistemas imune inato e adaptativo na modulação da fisiopatologia da AF são necessários e 

relevantes. Nesse estudo foi avaliado o perfil de células inatas e adaptativas, citocinas, 

quimiocinas, fatores de crescimento, expressão de receptores Toll-like e expressão de 

moléculas de adesão de pacientes com AF e doadores saudáveis com o intuito de  predizer 

biomarcadores, a relação entre eles e sua correlação com registros laboratoriais e risco de morte. 

A imunofenotipagem de células, receptores Toll-like, moléculas de adesão e dosagem de 

citocinas / quimiocinas / fatores de crescimento foram realizadas a partir de amostras de sangue 

periférico de pacientes com AF e doadores saudáveis por citometria de fluxo e técnicas de 

luminex, respectivamente. As células da imunidade adaptativa, Th1, Th17 e citocinas 

reguladoras, quimiocinas IL-8, IP-10, MIP-α, MIP- e RANTES e fatores de crescimento 

VEGF, bFGF e GM-CSF foram maiores em pacientes com AF que em doadores saudáveis em 

qualquer condição laboratorial e clínica. Pacientes com alto risco de morte parecem ter 

biomarcadores relevantes. Conclusão. Na fisiopatologia da AF no estado estacionário há uma 

ampla rede de interação de biomarcadores imunológicos destacada por linfócitos TCD4+ 

CD69+, citocinas IL-12 e IL-17 inflamatórias e reguladora IL-10, quimiocionas MIP-α, MIP- 

e IP-10 e fator de crescimento VEGF. A alta expressão de TLR2 em monócitos e VLA-4 em 

linfócitos TCD8+ e altos níveis de MIP- e RANTES parece ser relevante em condições de alto 

risco de morte. As elevadas condições de reticulocitose e alto risco de morte apresentam 

correlações comuns, parece haver equilíbrio pelo perfil Th2. Mesmo assim, são necessários 

mais estudos abordando os mesmos biomarcadores nos mesmos pacientes em crise ou outros 

biomarcadores, vias de sinalização intracelular, análise da expressão gênica de moléculas 

envolvidas em respostas imunes inatas e adaptativas para entender melhor esse complexo 

mecanismo fisiopatológico da AF. 

 

 Palavras-chaves: Anemia falciforme, biomarcadores, perfil imune, reticulocitose, risco de 

morte. 
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ABSTRACT 

Sickle cell anemia (SCA) is associated with a chronic pro-inflammatory state characterized by 

elevated leukocyte count, mortality from severe recurrent infections, and subsequent vaso-

occlusive complications with leukocyte adhesion to the endothelium and increased plasma 

levels of inflammatory cytokines. The immune system has a close connection with morbidity 

in sickle cell anemia, but further studies are needed to uncover the involvement of innate and 

adaptive immunities in modulating the SCA physiopathology. We performed the frequency of 

innate and adaptive immunity cells, cytokines, chemokines and growth factors measurement, 

Toll-like receptors and adhesion molecules expression in the blood of SCA patients and healthy 

donors to evaluate the different profile of these biomarkers, the relationship among them and 

its correlation to laboratory records and death risk. The immunophenotyping of cells, Toll-like 

receptors, adhesion molecules and cytokine/chemokine/growth factors measurement were 

performed from peripheral blood samples from SCA patients and healthy donors by flow 

cytometry and luminex techniques, respectively. The cells of the adaptive immunity, Th1, Th17 

and regulatory cytokines, IL-8, IP-10, MIP-α, MIP- and RANTES chemokines and VEGF, 

bFGF and GM-CSF growth factors were higher in SCA patients than healthy donors regardless 

any laboratorial and clinical condition. Although, high death risk appears to have relevant 

biomarkers. In the SCA pathophysiology at steady state there are a broad immunological 

biomarker cross-talk highlighted by TCD4+CD69+ lymphocytes, IL-12 and IL-17 

inflammatory and IL-10 regulatory cytokines, MIP-α, MIP- and IP-10 chemokines and growth 

factor VEGF. High expression of TLR2 in monocytes and VLA-4 in TCD8+ lymphocytes and 

high levels of MIP- and RANTES appears to be relevant in high death risk condition. The 

high reticulocytosis and high death risk conditions present commons correlations there seems 

to be balance by Th2 profile. However, further studies are needed to establish a selective 

biomarker and to better understand this complex pathophysiological mechanism of sickle cell 

anemia. 

 
Key words: Sickle cell anemia, biomarkers, immune profile, reticulocytosis, death risk. 
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INTRODUÇÃO 

As hemoglobinopatias, ou seja, os distúrbios das hemoglobinas humanas constituem um 

grupo heterogêneo de doenças geneticamente determinadas. Clinicamente, as mais importantes 

são aquelas que envolvem os genes das cadeias α e β da globina (DRISS et al., 2009). Entre as 

hemoglobinopatias, as doenças falciformes (DFs) são as desordens monogênicas mais 

prevalentes, responsáveis por alta mortalidade e morbidade com uma sobrevivência média 

estimada de 45 a 48 anos na sociedade ocidental (BEERS et al., 2014). Aproximadamente 5% 

da população mundial carrega traço genético para hemoglobinopatias, como doenças 

falciformes e talassemias (MODELL; DARLISON, 2008; MOHANTY, 2014). Estima-se que 

a cada ano 300.000 bebês nascem com a forma grave (homozigotos), em nível mundial, 

principalmente na África subsaariana, Oriente Médio e Índia. Os padrões de migração têm 

levado a distribuição do gene de células falciformes para áreas não endêmicas de malária, como 

áreas da Europa e USA. Prevê-se que o número de recém-nascidos com anemia falciforme em 

nível mundial vai aumentar de 305.800 em 2010 para 404.200 em 2050, consistindo em um 

problema de saúde pública com alta morbidade e mortalidade em várias nações (BEERS et al., 

2014). 

No Brasil, em 2016, 1.071 recém-nascidos tinham doença falciforme (DF) e> 60.000 

eram heterozigotos para o alelo βS. Há cerca de 30.000 indivíduos com anemia falciforme em 

todo o país (BRAGA et al., 2016; BRASIL, 2014; LERVOLINO et al., 2011) e a prevalência 

de heterozigotos para HbS nas regiões Norte e Nordeste é mais alta, cerca de 6 a 10%, enquanto 

nas regiões Sul e Sudeste a prevalência é menor 2 a 3% (SILVA-PINTO et al., 2013; SILVA, 

2015). Essa alta carga global de pacientes com doença falciforme e seu impacto na saúde 

coletiva devem estimular o investimento em pesquisas científicas sobre os mecanismos 

moleculares e imunológicos da doença e alternativas terapêuticas (MOHANTY, 2014; SARAF 

et al., 2014). 

O termo “doença falciforme” refere-se a um grupo de desordens que resultam de uma 

mutação pontual da troca de adenina pela timina (GAG → GTG) no sexto códon do gene da β-

globina (βS). Esta alteração conduz uma substituição do ácido glutâmico por valina na sexta 

posição da cadeia polipeptídica, refletindo em uma forma anormal de hemoglobina (HbS). A 

herança heterozigota da hemoglobina HbS, isto é, associadas a outras hemoglobinas (HbSC, 

HbSD, HbSE) ou com mutações β-talassêmicas que levam a produção reduzida da β-globina 

normal (DF S/β-talassemia) terão consequências fisiopatológicas características (NAGEL; 

FABRY; STEINBERG, 2003). A forma mais comum (>70% das doenças falciformes no 
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mundo) e a mais grave, resulta da herança homozigota a qual é usualmente referida como sendo 

DF SS ou HbSS ou anemia falciforme (AF) (CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015a; 

RUSANOVA et al., 2011). Cada genótipo possui sua própria diversidade fenotípica, que está 

suscetível a ser geneticamente modulada (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; 

STEINBERG, 2009), no entanto, indivíduos com anemia falciforme a gravidade das 

manifestações clínicas e hematológicas é extremamente heterogênea, variando de ausência de 

sintomas a mortalidade infantil, podendo estar associada com os níveis de hemoglobina fetal 

(HbF) e os diferentes haplótipos de βs-globina (CARVALHO-DOS SANTOS et al., 2012; 

RUSANOVA et al., 2011). 

 A formação e polimerização da HbS induz uma série de alterações nas hemácias, como 

o afoiçamento dos eritrócitos em condições de hipóxia, as quais levarão a várias alterações 

fisiológicas, com a resposta inflamatória tendo um papel central, e diversas apresentações 

clínicas, tais como anemia hemolítica, adesão celular ao endotélio, disfunção endotelial e vaso-

oclusão com dor intensa, acidente vascular cerebral, síndrome torácica aguda, úlceras de perna 

e falência de órgãos. Essas complicações são as razões mais comuns de internações 

emergenciais de pacientes (DRISS et al., 2009; MEKONTSO DESSAP et al., 2014; SARAF et 

al., 2014). Essa variabilidade pode ser explicada por modificadores genéticos, incluindo fatores 

que afetam o nível de HbF e a co-herança da talassemia-α ou ainda fatores ambientais (como o 

ambiente doméstico, estado socioeconômico, nutrição, culturais, epigenético e acesso a 

cuidados especializados) e modulação pelo sistema imune. É muito difícil determinar os fatores 

exatos que regulam a gravidade dessas doenças (BELINI JUNIOR et al., 2015; CHIES; 

NARDI, 2001; KATO et al., 2018; MUSA et al., 2010). 

O sistema imune tem estreita ligação com a morbidade na anemia falciforme, mas estudos 

adicionais são necessários para revelar o envolvimento de imunidades inata e adaptativa na 

modulação da fisiopatologia da AF (CHIES; NARDI, 2001; MUSA et al., 2010). Estudos com 

pacientes falcêmicos da região norte do Brasil muito provavelmente trarão informações 

importantes, devido às diferenças genéticas entre populações e a influência de diversos fatores 

nos mecanismos celulares e moleculares. Estudos limitados conduzidos até agora indicaram 

anormalidades no sistema imune adaptativo dos indivíduos com AF e que podem afetar a 

reatividade a vacina nesses indivíduos (BALANDYA et al., 2017). Investigações mais 

detalhadas sobre o perfil imunológico tanto sistema imune inato  quanto adaptativo de pacientes 

com AF em estado estacionário trarão informações valiosas para o monitormento clínico desses 

indivíduos. 
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Neste contexto, investigamos a frequência de células das imunidades inata e adaptativa, 

os níveis de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, expressão de receptores Toll-like 

e de moléculas de adesão no sangue de pacientes com AF e doadores saudáveis para avaliar os 

diferentes perfis desses biomarcadores, a relação entre eles e sua correlação com parâmetros 

laboratoriais e risco de morte. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1 Hemoglobina: síntese, estrutura e tipos. 

A hemoglobina (Hb) é a principal proteína contida no interior dos eritrócitos, tendo como 

principal função o transporte de oxigênio dos pulmões para os tecidos, mas também interage 

especificamente com 3 outros gases, dióxido de carbono, monóxido de carbono e óxido nítrico, 

que tem importantes papéis biológicos. Cada eritrócito contém aproximadamente 640 milhões 

moléculas de hemoglobina (MARENGO-ROWE, 2006; SCHECHTER, 2008). 

Na espécie humana e em outros vertebrados são verificadas mudanças nos diferentes tipos 

de hemoglobinas como forma de adaptação à disponibilidade de oxigênio durante o 

desenvolvimento do organismo (NAOUM, 1997a). Durante o desenvolvimento intrauterino, o 

oxigênio transportado pela hemoglobina é fornecido pelo sangue materno através da placenta e 

com o nascimento passa a ser captado nos pulmões diretamente do ar atmosférico (OSÓRIO-

BORGES; ROBINSON, 1993). A síntese dos diferentes tipos de hemoglobinas embrioná 

rias, fetal e adultas obedece a um rígido controle genético, envolvendo os genes tipo alfa 

do cromossomo 16 e os do tipo beta do cromossomo 11, os quais são expressos de acordo com 

o desenvolvimento embrionário fetal. As hemoglobinas embrionárias são sintetizadas 

gradativamente até atingir suas concentrações máximas específicas, depois se inicia a 

diminuição de suas sínteses, dando lugar a elaboração de Hb Fetal e a seguir das adultas HbA 

e HbA2 (HIGGS et al., 1989; NAOUM, 1997a) 

A síntese das globinas do tipo alfa inclui as globinas zeta e alfa, realizada por um grupo 

(cluster) de genes constituído por genes estruturais sendo dois alfas (α1 e α2), que permanecem 

em atividade durante toda a vida do indivíduo, genes zeta (ζ), de atuação somente na fase 

embrionária, três pseudogenes (ψζ psi-zeta, ψα2 psi-alfa 2 e ψα1 psi-alfa 1), os quais possuem 

sequências idênticas a um gene de globina, mas contém mutações que inibem sua expressão 

tornando-os silenciosos (inativos), e um gene teta (θ1), cuja função ainda não é muito bem 

definida (Figura 1) (HIGGS et al., 1989; NAOUM, 1997a; SCHECHTER, 2008). O ritmo 

normal de síntese dos genes alfas é muito elevado, uma vez que a globina alfa participa da 

composição de todas as hemoglobinas (NAOUM, 1997a). A expressão dos genes alfa globina 

é regulada por elementos localizados no próprio gene em regiões adjacentes a ele, e por uma 

sequência denominada HS-40, localizada a 40Kb do gene zeta. Esse sítio age como um 

elemento enhancer eritróide específico ao interagir com fatores de transcrição de genes 

intimamente ligados (SCHECHTER, 2008). 
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Figura 1: Organização do agrupamento de genes das globinas do tipo alfa e sua região reguladora. 
Fonte: Adaptado de Schechter, 2008. 
 

As globinas do tipo beta, produzidas pela expressão do cluster de genes beta, são 

sintetizadas de forma mais heterogênea e abrangente, pois envolve a produção das globinas 

beta, delta, gama e épsilon. Esse agrupamento é constituído por cinco genes estruturais, épsilon 

(ε), expresso na fase embrionária; genes gama-alanina (γA) e gama-glicina (γG), característicos 

do período fetal; genes delta (δ) e beta (β), os quais são atuantes a partir de uma fase do período 

fetal e se expressam por toda a vida após o nascimento; e um pseudogene psi-beta (ψβ) (Figura 

2) (NAOUM, 1997a; SCHECHTER, 2008). A expressão dos genes do cluster beta-globina é 

regulada pela sua proximidade a um grupo que contêm cinco segmentos de DNA denominados 

Locus Control Region (LCR) (Figura 2). Essa região é hipersensível à clivagem pela nuclease 

DNAase I e parece contribuir significativamente para a expressão sequencial 5’-3’ dos genes 

globina durante o desenvolvimento, além de contribuir para a concentração alta de hemoglobina 

no eritrócito normal (DEAN, 2006; LI et al., 2002; ORKIN, 1995; SCHECHTER, 2008). 

 

Figura 2: Organização do agrupamento de genes das globinas do tipo beta e sua região reguladora. 
Fonte: Adaptado de Schechter, 2008. 

 

As moléculas de hemoglobina humana constituem uma estrutura quaternária de proteínas 

relacionadas intimamente, formada por pareamento simétrico de um dímero de cadeias 

polipeptídicas de globinas em uma unidade estrutural e funcional tetramérica ligadas a 4 grupos 

prostético heme (Figura 3) (NAOUM, 1997b; NETO; PITOMBEIRA, 2003; SCHECHTER, 

2008). 

No período embrionário o primeiro tetrâmero hemoglobínico é formado por cadeias zeta 

e épsilon (ζ2ε2), as quais formam a Hb Gower-1, presente nas 4 semanas iniciais do período 



22 

 

 

 

embrionário. A partir desse período até a 12a semana, as hemoglobinas são compostas por pares 

de cadeia zeta e gama (ζ2γ2) constituindo o tipo Portland, e quando ocorre a produção das 

cadeias alfa, estas se combinam com a cadeia épsilon e forma a hemoglobina Gower-2 (α2ε2) 

(NAOUM, 1997b; NETO; PITOMBEIRA, 2003). Por grande parte da vida intrauterina 

prepondera a produção da Hb fetal (α2 γ2), cuja produção tem início na quarta semana de 

gestação devido ao incremento da produção das cadeias alfa e gama, com aumento do seu nível 

quantitativo progressivo ao desenvolvimento fetal, porém nos primeiros seis meses de vida, a 

produção da HbF decai (HOFFBRAND; PETTIT; MOSS, 2004; NAOUM, 1997b; NETO; 

PITOMBEIRA, 2003). 

 

Figura 3: Estrutura quaternária da molécula de hemoglobina. 

Fonte: Schechter, 2008 (desenho de Irving M. Geis e ilustração 

de Alice Y. Chen). 

 

A hemoglobina adulta HbA, composta por dímeros de cadeias alfa e beta (α2β2), é 

sintetizada a partir da 10a semana e se mantém em concentrações próximas a 10% até o 

nascimento, pois o gene da cadeia beta (β) globínica é expresso, com pouca intensidade, nas 

primeiras seis semanas de vida fetal, mas a partir deste período ocorre uma mudança (switch), 

quando a síntese da cadeia γ é substituída pela β dando origem a produção da HbA que 

permanece nos eritrócitos por toda fase adulta (HOFFBRAND; PETTIT; MOSS, 2004; 

NAOUM, 1997b) Por volta da 25a semana de gestação inicia-se a produção das cadeias delta 

(δ) em concentrações reduzidas até o nascimento, aumentando lentamente e estabilizando-se 

por volta do sexto mês de vida em diante. Quando as cadeias δ ligam-se as cadeias α originam 

a HbA2 (α2δ2). A distribuição proporcional das diferentes hemoglobinas nos eritrócitos após os 

seis meses iniciais de vida é: HbA 96-98%, HbA2 2,5-3% e HbF 0-1% (SCHECHTER, 2008). 
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1.2 Hemoglobinopatias 

 As hemoglobinopatias são desordens monogênicas, caracterizadas por anomalias na 

estrutura, produção ou função de cadeias globínicas que levam à baixa produção ou ausência 

de hemoglobina com uma consequente heterogeneidade clínica e fenotípica (COSTA et al., 

2015). As alterações (mutações) que envolvem as globinas se devem à modificação nos genes 

responsáveis pelo sequenciamento e estrutura de cada tipo de polipeptídeo (Hb variantes), bem 

como naqueles destinados à regulação quantitativa da síntese de polipeptídeos (talassemias) 

(NAOUM, 1997b; THOM et al., 2013). Menos frequentemente, ambos fenótipos podem estar 

presentes em um mesmo indivíduo (concomitante variação estrutural e síntese reduzida) 

(SONATI; COSTA, 2008). Quando um determinado gene apresenta uma de suas bases 

nitrogenadas substituída por outra diferente, isso resulta na troca de um aminoácido e 

consequentemente na formação de moléculas de hemoglobinas com características bioquímicas 

alteradas em relação as hemoglobinas normais, e por isso são chamadas de hemoglobinas 

variantes (DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 2004; URBINATI; MADIGAN; MALIK, 

2006). 

As hemoglobinopatias apresentam alta morbidade e mortalidade e estão entre as doenças 

monogênicas mais comuns, as quais afetam um número estimado de 7% da população mundial, 

cerca de 330.000 recém-nascidos a cada ano, com mais de 1000 alelos mutantes diferentes 

(MARTINEZ et al., 2014; SONATI; COSTA, 2008; THEIN, 2013; THOM et al., 2013). As 

mais significantes são a β-Talassemia e as Doenças Falciformes (DF) e de acordo com a OMS 

tem sido estimado cerca de 1,5% da população global sejam carreadores de β-Talassemia, 

enquanto cerca de 70% das crianças sofrem de DF (COSTA et al., 2015; MARTINEZ et al., 

2014). As talassemias consistem em um conjunto de síndromes motivadas principalmente por 

alterações de sínteses quantitativas de globinas alfa e beta, causando desequilíbrio entre elas 

(NAOUM, 1997b; PATRINOS; KOLLIA; PAPADAKIS, 2005). 

 Na DF ocorre uma mutação na sexta posição da β-globina que levam a substituição do 

aminoácido ácido glutâmico pela valina (Figura 4). Essa mudança resulta na formação de uma 

hemoglobina anormal, denominada HbS, a qual polimeriza em estado desoxigenado, induzindo 

uma deformação nos eritrócitos com a forma característica de foice (COSTA et al., 2015; 

NAOUM, 1997b). 
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Figura 4: Formação da HbS a partir de uma troca da base nitrogenada Adenina 

(A) pela Timina (T), levando a produção do aminoácido valina no lugar do ácido 

glutâmico. 

Fonte: Adaptado de Naoum, 1997. 
 

A polimerização da HbS ocorre, pois apresenta sua estrutura molecular abalada pela troca 

de aminoácidos. Na HbA, o ácido glutâmico confere característica polar a hemoglobina, 

tornando-a mais solúvel, e previne interações intermoleculares e assim auxilia no afastamento 

de moléculas desoxigenadas de hemoglobinas. Quando a HbS está na forma desoxigenada 

(baixa tensão de oxigênio) o aminoácido valina, de característica apolar, é exposto na superfície 

da β-globina, o que permite interações intermoleculares hidrofóbicas com os receptores 

fenilalanina e leucina na molécula adjacente de HbS e a formação de polímeros compostos por 

14 fibras de desoxiemoglobinas, enoveladas entre si, num processo denominado nucleação, que 

progride com o alongamento e alinhamento de mais fibras, criando uma estrutura 

multipolimérica, na forma de um eixo axial no interior da célula (Figura 5) (BUNN, 1997; 

NETO; PITOMBEIRA, 2003; SCHECHTER, 2008; SONATI; COSTA, 2008). 
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Figura 5: Polimerização da hemoglobina S. 

Fonte: Kato et al., 2018. 
 

A doença falciforme é considerada uma desordem genética qualitativa e quantitativa, pois 

sua patogênese está relacionada com a presença da hemoglobina variante HbS, sua 

polimerização e consequentemente a falcização dos eritrócitos é altamente dependente da 

concentração da HbS intra-eritrocitária (COSTA et al., 2015; THEIN, 2013). O termo doença 

falciforme é um termo genérico usado para determinar um grupo de alterações genéticas 

caracterizadas pelo predomínio de HbS, isto é, os diferentes genótipos que causam a síndrome 

clínica característica da doença que varia de moderado a acentuado. Essas alterações incluem a 

anemia falciforme (AF), que é a forma homozigota da HbS (HbSS), as interações de síndromes 

talassêmicas com a HbS (HbS-β+, HbS-β0) e associação com outras hemoglobinas variantes 

(HbSC, HbS-β+, HbS-β0
, HbSE, HbSD, HbSO). Do ponto de vista clínico a AF é a mais 

prevalente e com maior gravidade (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; SCHECHTER, 

2008; SONATI; COSTA, 2008; STEINBERG, 2009; THEIN, 2013). 
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1.3 Anemia Falciforme 

Os característicos eritrócitos em forma de foice foram primeiramente descritos por James 

Herrick em 1910, em um paciente negro de 20 anos de idade nascido em Grenada, Ilhas do 

Caribe, portador de um grave quadro anêmico acompanhado de icterícia, complicações 

pulmonares e úlceras de membros inferiores (HERRICK, 2001; NAOUM, 1997b; REES; 

WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Após o terceiro caso com esse mesmo quadro e alterações 

hematológicas ter sido relatado em 1917, cogitou-se a possibilidade dessa doença ser de origem 

hereditária pelo fato de ter sido encontrado eritrócitos com idênticas deformações no sangue 

dos pais do paciente (NAOUM, 1997b). Em 1949, Linus Pauling e colaboradores identificaram 

que a base molecular da anemia falciforme era devido uma hemoglobina anormal, a qual 

apresentava mobilidade eletroforética diferente da hemoglobina normal devido a mudança de 

carga da globina (NAOUM, 1997b; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; SCHECHTER, 

2008). 

A anemia falciforme originou-se na Ásia Menor (atualmente é a parte asiática da Turquia) 

e se propagou pelas Américas pelo tráfico massivo de escravos ocorrido entre o século XV e 

metade do século XIX (MOUSINHO-RIBEIRO; CARDOSO; SOUSA, 2008). No Brasil, 

consiste a hemoglobinopatia mais comum, distribuindo-se de modo heterogêneo e é mais 

frequente onde a proporção de descendentes africanos é maior (região nordeste e nos estados 

de São Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais). Foi estimado que aproximadamente 2500 

crianças nascidas a cada ano apresentam doença falciforme no Brasil. Cerca de 1 a 6% de 

44,66% da população não branca no Brasil, apresentam o gene HbS, favorecendo a propagação 

da anemia falciforme, a qual passa a ser considerada com um sério problema de saúde 

(LERVOLINO et al., 2011; MOUSINHO-RIBEIRO; CARDOSO; SOUSA, 2008). 

1.3.1 Fisiopatologia e Manifestações Clínicas 

O evento no nível molecular da troca de nitrogênio da adenina pela timina (GAG → GTG) 

no sexto códon do gene da β-globina (βS) levando a uma substituição do ácido glutâmico por 

valina na sexta posição da cadeia polipeptídica induz a alterações celulares e circulatórias que 

levarão ao quadro característico da anemia falciforme (MANFREDINI; CASTRO; WAGNER, 

2007; NAOUM, 1997b). Por causa dessa mutação, o processo de falcização ocorre, o qual 

consiste na polimerização da HbS, considerada como o evento primário da patogênese da 

anemia falciforme e seu elemento mais importante é o oxigênio (KATO et al., 2018; STUART; 

NAGEL; JEFFERSON, 2004). A HbS sofre uma mudança conformacional quando 

desoxigenada, o que expõe a valina que é apolar na superfície molecular da βS-globina, em vez 

de ácido glutâmico que é polar. Isso permite interações hidrofóbicas intermoleculares, levando 
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à formação de polímeros de HbS alongados em fibras helicoidais, que se agrupam para 

endurecer e induzir a mudança na forma característica das hemácias ao formato de uma foice 

(BUNN, 1997; GLADWIN; OFORI-ACQUAH, 2014; VINGERT et al., 2014). No entanto, 

este processo também é influenciado por CHCM (concentração de hemoglobina corpuscular 

média), temperatura, pH do sangue e outras hemoglobinas normais e variantes (MOUSINHO-

RIBEIRO; CARDOSO; SOUSA, 2008; SARAF et al., 2014; STUART; NAGEL; 

JEFFERSON, 2004). 

A membrana eritrocitária é fortemente afetada durante a falcização, tornando-se rígida e 

não deformável (MADIGAN; MALIK, 2006). O processo de desoxigenação induz o aumento 

da hemoglobina S que tem ferro no estado férrico de Fe3+, superando assim a ação da enzima 

meta-Hb-redutase dentro do eritrócito. Portanto, a formação de hemicromos e a precipitação de 

globina S na forma de corpos de Heinz promovem o desalinhamento da banda-3 da membrana 

eritrocitária. Essas alterações também são caracterizadas por desequilíbrios das proteínas 

espectrina-actina, diminuição de glicoproteínas, geração de radicais livres oxidantes e 

orientação anormal dos fosfolipídios, causando deformações na forma de escavações na 

membrana eritrocitária e uma diminuição acentuada na capacidade de deformação, que levarão 

a fenômenos circulatórios, como crises vaso-oclusivas, marca registrada da doença (BUNN, 

1997; NAOUM, 1997b, 2000; ODIÈVRE et al., 2011; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

As vias de transporte de íons que mantêm a hidratação das hemácias também sofrem 

mudanças. Os dois sistemas mais importantes são o co-transportador de K + / Cl- e o canal de 

Gardos (canal dependente de K+/ Ca2+). Na AF, o primeiro canal é anormalmente ativado, o 

que permite que K+ e Cl- saiam da célula, seguidos de água, o que resulta em desidratação. Isto 

leva a um aumento da concentração de HbS intracelular que agrava a polimerização. Os 

eritrócitos SS têm quantidades aumentadas de Ca2+ compartimentalizadas em vesículas 

intracelulares e com concentrações normais de cálcio citosólico no estado estacionário. Quando 

a membrana celular é distorcida para a forma falciforme durante a desoxigenação, há um 

aumento transitório de cálcio citosólico o suficiente para ativar o canal de Gardos, que é a 

bomba de efluxo de K+ dependente de Ca2+. A cinética do canal de Gardos ainda é alterada pela 

endotelina, prostaglandina E2 e outras quimiocinas, causando mais efluxo de K+ e, portanto, 

desidratação e polimerização da HbS (BUNN, 1997; LEW; BOOKCHIN, 2005; ODIÈVRE et 

al., 2011). 

Repetidos ciclos de falcização, que levam a repetidos processos de hipóxia-reperfusão 

(oxigenação-desoxigenação), prejudicam ainda mais as membranas dos eritrócitos, alteram 

também a troca iônica, afetam a permeabilidade celular e, consequentemente, encurtam a vida 
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dos eritrócitos, causando hemólise e anemia crônica. Esse processo pode ser reversível com a 

oxigenação celular, no entanto, com episódios repetidos, o eritrócito se torna irreversivelmente 

falcizado (NAOUM, 1997b; SONATI; COSTA, 2008). 

O aumento da hemólise intravascular com liberação de hemoglobina e seus produtos de 

oxidação pode estimular uma inflamação estéril via ativação de heme-TLR4, o que sugere que 

produtos de hemólise de eritrócitos como o DNA celular e mitocondrial, ácido úrico, adenosina, 

HMGB1, LDH e outros citoplasmáticos e nucleares as proteínas podem ser consideradas 

padrões moleculares associados ao perigo (DAMPs) e, quando eliminados das células após 

lesão tecidual, necrose celular e outras lesões, ativam a imunidade inata e causam inflamação 

sistêmica na ausência de infecção (GLADWIN; OFORI-ACQUAH, 2014). 

A hipóxia e a anemia hemolítica induzem uma resposta aumentada da medula óssea e, 

portanto, aumentam a eritropoese, refletida pela alta circulação de reticulócitos (CROIZAT et 

al., 2000; PERELMAN et al., 2003). A atividade excessiva pode causar infarto da medula óssea 

nesses pacientes, levando à embolização pela gordura e, portanto, à oclusão vascular, 

especialmente nos pulmões. Isso pode causar a síndrome torácica aguda, a segunda causa 

principal de hospitalização de pacientes com HbSS (CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015b). 

A hemólise intravascular está associada à fadiga, colelitíase, desenvolvimento de doença 

vascular progressiva e hipercoagulabilidade na anemia falciforme. A hemoglobina liberada gera 

espécies reativas de oxigênio, como radicais hidroxila e superóxidos, que eliminam o óxido 

nítrico (NO). O óxido nítrico, um gás com potente ação vasodilatadora, propriedades 

antiadesivas e antioxidantes entre os vasoconstritores liberados pelo endotélio, regula o tônus 

vascular (AGUIAR et al., 2016; ODIÈVRE et al., 2011). A arginase eritrocitária I liberada, que 

converte a L-arginina, substrato da enzima síntese de NO, em  ornitina e reduz a 

biodisponibilidade de NO (ASLAN; CANATAN, 2008). A depleção de NO está associada à 

ativação patológica de plaquetas e fator tecidual (GLADWIN; KATO, 2008). 

Outras características importantes da fisiopatologia da anemia falciforme no estado 

estacionário, supostamente secundárias ao fenômeno de falcização, são a leucocitose que ocorre 

apesar da ausência de infecção ou inflamação aguda e ativação de monócitos, neutrófilos, e 

células endoteliais. As razões para a presença dessas células ativadas e o aumento da adesão ao 

endotélio no estado estacionário da doença ainda não foram completamente elucidadas 

(PERELMAN et al., 2003). O endotélio vascular desempenha um papel crítico na oclusão 

vascular e no dano tecidual isquêmico por vários mecanismos, tais como: homeostase regulação 

e tônus vascular, adesão de hemácias e leucócitos. A ativação endotelial é devida ao aumento 

da expressão de moléculas de adesão como ICAM-1, VCAM-1, P-selectina e E-selectina e 
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moléculas pró-coagulantes como fator tecidual, que interagem com moléculas de adesão 

leucocitárias como as integrinas LFA-1, VLA -4 e Mac-1 (BELCHER et al., 2000). 

As principais manifestações clínicas da AF são direcionadas pelos dois principais 

processos fisiopatológicos que ocorrem na anemia falciforme: vaso-oclusão com lesão de 

isquemia-reperfusão e anemia hemolítica. Estes incluem crises de dor aguda, crises hemolíticas, 

úlceras de membros inferiores, sequestro esplênico, priapismo, necrose asséptica do fêmur, 

retinopatia, insuficiência renal crônica, acidente vascular cerebral, entre outros 

(CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015b; NETO; PITOMBEIRA, 2003; REES; WILLIAMS; 

GLADWIN, 2010). 

Pacientes com AF durante a sua vida, experimentam ataques súbitos de dor em vários 

níveis de gravidade. A crise vaso-oclusiva dolorosa é a mais comum e é caracterizada por febre, 

leucocitose, derrame articular, fraqueza e suscetibilidade a infecções. Os pacientes no estado 

entre os episódios de crise são chamados de pacientes em estado estacionário (MUSA et al., 

2010). Os fenômenos vaso-oclusivos ocorrem principalmente em órgãos com circulação 

sinuosa, onde o fluxo sanguíneo é lento e a tensão e o pH do oxigênio são baixos (rim, baço, 

medula óssea). ou naqueles com suprimento de sangue arterial terminal limitado (olhos, cabeça 

do fêmur). As hemácias e reticulócitos falcizados de pacientes com AF são mais aderentes às 

proteínas do endotélio vascular e da matriz extracelular, devido à expressão pronunciada de 

moléculas de adesão, como CD36 e VLA-4 (FRENETTE; ATWEH, 2007; SONATI; COSTA, 

2008). A adesão endotelial de leucócitos com formação de agregados heterocelulares 

(leucócitos e eritrócitos irreversivelmente falcizados) também contribuem para a obstrução, 

resultando em hipóxia local, aumento na formação de polímeros de HbS e propagação da 

oclusão da vasculatura adjacente (STUART; NAGEL; JEFFERSON, 2004). Episódios de 

oclusão microvascular e isquemia são seguidos de restauração fluxo sangüíneo que promove 

ainda mais dano tecidual mediado pela reperfusão. Os ciclos de isquemia e reperfusão causam 

estresse oxidativo, com ativação de oxidases vasculares e estresse inflamatório com aumento 

de citocinas inflamatórias e leucocitose (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

A anemia falciforme deve ser considerada uma doença inflamatória crônica, em que a 

gravidade das manifestações clínicas seja determinada por um estado pró-inflamatório 

amplificado e também por marcadores genéticos (BANDEIRA et al., 2014; CHIES; NARDI, 

2001). 

1.3.2 Interação do Sistema Imune na Fisiopatologia da Anemia Falciforme 

A anemia falciforme está associada com um estado pró-inflamatório crônico, 

caracterizado por uma contagem de leucócitos elevada, mortalidade por graves infecções 
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recorrentes e subsequentes complicações vaso-oclusivas como adesão de leucócitos ao 

endotélio e aumento dos níveis plasmáticos de citocinas inflamatórias como interleucinas IL-6 

e IL-8, os quais contribuem para a patogênese da AF (CHIES; NARDI, 2001; VILAS-BOAS 

et al., 2015). Indivíduos com AF possuem alta susceptibilidade a infecções, secundária ao 

comprometimento da função imune (BALANDYA et al., 2017). 

Os eventos isquêmicos produzidos por essa oclusão tanto em macro quanto micros vasos 

envolve intricadas interações entre hemácias, endotélio e células imunes inatas e adaptativas. 

Essas interações são reguladas por citocinas secretadas por células T, monócitos ativados assim 

como por moléculas de adesão e consequentemente, a resposta imune está implicada na 

iniciação e desenvolvimento das crises da anemia falciforme (BANDEIRA et al., 2014; MUSA 

et al., 2010). 

A liberação de heme e outros padrões moleculares associados ao perigo (DAMPs) devido 

à hemólise na anemia falciforme ativam o sistema imune inato e esse por sua vez o sistema 

imune adaptativo. A ligação desses DAMPs nos receptores Toll-like TLR4 e TLR2 induz a 

ativação do inflamassoma NLRP3 em monócitos e macrófagos e com isso a liberação de altos 

níveis das citocinas inflamatórias IL-1 e IL-18 dentre outras por outras vias intracelulares. A 

formação de um inflamassoma pode ocorrer tanto em resposta a ativadores microbianos quanto 

aos sinais inflamatórios estéreis, cujo papel central é o controle da defesa imune inata do 

hospedeiro para manutenção homeostática tecidual  (CONRAN et al., 2007; MENDONÇA; 

SILVEIRA; CONRAN, 2016). A ativação do TLR4 nas plaquetas promove sua adesão aos 

neutrófilos, que, por sua vez, liberam o DNA para formar as armadilhas extracelulares de 

neutrófilos (NETs). Leucócitos circulantes aderem uns aos outros e ao endotélio ativado, 

contribuindo e potencialmente até iniciando a vaso-oclusão (BEERS et al., 2014; GLADWIN; 

OFORI-ACQUAH, 2014; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). 

Parte da disfunção dos sistema imune inato tem demonstrado incluir aumento da 

contagem de neutrófilos no sangue periférico (granulocitose), que muitas vezes é responsável 

pela leucocitose na AF. No entanto, os neutrófilos aumentados são na sua maioria disfuncionais 

devido à quimiotaxia, migração e capacidade de matar estarem prejudicadas (ANYAEGBU et 

al., 2010; BALANDYA et al., 2017; HUMBERT et al., 1990). Segundo Brousse et al (2014), a 

maioria das alterações imunes inatas da AF é uma manifestação da função esplênica reduzida 

(hipoesplenismo) (BROUSSE; BUFFET; REES, 2014). Estudos epidemiológicos sugerem que 

os neutrófilos estão envolvidos em acentuada variação de gravidade da doença falciforme. 

Monócitos e células iNKT possuem um papel chave na vaso-oclusão; inflamação e disfunção 

pulmonar em pacientes com AF (ZHANG et al., 2016). 
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A interação de neutrófilos e monócitos na fisiopatologia da AF são mais descritos na 

literatura (HAYNES et al., 2019; LARD et al., 1999; LIU et al., 2018; PERELMAN et al., 2003; 

WUN et al., 2002). Estudos limitados mostram o envolvimento das outras células inatas, como 

subtipos de células dendríticas, células NK e NKT. O heme liberado dos eritrócitos durante a 

hemólise limita a expressão do marcador de maturação CD83 nas células dendríticas de 

pacientes com AF não aloimunizados, por meio da via mediada pelo receptor TLR4 envolvendo 

NF-κB, diminuindo as respostas inflamatórias nesses indivíduos, porém essa via é defeituosa 

nos pacientes aloimunizados (GODEFROY et al., 2016). As células NKT medeiam inflamação 

e disfunção pulmonar em modelo murino de doença falciforme por meio da produção de IFN-

 e quimiocinas CXCR3. Nesse mesmo modelo foi mostrado que ativação de receptor de 

adenosina A2A  das células iNKT e NK é suficiente para melhorar a função pulmonar basal e 

prevenir a exacerbação da injúria pulmonar induzida pelo processo de hipóxia-reoxigenação 

(WALLACE et al., 2019) 

 Estudos limitados realizados até agora indicaram anormalidades no sistema imune 

adaptativo em indivíduos com SCA. Algumas anormalidades como redução na proporção de 

células TCD4+ e TCD8+ circulantes e disfunção de células T reguladoras ocorrem 

concomitantemente ao aumento da ativação imunológica e podem afetar a reatividade da vacina 

em indivíduos com AF. Contudo, atualmente pouco foi feito para caracterizar o fenótipo, função 

e contribuição dos linfócitos T e B para doenças inflamatórias crônicas na AF (BALANDYA 

et al., 2017). 

Chies e Nardi (2001) relatam que pacientes “saudáveis” com DF comparados a indivíduos 

saudáveis controles possuem níveis circulantes equivalentes de citocinas Th1, tais como IL-2 e 

IFN- em ambos sujeitos saudáveis com AF e controles saudáveis, e níveis circulantes mais 

altos de citocinas Th2, como IL-4 e IL-10 foram mais frequentemente observados em DF 

saudáveis do que em controles saudáveis normais. Como todas as análises foram feitas em 

indivíduos saudáveis, esses dados podem ser interpretado da seguinte forma: pacientes com DF 

considerados como "saudáveis" são aqueles com um perfil de citocinas Th2, enquanto que em 

indivíduos com DF cujo sistema imunológico é direcionado a padrão Th1, ocorrerão reações 

inflamatórias levando a sintomas clínicos e caracterização da doença. Em outras palavras, 

indivíduos propensos a Th1 poderiam refletir uma população mais suscetível a desenvolver 

manifestações clínicas graves de DF mostrando consequentemente maior morbidade (CHIES; 

NARDI, 2001). No entanto, esses achados são contraditórios, pois Bandeira e colaboradores 

(2014) mostraram o envolvimento das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-6 e IL-17 apenas 
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em pacientes com AF no estado estacionário, frente aos diferentes haplótipos (BANDEIRA et 

al., 2014). 

As plaquetas, caracteristicamente elevadas na anemia falciforme, além de papel crucial 

na coagulação e homeostase, parecem ter papel fundamental na regulação das células imunes, 

incluindo neutrófilos, monócitos, linfócitos T e B e células dendríticas (KI et al., 2017), porém 

a contribuição dessa modulação para o progresso da doença precisa ser mais investigada. 

O sistema imune tem uma relação estreita com o equilíbrio entre saúde e morbidade na 

anemia falciforme (CHIES; NARDI, 2001; MUSA et al., 2010). No entanto, as informações 

sobre esse envolvimento ainda são escassas e divergentes quanto ao perfil de resposta que 

prevalece nos estados estacionário e crise vaso-oclusiva, quanto a participação de células inatas 

e adaptativas nessa modulação, quanto a associação desses componentes imunes com os 

parâmetros laboratoriais e gravidade clínica da AF. Portanto, são necessários mais estudos sobre 

o envolvimento da imunidade inata e adaptativa no desequilíbrio da AF, o que permitirá 

otimizar o desenvolvimento de vacinas e outros alvos terapêuticos. 

1.4 Diagnóstico Laboratorial e Tratamento das Doenças Falciformes 

Os objetivos e métodos de diagnóstico de doenças falciformes variam de acordo com a 

idade da pessoa. Em geral, existem quatro períodos de teste: pré-concepção, pré-natal, neonatal 

e pós-neonatal. O teste de pré-concepção é projetado para identificar pais potenciais 

assintomáticos cuja descendência oferece risco de DF (KATO et al., 2018). O diagnóstico 

laboratorial das hemoglobinopatias falciformes para testes de pré-concepção são métodos 

rotineiros básicos baseados na análise da hemoglobina e da sua associação com outras frações 

por meio de técnicas eletroforéticas em pH alcalino (8 a 9) ou em pH ácido (5 a 6,5) em acetato 

de celulose ou agarose, hemograma e dosagens de hemoglobina fetal, os quais são técnicas de 

baixo custo e viáveis no mundo todo (ANVISA, 2001; KATO et al., 2018). Apesar de 

atualmente alguns laboratórios também utilizarem as técnicas de biologia molecular e 

espectrometria de massa (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

A eletroforese em pH alcalino permite análises qualitativas e quantitativas das frações. A 

existência de outras hemoglobinas mutantes, ou seja, associações da HbS com outras variantes 

de hemoglobina (HbD, HbC, HbS/β0, HbS/β+, HbS/α), o traço falciforme (HbAS) e anemia 

falciforme associada à persistência hereditária de hemoglobina fetal (HbS/PHHF), as quais 

podem imitar as características eletroforéticas da HbS, obriga ao uso de mais um método de 

análise, para assegurar que a hemoglobina anormal observada é a HbS. Métodos simples como 

teste de falcização e prova de solubilidade, os quais apresentam pouca sensibilidade e 
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reprodutibilidade acusando apenas a presença ou ausência de HbS, e a eletroforese ácida em 

ágar, podem ser utilizados para esse fim. Essas técnicas conferem um correto diagnóstico 

genotípico da doença falciforme, quando aplicado em conjunto com as informações de história 

e exame físico, contagens automatizadas das células sanguíneas (Hb, Hct e VCM) e análise do 

esfregaço do sangue periférico com atenção especial à morfologia eritrocitária para se chegar a 

um resultado seguro (ANVISA, 2001). 

 O diagnóstico pré-natal é geralmente seguro, mas é um procedimento invasivo e 

oferecido durante a gravidez precoce para casais que tiveram teste positivo na triagem pré-

concepção.Requer amostras de DNA fetal obtidas de vilosidades coriônicas a qual é realizada 

com 9 semanas de gestação  (HOPPE, 2013). Triagem neonatal para DF é realizada no 

nascimento antes que os sintomas ocorram, usando metodologias de análise da Hb. A 

necessidade do teste pós-neonatal para DF é influenciada por vários fatores que afetam o 

conhecimento da população em geral se possui ou não DF. Esses fatores incluem o sucesso 

regional de programas de triagem neonatal, imigração de pacientes em risco não previamente 

testados e acesso a resultados neonatais em pacientes mais velhos. O conhecimento de ser 

portador de HbAS é importante na prevenção de doenças graves complicações e para o 

planejamento familiar (KATO et al., 2018). 

Ainda não há tratamento específico das doenças falciformes, consistindo apenas de 

paliativos para controlar as complicações clínicas que acometem os portadores da doença. São 

adotadas medidas gerais e preventivas na terapêutica desses pacientes, no sentido de minorar 

as consequências da anemia crônica, crises de falcização e susceptibilidade às infecções. Essas 

medidas incluem boa nutrição; profilaxia, diagnóstico e terapêutica precoce de infecções; 

manutenção de boa hidratação e evitar condições climáticas adversas. Além disso, 

acompanhamento ambulatorial 2 a 3 vezes ao ano e educação da família e paciente sobre a 

doença são auxiliares na obtenção de bem-estar social e mental (ANVISA, 2001; BRASIL, 

2014). 

Em 1998, a hidroxiuréia tornou-se a única terapia para doenças falciformes aprovada pela 

Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos. Primeira descrita como potencial 

terapia em 1984, a hidroxiuréia aumenta a produção de hemoglobina fetal nos eritrócitos 

falcizados (FIELD; NATHAN; NOEL, 2014). A terapia com hidroxiuréia pode reduzir 

episódios dolorosos, tempo de internação e número de transfusões e poderia reduzir em 50% a 

ocorrência de novos episódios de síndrome torácia aguda (SILVA-PINTO et al., 2013). 

Contudo, a hidroxiuréia é uma droga que inibe a redutase difosfato ribonucleotídeo, enzima que 

converte ribonucleotídeos em desoxirribonucleotídeos, os quais são essenciais para síntese e 
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reparo do DNA. Consiste num agente citotóxico e antineoplásico que afeta especificamente a 

fase S e interrompe o ciclo celular nas fases S e G2. Apesar de ter reduzido a gravidade das 

consequências das doenças falciformes, 3 casos de AF desenvolveram leucemia aguda após 6 

e 8 anos de tratamento. Portadores de AF que fizeram terapia com hidroxiuréia apresentam altos 

níveis de danos no DNA em relação a pessoas saudáveis (FRIEDRISCH et al., 2008). 

Embora, a hidroxiuréia tenha sido um grande avanço terapêutico, tratamentos adicionais 

são certamente necessários. Até 50% dos pacientes não se beneficiará da hidroxiuréia a longo 

prazo devido à má resposta e toxicidade. Com subdose da hidroxiuréia a expectativa de vida 

dos pacientes com doenças falciformes permanece em torno dos 50 anos (FIELD; NATHAN; 

NOEL, 2014). 

Outras abordagens terapêuticas são adotadas para aliviar os sintomas como a analgesia, 

transfusão sanguínea e uso de antibióticos (PULE; WONKAM, 2014). A dor aguda é a razão 

mais comum para admissão hospitalar tanto em adultos quanto em crianças. Frequentes 

episódios de dor aguda estão associados com anemia, hematócrito alto, baixa concentração de 

hemoglobina fetal, asma, hipoxemia noturna levando a oclusões intermitentes da 

microcirculação. O tratamento dessas crises implica em eliminar esses fatores precipitantes, 

repouso, hidratação adequada e analgesia (aspirina, acetaminofeno, propoxifeno, codeína e até 

mesmo morfina em dores graves) (STUART; NAGEL; JEFFERSON, 2004). 

As transfusões sanguíneas, especificamente de bolsas de concentrados de hemácias, têm 

um papel estabelecido no gerenciamento tanto das complicações agudas quanto crônicas nas 

doenças falciformes. São indicadas para corrigir exacerbação aguda da anemia devido aos 

sequestros esplênico ou hepático, ou severa vaso-oclusão; situações que para serem revertidas 

precisam que ocorra a diminuição da percentagem de HbS ou a supressão da síntese de HbS, 

como síndrome torácica aguda, acidente vascular encefálico ou déficit neurológico agudo e 

falência de múltipla de órgãos (OSARO; ADIAS, 2011). No entanto, vários efeitos adversos 

potenciais, incluindo sobrecarga de ferro, aloimunização e reações transfusionais hemolítica, 

limitam esses benefícios da transfusão sanguínea (KATO et al., 2018). 

A sobrecarga de ferro é a mais problemática para aqueles que recebem transfusões 

crônicas e é revertida com a terapia de quelação para evitar complicações endócrinas, hepáticas 

e cardíacas. A aloimunização continua a ser a principal complicação associada a transfusões de 

concentrados de hemácias em pacientes com doença falciforme e podem estar associadas com 

reações transfusionais retardadas com ou sem hemólise evidente. Alo e auto anticorpos podem 

aumentar a complexidade dos testes de compatibilidade e pode retardar o recebimento do 

sangue compatível (CHOU, 2016).  Embora útil e eficaz nessas circunstâncias, a transfusão de 
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sangue por si só não é suficiente para tratamento das doenças falciformes e não é curativa 

(PULE; WONKAM, 2014). 

O transplante de células tronco e a terapia gênica provavelmente se tornem as técnicas 

mais aplicáveis. Porém, o transplante de células tronco hematopoiéticas é recomendado para 

crianças a partir de um doador com HLA idêntico e não é ainda padrão para adultos com doença 

falciforme (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Quanto à terapia gênica, há um longo 

caminho entre os benefícios potenciais e reais para as doenças falciformes. Até o momento não 

há dados efetivos sobre riscos e benefícios sobre essa prática para tratamento das doenças 

falciformes (OLOWOYEYE; OKWUNDU, 2012). 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Geral: 

Descrever o perfil imune fenotípico associado a parâmetros laboratoriais e gravidade 

clínica da anemia falciforme. 

2.2 Específicos 

•  Identificar o perfil fenotípico de células das imunidades inata e adaptativa envolvidas 

na resposta inflamatória da anemia falciforme em estado estacionário; 

•  Descrever citocinas e quimiocinas inflamatórias e regulatórias e fatores de crescimento 

em pacientes com anemia falciforme em estado estacionário; 

•  Associar o perfil fenotípico celular, citocinas/quimiocinas/fatores de crescimento aos 

parâmetros laboratoriais e a gravidade clínica da anemia falciforme; 

•  Identificar biomarcadores celulares e/ou solúveis associados a parâmetros laboratoriais 

e gravidade clínica da anemia falciforme em estado estacionário. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Tipo de Estudo 

Foi realizado um estudo observacional transversal em pacientes diagnosticados com 

anemia falciforme (homozigotos, HbSS), para identificar o perfil imune fenotípico funcional 

associado a parâmetros laboratoriais e gravidade clínica da anemia falciforme. 

3.2 População de Estudo 

Os dados dessa pesquisa foram obtidos a partir dos seguintes segmentos populacionais: 

I) Pacientes com anemia falciforme em estado estacionário que procuraram a 

Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas-HEMOAM 

para atendimento ambulatorial de rotina no período de Março de 2017 a Janeiro 

de 2018, localizada na cidade de Manaus, Estado do Amazonas. 

II) Para o grupo controle, denominado grupo de doadores saudáveis, foram 

selecionados ao acaso candidatos a doação de sangue na Fundação HEMOAM. 

3.3 Participantes do Estudo 

A amostragem foi composta 70 doadores de sangue, de ambos os gêneros (18 feminino e 

52 masculino), com idade variando de 20 a 61 anos (32 ± 10,6), abordados após passarem pela 

triagem e quando estavam na sala de doação e por 30 pacientes com anemia falciforme em 

estado estacionário, de ambos os gêneros (20 feminino e10 masculino), com idade variando de 

18 a 49 anos (30 ± 8.9), coletados por demanda espontânea durante atendimento médico na 

fundação HEMOAM. 

3.4 Critérios de Inclusão e Exclusão 

Os critérios de inclusão adotados foram: Indivíduos de ambos os sexos, atendidos no 

HEMOAM, com idade igual ou acima de 18 anos, que sejam homozigotos para doença 

falciforme (HbSS) e estejam em estado estacionário. Os critérios utilizados para exclusão 

foram: Mulheres grávidas, indígenas, presença de outras doenças hematológicas (leucemia e 

outras anemias), estejam ou que fizeram recente tratamento para câncer; e doenças 

inflamatórias e infecciosas como malária, dengue, doença de Chagas, micoses, Zika, 

Chikungunya, pneumonia, faringite, amigdalite e bronquite. 

3.5 Aspectos Éticos 

O projeto intitulado: “Biomarcadores celulares e solúveis associados a parâmetros 

laboratoriais e gravidade clínica da anemia falciforme” foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
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Pesquisa da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP-

HEMOAM) com número de CAAE 56413316.9.0000.0009 (Anexo I) 

3.6 Procedimentos 

3.6.1 Coleta de Dados e Amostra Biológica 

A coleta de dados e amostra biológica foram realizadas na Fundação Hospitalar de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM, onde os indivíduos do grupo controle 

foram abordados após passarem pela triagem e quando estavam na sala de doação e os pacientes 

foram abordados quando estavam em atendimento médico na fundação. Os mesmos foram 

convidados a participar da pesquisa e assinar em seguida o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE). No dia da coleta de sangue dos pacientes, foi aplicado um questionário 

estruturado, com os seguintes itens: Número de identificação, nome do candidato, sexo, idade, 

local de nascimento e origem; dados sobre a sintomatologia da doença, tipos de infecções, uso 

de medicamentos, número de transfusões. Os dados obtidos nos questionários, no hemograma 

e na citometria de fluxo, foram armazenados em planilha de dados tipo Excel, para realização 

das análises. 

A amostra de sangue periférico foi coletada por punção venosa, aproximadamente 12mL, 

em tubos contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2) e gel separador (BD Vacutainer® gel, 

para a realização do Hemograma e Citometria de Fluxo, dosagem de citocinas séricas, 

respectivamente. 

3.6.2 Testes Hematológicos 

Para a avaliação hematológica foram realizados a contagem global dos leucócitos totais 

e diferencial, das células vermelhas (hemácias), das plaquetas, a determinação do hematócrito, 

dosagem de hemoglobina e índices hematimétricos e reticulócitos por meio do contador 

hematológico ADVIA 2120i da Siemens. 

3.6.3 Imunofenotipagem celular ex vivo por Citometria de Fluxo 

As células foram obtidas de uma alíquota de 100μL de sangue periférico coletado em tudo 

com EDTA como anticoagulante. Para a caracterização imunofenotípica foi realizada a técnica 

de Citometria de Fluxo. 

As células foram marcadas com anticorpos monoclonais conjugados a fluorescências que 

se fixam em epítopos específicos os quais são captados pelo Citômetro de Fluxo para a 

caracterização das populações celulares. Neste estudo utilizamos um painel de anticorpos 
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monoclonais marcados, divididos em 17 tubos para a quantificação e caracterização das 

seguintes populações celulares: 

•  Linfócitos TCD4+ e TCD8+: anti-CD3FITC/CD8PE/CD4PercP/CD69APC; 

•  Células Tregs: anti-CD4FITC/CD25PercP/FoxyP3 AF647; 

•  Células B e B1: anti-CD5FITC/CD19PE; 

•  Células NK e NKT: anti-CD16FITC/CD56PE/CD3PercP/CD69APC; 

•  Células Dendríticas Clássicas e Plamocitoides: anti-CD123FITC/CD11cPE; 

•  Subtipos de Monócitos: anti-CD14FITC/CD80PE/CD16PercP/HLA-DR APC; 

•  TLR2 em Monócitos e Neutrófilos: anti-CD14+ CD282PE; 

• T LR4 em Monócitos e Neutrófilos: anti-CD14FITC/CD284PE; 

•  TLR9 em Monócitos e Neutrófilos: anti-CD14FITC/CD289PE; 

•  Mac-1 em Linfócitos TCD4+: anti- CD4FITC/CD11bPE/CD3PercP; 

•  Mac-1 em Linfócitos TCD8+: anti-CD8FITC/CD11bPE/CD3PercP; 

•  VLA-4 em Linfócitos TCD4+: anti-CD4FITC/CD49dPE/CD3PercP; 

•  VLA-4 em Linfócitos TCD8+: anti-CD8FITC/CD49dPE/CD3PercP. 

Inicialmente foi realizado um pool com os anticorpos específicos para cada tubo em 

volume adequado de PBS-wash (com albumina) de acordo com o número de amostras. Para 

marcação incubou-se 100µL de sangue total nos tubos 1-15 com 10µL dos pools de anticorpos 

e 200µL de sangue nos tubos 16 e 17 com 20µL dos pools de anticorpos nos seus respectivos 

tubos. Estes foram homogeneizados no vórtex e incubados por 30 minutos a temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz. Após a marcação, foi feito a lise das hemácias com o uso da solução 

de lise (BD FACSTM Lysing Solution, Cat. N° 349202, Lot.: 24299, BD® Biosciences San Jose, 

CA, USA), diluída 10 vezes em água destilada. Os tubos foram novamente homogeneizados e 

incubados por 10 minutos nas mesmas condições. Passado a fase de incubação, os tubos foram 

centrifugados a 1500rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 

acrescentou-se 2 mL de PBS-wash (8,0g de NaCl, 1,16g de Na2HPO4, 0,2g de KH2PO4, 0,2g 

de KCl e 5,0g de BSA, qsp 1L H20 destilada, pH: 7,2) para lavagem do precipitado formado. 

Os tubos foram homogeneizados e centrifugados novamente. Após a centrifugação, o 
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sobrenadante foi descartado e adicionado 300µL de PBS-wash nos tubos 1-15, e armazenados 

em geladeira até o momento da leitura. 

Aos tubos 9, 16 e 17, foram adicionados 150µL de PBS-P (8,0g de NaCl, 1,16g de 

Na2HPO4, 0,2g de KH2PO4, 0,2g de KCl, 5,0g de BSA e 5,0g de Saponina, qsp 1L H20 

destilada,  pH: 7,2) para permeabilização celular, 10µL de anticorpo anti-FoxP3 AF647 (Alexa 

Fluor 647, Cat. N° 560015, lote 68982, clone 259D/C7, marca BD® Biosciences, San Diego, 

CA, USA) no tubo 17 e 3µL do anticorpo anti-CD289 PE ( Ficoeritrina, lote: E05895-

1630110916 PE, marca Novus) no tubo 9. Os tubos foram homogeneizados novamente e 

incubados por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida os tubos 

foram centrifugados a 1500rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 

2mL de PBS-wash para lavagem do precipitado formado. Os tubos foram homogeneizados e 

centrifugados novamente. Ao término da centrifugação, o sobrenadante foi descartado e 

adicionou-se 300µL de PBS-wash e armazenados na geladeira até o momento da leitura. 

A aquisição das amostras foi realizada no Citômetro de Fluxo FACSCalibur® (Becton, 

Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) da Fundação HEMOAM. Para a identificação 

morfométrica e imunofenotípica das células utilizou-se o programa FlowJo (v7.2), com o 

auxílio de “gates” para a seleção das populações de interesse em gráficos que combinam 

características morfológicas (tamanho e granulosidade) com características imunofenotípicas 

através das fluorescências dos anticorpos monoclonais utilizados para identificar as células 

alvos. Os gráficos utilizados foram do tipo “pseudocolor” e histograma, pois apresentaram uma 

melhor visualização das estratégias de análise. 

3.6.4 Dosagem de Citocinas, Quimiocinas e Fatores de Crescimento por Ensaio Luminex. 

As citocinas séricas IFN-γ, IL-12, IL-1β, TNF-, IL-2, IL-7, IL-4, IL-5, IL-13, IL-6, IL-

17 e 10, as quimiocinas IL-8, IP-10, MIP-, MIP-, MCP-1 e RANTES e os fatores de 

crescimento VEGF, bFGF, PDGF, GM-CSF e G-CSF foram mensuradas com o kit  Bio-Plex 

Pro Human Cytokine 27-Plex kit (Bio-Rad, Califórnia, EUA) seguindo as instruções do 

fabricante por meio do ensaio Luminex. A aquisição e análise de dados foi realizada utilizando 

o equipamento Luminex 200 System e o software Bioplex Manager, respectivamente, no 

Instituto Renè Rachou/Fiocruz-Minas. Os resultados foram expressos como pg/mL, conforme 

avaliado pela curva padrão usando o parâmetro de regressão quinto-logística. Os limites de 

detecção foram IFN- = 25,411 pg/mL; IL-12 = 37,684 pg /mL, IL-1  = 8,608 pg /mL, TNF-

 = 64,803 pg /mL, IL-2 = 18,297 pg /mL, IL-7 = 16,593 pg /mL, IL-4 = 4,789 pg /mL, IL-5 = 

23,105 pg /mL, IL-13 = 8,090 pg /mL, IL-6 = 37,680 pg /mL, IL-17 = 28,850 pg /mL, IL-10 = 
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35,170 pg /mL, IL-8 = 42,150 pg /mL, IP-10 = 31,236 pg /mL, MIP- = 960 pg /mL, MIP- = 

11,233 pg /mL, MCP-1 = 24,282 pg /mL, RANTES = 16,533 pg /mL, VEGF = 29,464 pg /mL, 

bFGF = 16,046 pg /mL, PDGF = 24,721 pg /mL, GM-CSF = 12,844 pg /mL, G-CSF = 40,049 

pg /mL. 

3.7 Análise de Dados e Estatística Convencional 

Todos os dados foram considerados como apresentando distribuição não paramétrica e, 

portanto, as análises comparativas sobre a freqüência de células e níveis de citocinas, 

quimiocinas e fatores de crescimento foram comparadas entre os grupos controle (HD) e 

pacientes (SCA) pelo teste de Mann Whitney bicaudal. Análises entre os subgrupos baixo (low) 

e alto (high) foram realizadas utilizando-se a análise de variância ANOVA seguida do teste de 

Kruskal-Wallis seguido do teste de comparação múltipla de Dunn. Utilizou-se intervalo de 

confiança de 95% e os dados considerados com significância estatística foram aqueles com 

valor de p <0,05. O software GraphPad Prism versão 5.0 (San Diego, CA, EUA) foi utilizado 

para análise de dados. 

A escolha dos subgrupos de anemia falciforme baseou-se na importância clínica da 

hemólise (reticulócitos), hemostasia e inflamação (plaquetas) e complicações clínicas inerentes 

à fisiopatologia da anemia falciforme. A associação de reticulocitose (contagem de reticulócitos 

acima de 96 x 103/mm3 ) e trombocitose (contagem de plaquetas acima de 400 x 106/mm3) na 

gravidade clínica dessa doença foi demonstrada em estudos anteriores. As categorizações 

desses subgrupos foram realizadas pelo software GraphPad Prisma versão 5.0 (San Diego, CA, 

EUA), utilizando-se análise descritiva estabelecendo percentil mínimo de 25%, mediana e 

percentil máximo de 75%. Considerando que todos os pacientes apresentam reticulocitose e 

trombocitose, classificamos como baixa (abaixo da mediana) e alta (acima da mediana). A 

mediana dos reticulócitos foi de 400 x 106 /mm3 e das plaquetas foi de 450 x 106/mm3. O risco 

de morte, conforme calculado pela "Calculadora de Gravidade da Doença Falciforme", 

disponível em http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects citado por Belini Junior et al. 

(2015) (BELINI JUNIOR et al., 2015) para cálculo dos escores de gravidade e classificação 

dos pacientes em categorias por fenótipo (leve, intermediário, grave). No entanto, não usamos 

a classificação usada por Belini Junior et al. (2015), pois a população de pacientes seria 

classificada como 4/30 como intermediária e 26/30 como grave, o que impossibilitaria a 

segregação dos pacientes pela análise estatística robusta. Portanto, o critério do escore mediano 

de gravidade (0,670, 67%) foi escolhido para classificar os pacientes como mais e menos 

graves, com 15/30 com baixa gravidade (<0,670) e 15/30 com maior gravidade (> 0,670). 
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3.8 Análise da Assinatura de Biomarcador 

As assinaturas ascendentes de biomarcadores celulares e séricos foram montadas como 

relatado anteriormente por Luiza-Silva e colaboradores (LUIZA-SILVA et al., 2011). Este 

modelo de análise permite converter medidas de parâmetros quantitativos em uma análise 

categórica de células baixas e altas, citocinas / quimiocinas / fatores de crescimento produtores. 

Inicialmente, todo o universo de dados de cada tipo de célula, citocina, quimiocina e fator de 

crescimento foi utilizado para calcular o valor mediano global utilizado como ponto de corte 

para classificar os pacientes com AF e doadores saudáveis em contagens “baixas” ou “altas”. 

de um dado biomarcador. Os pontos de corte de 50% foram usados para categorizar cada sujeito 

como apresentando níveis “baixos” ou “altos”. As assinaturas ascendentes foram montadas com 

sobreposições gráficas do grupo controle com grupo de pacientes e subgrupos de reticulocitose, 

trombocitose e risco de morte “baixo vs. alto”. Dados relevantes (> 50%) foram então 

destacados por retângulos cinza na parte inferior do gráfico. O software GraphPad Prism 5.0 

(San Diego, EUA) foi usado para artes gráficas. 

3.9 Análise da Rede de Biomarcadores 

As redes de biomarcadores foram montadas para avaliar as múltiplas associações entre as 

células e citocinas/quimiocinas/fatores de crescimento em pacientes e subgrupos com AF. A 

associação entre os níveis quantitativos de células, citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento foi realizada pelo coeficiente de correlação de Spearman no software GraphPad 

Prism 5.0 (San Diego, EUA) e a significância estatística foi considerada apenas se p <0,05. 

Depois de realizar a análise de correlação entre os biomarcadores, foi criado um banco de dados 

no programa Microsoft Excel 2010. Em seguida, as correlações significativas foram compiladas 

usando o software de acesso aberto Cytoscape (versão 3.6.1), conforme relatado anteriormente. 

As redes de biomarcadores foram construídas usando um formato circular para cada célula, 

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, incluindo círculos brancos para grupo controle, 

círculos pretos para o grupo de pacientes com AF, cinza claro para subgrupos de AF “baixo” e 

cinza escuro para subgrupos “alto” montados em layouts circulares. Os índices de correlação 

(r) foram utilizados para categorizar a força de correlação como negativa (r <0), moderada (0,36 

 r  0,68) e forte (r> 0,68) representada pelas bordas como proposto por Taylor et al 

(TAYLOR, 1990). 
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Abstract 

Background. Sickle cell anemia (SCA) is associated with a chronic pro-inflammatory state 

characterized by elevated leukocyte count, mortality from severe recurrent infections, and 

subsequent vaso-occlusive complications with leukocyte adhesion to the endothelium and 

increased plasma levels of inflammatory cytokines. The immune system has a close connection 

with morbidity in SCA, but further studies are needed to uncover the involvement of innate and 

adaptive immunities in modulating the SCA physiopathology. We performed the frequency of 

innate and adaptive immunity cells, cytokines, chemokines and growth factors measurement, 

toll-like receptors and adhesion molecules expression in the blood of SCA patients and healthy 

donors to evaluate the different profile of these biomarkers, the relationship among them and 

its correlation to laboratory records and death risk. Material and Methods. Immunophenotyping 

of cells, Toll-like receptors, adhesion molecules were performed from peripheral blood samples 

from SCA patients and healthy donors by flow cytometry and cytokine/chemokine/growth 

factors measurement by luminex technique performed from serum of same subjects. Results. 

Cells of the adaptive immunity, IL-12, IL-17 and IL-10 cytokines, IL-8, IP-10, MIP-1α, MIP-

1 and RANTES chemokines and VEGF, FGF-basic and GM-CSF growth factors were higher 

in SCA patients than healthy donors regardless any laboratorial and clinical condition. 

Although, high death risk appears to have relevant biomarkers. Conclusion. In the SCA 

pathophysiology at steady state there are a broad immunological biomarker crosstalk 

highlighted by TCD4+CD69+ lymphocytes, IL-12 and IL-17 inflammatory and IL-10 

regulatory cytokines, MIP-1α, MIP-1 and IP-10 chemokines and VEGF growth factor. High 

expression of TLR2 in monocytes and VLA-4 in TCD8+ lymphocytes and high levels of MIP-

1 and RANTES appears to be relevant in high death risk condition. The high reticulocytosis 

and high death risk conditions present commons correlations there seems to be balance by Th2 

profile. 
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1 Introduction 

Sickle cell anemia is the most common hemoglobinopathy (> 70% of sickle cell disease 

in the world) and the most severe form resulting from the homozygous inheritance a point 

mutation of adenine replaces by thymine (GAG → GTG) in the sixth codon of β-globin gene 

(βS), with valine replacing glutamic acid at the sixth position of the polypeptide chain reflecting 

in an abnormal form of hemoglobin (HbS) [1–3]. 

It is estimated that each year 300.000 children are born with severe form (homozygotes) 

worldwide, mainly in sub-Saharan Africa, the Middle East and India. Migration patterns led the 

distribution of the sickle cell gene to non-endemic areas of malaria, such as areas in Europe and 

the USA. In Brazil in 2016, 1.071 newborn babies had sickle cell disease (SCD) and > 60.000 

were heterozygous for the βS allele. There are an estimated 30.000 individuals with SCD in the 

whole country [4–6] and the prevalence of heterozygotes for HbS in the North and Northeast 

regions, is higher, about 6 to 10%, while in the South and Southeast the prevalence is lower, 2 

to 3% [7,8]. 

Sickle cell anemia is associated with a chronic pro-inflammatory state characterized by 

elevated leukocyte count, mortality from severe recurrent infections, and subsequent vaso-

occlusive complications such as leukocyte adhesion to the endothelium and increased plasma 

levels of inflammatory cytokines [9,10]. Although patients have the same genetic mutation for 

HbS, SCA is characterized by a very heterogeneous clinical course, ranging from patients who 

have normal life expectancy with relatively few complications such as pulmonary hypertension, 

priapism, stroke, leg ulceration, recurrent painful episodes, acute chest syndrome (ACS) and 

avascular necrosis of bone [11–13]. This variability can party be explained by genetic 

modifiers, including factors that affect HbF level and co-inheritance of α-thalassaemia or yet 

environmental factors [9,13–15]. The immune system has a close connection with morbidity in 

sickle cell anemia, but further studies are needed to uncover the involvement of innate and 

adaptive immunities in modulating the SCA physiopathology [9,14]. 
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The main events of the SCA physiopathology are hemolysis and vaso-occlusive painful 

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

SCA. This phenomenon alters the typical lipid bilayer and proteins of erythrocytes membrane, 

which leads cellular hydration reduce, changes the shape and physical properties of 

erythrocytes. All these changes will result in hemolytic anemia, abnormal interactions with 

other blood cells, early erythrocyte apoptosis and blockage of blood flow, particularly in small 

(and some large) vessels, which leads to repeated hypoxia-reperfusion (oxygenation-

deoxygenation) processes further damage any organ [16,17]. The highly unstable of sickle 

erythrocytes reduce lifespan to ≥75% which induces an increased response of bone marrow and 

therefore increased erythropoiesis, reflected by the high circulation of reticulocytes, which 

account for 20% of the red blood cells in individuals with SCA [15,18]. Hemolysis is thought 

to occur principally via extravascular phagocytosis by macrophages, but a substantial fraction 

occurs intravascular hemolysis [15,19]. The release of erythrocytes content into plasma by 

intravascular hemolysis interferes incisively on vasculopathy with involvement of coagulation 

and immune system components [15]. 

Vasoconstriction and vascular remodeling in SCA patients, especially in the lung, are 

mainly caused by nitric oxide (NO) depletion. The decrease of NO bioavailability is caused by 

Hb (hemoglobin) that scavenges NO, enzyme NO synthase (NOS) inhibition by asymmetric 

dimethylarginine (ADMA) and by L-arginine depletion, the substrate of NOS, by arginase 1 

enzyme. The NO deficiency promote platelet activation and activation of blood clotting proteins 

[15,20]. 

Heme and other danger-associated molecular pattern (DAMPs) molecules released from 

erythrocytes activated the innate immune system. Ligand-bound toll-like receptor 4 (TLR-4) 

and TLR-2 activate monocytes and macrophages to release inflammatory cytokines, which 

promote an inflammatory state and activation of endothelial cells. TLR-4 activation on platelets 

promotes their adhesion to neutrophils, which in turn release DNA to form neutrophil 
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extracellular traps (NETs). Circulating blood cells adhere to each other and to the activated 

endothelium, contributing and potentially even initiating vaso-oclusion [21–23]. 

Limited studies conducted thus far have indicated adaptive abnormalities in individuals 

with SCA. Some abnormalities like reduction in the proportion of circulating CD4+ and CD8+ 

T cells and dysfunction of regulatory T cells occur concurrent with increased immune activation 

and may affect vaccine reactivity in individuals with SCA [24–27]. It is possible that 

geographical differences in the immune system function may also occur between SCA 

population [27]. 

Considering the divergent information about the complex immune response on the 

progression of SCA, in this study we proposed to explore the role of immunological biomarkers 

during SCA steady state. So, we performed the frequency of innate and adaptive immunity 

cells, cytokines, chemokines and growth factors measurement, Toll-like receptors and adhesion 

molecules expression in the blood of SCA patients and healthy donors to evaluate the different 

profile of these biomarkers, the relationship among them and its correlation to laboratory 

records and death risk. 
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2. Subjects, Material and Methods 

2.1 Ethics Statement 

All protocols and consent forms were approved by the Ethical Committees on Research 

from the Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) 

through the protocol CAEE (no.56413316.9.0000.0009). The subjects involved in the study 

signed an informed written consent form in accordance to Resolution 196/96 at the National 

Health Board for research involving human subjects prior to participate. 

2.2. Study Population 

This study included 100 subjects categorized in two subgroups referred as: Sickle     Cell 

Anemia Patients (SCA) with 30 subjects at steady state, patients were not in crises and had not 

received blood transfusions in the preceding 3 months, and Healthy Donor (HD) with 70 

subjects without any apparent disease. A non-probabilistic convenience sampling was 

performed to select patients and healthy donors that go to the Fundação Hospitalar de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM, Manaus, Amazonas, Brazil) to 

treatment and blood donation, respectively with negative results for serologic screening tests, 

including viral hepatitis (A, B and C), HIV, syphilis, Chagas disease and HTLV-1/2. The SCA 

patients’ group was composed by both genders’ subjects (20 females and 10 males), age ranging 

from 18 to 49 years (30 ± 8.9) and homozygous to HbS (HbSS). The HD group was composed 

by both genders’ subjects (52 males and 18 females) age ranging from 20 to 61years (32 ± 

10.6). Pregnant women, indigenous, subjects with other hematological diseases (leukemia and 

other anemias), subjects are doing or have been treated for cancer and with inflammatory and 

infectious diseases such as malaria, dengue, Chagas Disease, mycoses, Zika, Chikungunya, 

pneumonia, pharyngitis, tonsillitis and bronchitis, were not included 
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The choice of SCA subgroups was based on the clinical importance of hemolysis 

(reticulocytes), hemostasis and inflammation (platelets) and clinical complications inherent to 

the physiopathology of sickle cell anemia. The association of reticulocytosis and 

thrombocytosis (platelet count above 400 x 106/mm3) in the clinical severity of this disease was 

shown in previous studies[28]. The categorizations of these subgroups were done by GraphPad 

Prisma version 5.0 software (San Diego, CA, USA) using descriptive analysis establishing 

minimum 25% percentile, median and maximum 75% percentile. Considering that all patients 

present reticulocytosis and thrombocytosis, we classify them as low (below the median) and 

high (above the median). The median of reticulocytes was 400 x 106/mm3 and of platelets was 

450 x 106/mm3. The death risk as calculated by “Sickle Cell Disease Severity Calculator”, 

available from http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects describe previously for 

calculation of severity scores and classification of patients into categories by phenotype (mild, 

intermediate, severe) [13]. However, we did not use the rating used by Junior et al. (2015) 

because the patient population would be classified as 4/30 as intermediate and 26/30 as severe, 

which would make it impossible to segregate patients by robust statistical analysis. Therefore, 

the criterion of the median severity score (0.670, 67%) was chosen to classify the patients as 

more and less severe, with 15/30 with low severity (<0.670) and 15/30 with high severity (> 

0.670). 

The clinical and demographical data were acquired by a standardized questionnaire and 

the hematological profile was assessed by automated blood count carried out at Fundação 

Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. The demographic data and 

hematological and clinical characteristics of patients and healthy donors are summarized in 

table 1. 

 

 

http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects
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2.3 Immunophenotypic analysis of innate and adaptative components. 

The immunophenotypic characterization was performed by Flow Cytometry technique. 

The cells were obtained from an aliquot of 100µL from peripheral blood collected with EDTA 

and were incubated in the presence fluorescent labeled specifics anti-human cell surface 

monoclonal antibodies: Anti-CD3FITC/CD8PE/CD4PercP/ CD69APC to identify CD4+ and 

CD8+ T cells; Anti-CD4FITC/CD25PercP/FoxP3 AF647 to identify regulatory T cells; Anti-

CD5FITC/CD19PE to identify B and B1 cells; Anti-

CD16FITC/CD56PE/CD3PercP/CD69APC to identify NK and NKT cells; Anti-

CD123FITC/CD11cPE to identify Classical and Plasmocytoid dendritic cells; Anti-

CD14FITC/CD80PE/CD16PercP/HLA-DRAPC to identify Monocytes Subtypes; Anti-

CD14FITC/CD16PercP/CD282PE TLR2 to identify TLR2 expression in Monocytes and 

Neutrophils; Anti-CD14FITC/CD16PercP/CD284PE to identify TLR4 expression of in 

Monocytes and Neutrophils; Anti- CD14FITC/CD16PercP/CD289PE to identify TLR9 

expression in Monocytes and Neutrophils; Anti-CD4FITC/CD11bPE/ CD3PercP to identify 

Mac-1 expression in CD4+ T cells; Anti-CD8FITC/CD11bPE/ CD3PercP to identify Mac-1 

expression in CD8+ T cells; Anti-CD4FITC/CD49dPE/ CD3PercP to identify VLA-4 

expression in CD4+ T cells and Anti-CD8FITC/ CD49dPE/CD3PercP to identify VLA-4 

expression in CD8+ T cells, purchased from BD Bioscience (San Diego, CA, USA), Beckman 

Coulter (Brea, California, USA) and Biolegend (San Diego, CA, USA). Following the 

incubation, cells were treated with 2 mL of erythrocyte lysing solution for 7,5 min at room 

temperature. After two centrifugation steps and one wash step with PBS, non-intracellularly 

labeled cells were resuspended in 300 µl PBS and intracellularly labeled cells were incubated 

with PBS-saponin, followed by a centrifugation step and resuspension in PBS. Stained cells 

were stored at 4oC up to 24 h prior flow cytometric acquisition. A total of 30.000/100.000 events 

were acquired for each blood sample to quantify cell types. 
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The sample acquisition was performed on the FACSCalibur® Flow Cytometer (Becton, 

Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) of the Fundação HEMOAM. For the 

morphometric and immunophenotypic identification of the cells, the FlowJo software (version 

7.2) was used, with the design of gates to select the target populations in graphs that combine 

morphological characteristics (size and granulosity) with immunophenotypic characteristics 

through fluorescence of the monoclonal antibodies used to identify the target cells. 

2.4 Cytokines, Chemokines and Growth Factors Analysis 

The serum cytokines IL-1, IL-6, TNF-, IL-12, IFN-, IL-2, IL-7, IL-4, IL-5, IL-13, IL-

17 e IL-10, chemokines IL-8, IP-10, MIP-1, MIP-1, MCP-1 and RANTES and growth 

factors VEGF, FGF-basic, PDGF, GM-CSF and G-CSF were measured using Bio-Plex Pro 

Human Cytokine 27-Plex kit (Bio-Rad, California, USA) following manufacturer’s instructions 

by Luminex assay. Data acquisition and analysis was performed using Luminex 200 System 

equipment and Bioplex Manager software, respectively. The results were expressed as pg/mL, 

as assessed by the standard curve using the fifth-logistic regression parameter. The limits of 

detection were IL-1 = 8.608 pg/mL, IL-6 = 37.680 pg/mL, TNF- = 64.803 pg/mL, IL-12 = 

37.684 pg/mL, IFN- = 25.411 pg/mL, IL-2 = 18.297 pg/mL, IL-7 = 16.593 pg/mL, IL-4 = 

4.789 pg/mL, IL-5 = 23.105 pg/mL, IL-13 = 8.090 pg/mL, IL-17 = 28.850 pg/mL, IL-10 = 

35.170 pg/mL, IL-8 = 42.150 pg/mL, IP-10 = 31.236 pg/mL, MIP-1 = 960 pg/mL, MIP-1 = 

11.233 pg/mL, MCP-1 = 24.282 pg/mL, RANTES = 16.533 pg/mL, VEGF = 29.464pg/mL, 

FGF-basic = 16.046 pg/mL, PDGF = 24.721 pg/mL, GM-CSF = 12.844 pg/mL, G-CSF = 

40.049 pg/mL. 

2.5 Data Analysis and Conventional Statistics 

All data were considered as presenting a non-parametric distribution, and therefore, the 

comparative analyzes about the frequency of cells and levels of cytokines, chemokines and 

growth factors were compared between HD and SCA groups by Mann Whitney test two-tailed. 
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Analyzes between the low and high subgroups were performed using the ANOVA variance 

analysis followed by the Kruskal-Wallis test followed by Dunn`s multiple comparison test. A 

95% confidence interval was used and the data considered with statistical significance were 

those with p value <0.05. The GraphPad Prism software version 5.0 (San Diego, CA, USA) 

was used for data analysis. 

2.6 Biomarker Signature Analysis 

The cellular and serum biomarkers ascendants signatures were assembled as previously 

reported by Luiza-Silva and coworkers [29]. This model of analysis allows to convert 

continuous measurements into a categorical analysis. Initially, the whole universe of data of 

each biomarker were used to calculate the global median value used as the cut-off to classify 

each subject as the present values below or above the cut-off edge. Thereafter the ascendant 

signatures of cell phenotype features and serum immunological biomarkers were assembled 

considering the frequency of subjects with values above the global median cut-off determined 

for each biomarker.  Overlay of ascendant biomarker signature curves were employed to 

identify those biomarkers with frequency of subjects above the 50th percentile, further 

highlighted for subsequent Venn diagram analysis to identify those biomarkers commonly or 

selectively observed amongst groups. The GraphPad Prism 5.0 software (San Diego, USA) as 

used for graph arts. 

2.7 Biomarkers Networks Assembling 

Biomarker networks were assembled to evaluate the multiple associations among the cells 

and cytokines/chemokines/growth factors in the SCA patients and subgroups. The association 

between the quantitative levels of cells, cytokines, chemokines and growth factors was 

performed by the Spearman correlation coefficient in GraphPad Prism 5.0 software (San Diego, 

USA) and statistical significance were considered only if p < 0.05. After performing the 

correlation analysis between biomarkers, a database was created on the Microsoft Excel 
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program 2010. Then, the significant correlations were compiled using the open access software 

Cytoscape (version 3.6.1) as previously reported. The biomarker networks were constructed 

using circular nodes for each cells, cytokines, chemokines and growth factors, including white 

circles to HD, black circles to SCA, light grey to low subgroups and dark grey to high subgroups 

assembled in circular layouts. The correlations indices (r) were used to categorize the 

correlation strength as negative (r < 0), moderate (0.36  r  0.68) and strong (r > 0.68) 

represented by connecting edges as proposed by Taylor et al [30]. 
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3. Results 

3.1 Major phenotypic features of innate and adaptive immunity in patients with sickle cell 

anemia. 

The innate immunity cell phenotypes in SCA patients are presented in Figure 1. Low 

frequency of neutrophils, classical and plasmocytoid DCs, along with decrease percentage of 

NK and NKT cells were observed in SCA as compared to HD (Figure 1a). Conversely, 

increased frequency of activated inflammatory monocytes (CD14+CD16+ HLA-DR+), B1 

lymphocytes as well as enhanced expression of TLR-9 by neutrophils and monocytes were also 

observed in SCA patients (Figure 1a and 1b). Phenotypic features of adaptative immunity cells 

are presented in Figure 2. Data analyses demonstrated high frequency of lymphocytes, activated 

TCD4+, TCD8+, TCD4+/TCD8+ ratio, B lymphocytes and high expression of Mac-1 in 

TCD4+ cells in SCA patients compared to HD (Figure 2a and 2b). Furthermore, decreased 

levels of CD4+ and CD8+ lymphocytes, beside decreased expression of Mac-1 in TCD8+ cells 

were also observed in SCA group (Figure 2a and 2b). 

3.2 Phenotypic features of innate and adaptive immunity in patients with sickle cell 

anemia according to laboratorial and clinical records. 

Aiming at further characterizing the profile of innate and adaptive immunity cells in SCA, 

the patients were categorized according to their laboratorial and clinical records, including 

reticulocyte counts, platelet levels and death risk scores. The results are presented in Figure 3. 

The reference values observed in HD are presented as interquartile range (25th-75th) for each 

cell phenotypes evaluated (Figure 3, gray background). Data analysis demonstrated that high 

frequency of activated inflammatory monocytes (CD14+CD16+HLA-DR+) and increased 

expression of TLR9 by neutrophil and monocytes are observed in SCA patients regardless the 

laboratorial and clinical conditions. Moreover, lower levels of classical and plasmocytoid DCs, 

besides NK and NKT cells were also found in SCA patients regardless the presence of 
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reticulocytosis, thrombocytosis and high death risk (Figure 3a and 3b). The SCA patients with 

high platelet count showed elevated frequency of activated neutrophils and increased 

expression of TLR2 by monocytes compared to HD (Figure 3a and 3b). Furthermore, enhanced 

expression of TLR2 by monocytes was observed in SCA patients with high death risk score 

(Figure 3b). 

The analysis of adaptive immunity cells revealed that despite the low levels CD4+ T-cells 

and CD8+ T-cells, SCA patients exhibited high frequency of CD4+CD69+ T-cells, 

CD8+CD69+ T-cells and CD19+ B-cells regardless the laboratorial/clinical score (Figure 3c). 

In addition, the results demonstrated that Mac-1 expression by CD8+ T-cells was significantly 

lower in SCA patients with low reticulocyte counts (Figure 3d). Moreover, increased VLA-4 

expression by CD8+ T-cells was found in SCA with high death risk score (Figure 3d). 

Remarkably, SCA patients with high death risk presented increased expression of TLR2 by 

monocyte and VLA-4 by CD8+ T-cells in comparison with those SCA patients presenting low 

death risk (Figure 3b and 3d). Conversely, SCA patients with low reticulocyte counts showed 

decreased expression Mac-1 by CD8+ T-cells as compared to patients with high reticulocyte 

counts (Figure 3d). 

 

3.3 Serum immunological biomarkers in sickle cell anemia patients. 

The profile of serum cytokines, chemokines and growth factors observed in SCA patients 

are shown in Figure 4. Data demonstrated that SCA patients displayed an overall increase of 

most immunological biomarkers evaluated, include IL-1, IL-6, IL-12, IFN-, IL-4, IL-17, IL-

10, IL-8, IP-10, MIP-1α, MIP-1β, RANTES, VEGF, FGF-basic and GM-CSF as compared HD 

(Figure 4a, 4b and 4c). Decreased levels of IL-2 and IL-13 were also observed in SCA patients 

(Figure 4a). Unaltered levels of TNF-α, IL-7, IL-5, MCP-1 and G-CSF were found in serum 

samples from SCA as compared to HD (Figure 4a, 4b and 4c). 
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3.4 Serum immunological biomarkers in patients with sickle cell anemia according to 

laboratorial and clinical records. 

The serum levels of cytokines, chemokines and growth factors were further evaluated in 

SCA patients categorized according to their laboratorial and clinical records and data shown in 

Figure 5. The reference values observed in HD are presented as interquartile range (25 th-75th) 

for each immunological biomarker analyzed (Figure 5, gray background). Increased levels of 

IL-1β, IFN-γ, IL-12, IL-17, IL-10, IL-8, IP-10, MIP-1α and VEGF, but low levels MIP-1β of 

were observed in SCA patients regardless the laboratorial and clinical scores as compared to 

HD reference ranges. The high concentrations of IL-6, RANTES and G-CSF were showed in 

SCA patients regardless  the reticulocyte counts. TNF-α, IL-2 and GM-CSF were increased in 

SCA patients with low reticulocyte counts. IL-4, IL-13, FGF-basic were detected in SCA 

patients with high reticulocyte counts as compared to HD reference ranges. High levels of IL-

6 was demonstrated in SCA patients with low platelet counts. Enhanced levels of IL-2, IL-7, 

IL-4 and GM-CSF were observed in SCA patients with high platelet counts as compared to HD 

reference ranges. Increased levels of IL-6, IL-4, IL-13, MCP-1 and GM-CSF were found in 

SCA patients with high death risk as compared to HD reference ranges.  Remarkably, SCA 

patients with high death risk presented increased levels of IL-10, IP-10, MIP-1α, MIP-1β and 

RANTES in comparison with those SCA patients presenting low death risk. Likewise, SCA 

patients with high platelet counts presented increased levels of IL-17 and MIP-1α as compared 

to those with low platelet counts (Figure 5a, 5b and 5c). 

 

3.5 Signatures of cell phenotypes features and serum immunological biomarkers in 

patients with sickle cell anemia according to laboratorial and clinical records. 

The signatures of cell phenotype features and serum immunological biomarkers were 

assembled as the frequency of subjects with values of cells from innate and adaptative immunity 

or serum biomarkers above the global median cut-off, aiming at identifying the attributes that 
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characterize the immunological profile of SCA patients and their respective laboratorial and 

clinical records. According to this categorical descriptive analysis, it was possible to select the 

most relevant biomarkers observed in more than 50% of subjects on each group (Figure 6 – 

gray background). Data analysis demonstrated that in general the SCA patients presented higher 

number biomarkers above the 50th percentile as compared to HD (Figure 6a). Slight differences 

were observed in the number of cellular biomarkers above the 50th percentile wile comparing 

the SCA subgroups (Figure 6b). 

Venn diagram analyses further demonstrated that a set of cell phenotypes features were 

commonly observed in more than 50% of SCA patients, regardless their laboratorial and clinical 

records, including CD14+CD16+MON, CD4+CD69+ and CD8+CD69+ (Figure 6b – black 

squares). Furthermore, specific biomarkers were selective identified in the ascendant signatures 

of SCA patients with low reticulocyte counts, high platelet counts and high death risk, included 

CD8+CD11b+, CD11b+NEU, CD8+CD49d+ and TLR2MON, respectively (Figure 6b). 

A clear cytokine storm was observed in SCA patients as compared to HD. Data analysis 

demonstrated that SCA patients presented a massive increase in most serum immunological 

biomarkers as observed by the frequency of subjects with levels above the 50th percentile as 

compared to HD (Figure 6c). Comparative analysis between SCA subgroups demonstrated that 

SCA patients with high death risk display higher number of altered biomarkers as compared to 

those with low death risk (Figure 6d). Venn diagram analyses demonstrated that a set of serum 

biomarkers were commonly observed in more than 50% of SCA patients, regardless their 

laboratorial and clinical records, including IL-8, IP-10, IL-12 and IL-10 (Figure 6d – black 

squares). However, no selective biomarkers could be identified for a given SCA subgroup 

(Figure 6d). 
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3.6 Cell phenotypes and serum biomarker networks in patients with sickle cell anemia 

according to laboratorial and clinical records. 

Aiming at characterizing the integrative and multiparametric analysis of the immune 

response in SCA patients, a correlation analysis between cell phenotypes as well as amongst 

serum biomarkers were carried out and the network profiles assembled according to the 

negative or positive correlations between pairs of attributes (Figure 7, 8 and 9). Data 

demonstrated that SCA patients presented complex and imbricated cell phenotype network rich 

in negative connections compared to HD (Figure 7a). In fact, while HD displayed a strong 

correlation between innate immunity receptors and Treg cells the SCA patients displayed 

positive connections between CD4+CD69+T and CD8+CD69+, TLR4NEU, TLR4MON, 

TLR9MON along others involving TLR4NEU, TLR2NEU, TLR4MON and TLR2MON. 

Analysis of serum biomarker networks revealed that a small number of positive edges 

were observed for in SCA as compared to HD (Figure 7b). It was noticed that while in HD, IL-

10 have several connections modulating the immune response and make an interesting triad 

between IL-10/IL-12/VEGF, in SCA patients IL-10 display a relevant loss of connections 

remaining only a strong positive connection with IP-10, not observed in HD. In SCA, 

interesting triads are observed IFN-/IL-12/VEGF, IL-12/IL-17/MIP-1 and IL-1/IFN-

/TNF-α, suggesting an intense inflammatory response. 

The cellular networks assembled for SCA subgroups according to laboratory and clinical 

records are presented in Figure 8. The results demonstrated that SCA patients with high 

reticulocyte counts (RET High subgroup) presented a stronger network compared to those with 

low reticulocyte counts (RET Low subgroup). On the other hand, SCA patients with high 

platelet counts or high death risk presented a significant loss of connection. Interestingly, 

patients with high reticulocyte counts and high death risk presented strong connections such as 

TLR9NEU/B-cell/TLR9MON and CD4+CD69+T/TLR4MON. SCA patients with high death 
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risk. The SCA subgroup with low platelet counts has a peculiar network with a relevant increase 

of negative connections (Figure 8). 

The serum biomarker network assembled for SCA subgroups according to laboratory and 

clinical records are presented in Figure 9. Data analysis demonstrated that in general, SCA 

patients presented positive connections between the pairs IL-17/MIP-1, IL-12/ VEGF and IL-

10/IP10, regardless their laboratorial records. It is noticed that although IL-10 make few 

connections, the IL-10/IP-10 link is observed in all SCA subgroups. SCA subgroups with high 

reticulocyte counts presented stronger connections as compared to those with low reticulocyte 

counts. However, SCA subgroups presented strong biomarker connections regardless their 

platelet counts or death risk scores (Figure 9). SCA patients with high reticulocyte counts and 

high death risk presented a more similar network highlighted by common connections TNF-

α/IL-1/MIP-1α triad, IFN-/IL-13, IL-17/ IL-4 and IL-4/IL-2 axes. The SCA patients with 

high platelet counts displayed a more peculiar network mediated by several positive 

connections (Figure 9). 

4. Discussion 

The sickle cell anemia is a complex clinical syndrome caused by the presence of HbS and 

erythrocyte injury that leads to extra- and intravascular hemolysis, inflammation, endothelial 

dysfunction and vasculopathy, accompanied by heterocellular leukocyte-platelet-erythrocyte-

endothelial adhesive events that trigger vaso-occlusive episodes of small and large blood 

vessels producing acute organ ischemia, and reperfusion injury [22]. Many studies have 

confirmed the association of indirect markers of hemolysis with certain complications of 

disease. Belini Junior et al [13] in their study about severity of Brazilian sickle cell disease 

patients showed in all patients the relationship of reticulocytes, hemoglobin, leucocytes, LDH, 

bilirubin and HbS biomarkers with severity score were statistically significant, that is SDC 

severity is associated with these markers. Our SCA patients at steady state presented an intense 
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reticulocytosis and when evaluate the immunologic biomarkers in this condition, the relation 

between these markers are very similar in the high death risk condition. 

The immune abnormalities in SCA can contribute to vaso-oclusive crises, increase 

susceptibility to infection and may potentially explain incidences of impaired magnitude or 

duration of responses to vaccines. These conditions leads to significant morbidity and/or risk 

of death in individuals with SCA [9,13,27,31]. In this study were analyzed cells, receptors, 

adhesion molecules, cytokines, chemokines and growth factors of innate and adaptative 

immunities from SCA patients aiming to better understand the involvement of the immune 

response in the pathophysiology and morbidity of SCA and thus identify immunological 

biomarkers that may be related to laboratory conditions and clinical severity of SCA. 

Our results explicitly show that patients with SCA at steady state have high frequency of 

adaptive immune cells rather than innate immune cells. Although TCD4+ and TCD8+ 

lymphocytes were significantly decreased in SCA patients compared to the HD group, the 

frequency of these activated cells was significantly higher in patients compared to HD group 

regardless the low and high laboratory and clinical conditions evaluated. The value of T-cell 

subsets in patients with homozygous SCA is variable [32]. Koffi and coworkers (2003) showed 

CD8+ T cells significantly increased and no difference between CD4+ T cells in SCA patients 

compared to their control group [32]. However, Kaaba and Al-Harbi (1993) and Vingert and 

coworkers (2015) also showed lower frequency of TCD4+ and CD8+T cells in SCA patients 

compared to HD individuals [25,33]. The reduction in the proportion of circulating CD4+ and 

CD8+ cells was show to be more profound in the presence of splenic defects and SCA is 

invariably accompanied by hyposplenism [27,32]. 

The TCD4+/TCD8+ ratio was higher in SCA patients than HD group, indicating that 

there is an increased absolute number of TCD4 cells and fewer TCD8 cells in SCA patients 

(this means a normal ratio). However, a reversal of the normal ratio, that is a relative increase 

in the number of TCD8+ lymphocytes in SCA patients has been shown by Adedeji (1985) [34].  
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Even though, these cells were more activated in SCA patients indicating that they are acting on 

the immune response [25]. Rêgo et al [35] and Vingert et al [24] reported in their works an 

increase in the regulatory T cells (CD4+CD25+FoxP3+) frequency in SCD patients compared 

to the HD group. However, this increase can be related to previous blood transfusion or to the 

body’s attempt to minimize inflammation intrinsic to SCA [24,35,36]. Our results show that 

Tregs appears to be increased in SCA compared to the HD, but this difference was not 

significant. 

Mac-1 molecule is a very important to mediate the interaction between RBC and adherent 

leucocytes and promotes vaso-occlusion in SDC. It was observed by Chen et al that Mac-1 

deficiency significantly prolonged the survival of SCD mice during and after the experimental 

procedure [37]. Our results showed that TCD4+CD11b+ may have an effective participation in 

the process of endothelium adhesion and occlusive vessel crisis and regardless of 

reticulocytosis, thrombocytosis and death risk in contrast to TCD8+ lymphocyte that had low 

expression of Mac-1 compared to the HD group. 

The VLA-4 molecule (CD49d) is the only integrin maintained on the surface of young 

SS erythrocytes and reticulocytes, which are increased in the peripheral blood of SDC patients 

and mediate adhesion of these cells to endothelium [38]. Canalli et al [39] demonstrated that 

VLA-4 in neutrophils, despite its low expression, participate in the in vitro adhesion of sickle 

cell disease neutrophils to endothelial layers under both basal and tumor necrosis factor-α 

stimulated conditions. Our results showed no difference in VLA-4 expression either the TCD4+ 

or TCD8+ lymphocytes in SCA patients compared to the HD group, but it appears to be 

increased in CD4+ T lymphocytes. Although, when we evaluated this marker in laboratory and 

clinical conditions of SCA, appears that high VLA-4 expression in TCD8+ to be a selective 

biomarker for high death condition, also showed by signature analyses. The higher expression 

of VLA-4 in TCD8 + lymphocytes increases its adhesion to vascular endothelium, affecting the 
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microenvironment through cytokines and interactions with other cell types and extracellular 

matrix [40]. 

Several studies have shown that the proportions of circulating B cells in SCA are 

generally unaltered [27,41,42]. Venkataraman and Westerman [43] showed no significant 

changes in the percentage of B cells in SCA patients at steady state compared to control group 

individuals, however show that changes in in vitro B cell function occur during vaso-occlusive 

pain crises in SCA patients. Unlike the cited data, we observed in our work a significant increase 

in the frequency of B (CD5-CD19+) in SCA patients at steady state regardless reticulocytosis, 

thrombocytosis and death risk conditions compared to HD. Kaaba and Al-Harbi [33] and Bao 

et al [44] have been observed too increases in B cells in SCA patients at steady state and they 

claim that higher numbers of B lymphocytes are observed in adults with SCA with increased 

circulatory Th2 cytokines, IL-4 and IL-10. The multiple blood transfusions in SCA patients can 

induces B-cell differentiation and immunoglobulin secretion and consequently 

alloimmunization [27]. 

About innate immunity cells our results showed a lower frequency of total neutrophils 

count and no difference in frequency of total monocytes count compared to healthy donors 

unlike several studies [45–49]. However, in the SCA patients evaluated in our work the 

neutrophils appear to be more activated (CD11b+) than HD. Increasing evidence indicates that 

(activated) neutrophils could play an important role in the initiation and propagation of vaso-

occlusive processes in SCD [50]. Lard et al [50]  and Kerst et al [51] observed similar result 

with decrease in neutrophil count that has been the most likely caused by activated neutrophils 

due to high expression of the CD11b molecule and consequently greater adhesion to the 

vascular endothelium. So, neutrophils may have left the circulation and are therefore under-

represented in the blood. We observed by our analyses high frequency of activated neutrophils 

expressing CD11b+ in high thrombocytosis and making rare connections with other markers. 
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So, appears that neutrophils CD11b+ in our SCA patients at steady state are aggregated with 

platelets. Platelets can also bind to erythrocytes, monocytes, and neutrophils to form aggregates. 

Between monocytes subsets only activated inflammatory monocytes 

(CD14+CD16+HLA-DR+) were significantly elevated in SCA patients. Singhal et al [52] 

showed similar results to our, which observed very low count of total monocytes and high 

percentage for inflammatory monocytes (CD14+CD16+HLA-DR+). In SDC patients, 

monocytes presented a significant expression of phosphatidylserine on surface indicating the 

probability of early activation of apoptosis, which could be a possible reason for low counts of 

these cells in patients [52]. Singhal et al also described in their study that CD14+ monocytes 

when engulf the Hb-activated platelets, a frequent and characteristic condition of SCA [53], 

were transformed into highly inflamed CD14+CD16+ subtype. This condition may be 

happening in our SCA patients at steady state. 

We observed high frequency of B1 cells (CD5+CD19+) in SCA patients compared to 

HD.  Human B1 cells (CD5+CD19+), spontaneously secrete IgM, expressed an Ig repertoire 

targeted to a narrow range of antigens such as phosphorylcholine and DNA [54]. These cells 

also promote homeostasis and can modulate the immune response by secreting the anti-

inflammatory cytokine IL-10.. Natural IgM produced by B1 cells has been shown to promoting 

inflammation by activating the classical complement cascade, and causing tissue destruction by 

binding to epithelial antigens exposed upon ischemia-reperfusion injury[55]. Possibly by this 

mechanism, B1 lymphocytes are contributing to the pathophysiology of SCA. Furthermore, it 

was shown by Paglieroni et al [56] in SCA patients had received blood transfusion, but none 

have received a transfusion within 3 month, significant differences in CD5+ B-cell (B1 cell) 

percentages and absolute numbers compared to healthy never-transfused blood donors. 

Among toll-like receptors, only TLR9 in both neutrophils and monocytes were highly 

expressed. Pitanga et al [57] showed higher expression of TLR2 and TLR4 genes and no 

diferences in TLR9 expression in PBMC of 12 SCA patients at steady state. Although, they did 
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not analyze TLR proteins, they believe the continuous exposure to SS-RBC can affect TLR 

pathways. Some authors have described under certain conditions, such as elevated IL-4 and IL-

10 or inappropriate concentration of a given stimulus (TLR2 and TLR4 agonists) is not 

sufficient to induce TLR2 and TLR4 upregulation on the surface of monocytes and neutrophils 

possibly because the baseline expression of these receptors might be sufficient and an 

upregulation would only occur after higher stimulus [58–60]. Although, we observed by other 

analyzes high expression of TLR2 in monocytes in high thrombocytosis and appears to be a 

selective biomarker to high death risk. The network show TLR2 and TLR4 from neutrophils 

and monocytes making connections among them and with CD4+CD69+ T cells. 

The circulating cell-free DNA in SCA patients even at steady state can be recognized by 

TLR9 [61,62]. Perhaps in our SCA patients at steady state, the hemolysis process and the release 

of heme are contained, not releasing sufficiently high concentrations to induce upregulation of 

TLRs 2 and 4, however sufficient to induce TLR9 expression. Besides that, we could observe 

by biomarker network analyze, TLR9 in neutrophils and monocyte making positive connection 

with B-cell both in high reticulocytosis and high death risk. This correlation can be for TLR9 

stimulation induces maturation of antigen presenting cells favoring a Th1 immune response and 

stimulates antigen-independent B-cell proliferation [63,64]. 

We are the first to show classical or myeloid and plasmacytoid DCs subsets profile in 

SCA patients at steady state. Both subsets the frequency was low in the SCA patients compared 

to HD. Urban et al [65] evaluated cDC and pDC frequencies in children with -thalassemia and 

the sickle cell trait. They showed significant reduction of mDC frequency in children 

homozygous for -thalassemia whether or not if they were also carriers for HbS (AA -/- and 

AS -/, AS -/-) compared to normal healthy children (AA /) [65]. They suggest the 

most likely possibilities are reduced mDC production in the bone marrow or chronic activation 

and enhanced retention of mDCs in the spleen. 
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Sickle cell disease (SCD) is associated with alterations in immune phenotypes [66] and 

we decided evaluated NK and NKT frequencies on SCA patients at steady state. Recently, 

ischemia reperfusion injury (IRI) with resultant white cell activation has been implicated as an 

additional contributor to the pathophysiology of SCD [67]. Our results showed low frequencies 

of NK and NKT cells in SCA patients at steady state. In ElAlfy et al [66] study they showed 

NK cell frequency higher in all patients with SDC compared with controls, but the difference 

was not significant. Furthermore, showed elevated counts of NK cells with higher levels of 

IFN-, so these cells were activated in SCA patients. They suppose the increased number of NK 

cells among their patients was associated with history of frequent vaso-occlusive crisis, but they 

could not compare patients with vaso-occlusive crisis and those with stable SCD. Kaplan et al 

[68] showed lower NK activity in SCA patients that receive repeated blood transfusion 

compared to normal controls. 

The activation of RBCs, leucocytes, platelets and endothelial cells, leads to increased 

production of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, which gives SCA 

characteristics of a chronic inflammatory disease [69]. Our results showed increased levels of 

Th1 and Th17 cytokines profiles (IFN-, IL-12, IL-17) and inflammatory and regulatory 

cytokines pattern (IL-1, IL-6, IL-4 and IL-10) in SCA patients at steady state. The chemokines 

IL-8, IP-10, MIP-1α, MIP-1  and RANTES and the growth factors VEGF, FGF-basic and 

GM-CSF were higher in SCA patients. 

There are a few reports in the literature pertaining to the role of IL-12 and IL-17 in SCA 

[10,69]. Unlike our results, Taylor et al [70] did not observe detectable levels of IL-12 in SCA 

patients at steady state compared to healthy control subjects, however as in our study, they 

observed high levels of IFN-. In SCA patients from Oman city the mean serum level of IFN- 

was higher in both steady state (95.71 pg/mL) and crisis patients (90.13 pg/mL) compared to 

control subjects (74.42 pg/mL) [71]. Thus, IL-12 can also negatively affect the development, 
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homeostasis and function of nTreg cells by limiting IL-2 expression [71]. The 

immunoregulatory functions of IFN- are diverse and include the activation of mononuclear 

phagocytes and neutrophils, the upregulation of class I molecules of the major 

histocompatibility complex (MHC-1). The IL-2 signaling promotes the development of both 

Th1 and Th2 cell types by inducing expression of IL-12R2 and IL-4R respectively [72] and 

has been reported the suppress Th17 development inhibiting IL-17 production [72]. 

The role of IL-17 in SCA are not well understood [69]. Corroborating with our results 

Vilas-Boas et al [10] and Keikhaei et al [69] observed higher levels of IL-17 in SCA patients at 

steady state than healthy donors. Vilas-Boas et al still found a positive association among 

homocysteine and IL-17 and suggest a possible role of homocysteine in the induction of IL-17. 

We also observed high levels of IL-17 in high thrombocytosis. Bouchnita et al [73] 

demonstrated that IL-17 enhanced the level of platelet aggregation from 20% to 45-50% and 

lead to thrombosis and vessel occlusion. 

Increased levels of IL-1, IL-6 and TNF-α have been reported in serum from patients 

with SCD [69,71,74–77]. Selvaraj et al [76] shown that monocytes isolated from SCD patients 

are in highly activated state as demonstrated by increased gene expression of IL-1 as well as 

TNF-α compared with monocytes from healthy individuals. Our results shown detectable levels 

of TNF-α in SCA patients at steady state, but no significant differences. Pathare et al [71] 

showed very similar levels of TNF-α between SCA patients at steady-state and control group, 

but in patients in crisis, the level was higher compared to the control group, despite the non-

significant difference. 

Chemokines contribute to SDC pathogenesis by acting on leucocytes [78]. The IL-8 is 

involved in both endothelial cell proliferation and angiogenesis produced by several types of 

cells such neutrophils, macrophages, endothelial cells an induces leucocytes chemotaxis and 

neutrophil degranulation [69,78]. Elevated levels of IL-8 are observed in SDC patients during 
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crises and have been proposed to be a vaso-occlusion crises predictor [79]. Pathare et al [71] 

observed, like our results, significant high levels of IL-8 in SCA patients at steady state 

compared to healthy donors and despite having observed a higher level in patients in crisis, was 

not a significant difference between steady state and crises. Hazin-Costa et al [80] also observed 

high levels of IL-8 in SDC patients at steady state compared to healthy donors. 

The MIP-1 and MIP-1 are chemokines with inflammatory properties, highly related 

and that share 68% identical amino acids [81]. Selvaraj et al [76] showed high expression of 

MIP-1 in monocytes activated from SDC patients compared to monocytes from healthy 

individuals. Wu et al [82] demonstrated in autoimmune hemolytic anemia that elevated 

circulating level of MIP-1 indicate a boost in erythroid proliferation and reticulocytosis. It is 

possible that in SCA this chemokine can be acting that way. Preclinical studies have further 

demonstrated that MIP-1 is released upon the induction of Th1 responses and by neutrophils 

and monocytes during monocyte-endothelial cell interactions that serves as an important 

mechanism in sustaining the recruitment of cells during inflammatory responses [81]. In SCA, 

MIP-1 is possibly also mediating this mechanism. Also, we observed high level of MIP-1 in 

high thrombocytosis. Klinger et al [83] showed that MIP-1 are present within the α-granules 

of human platelets. 

Enhanced expression of MCP-1 was demonstrated in a variety of pathologic conditions, 

associated with inflammation and mononuclear cell infiltration [84]. Higher level of MCP-1 is 

also associated with the development of polarized Th2 responses [85]. Although, our results as 

well as those of Hazin-Costa et al [80] did not show statistical difference in the MCP-1 level 

between SCA patients at steady state and healthy donors. Although SCA is a chronic 

inflammatory disease, MCP-1 may be inhibited by the presence of the heme oxygenase 1 (HO-

1) enzyme, which is increased in SCA patients [86,87]. Sickle erythrocytes release large 
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amounts of hemoglobin after hemolysis, endothelial HO-1 induction may serve to control 

excessive heme overload [87]. 

Unlike our results significative levels of RANTES and IP-10 between SCA patients at 

steady state and healthy donors did not show by Hazin-Costa et al [80]. However, Driss et al 

[88] show elevated serum levels of IP-10 in patients with homozygous sickle cell disease. In 

the SCA pathophysiology, RANTES still induces activation of Gardos channel (Ca-dependant 

K+ channel) in sickle erythrocytes by increase affinity constant for intracellular Ca+ result in 

intracellular depletion of K+ and dehydration of sickle red blood cells [89]. Apparently, in SCA, 

RANTES can be important to perivascular recruitment of INF--producing T cells which may 

affect vascular dysfunction [90]. 

There are conflicting reports on the role of IL-4 and IL-10 anti-inflammatory cytokines 

in SCA patients [69]. Pathare et al [71] and Raghupathy et al [91] demonstrated significantly 

higher levels of IL-4 in SCA patients at steady state like our results. Taylor et al [92] also 

demonstrated higher levels of IL-4 and IL-10 in SCA patients at steady state, even though, 

Cavalcante et al [93] shown not significant different serum levels of IL-10 between steady state 

SCA patients and control subjects. Musa et al [14] demonstrated higher levels of IL-4 in SCA 

patients in vaso-occlusive crises than steady state and controls subjects, however corroborating 

with our results the levels of IL-10 as higher in SCA patients at steady state than in crises and 

control individuals. The exacerbated inflammatory process within the vascular environment of 

the SCA patients could be responsible for triggering the compensatory Th2 responses 

emphasizing the role of an injured endothelium and activated monocytes [94]. The others Th2 

cytokines, IL-5 and IL-13 were not elevated in SCA patients at steady state compared to healthy 

donors unlike what has been demonstrated by Veiga et al [94]. Possibly, in our SCA patients, 

the high levels of IL-17 can be affecting IL-5 and IL-13 production. 

T-cell homeostasis requires a balance in programs underlying activation and apoptosis 

with those controlling quiescence and survival. In healthy, T-cell replete animals naive CD4 T-
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cells are sustained by self-peptide and IL-7 signals [95]. We did not demonstrate significant 

difference in IL-7 levels between SCA patients and healthy donors. Although, in SCA, due the 

high levels of activated TCD4+ and TCD8+ lymphocytes, the IL-7 level maybe being controlled 

by negative feedback. 

Angiogenesis is a highly regulated process and requires coordinated signalling events 

among a variety of angiogenic factors [96]. Gürkan et al [97], Solovey et al [98] and Cao et al 

[99] demonstrated higher levels of VEGF and FGF-basic in HbSS patients at steady state 

corroborating with our results, and even higher levels in SCA patients with painful vaso-

occlusive crises. Nevertheless, even platelet activation has also been proposed as significant 

contributing factor to the pathogenesis of and outcome of SCD patients [100]. However, 

showed that SCA patients during vaso-oclusive crises had higher levels of PDGF compared to 

healthy controls and steady state. 

Regarding the colony-stimulating factor, only GM-CSF was higher in SCA patients at 

steady state compared to healthy donors, while G-CSF was not significantly different. Conran 

et al [101] demonstrated that circulating levels of GM-CSF in steady-state patients with SCD 

were significantly higher than in healthy controls and  G-CSF levels was significantly lower. 

Besides that, demonstrated GM-CSF levels correlated significantly with the numbers of total 

leukocytes in SCA patients, but G-CSF had a significant negative correlation. GM-CSF can be 

responsible, at least in part, for the leukocytosis observed with SCD and proinflammatory 

cytokines like IL-1β, which are increased in SCD, can be associated with elevated levels of 

GM-CSF [101]. 

As discussed above, and by the signature and biomarker network analyzes SCA 

pathophysiology at steady state appears to be controlled by Th1 and Th17 cytokines (IL-12, 

IFN-, IL-1, IL-17), IL-8, IL-10 and IP-10 as general biomarkers and MIP-1 and RANTES 

making difference in SCA patients with high death risk. Besides, IL-12 due its antiangiogenic 

activity [102] appears to controlling VEGF regardless 
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of any laboratory and clinical condition, IL-10 controlling endothelial adhesion by IP-10 

correlation and MIP-1 stimulating Th17 response by IL-17 correlation. In high reticulocytes 

and death risk there appears to be a competition of the Th1 and Th17 inflammatory responses 

with Th2 due the correlations TNF-α/IL-1/MIP-1α, IFN-/IL-13, IL-17/IL-4 and IL-4/IL-2. In 

high thrombocytosis we observed VEGF making several connections with chemokines and 

cytokines. 

In conclusion, our results demonstrated that SCA pathophysiology at steady state there 

has a broad immunological biomarker cross-talk highlighted by TCD4+ lymphocytes, TLR2 in 

monocytes, VLA-4 in TCD8+ lymphocytes, Th1, Th17 inflammatory and IL-10 regulatory 

cytokines, MIP-1α, MIP-1 and IP-10 chemokines and growth factor VEGF. High levels of 

MIP-1 and RANTES appears to be relevant in high death risk condition. High reticulocytosis 

and high death risk conditions present commons correlations, there seems to be balance by Th2 

profile. Even though, more studies approaching the same biomarkers in the same patients in 

crisis or other biomarkers, intracellular signaling pathways, analysis of gene expression of 

molecules involved in innate and adaptive immune responses are needed to better understand 

this complex pathophysiological mechanism of SCA. 
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FIGURES LEGENDS 

Figure 1: Phenotype profile of innate immunity in SCA patients. The frequency of cell 

phenotypes (a) and toll-like receptors expression (b) were measured in peripheral blood of SCA 

patients and healthy donors by flow cytometry. The results are shown in scatter plots with 

individual values and the median percentage of cells or mean fluorescence intensity (MFI) 

represented as a line. Significant differences (p < 0.05) are highlighted by connecting lines and 

asterisks (*) for comparations with the HD group. 

Figure 2: Phenotype profile of adaptative immunity in SCA patients. The frequency of cell 

phenotypes (a) and adhesion molecule expression (b) were measured in peripheral blood of 

SCA patients and healthy donors by flow cytometry. The results are shown in scatter plots with 

individual values and the median percentage of cells or mean fluorescence intensity (MFI) 

represented as a line. Significant differences (p < 0.05) are highlighted by connecting lines and 

asterisks (*) for comparations with the HD group. 

Figure 3: Phenotype profile of innate and adaptative immunity components in SCA subgroups 

according to laboratorial and clinical records. The frequency of cell phenotypes (a), the 

expression of toll-like receptors (b) by innate immunity cells along with the cell phenotypes (c) 

and the expression of adhesion molecules by adaptive immunity cells (d) were analyzed in SCA 

subgroups by flow cytometry. The SCA patients were categorized according to their 

laboratorial and clinical records, including: reticulocyte counts, platelet levels and death risk 

scores. The results are presented in box plots with median and interquartile range overlaid by 

scatter plots with individual values for cell phenotype or mean fluorescence intensity (MFI). 

The interquartile ranges (25th-75th) for results observed in HD were used as reference range 

(gray background). Significant differences (p < 0.05) are highlighted by connecting lines and 

asterisks (*). 

Figure 4: Serum immunological biomarkers in sickle cell anemia patients. The levels of 

cytokines (a), chemokines (b) and growth factors (c) were measured in serum of SCA patients 
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and healthy donors by Luminex assay. The results are shown in bars charts with mean ± 

standard deviation for serum concentration (pg/mL). Significant differences (p < 0.05) are 

highlighted by connecting lines and asterisks (*). 

Figure 5: Serum immunological biomarkers in sickle cell anemia patients according to 

laboratorial and clinical records. The levels of cytokines (a), chemokines (b) and growth 

factors (c) were measured in serum of SCA subgroups by Luminex assay. The SCA patients 

were categorized according to their laboratorial and clinical records, including: reticulocyte 

counts, platelet levels and death risk scores. The results are presented in box plots with median 

and interquartile range overlaid by scatter plots with individual serum concentration (pg/mL). 

The interquartile ranges (25th-75th) for results observed in HD were used as reference range 

(gray background). Significant differences (p < 0.05) are highlighted by connecting lines and 

asterisks (*). 

Figure 6: Signatures of cell phenotypes features and serum immunological biomarkers in 

patients with sickle cell anemia according to laboratorial and clinical records. The signatures 

of cell phenotype features (a, b) and serum immunological biomarkers (c, d) were assembled 

considering the frequency of subjects with values above the global median cut-off determined 

for each biomarker. The SCA patients were categorized according to their laboratorial and 

clinical records, including: reticulocyte counts, platelet levels and death risk scores. The global 

median values for each biomarker were used as the cut-off to classify each subjects with “low” 

or “high” biomarker levels. Overlay of ascendant biomarker signature curves were employed 

to identify those biomarkers with frequency of subjects above the 50th percentile (dashed lines) 

further highlighted by gray background. Venn diagram analysis were carried out to identify 

those biomarkers commonly or selectively observed amongst groups. The universal biomarkers 

observed in all SCA subgroups were tagged by black squares. Those biomarkers with putative 

association with SCA subgroups were tagged with a gray diamond for SCA patients with low 
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reticulocyte counts, a dark gray circle for SCA patients with high platelet counts or a dark gray 

triangle for SCA patients with high death risk. 

Figure 7: Cellular and serum biomarker networks in SCA patients. Customized biomarker 

network layouts for SCA (black nodes) and HD (white nodes) were assembled to identify the 

relevant association between innate and adaptative cell phenotypes (a) and serum biomarkers 

(b) using circular distribution of nodes. Significant Spearman’s correlations at p < 0.05 were 

represented by connecting edges to highlight positive [strong (r≥0,68; thick continuous line) or 

moderate (0,36 ≥ r ≤ 0,68; not so thick continuous line) or weak (r<0,36; thin continuous line)]  

and negative [strong (r ≤ -0,68; thick dashed line) or moderate (-0,68 ≥ r ≤ -0,36; not so thick 

dashed line) or weak (r>-0,36; thin dashed line)] as proposed by Taylor et al [30]. 

Figure 8: Cell phenotypes networks in patients with sickle cell anemia according to 

laboratorial and clinical records. The SCA patients were categorized according to their 

laboratorial and clinical records, including: reticulocyte counts (RET) platelet levels (PLT) and 

death risk scores. Customized biomarker network layouts were assembled to identify the 

relevant association between innate and adaptative cell phenotypes for SCA patients with low 

(light gray nodes) or high (dark gray nodes) clinical and laboratorial records were assembled to 

identify the relevant association between innate and adaptative cells using circular distribution 

of nodes. Significant Spearman’s correlations at p < 0.05 were represented by connecting edges 

to highlight positive [strong (r≥0,68; thick continuous line) or moderate (0,36 ≥ r ≤ 0,68; not so 

thick continuous line) or weak (r<0,36; thin continuous line)]  and negative [strong (r ≤ -0,68; 

thick dashed line) or moderate (-0,68 ≥ r ≤ -0,36; not so thick dashed line) or weak (r>-0,36; 

thin dashed line)] as proposed by Taylor et al [30]. 

Figure 9: Serum biomarker networks in patients with sickle cell anemia according to 

laboratorial and clinical records. The SCA patients were categorized according to their 

laboratorial and clinical records, including: reticulocyte counts (RET) platelet levels (PLT) and 

death risk scores. Customized biomarker network layouts were assembled to identify the 
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relevant association between innate and adaptative cell phenotypes for SCA patients with low 

(light gray nodes) or high (dark gray nodes) clinical and laboratorial records were assembled to 

identify the relevant association between serum cytokines, chemokines and growth factors 

using circular distribution of nodes. Significant Spearman’s correlations at p < 0.05 were 

represented by connecting edges to highlight positive [strong (r≥0,68; thick continuous line) or 

moderate (0,36 ≥ r ≤ 0,68; not so thick continuous line) or weak (r<0,36; thin continuous line)]  

and negative [strong (r ≤ -0,68; thick dashed line) or moderate (-0,68 ≥ r ≤ -0,36; not so thick 

dashed line) or weak (r>-0,36; thin dashed line)] as proposed by Taylor et al [30]. 
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5. CONCLUSÃO 

Esse estudo forneceu resultados relevantes sobre o envolvimento de componentes das 

imunidades inata e adaptativa nas condições de reticulocitose e trombocitose, as quais são 

características importantes da fisiopatologia relacionadas a hemólise e hemostasia, e quanto a 

gravidade clínica da anemia falciforme em estado estacionário. Concluímos que: 

•  Na fisiopatologia da anemia falciforme em estado estacionário o perfil fenotípico 

formado por células ativadas da imunidade adaptativa parece se destacar em comparação as 

células da imunidade inata; 

•  Observamos uma frequência maior na AF de linfócitos TCD4 e TCD8 ativados, 

linfócitos B e maior expressão da molécula Mac-1 nos linfócitos TCD4 e quanto as células da 

imunidade inata de monócitos inflamatórios e linfócitos B1 e maior expressão de TLR9 tanto 

em neutrófilos quanto em monócitos; 

•  Linfócito TCD4+ ativado se destaca correlacionando com receptores TLR4 nas 

condições de alta reticulócitos e alto risco de morte e TLR2 de monócitos na alta trombocitose; 

•  A fisiopatologia da AF no estado estacionário parece ser controlada por citocinas Th1 

e Th17 (IL-12, IFN-, IL-1, IL-17) e regulatória IL-10, quimiocinas IL-8, e IP-10 e fator de 

crescimento VEGF como biomarcadores gerais; 

•   A expressão de TLR2 em monócitos e VLA-4 em linfócitos TCD8+ e as quimiocinas 

MIP- e RANTES parecem ser relevantes em pacientes com AF com alto risco de morte; 

•  As condições de alta reticulocitose e alto risco de morte apresentam correlações 

comuns, parecendo haver uma competição das respostas inflamatórias Th1 e Th17 com Th2. 

Todavia, mais estudos abordando os mesmos ou outros biomarcadores nos mesmos 

pacientes em crise, investigar ativação de vias de sinalização intracelular, análises de expressão 

gênica de moléculas envolvidas nas respostas imunes inatas e adaptativas são necessários para 

se conseguir definir um biomarcador seletivo e para se entender melhor esse complexo 

mecanismo fisiopatológico da anemia falciforme. 
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