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RESUMO 

À medida em que avançamos no entendimento da anemia falciforme, percebemos 

que esta hemoglobinopatia se apresenta como uma doença complexa, na qual o defeito 

genético e suas conseqüências diretas não são suficientes para explicar a ampla 

heterogeneidade clínica observada nos pacientes portadores do alelo HBB*S. Um número 

crescente de fatores (ambientais e genéticos) vêm sendo relacionados a diferentes aspectos 

da expressão clínica da anemia falciforme. Uma abordagem mais ampla desta doença 

permitiu formular a hipótese que a anemia falciforme seria uma condição inflamatória 

crônica, conceito apoiado por diversos trabalhos realizados nas últimas décadas. Neste 

contexto, e com a intenção de contribuir na busca de características genéticas envolvidas 

na modulação do quadro clínico heterogêneo da anemia falciforme, estudamos os 

polimorfismos de receptores de quimiocinas CCR2-64I e CCR5delta32, bem como três 

polimorfismos estabelecidos no gene NOS3, todos estes genes envolvidos em processo 

inflamatório. Nossos resultados indicam que os polimorfismos analisados não estão 

diretamente associados ao desenvolvimento de um quadro clínico severo nos pacientes 

estudados. No entanto, observamos uma tendência para o desenvolvimento de um quadro 

clínico severo em indivíduos portadores de determinadas variantes alélicas. O aumento no 

número amostral, bem como a análise de outros marcadores de severidade do quadro 

clínico da anemia falciforme, poderão auxiliar no estabelececimento do papel destas 

variantes na modulação do quadro clínico desta doença. 
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ABSTRACT 

Sickle cell disease (SCD) is an inherited disorder that presents extremely variable 

clinical manifestations. It has been approached as an inflammatory disorder within the past 

decades and several works have tried to determine which factors are involved in such 

characteristic. In order to contribute to the characterization of the genetic differences 

underlying this phenotypic diversity in SCD, we proposed to study the distribution of 

polymorphic variants of the genes encoding the chemokine receptors CCR2 (CCR2-64I) 

and CCR5 (CCR5delta32), as well as three well-characterized polymorphisms in the NOS3 

gene. Our results indicate that the polymorphisms studied here are not directly associated 

to the development of a severe clinical course in this group of patients. Nevertheless, we 

observed a tendency to the development of a severe clinical course in carriers of some of 

the variant alleles studied here. Further studies including a larger sample of patients and 

other severity markers of SCD should be carried out in order to determine the role of such 

variants in the modulation of the clinical picture in this disorder. 
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1.1. ANEMIA FALCIFORME - BASES MOLECULARES 

A anemia falciforme foi primeiramente descrita por Herrick (1910), ao apresentar o 

caso de um estudante indiano com anemia severa cujas células sangüíneas possuíam um 

“formato alongado peculiar” (para revisão vide Lessin e Jensen, 1974 e Serjeant, 2001). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, a anemia falciforme é a doença monogênica 

mais comum no Brasil. Em relatório de 1998, este órgão estimou a existência de cerca de 8 

mil casos da doença no país (OPAS/OMS, 1998). 

A deformação dos eritrócitos observada na anemia falciforme é resultado da presença 

da hemoglobina mutante S (HbS) nestas células, a qual precipita sob baixas tensões de 

oxigênio (hipoxia) e forma polímeros que alteram a morfologia celular (Emmel, 1917 e 

Sherman, 1940 apud Lessin e Jensen, 1974; Pauling et al., 1949). A reoxigenação permite 

que a célula retorne ao formato normal, conforme observou Sherman (1940 apud Lessin e 

Jensen, 1974), porém após diversos ciclos de hipoxia/reoxigenação os eritrócitos se tornam 

permanentemente falcêmicos. A falcemização dos eritrócitos é responsável pela redução de 

sua vida média e pela perda de células por hemólise, levando os pacientes a uma anemia 

crônica (para revisão vide Davies et al., 2000 e Naoum, 2000). 

Em um estudo clássico, Pauling et al. (1949) observaram, devido à mobilidade 

eletroforética diferencial, que a hemoglobina dos indivíduos com anemia falciforme tem 

carga elétrica diferente daquela de indivíduos normais: a hemoglobina dos pacientes migra 

mais lentamente que a hemoglobina de indivíduos não afetados. Desta maneira, Pauling et 

al. (1949) demonstraram pela primeira vez na literatura a relação causal entre uma proteína 

anormal e uma doença, caracterizando a anemia falciforme como uma “doença molecular”. 

Além disso, os autores reportaram que indivíduos apresentando traço falciforme tinham 

quantidades semelhantes de hemoglobina falcêmica e normal, concluindo que o gene 

responsável pela doença está em heterozigose nestes pacientes e em homozigose naqueles 
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portadores de anemia falciforme (para revisão vide Eaton, 2003). 

Segundo Lessin e Jensen (1974), Neel, no mesmo ano de 1949, confirmou sugestões 

prévias de que o traço falciforme seria referente à condição heterozigota. Serjeant (2001) 

salienta que Beet (1949 apud Serjeant, 2001) chegou a conclusões semelhantes a respeito 

da genética da anemia falciforme estudando uma tribo Bantu. Curiosamente, Azevêdo 

(1973) relata um artigo publicado em português por Accioly (1947 apud Azevêdo, 1973), 

onde este autor apresenta sua hipótese sobre as características genéticas do traço falciforme 

e da anemia falciforme. Accioly (1947 apud Azevêdo, 1973) propôs que pacientes com 

anemia falciforme são homozigotos para um determinado alelo, o qual em heterozigose 

provocaria o traço falciforme. Esta sugestão foi ilustrada por uma genealogia, e o autor 

empregou corretamente termos como fenótipo, genótipo, homozigoto e heterozigoto para 

formular sua hipótese. Porém, o trabalho foi publicado em uma revista brasileira de 

circulação restrita. Neel desenvolveu a mesma hipótese de maneira independente e a 

publicou em 1947 (Neel, 1947 apud Azevêdo, 1973), vindo a confirmá-la em sua 

publicação de 1949 (Lessin e Jensen, 1974). Desta forma, determinou-se que a anemia 

falciforme segue padrão de herança autossômico recessivo: pais heterozigotos portadores 

da mutação (AS) transmitem, cada um, uma cópia do alelo mutante para o descendente 

afetado (SS). 

A diferença de aminoácidos entre as hemoglobinas normal (HbA) e falcêmica (HbS) 

foi identificada por Ingram (1959): na molécula da HbS ocorre a substituição de um ácido 

glutâmico por uma valina, o que decorre de uma mutação pontual na posição 6 da cadeia 

da β-globina (GAG→GTG) conforme demonstrado posteriormente (para revisão vide 

Serjeant, 2001). A troca de um aminoácido negativamente carregado (ácido glutâmico) por 

um aminoácido neutro (valina) faz com que a HbS migre mais lentamente que a HbA, 

quando submetida à eletroforese, conforme haviam observado Pauling et al. (1949). 
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A molécula da hemoglobina apresenta estrutura tetramérica, formada por duas 

cadeias de α-globina e duas cadeias de β-globina. Os genes que codificam as cadeias de β-

globina humanas foram mapeados no cromossomo 11 (Deisseroth et al., 1978) e formam 

um cluster de aproximadamente 50kb, que inclui 5 genes funcionais (ε, Gγ, Aγ, δ e β) e 1 

pseudogene (ψβ1). A β-globina tipo β é produzida durante a vida adulta do indivíduo, 

enquanto as cadeias ε e γ são expressas nas fases embrionária e fetal, respectivamente (para 

revisão, vide Weatherall, 1997). O gene da β-globina tipo β foi mapeado na região 11p15.5 

(Lin et al., 1985). 

 

1.2. ANEMIA FALCIFORME - DADOS HISTÓRICOS E POPULACIONAIS 

Acredita-se que a mutação que produz a HbS (βS) tenha ocorrido há 50-100 mil anos 

atrás (revisado por Naoum, 2000). Estudos iniciais discordavam quanto ao local de origem 

da mutação βS, alguns apontando a Ásia (Lehmann et al., 1963) e outros, a África (Gelpi, 

1973). Entretanto, estudando um grupo de pacientes jamaicanos com anemia falciforme, 

Wainscoat et al. (1983) encontraram um grande número de haplótipos diferentes, apoiando 

a hipótese de origem múltipla para a mutação βS (apud Wainscoat, 1987). Trabalhos 

posteriores indicaram que esta mutação parece ter surgido em pelo menos quatro eventos 

independentes nas populações africanas: em Benin, na República Africana Central, no 

Senegal e em Camarões (Pagnier et al., 1984; Chebloune et al., 1988; Lapoumeroulie et 

al., 1992). Além disso, o estudo de grupos populacionais da Arábia Saudita e da Índia 

sugeriu o surgimento independente do alelo mutante para HbS (HBB*S) na Ásia (Kulozik 

et al., 1986). Estas mutações estão associadas a haplótipos denominados de acordo com 

sua origem geográfica: Benin (BEN), Bantu (CAR), Senegal (SEN), Camarões e Árabe-

Indiano ou Asiático, respectivamente. 

O alelo HBB*S é bastante comum em países onde a malária causada por Plasmodium 
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falciparum é endêmica, observação que levou à hipótese de efeito protetor deste alelo para 

heterozigotos portadores, contra o desenvolvimento da doença (para revisão atualizada 

vide Abdulhadi, 2003). Estudos iniciais a respeito dos mecanismos envolvidos nesta 

proteção apontavam para fatores como a falcemização seletiva de eritrócitos parasitados 

resultando em sua remoção mais efetiva pelo baço e a inibição do crescimento do parasita 

devido ao baixo pH das células falcêmicas (para revisão vide Serjeant, 2001). Trabalhos 

utilizando camundongos transgênicos, expressando diferentes níveis de HbS e infectados 

com diferentes tipos de malária murina, têm confirmado o efeito protetor conferido pela 

hemoglobina S e auxiliado na elucidação dos mecanismos envolvidos nesta proteção 

(Shear et al., 1993; Hood et al., 1996, Shear et al., 1998). Abdulhadi (2003) propôs que os 

mecanismos envolvidos na proteção contra malária conferida pelo HBB*S incluem a 

alteração de ligantes a moléculas de adesão na superfície dos eritrócitos falcêmicos, 

modulando a aderência destes a neutrófilos e contribuindo para a eliminação dos eritrócitos 

infectados. A malária causada por P. falciparum parece ter sido a força seletiva 

responsável pela expansão do alelo HBB*S há aproximadamente 4 mil anos na Índia e 3 

mil anos na África (Nagel & Fleming, 1992). 

O alelo HBB*S expandiu-se também para países da Europa devido a migrações 

oriundas da bacia do Mediterrâneo, devido a rotas comerciais traçadas a partir do centro-

oeste africano, e devido ao tráfico de escravos norte-africanos, por exemplo, ocorrendo em 

regiões como Sicília, no sul da Itália, norte da Grécia e Portugal (Ragusa et al., 1988; 

Boussiou et al., 1991; Lavinha et al.,1992). No Reino Unido, o Departamento de Saúde 

estimou que cerca de 5 mil indivíduos eram homozigotos para o alelo mutante, em 1993 

(Davies & Oni, 1997). 

A introdução do alelo HBB*S no continente americano, e conseqüentemente no 

Brasil, se deu entre os séculos XVI e XIX, devido ao intenso tráfico de escravos africanos 
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destinados ao trabalho nas colônias européias (para revisão vide Naoum, 2000). Durante 

este período, estima-se que mais de 3 milhões de africanos aportaram nos estados 

brasileiros do Rio de Janeiro e da Bahia, vindos principalmente da costa ocidental da 

África (Salzano, 1986). De acordo com o IBGE, no ano 2000, a população brasileira era 

composta por cerca de 6,2% de pretos e de 38,4% de pardos (IBGE, 2000). O IBGE utiliza 

as categorias branco, pardo e preto para designar indivíduos fenotipicamente caucasóides, 

miscigenados e negróides, respectivamente. Neste trabalho, utilizou-se o termo Afro-

brasileiro, ou Afro-descendente, para designar indivíduos brasileiros fenotipicamente 

negros. O termo Afro-americano se refere aos indivíduos fenotipicamente negros, norte-

americanos. Tal nomenclatura não leva em consideração a ancestralidade dos indivíduos, 

mas apenas a cor da sua pele. 

A Organização Mundial da Saúde estimou a existência de 2 milhões de portadores do 

alelo HBB*S no Brasil (OPAS/OMS, 1998). Em comparação, a freqüência deste alelo em 

Afro-americanos foi estimada em 8%, com uma proporção de aproximadamente 1 

indivíduo afetado pela anemia falciforme em cada 500 indivíduos Afro-americanos (para 

revisão vide Sutton et al., 1999). Os haplótipos mais freqüentes entre Afro-descendentes 

brasileiros diferem daqueles encontrados em Afro-americanos, conseqüência dos distintos 

padrões de tráfico de escravos para as Américas do Norte e do Sul (para revisão vide Zago 

et al., 1992). Em uma análise realizada em pacientes do sudeste brasileiro, o haplótipo 

CAR foi observado em 66,2% dos casos, e o haplótipo BEN em 23% dos casos. Neste 

estudo, as combinações haplotípicas mais comuns foram CAR/CAR (encontrada em 19 de 

37 pacientes) e CAR/BEN (em 9 de 37 pacientes) (Zago et al., 1992). Analisando 

indivíduos Afro-brasileiros da região amazônica do Brasil, Pante-de-Sousa et al. (1999) 

encontraram a seguinte distribuição haplotípica: 60% BAN, 30% SEN e 10% BEN. 

Gonçalves et al. (2003) realizaram estudo recente em pacientes de Salvador (BA) e 
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observaram predominância da combinação CAR/BEN (46,25% dos casos) nestes 

indivíduos. 

 

1.3. ANEMIA FALCIFORME - CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS 

A precipitação da HbS e a formação de polímeros, que ocorrem sob hipoxia, têm 

como conseqüência a deformação dos eritrócitos. Este processo pode ser revertido ao se 

restabelecer tensões normais de oxigênio, porém, após repetidos eventos de hipoxia-

reoxigenação, o eritrócito acumula danos irreversíveis em sua membrana e se torna 

permanentemente falcêmico (para revisão vide Lessin e Jensen, 1974 e Steinberg e 

Rodgers, 2001). 

As células irreversivelmente falcêmicas (ISCs, irreversibly sickled cells) têm vida 

média reduzida e indivíduos que têm grande quantidade destas células apresentam maior 

grau de hemólise. Em conseqüência das alterações protéicas que acumularam em sua 

membrana, as ISCs são mecanicamente frágeis, o que contribui para o elevado grau de 

hemólise observado. Além disso, as ISCs apresentam depósitos anormais de moléculas de 

IgG em sua superfície, o que promove sua fagocitose e destruição por fagócitos 

mononucleares (monócitos e neutrófilos), através da ligação de receptores para porção Fc 

presentes nestas células às IgGs de superfície (revisado por Hebbel,1991). 

Outra característica clínica observada em pacientes com anemia falciforme, além da 

anemia severa, é a ocorrência de eventos de vaso-oclusão (VO). Acredita-se que estes 

eventos sejam o reflexo de características intrínsecas ao eritrócito falcêmico, como a 

concentração de polímeros de HbS e o grau de dano acumulado em sua membrana, além de 

resultado da interação destas células com seu meio (Steinberg e Rodgers, 2001). 

Hoover et al. (1979) reportaram que os eritrócitos de pacientes com anemia 

falciforme apresentam adesão anormal ao endotélio vascular e sugeriram o envolvimento 
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desta característica na VO, o que foi reforçado por Hebbel et al. (1980), ao descrever forte 

correlação entre a capacidade de adesão dos eritrócitos e a severidade clínica da VO. A 

partir destes estudos, passou-se a considerar a possibilidade que a maior adesão observada 

nestes eritrócitos poderia contribuir para o atraso do fluxo sangüíneo, permitindo ou 

amplificando a falcemização das células ao aumentar o tempo de trânsito destas pela 

vasculatura, conseqüentemente contribuindo para a evolução da VO (Hebbel, 1997). O 

início da VO seria um processo de duas etapas, conforme observaram Fabry et al. (1992): a 

adesão anormal seria o evento desencadeador, propiciando o atraso do fluxo e permitindo a 

falcemização das células, enquanto os eritrócitos deformados participariam da fase de 

propagação, ficando presos nos vasos e obstruindo o fluxo sangüíneo através deles. 

Inicialmente, atribuiu-se a maior adesão observada em células falcêmicas à superfície 

anormal da membrana destas células. Estudos subseqüentes sugeriram que fatores no 

plasma dos pacientes com anemia falciforme poderiam aumentar a adesão dos eritrócitos. 

Estas observações estabeleceram o princípio que a adesão anormal das células falciformes 

reflete não apenas características inerentes à sua membrana, sendo também reflexo da 

presença de determinados fatores no ambiente celular (Hebbel, 1997). 

Estudos in vitro e em modelos animais sugerem o envolvimento de diversas 

moléculas de adesão nas interações entre eritrócitos e endotélio vascular: a integrina α5β3, 

moléculas CD36, fibronectina e VCAM-1, expressas na superfície de células endoteliais; 

glicolipídeos sulfatados, fosfatidilserina (PS), CD36 e integrina α4β1 (ou VLA-4), na 

superfície de eritrócitos. Proteínas plasmáticas, como o fator de von Willebrand (vWF) e a 

trombospondina (TSP), fariam a ponte entre as proteínas de células endoteliais e de 

eritrócitos. No entanto, o papel destas moléculas em seres humanos, in vivo, ainda não está 

bem estabelecido (para revisão vide Harlan, 2000, Okpala, 2004 e Hebbel et al., 2004). 

Hebbel (1997) faz, porém, uma reflexão sobre as tentativas de se identificar “o” 
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mecanismo responsável pela adesão anormal de células sangüíneas in vivo: sendo a 

patofisiologia desta doença muito complexa, parece muito provável que a VO mediada 

pela adesão anormal dos eritrócitos possa envolver diferentes mecanismos, dependendo do 

momento, do paciente, ou até mesmo do órgão considerado. As observações de Lee et al. 

(2001) apóiam a idéia que a modulação da expressão de uma única molécula adesiva 

(CD36, neste caso) não é suficiente para conter o processo que leva à VO. Os resultados 

deste trabalho sugerem que a presença ou ausência de CD36 em reticulócitos e eritrócitos 

falcêmicos não tem efeito na severidade da anemia falciforme, uma vez que o número de 

hospitalizações devidas a crises de dor foi semelhante em ambos os grupos de pacientes 

analisados (CD36+ e CD36-). De acordo com Setty et al. (2002), outros mecanismos, 

como aquele mediado por PS, podem ser mais importantes na interação eritrócitos-

endotélio do que a ligação CD36:TSP. Estudos recentes têm apontado outras proteínas 

envolvidas no mecanismo de adesão de eritrócitos ao endotélio vascular (Kaul et al., 2000; 

Matsui et al., 2001), indicando a complexidade deste evento e a necessidade de maiores 

investigações para a elucidação de todos os fatores envolvidos 

O conjunto dos estudos realizados acerca das interações adesivas entre os eritrócitos 

de pacientes com anemia falciforme e as células endoteliais levou à elaboração do modelo 

multistep atualmente utilizado para explicar a VO, no qual eritrócitos jovens aderem ao 

endotélio, prendem ISCs e, desta forma, geram obstrução vascular e isquemia (Hebbel, 

1997). 

Ao testar este modelo in vivo utilizando camundongos, Turhan et al. (2002) 

observaram a interação de eritrócitos com leucócitos aderentes ao endotélio em indivíduos 

homozigotos SS, o que não ocorreu em indivíduos AS e AA. A administração da citocina 

pró-inflamatória TNF-α amplificou esta interação, chegando a provocar vaso-oclusão 

completa. A partir destas observações, os autores sugeriram que leucócitos aderentes à 



 25 

parede endotelial podem contribuir diretamente para a VO, através de interação com os 

eritrócitos. Fadlon et al. (1998) já haviam sugerido que leucócitos polimorfonucleares 

teriam papel co-patogênico na VO, pois tais células derivadas de pacientes em crise 

apresentaram maior adesão ao endotélio in vitro quando comparadas a células de pacientes 

estáveis ou de indivíduos controle sadios. Evidências e mecanismos da participação de 

leucócitos na anemia falciforme foram revisados por Okpala (2004). 

A oclusão da microvasculatura manifesta-se clinicamente como crises de dor (devido 

a pequenas crises vaso-oclusivas, CVOs), enquanto a oclusão da macrovasculatura parece 

ser a causa da lesão de órgãos como rins, pulmões e baço, observada na anemia falciforme 

(Ballas & Mohandas, 1996). 

As crises de dor estão entre as principais causas de hospitalização dos pacientes com 

anemia falciforme. Estes eventos são marcados por dores musculares, manifestando-se 

principalmente nas costas, nos membros superiores e inferiores, no peito e no abdômen, e 

podem ser desencadeados por infecções, temperaturas extremas e estresse físico ou 

emocional (Sutton et al., 1999). A freqüência e a intensidade das crises de dor variam 

muito entre os pacientes (Platt et al., 1991). O número de crises de dor por ano (pain rate) 

tem sido usado como medida de severidade clínica da doença e tem demonstrado 

correlação com a morte prematura de pacientes com idade superior a 20 anos (Platt et al., 

1991; Platt et al., 1994; Makis et al., 2000; Inati et al., 2003). Miller et al. (2000) 

consideraram uma pain rate igual ou superior a duas crises de dor por ano como indicativo 

de quadro clínico severo . Estudos recentes sugerem que as altas contagens de leucócitos e 

os níveis de plaquetas aumentados observados em pacientes com anemia falciforme 

poderiam, também, estar envolvidos na patofisiologia da vaso-oclusão (para revisão vide 

Serjeant, 2001). 

Os pacientes com anemia falciforme caracterizam-se também pela alta 
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susceptibilidade a infecções, especialmente por pneumococos e, principalmente, durante a 

infância. Na década de 70, as infecções bacterianas eram a principal causa de 

hospitalização dos pacientes e a principal causa de morte de crianças com anemia 

falciforme (Barret-Connor, 1971). Avanços no entendimento e no tratamento da doença, 

bem como a implementação de triagem de recém-nascidos, a administração profilática de 

penicilina, vacinas conjugadas contra pneumococos e Haemophilus influenzae, e outras 

intervenções terapêuticas, contribuíram para a redução do número de infecções fatais e 

para o aumento do tempo de sobrevida das crianças com anemia falciforme (Quinn et al., 

2004). 

A síndrome aguda do peito (acute chest syndrome, ACS) é outra manifestação clínica 

importante da anemia falciforme, sendo apontada como segunda causa mais comum para 

hospitalizações e responsável por cerca de 25% das mortes relacionadas à doença. Os 

sintomas mais freqüentes da ACS são febre, tosse e dor no peito, variando de acordo com a 

faixa etária dos pacientes. Diferenças no quadro clínico apresentado por crianças e adultos 

apóiam a hipótese de etiologia múltipla para a ACS: infecção foi apontada como a causa da 

ACS infantil, enquanto a VO seria responsável pela síndrome em adultos (Vichinsky et al., 

1997). 

O quadro clínico observado na anemia falciforme é extremamente variável, apesar de 

todos os indivíduos afetados possuírem a mesma mutação pontual como causa da doença 

(para revisão atualizada vide Ballas & Mohandas, 2004). Esta variabilidade clínica inclui 

desde casos benignos (Alayash et al., 1989; Thomas et al., 1997) até casos de alta 

morbidade (em que o paciente necessita de diversas internações hospitalares, devidas a 

crises de dor, infecções, transfusões sangüíneas, e apresenta comprometimento de órgãos), 

e tem sido atribuída a múltiplos fatores ambientais e hereditários (Naoum, 2000; Serjeant, 

2001). 
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Dentre os fatores ambientais que interferem no quadro clínico da anemia falciforme 

encontram-se as condições nutricionais do paciente e o acesso à assistência médica 

qualificada (Naoum, 2000; Serjeant, 2001). 

Os fatores genéticos que podem influenciar a manifestação clínica da anemia 

falciforme, definidos até o presente, são os níveis de hemoglobina fetal (HbF), os 

haplótipos associados ao alelo HBB*S, a presença concomitante de α-talassemia, o gênero, 

e efeitos de determinados genes epistáticos. A deficiência de enzimas anti-oxidantes (SOD, 

Gpx, catalase), por exemplo, pode contribuir para a maior susceptibilidade à oxidação da 

hemoglobina, influenciando na destruição precoce dos eritrócitos em pacientes com 

anemia falciforme (para revisão vide Naoum, 2000, Nagel & Steinberg, 2001 e Serjeant, 

2001). 

A presença de HbF diminui a polimerização da HbS, uma vez que aquela forma de 

hemoglobina não participa da formação de polímeros. Uma maior concentração de HbF, 

portanto, implica em redução na falcemização dos eritrócitos e, conseqüentemente, em 

redução da VO (revisado por Atweh et al., 1999). Os níveis de HbF em adultos são muito 

variáveis tanto em indivíduos normais quanto em indivíduos com anemia falciforme. O 

principal fator responsável por esta variação em pacientes jamaicanos e franceses foi o 

locus FCP (F-cell production) ligado ao X, que regula a produção de células F, as quais 

representam o conjunto de eritrócitos ao qual a HbF fica restrita após o nascimento (Chang 

et al., 1995; Chang et al., 1997). Em modelos animais desenvolvidos para o estudo da 

anemia falciforme, maiores níveis de HbF demonstraram correlação positiva com a 

melhora do quadro anêmico associado à doença (Fabry et al., 2001). Clinicamente, altos 

níveis de HbF também foram associados a um curso mais benigno da doença, caracterizado 

pela diminuição de eventos vaso-oclusivos e por maior expectativa de vida (Hutz & 

Salzano, 1983; Platt et al., 1994; Thomas et al., 1997). 
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Estas observações influenciaram o direcionamento dos estudos com ênfase em 

terapia para a busca de agentes capazes de aumentar os níveis de HbF em pacientes com 

anemia falciforme. Substâncias citotóxicas, como 2-desoxi 5-azacitidina (Koshy et al., 

2000) e hidroxiuréia (HU) (de Montalembert et al., 1997; Maier-Redelsperger et al., 1999; 

Ferster et al., 2001; Teixeira et al., 2003; Steinberg et al., 2003; para revisão vide Halsey 

& Roberts, 2003), fatores de crescimento hematopoiético, como a eritropoietina (el-Hazmi 

et al., 1995; para revisão vide Saleh & Hillen, 1997), além de zileuton (ZL), um análogo 

estrutural da HU (Haynes et al., 2004), butirato e outros ácidos graxos de cadeia curta 

(Blau et al., 1993; Dover et al., 1994; Liakopoulou et al., 1995; Atweh et al., 1999) têm 

sido avaliados quanto à capacidade de induzir a produção de HbF nestes pacientes. De 

acordo com Claster & Vichinsky (2003), a HU é a mais promissora dentre as novas 

terapias disponíveis para o tratamento da anemia falciforme. Seus efeitos benéficos 

incluem, além do aumento dos níveis de HbF, a modificação das interações entre 

eritrócitos e endotélio vascular e a redução da contagem de leucócitos (para revisão vide 

Halsey & Roberts, 2003). 

Estudos demonstraram que os haplótipos SEN e Árabe-Indiano estão associados a 

uma expressão mais branda da anemia falciforme. Seus portadores apresentaram níveis 

mais altos de HbF e anemia mais leve, quando comparados aos portadores dos demais 

haplótipos existentes (Nagel et al., 1985; Kulozik et al., 1987; Ramana et al., 2000). 

A expressão clínica mais branda observada em um grupo de pacientes tribais 

indianos, onde predominou o haplótipo Árabe-Indiano, foi atribuída à presença de α-

talassemia, que agiria neste caso como fator epistático na manifestação mais leve da 

doença (Ramana et al., 2000). Entretanto, a influência da α-talassemia sobre as 

manifestações clínicas da anemia falciforme é ainda debatida, pois dados da literatura 

apontam tanto para efeitos prejudiciais (como maior retinopatia e esplenomegalia), quanto 
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para efeitos benéficos (maior sobrevida, diminuição de acidentes vasculares cerebrais) 

além de existirem dados controversos sobre a síndrome aguda do peito e o número de 

CVOs (Ballas, 2001). 

Inati et al. (2003) reportaram, surpreendentemente, que não houve correlação 

significativa entre os diferentes haplótipos analisados e as manifestações clínicas 

observadas em pacientes libaneses com anemia falciforme. Além disso, quando os valores 

de HbF foram correlacionados com as crises de dor, nestes pacientes, os casos mais 

severos apresentaram os maiores valores de HbF. Desta forma, os autores sugeriram que 

outros fatores genéticos, além do haplótipo, poderiam influenciar nos níveis de HbF destes 

indivíduos, e que os altos níveis de HbF por si só não seriam suficientes para contrapor 

esta tendência genética ao desenvolvimento de um quadro clínico severo. 

A anemia falciforme está geralmente associada à mortalidade precoce. A idade 

média de óbito para pacientes com a doença foi estimada em 16 anos por Hutz & Salzano 

(1983), estudando um grupo de 409 pacientes provenientes do Rio de Janeiro. Este achado 

estava de acordo com dados norte-americanos e jamaicanos do mesmo período. Analisando 

um grupo de 3764 pacientes norte-americanos, Platt et al. (1994) estabeleceram que a 

idade média de óbito para homens e mulheres com anemia falciforme foi de 42 e 48 anos, 

respectivamente. Esta análise incluiu desde recém-nascidos até indivíduos com 66 anos de 

idade, no início do estudo. O considerável aumento observado na expectativa de vida dos 

pacientes é atribuído a avanços clínicos nos últimos trinta anos, como a triagem de recém-

nascidos, a utilização de penicilina como profilaxia para infecções e de HU para prevenção 

de crises vaso-oclusivas (Claster & Vichinsky, 2003). 
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1.4. SISTEMA IMUNOLÓGICO 

O sistema imunológico tem a capacidade de reagir a microorganismos e substâncias 

(de origem protéica ou não) apresentadas em um contexto infeccioso. O efeito dessas 

reações no organismo é a sua defesa contra patógenos e toxinas, através de diferentes 

mecanismos e com o envolvimento de diversos tipos celulares. 

Os mecanismos de imunidade inata (tais como barreiras físicas e químicas, fagócitos 

e citocinas) promovem a defesa inicial contra infecções, enquanto a imunidade adaptativa 

se desenvolve posteriormente, consistindo inicialmente da ativação de linfócitos (Abbas et 

al., 2000). 

Grande parte dos agentes infecciosos induz uma resposta inflamatória através da 

ativação da imunidade inata. Macrófagos ativados (após ingestão de bactérias, por 

exemplo) secretam citocinas e quimiocinas, as quais aumentam a permeabilidade dos vasos 

sangüíneos, permitindo a passagem de fluído e proteínas para os tecidos, e recrutam 

neutrófilos (os quais são células inflamatórias) para o local da infecção. O acúmulo local 

de fluído, proteínas plasmáticas e leucócitos (aqui representados por neutrófilos e 

macrófagos), que pode ser iniciado por infecção, dano físico ou resposta imunmológica 

local, é denominado de inflamação, ou resposta inflamatória. As características da 

inflamação são definidas pelos termos, em Latim, calor, dolor, rubor, e tumor, ou seja, 

calor, dor, vermelhidão e inchaço, sintomas que refletem os efeitos das citocinas e outros 

mediadores de inflamação nos vasos sangüíneos locais (Janeway et al., 2001). 

O processo de inflamação local pode ser disparado também pela ativação do 

complemento, um sistema de proteínas plasmáticas que reagem a patógenos extracelulares, 

facilitando seu reconhecimento e eliminação por fagócitos. As citocinas e os componentes 

do complemento têm efeito importante também nas propriedades adesivas do endotélio 

vascular, provocando a adesão de leucócitos circulantes a células da parede dos vasos e sua 
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migração para o local de infecção, para o qual são atraídos por quimiocinas. Esta migração 

de células para o tecido, bem como sua ação local, são responsáveis pela dor observada no 

processo inflamatório (Janeway et al., 2001). 

 

1.5. ANEMIA FALCIFORME E SISTEMA IMUNOLÓGICO 

Uma das características comuns aos pacientes com anemia falciforme é sua maior 

susceptibilidade a infecções, quando comparados a indivíduos sadios. Dentre os patógenos 

que causam infecções sérias em crianças com anemia falciforme encontram-se 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza, Salmonella spp. e Staphylococcus 

aureus (Barrett-Connor, 1971). Em uma análise de pacientes com anemia falciforme com 

idade inferior a 5 anos de idade, Wong et al. (1992) encontraram uma taxa de infecção por 

S. pneumoniae de 30-100 vezes maior do que aquela esperada para uma população-

controle da mesma faixa etária. 

Estudos que buscam definir as causas da alta freqüência de infecções associada à 

anemia falciforme inferem que a recorrência de episódios de VO nos indivíduos afetados 

resultaria na atrofia do baço, o que conseqüentemente diminuiria sua função e provocaria a 

condição conhecida por hipofunção esplênica. O baço é considerado o principal sítio de 

resposta imunológica a antígenos trazidos pela corrente sangüínea, funcionando como um 

“filtro” para o sangue. O baço é também considerado como o principal local de fagocitose 

de microorganismos opsonizados (cobertos por anticorpos). A opsonização de S. 

pneumoniae, mediada pelas vias alternativa e clássica do complemento, foi medida em 

crianças com anemia falciforme e comparada àquela de seus irmãos sadios, de faixa etária 

semelhante (Bjornson et al., 1985). Os autores observaram que a atividade sérica de 

opsonização para S. pneumoniae, mediada por ambas as vias do complemento, estava 

diminuída nos pacientes com a doença. Porém, os níveis séricos de C3 e de complemento 
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hemolítico total, na maioria dos pacientes, apresentaram valores dentro da faixa da 

normalidade. Desta forma, os autores sugeriram que fatores séricos auxiliares estariam 

implicados nas alterações de opsonização observadas, ao invés de um defeito intrínseco no 

sistema do complemento. 

A hipofunção esplênica e as falhas do complemento, entretanto, não são suficientes 

para explicar a ocorrência de infecções severas e recorrentes nos pacientes com anemia 

falciforme, uma vez que estes fatores estão associados a infecções causadas por germes 

encapsulados e não explicam infecções por outras bactérias e por vírus. 

Nos últimos anos, alguns trabalhos vêm propondo a hipótese que a anemia falciforme 

seria uma condição inflamatória crônica (Chies & Nardi, 2001). Belcher et al. (2000) 

verificaram que os monócitos de pacientes com anemia falciforme estão ativados e podem, 

por sua vez, ativar o endotélio, provocando o aumento na expressão de moléculas de 

adesão e de moléculas pró-coagulantes pelas células endoteliais. Segundo os autores, a 

resposta inflamatória mediada por estas moléculas poderia contribuir para a vaso-oclusão 

observada na anemia falciforme. Kaul & Hebbel (2000) demonstraram que episódios de 

hipoxia seguidos de reoxigenação induzem resposta inflamatória em camundongos 

transgênicos para anemia falciforme, mas não em camundongos normais. De fato, já havia 

sido reportado por Hebbel et al. (1980) e Hoover et al. (1979) que eritrócitos falcêmicos 

apresentam maior adesão a células endoteliais in vitro, e que a severidade das CVOs tem 

correlação com a aderência das células falcêmicas observada in vitro. Sendo assim, as 

CVOs poderiam ser provocadas, ou amplificadas, pela maior interação das hemácias 

falciformes com o endotélio vascular. 

Em estudo que avaliou a capacidade proliferativa de células T e parâmetros 

hematológicos de pacientes com anemia falciforme em Porto Alegre (RS), C. Dresch 

(comunicação pessoal) observou que indivíduos homozigotos SS têm um índice de 
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proliferação (PI) maior que indivíduos controle AA, enquanto indivíduos SC apresentam 

valores de PI intermediários entre AA e SS. Considerando que o espectro clínico da anemia 

falciforme é mais severo em indivíduos SS do que em indivíduos SC, a autora sugeriu que 

a morbidade da doença pode estar associada com a capacidade proliferativa aumentada das 

células T observada naqueles indivíduos, o que refletiria o potencial inflamatório de cada 

um deles. Ainda neste estudo, o número de leucócitos e plaquetas mostrou-se aumentado 

tanto em pacientes SC quanto em SS (não-tratados com HU), em relação aos indivíduos 

controle AA, havendo associação entre contagens aumentadas e severidade da doença. Os 

valores aumentados de leucócitos encontrados para pacientes com anemia falciforme foram 

interpretados como resultado do desenvolvimento de um processo inflamatório crônico 

nestes indivíduos. 

A associação de variantes polimórficas de genes relacionados ao sistema imune com 

o desenvolvimento da anemia falciforme parece ser uma abordagem bastante interessante 

para a caracterização desta doença. Analisando indivíduos com anemia falciforme 

provenientes de Porto Alegre e Recife, Chies & Hutz (2003) identificaram uma freqüência 

aumentada do alelo CCR5delta32 nestas populações. A proteína CCR5, codificada pelo 

gene CKR5, é um receptor de quimiocinas que participa na indução de respostas 

imunológicas mediadas por fagócitos, promovendo a migração destas células para locais de 

inflamação. O alelo CCR5delta32 apresenta uma deleção de 32 pares de base que leva à 

perda de função da proteína. Assim, os autores sugeriram que esta variante nula poderia 

conferir uma vantagem a indivíduos com anemia falciforme, representada por inflamação 

menos freqüente ou menos severa, levando ao aumento da expectativa de vida de 

indivíduos portadores da mutação. 

A variante alélica CCR5delta32, bem como um polimorfismo no gene que codifica o 

receptor de quimiocinas CCR2, também foram estudados em pacientes com a doença de 
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Crohn, uma doença inflamatória intestinal crônica (Herfarth et al., 2001). Os autores não 

observaram diferenças na freqüência dos alelos mutantes (CCR2-64I e CCR5delta32) entre 

pacientes e indivíduos controle sadios, porém os resultados sugeriram que o alelo 

CCR5delta32 poderia afetar o comportamento da doença e, desta forma, contribuir para a 

heterogeneidade clínica observada nesta condição. 

O alelo mutante CCR2-64I, descrito por Smith et al. (1997), leva à substituição de 

uma valina por uma isoleucina na posição 64 da proteína. Neste estudo, o alelo mutante 

apresentou freqüência de 10% em caucasóides e de 15%, em Afro-americanos. Em 

pacientes japoneses, o genótipo homozigoto para o alelo mutante foi considerado protetor 

contra o desenvolvimento de esclerose múltipla convencional (Miyagishi et al., 2003). 

Smith et al. (1997) também reportaram que as variantes alélicas CCR2-64I e 

CCR5delta32 estão em forte desequilíbrio de ligação na população norte-americana 

estudada, o que significa dizer que o alelo mutante para CCR5 ocorre em cromossomo 

contendo o alelo selvagem para CCR2 e o alelo mutante para CCR2, em cromossomo que 

possui o alelo selvagem para CCR5. 

Considerando que os receptores de quimiocinas estão envolvidos em processo 

inflamatório, e trabalhando com a hipótese que a anemia falciforme é uma condição 

inflamatória crônica, analisamos os polimorfismos descritos para os receptores de 

quimiocinas CCR2 e CCR5 em indivíduos portadores da doença e verificamos se há 

relação entre o quadro clínico e o genótipo dos pacientes. 

 

1.6. ANEMIA FALCIFORME E ÓXIDO NÍTRICO ENDOTELIAL 

Na anemia falciforme, a membrana dos eritrócitos sofre um crescente estresse 

oxidativo (Wetterstroem et al., 1984; Rice-Evans et al., 1986; van den Berg et al., 1991). 

Este estresse oxidativo deve-se, em parte, à instabilidade da HbS (Chiu et al., 1996). A 
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hemoglobina dos eritrócitos é considerada uma fonte significante de geração de 

superóxidos devido ao compartilhamento de elétrons entre o radical heme e a molécula de 

oxigênio. A auto-oxidação da hemoglobina gera meta-hemoglobina e superóxido (Carrell 

et al., 1975). A taxa fisiológica normal de formação de meta-hemoglobina fornece uma 

fonte contínua de produção de superóxido, o qual, por sua vez, gera peróxido de 

hidrogênio e oxigênio como subprodutos de dismutação. Foi observado que a taxa de auto-

oxidação da hemoglobina oxigenada é 1,7 vezes mais rápida nas células falciformes que 

em eritrócitos normais, e que a geração de ROS (espécies reativas de oxigênio) é 

aproximadamente 2 vezes maior em eritrócitos falcêmicos que em hemácias normais 

(Hebbel et al., 1982; Hebbel et al., 1988). 

O organismo produz óxido nítrico (NO), utilizando-o para a dilatação dos vasos 

sangüíneos e conseqüente manutenção de um fluxo adequado de sangue (Furchgott & 

Zawadzki, 1980; Rapoport & Murad, 1983). Quando o organismo desenvolve reparo de 

regiões vasculares que sofreram lesões, como ocorre no caso de vaso-oclusão em anemia 

falciforme, o NO evita que células inflamatórias associadas a este processo de reparo 

sofram adesão às células que revestem as artérias. O NO também reduz os processos de 

coagulação, pois interfere com a adesão plaquetária e está envolvido na estabilização dos 

superóxidos responsáveis pelos danos oxidativos, tanto em vasos quanto nos próprios 

eritrócitos. 

Alterações no metabolismo de óxido nítrico têm sido descritas em pacientes 

falcêmicos (Morris et al., 2000; Sullivan et al., 2001). Uma análise recente mostrou que 

existem diferenças relativas ao sexo do paciente com anemia falciforme em relação à 

biodisponibilidade de óxido nítrico, tendo sido sugerido que este pode ser um dos 

mecanismos envolvidos na existência de diferentes padrões de morbidade e mortalidade 

relatados para homens e mulheres com anemia falciforme (Gladwin et al., 2003). Dados 
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recentes também sugerem que a HU provoca um aumento na produção de óxido nítrico, 

sendo este aumento potencializado pela utilização simultânea de arginina (Morris et al., 

2003). 

O óxido nítrico endotelial é sintetizado a partir da L-arginina pela ação da enzima 

óxido nítrico sintetase endotelial (eNOS), cujo gene NOS3 encontra-se no cromossomo 7 

humano (Marsden et al., 1993). 

Diferentes variantes polimórficas já foram descritas para o gene NOS3. Yoshimura et 

al. (1998) identificaram o polimorfismo E298D no éxon 7 do gene, que consiste na 

substituição de um resíduo de ácido glutâmico por um ácido aspártico na posição 298 da 

proteína. Esta variante teve maior freqüência em pacientes com espasmo coronariano e foi 

associada à maior susceptibilidade à doença coronariana no Reino Unido (Hingorani et al., 

1999). A mutação T-786C, por sua vez, ocorre na região promotora do gene, provocando a 

redução de sua expressão, e foi associada com angina e infarto do miocárdio (Nakayama et 

al., 1999) e esclerose sistêmica (Fatini et al., 2002). Um terceiro polimorfismo descrito 

para este gene consiste em um VNTR de 27-pb, cujo alelo selvagem (4b) apresenta 420-pb.    

O alelo variante 4a foi associado positivamente com níveis plasmáticos de metabólitos de 

NO (nitrito e nitrato) e pressão sangüínea, em indivíduos Afro-americanos normotensos (Li 

et al., 2004) . 

A distribuição destes polimorfismos genéticos foi estudada por Tanus-Santos et al. 

(2001) em 305 amostras de DNA provenientes de indivíduos classificados por etnia: 100 

caucasóides, 100 Afro-americanos e 105 asiáticos. Os autores reportaram diferenças 

marcantes na distribuição das variantes de NOS3, nas freqüências haplotípicas estimadas e 

na associação entre as variantes, entre os grupos étnicos estudados. Os alelos 298D e -786C 

foram mais freqüentes em caucasóides (34,5% e 42%, respectivamente) que em Afro-

americanos (15,5% e 17,5%) e asiáticos (8,6% e 13,8%). O VNTR no íntron 4 apresentou 
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o alelo variante 4a (393-pb) com freqüência mais alta em Afro-americanos (26,5%) que em 

caucasóides (16%) ou asiáticos (12,9%). 

Considerando que uma síntese reduzida de óxido nítrico poderia levar a um acúmulo 

de alterações oxidativas, conseqüentemente predispondo a eventos vaso-oclusivos e/ou 

desenvolvimento de inflamação, cabe perguntar se existe correlação entre os 

polimorfismos descritos para eNOS e a morbidade associada à anemia falciforme. Dados 

disponíveis na literatura relacionando anemia falciforme e polimorfismos de eNOS se 

restringem ao estudo recente de Sharan et al. (2004), que reportaram a associação da 

variante T-786C com a presença de síndrome aguda do peito em mulheres portadoras de 

anemia falciforme. 

A hipótese de inflamação crônica associada à anemia falciforme sugere que este 

estado seria o resultado do bloqueio dos vasos sangüíneos pelos eritrócitos falcêmicos, 

devido à sua deformação e sua maior adesão ao endotélio vascular (para revisão vide 

Hebbel, 1997). O que analisamos neste trabalho foi a possibilidade de que a atividade da 

eNOS em vasodilatação também esteja envolvida na propensão e/ou manutenção de um 

estado inflamatório crônico na anemia falciforme. 

 

1.7. OBJETIVOS 

Considerando o exposto anteriormente, e salientando a carência de dados na 

literatura referentes à correlação de polimorfismos descritos para óxido nítrico sintetase 

endotelial, para os receptores de quimiocinas CCR2 e CCR5 e a patofisiologia da anemia 

falciforme, o presente trabalho teve como objetivos: 

• Estabelecer a freqüência de polimorfismos descritos para eNOS (E298D, T-786C e 

VNTR 4a) em um grupo de pacientes com anemia falciforme; 

• Analisar uma possível correlação entre os polimorfismos de eNOS (E298D e T-786C e 
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VNTR 4a) e a morbidade associada à anemia falciforme; 

• Estabelecer a freqüência das variantes alélicas CCR2-64I e CCR5delta32 neste grupo de 

pacientes; e 

• Analisar uma possível correlação entre as variantes alélicas CCR2-64I e CCR5delta32 e 

a morbidade associada à anemia falciforme, neste grupo de pacientes. 
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Abstract 

Sickle cell disease (SCD) is an inherited disorder that presents extremely variable 

clinical manifestations. It has been approached as an inflammatory disorder within the past 

decades and several works have tried to determine the factors involved in such 

characteristic. In order to contribute to the characterization of the genetic differences 

underlying this phenotypic diversity in SCD, we proposed to study the distribution of 

polymorphic variants of the genes encoding the chemokine receptors CCR2 and CCR5, as 

well as three polymorphisms in the NOS3 gene, in Brazilian SCD patients. Our results 

indicate that the polymorphisms studied here are not directly associated to severe clinical 

manifestations in this group of SCD patients, although we observed a tendency for the 

development of a severe clinical course in carriers of some of the variant alleles studied. 

Further studies should be carried out in order to assess the role of such variants in the 

clinical picture of SCD. 
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INTRODUCTION 

Sickle cell disease (SCD) is an inherited disorder caused by a single nucleotide 

substitution (GAT→GTT) in the beta-globin gene (1). The hemoglobin molecule 

containing the mutant beta-globin chain (HbS) precipitates under hypoxia, altering the 

morphology of sickle red blood cells (SSRBCs), which become rigid. These rigid SSRBCs 

were for long thought to be the solely responsible for the vaso-occlusive episodes (or 

painful crisis), which are the hallmark of the disease and the main cause for 

hospitalizations of SCD patients, so that the clinical picture of the disease was attributed 

entirely to the genetic defect. However, as Embury (2) points out, only the production of 

HbS can be attributed to the sickle cell gene (HBB*S), and there are numerous features of 

SCD that cannot be explained by this genetic characteristic. In fact, the clinical 

manifestations observed in SCD patients are extremely variable, although all of them 

present the same genetic mutation as the main cause for the disease (3). This clinical 

heterogeneity has been attributed to environmental and psychosocial as well as to genetic 

factors, such as fetal hemoglobin (HbF) levels, alpha-globin genotype and other epigenetic 

factors (2,4,5,6). 

Vasoocclusion (VO) is by far the main cause of the morbidity associated with SCD 

and its underlying mechanisms are still a debated issue (2,7). Several studies have 

demonstrated that the erythrocytes of SCD patients are more adherent to the endothelium 

and that such higher adhesiveness is involved in the vasoocclusive process (reviewed in 8). 

Furthermore, it has been observed that SCD patients present higher than normal white 

blood cell counts, which correlates with disease severity and could also contribute to VO 

(C. Dresch, personal communication; 9; reviewed in 10). 

It has been proposed that SCD is a chronic inflammatory condition (11) and a 

growing number of works have been supporting this concept in the last years (reviewed in 
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8). The question arising with such idea is whether inflammation causes complications in 

SCD, or results from them (8). It was proposed that the high white blood cell counts 

observed in SCD patients could be interpreted as the result of a chronic inflammatory state 

in those individuals (11). In addition, SCD patients present elevated levels of inflammatory 

mediators, such as IL-6 and TNF-alfa, and of adhesive molecules (reviewed in 8). Studies 

using murine models of SCD are also indicative of a pro-inflammatory state, showing that 

transgenic sickle mice have an active inflammatory response when submitted to hypoxia-

reoxigenation, which does not happen in normal mice (12,13). 

The current concept of SCD as an endothelial disease suggests that genetic 

differences in endothelial function could help govern its astonishing phenotypic diversity 

(8). In order to contribute to the characterization of the genetic differences underlying this 

phenotypic diversity in SCD, we proposed to study the distribution of allele variants of the 

genes encoding the chemokine receptors CCR2 (CCR2-64I) and CCR5 (CCR5delta32), 

both involved in leukocyte migration to inflamed tissues, in a sample of SCD patients from 

Porto Alegre (in the southern region of Brazil). We have also studied three well-

characterized polymorphisms in the NOS3 gene, which encodes the enzyme that produces 

nitric oxide (NO) in platelets and endothelial cells (endothelial nitric oxide synthetase, 

eNOS), in order to investigate whether eNOS variants could have any effects in the 

suggested chronic inflammatory state in SCD, since NO is pro-inflammatory at low 

concentrations by inducing vasodilatation and the recruitment of neutrophils (14). 

Observed genotypes, gender and clinical data - concerning pain rate (number of painful 

crisis per year), incidence of infections and cardiac and/or vascular complications - for 

each patient, were then correlated. 
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MATERIALS & METHODS 

Patients and controls 

We have investigated seventy-three (73) SS patients (35 males and 38 females) being 

followed up in Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), a public health institution. 

Blood was collected in BD Vacutainer® Plus K2EDTA tubes (BD Diagnostics, NJ, USA) 

and stored at 4ºC until manipulation. Informed consent was obtained either from patients 

or their legal representative. Patients were either Afro-Brazilians or admixed. In the present 

work, the term Afro-Brazilian designates phenotypically black Brazilian individuals. The 

term Afro-American refers to phenotypically black North-American individuals. This 

nomenclature does not consider the individuals ancentry, but rather their skin color. 

Female patient age ranged from 5 to 58 years old, while male patient age range was 3 to 69 

years old. HBB*S homozygosity was confirmed by molecular diagnosis as described 

elsewhere (15). Healthy Afro-Brazilian individuals from Porto Alegre (CCR2, CCR5 and 

VNTR4a polymorphisms) or Rio de Janeiro (T-786C and E298D; data kindly provided by 

K. dos Santos, personal communication) were analyzed as controls. This project was 

approved by the HCPA ethics committee. 

Definition of clinical events 

Patients were considered to have a severe clinical course when presenting 2 or more  

painful events per year (pain rate≥2) and incidence of cardiac and/or vascular 

complications. A moderate clinical course was defined as incidence of 1 painful episode 

per year or less (pain rate≤1) and absence of cardiac and/or vascular complications. This 

classification was based on the period before the patients went on hydroxyurea (HU) 

treatment. Patients with a severe clinical course presented recurrent infections (specially 

pneumonia), in addition to a pain rate of 2 or more painful episodes per year. 
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DNA extraction 

DNA was isolated from peripheral blood cells using the protocol described by Lahiri 

and Nurnberger (16). Samples were stored at -20ºC. 

CCR2 and CCR5 genotyping 

CCR2 and CCR5 genotyping were performed using specific primers previously 

described by Smith et al. (17) and Chies & Hutz (18), respectively. PCR samples were 

prepared to a final volume of 25ul as follows: 1ul of DNA (0,2-0,5ug), 2,5ul of 10X PCR 

buffer [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl], 1ul of 50mM MgCl2, 1ul of 3mM 

dNTP mix, 1ul of 10pmol primer mix and 0,2ul Taq DNA polymerase 5U/ul (Invitrogen 

Corporation, California, USA). The PCR reaction mixtures underwent 40 cycles at 94ºC 

for 1 min for denaturation, 55ºC for 1 min for annealing, and 72ºC for 1 min for extension. 

The CCR2 resulting 128-bp fragment was digested with 3U of the enzyme BsaBI for 3h at 

60ºC, producing 110-bp and 18-bp fragments (CCR2-64I allele) or a single undigested 

128-bp fragment (wild-type allele), which were visualized in a 3% agarose gel stained with 

ethidium bromide. The CCR5 PCR produces a 137-bp fragment (wild type) or a 102-bp 

fragment (CCR5delta32 allele), and samples were directly visualized in a 3% agarose gel 

stained with ethidium bromide. 

NOS 3 genotyping 

The T-786C point variation at the promoter region was analyzed employing the 

specific primers described in González Ordóñez et al. (19). PCR samples were prepared as 

described above and underwent 35 cycles at 98ºC for 35 sec, 62ºC for 50 sec, and 72ºC for 

50 sec. The amplified 180-bp fragment was then digested with MspI (for 4h at 37ºC), 

producing 140 bp and 40 bp fragments (wild-type T allele) or 90-bp, 50-bp and 40-bp 

fragments (variant -786C allele). Resulting fragments were visualized in 3% agarose gel. 

The missense variant E298D in exon 7 was identified using the set of primers 
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described in Shimasaki et al. (20). PCR samples were prepared as described above and 

were submitted to 35 cycles at 94ºC for 1 min, 58ºC for 1min, and 72ºC for 1 min. The 

resulting 248-bp fragment was digested with the enzyme Eco24I (for 3h at 37ºC), yielding 

163-bp and 85-bp fragments (wild-type E allele) or no digestion (variant 298D allele), as 

visualized in 3% agarose gel. 

The variable number of tandem repeats (VNTR) in intron 4 was detected using the 

specific primers described in Li et al. (21). PCR samples were prepared as described above 

and were submitted to 34 cycles at 95ºC for 25 sec, 56ºC for 35 sec, and 72ºC for 40 sec. 

The 447-bp, 420-bp and 393-bp fragments (corresponding to alleles 4y, 4b and 4a, 

respectively) were directly visualized in 2% agarose gel containing ethidium bromide. 

Statistical methods 

Genotype distributions were determined by counting. Allele and genotype 

frequencies were compared by Fisher’s exact test probabilities. Statistical significance was 

defined as a P-value <0.05.
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RESULTS 

The genotype and allele distributions observed in SCD patients and controls analyzed 

here are shown in Table 1. There were no statistically significant differences between 

variant allele frequencies in patients and controls (1≥P≥0.19). The VNTR 4y allele was 

found only among controls, in heterozygotes 4y/4b (n=2).  

When we analyzed the genotype and allele frequency distribution by gender in our 

group of patients (Table 2 and Table 3, respectively), we observed a significant difference 

in the distribution of CCR2 genotypes, and CCR2-64I and VNTR 4a alleles, among males 

and females. Male patients presented a higher frequency of the VNTR 4a variant allele 

when compared to female patients (P=0.04). Female patients, in turn, had a higher 

frequency of the CCR2-64I allele in comparison to male patients (P=0.03). 

We did not observe significant differences in the distribution of allele variants 

between patients with severe clinical course and those considered to have a moderate 

clinical course (data not shown).
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DISCUSSION 

The chemokine receptors CCR2 and CCR5 are mainly found in cells of the immune 

system, such as macrophages and T lymphocytes, playing a major role in the migration of 

these cells to sites of inflammation. The variant allele CCR5delta32 contains a 32bp 

deletion that generates a truncated protein (22,23) and has been extensively studied in the 

last years for providing relative resistance to infection by HIV-1. The mutant allele CCR2-

64I generates a protein with an isoleucine residue in position 64, instead of the valine 

residue found in the wild-type protein, and it seems to be associated with a delayed AIDS  

onset in HIV-1-infected individuals (17). Several studies have attempted to describe the 

role of these polymorphisms in inflammatory diseases (24-31), transplant loss (32) and 

hypertension (33). 

Interestingly, it has been reported that human smooth muscle cells express a number 

of functional chemokine receptors (34,35). Considering that, one could speculate the 

implications that inactivating mutations in those receptors (e.g. the CCR5delta32) could 

exert in vascular disorders, such as SCD. 

In the present study, the distribution of the CCR5delta32 allele variant was not 

significantly different between patients and controls, which is in contrast to previously 

reported data suggesting a protective role of that variant allele for SCD carriers (18). 

Our results suggest that the variant alleles CCR2-64I and CCR5delta32 are not 

directly associated to the development of a severe clinical course in the group of patients 

studied here. We did not find any homozygotes for the CCR5delta32 allele variant, and the 

number of heterozygotes was small (n=4), which is an expected feature for an African-

derived population since this mutation has an European origin. Interestingly, however, the 

variant allele CCR5delta32 is present only in the group of patients with a severe clinical 

course when pain rate is concerned (data not shown). Likewise, the only patient that is 
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homozygote for the variant allele CCR2-64I is in the group of patients with 2 or more 

painful episodes per year (data not shown). In spite of the absence of statiscal difference 

between the two groups of patients, these observations might suggest a tendency for SCD 

patients who carry the variant alleles CCR2-64I and CCR5delta32 to develop a more 

severe clinical course. Further studies need to be carried out in order to establish in which 

manner these polymorphisms could influence the clinical picture of SCD. 

Nitric oxide (NO) is synthesized from L-arginine by nitric oxide synthetases (NOS), 

playing an essential role in the regulation of blood flow and pressure. Other physiologic 

roles of NO include inhibition of platelet aggregation and adhesion, as well as interference 

with leukocyte adhesion to the endothelium (reviewed in 36).  

Alterations in the NO metabolism have been described in SCD patients, suggesting a 

relationship between the L-arginine-NO pathway and VO (37,38). In addition, a recent 

work showed that NO bioavailability and NO responsiveness are greater in women than in 

men with SCD, providing a possible mechanism for reported sex differences in sickle cell 

disease morbidity and mortality (39). Recent data have demonstrated that HU (used in 

SCD treatment for its predicted capacity to induce HbF synthesis) increases the production 

of NO and that such effect is augmented by co-administration of arginine (40; reviewed in 

41). 

Several polymorphic variants have been described in the eNOS-encoding gene, 

NOS3. The polymorphisms we analyzed have been inconsistently associated with 

cardiovascular diseases, possibly because such associations could be population and 

disease specific (42), or due to a differential distribution of eNOS variants among ethnic 

groups (43). 

The T-786C mutation seems to produce a significant reduction in eNOS gene 

promoter activity (44), while the D substitution at 298 does not seem to have a major effect 
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in modulating eNOS activity in vivo (45). The occurrence of variants in the promoter 

region or in exon 7, but not in intron 4, were associated with lower levels of platelet-

derived NO (46). 

Considering that an impaired NO bioavailability could lead to the accumulation of 

oxidative alterations, consequently predisposing to VO and/or inflammation, one might ask 

if there are any correlations between the described eNOS polymorphisms and the 

morbidity associated with SCD. Published data concerning eNOS polymorphisms in SCD 

patients are restricted to the recent study by Sharan et al. (47), which reports the 

association of the T-786C polymorphism with increased susceptibility to acute chest 

syndrome in female SCD patients. 

Our data concerning the distribution of NOS3 gene polymorphisms indicate the 

absence of significant differences between patients and controls, as well as between the 

group of patients with a severe clinical course and those with a moderate clinical course. 

Nevertheless, it is important to point out that all the patients who are homozygotes 

for the -786C variant (n=4) in our sample presented a severe clinical course when pain rate 

was considered (data not shown). Such observations could be suggestive of an important 

role for this variant in the development of a severe clinical course in the SCD patients 

studied here. 

Most of the patients analyzed in this work are on HU treatment (n=60), and they 

have shown a significant improvement in the clinical course of the disease even though not 

all of them responded with augmented HbF levels (data not shown). Apart from increasing 

HbF levels, HU has demonstrated to act as a source of NO. SCD patients on HU show 

significant increases in the levels of NO metabolites, cGMP and HbF (reviewed in 41). 

Among the individuals in our sample, we observed a male patient with alpha-

thalassemia who presented a severe clinical course before going on HU treatment. After he 
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started taking HU, his clinical course improved significantly, in spite of the small increase 

in his HbF levels (from 0.9% before HU, to 1.3% after the treatment). This patient is 

homozygote for the variant alleles in the NOS3 gene promoter (CC) and exon 7 (DD), and 

he is heterozygote for the VNTR in intron 4 (4b/4a). The alpha-thalassemia effects in the 

clinical picture of SCD are still a controversial issue concerning VOCs (4). In the present 

case it does not seem to have had any beneficial effects as judged by the severe clinical 

course the patient had before HU treatment began. The homozygosity for the variants 

which showed significant functional effects in the NOS3 gene, reducing its promoter 

activity (44) and lowering the levels of platelet-derived NO (46), could be involved in the 

development of the severe clinical picture observed in this patient, if we assume that a 

reduced NO bioavailability could predispose to VOCs and/or inflammation. Since, in this 

case, the beneficial effects of HU cannot be attributed to an elevation in HbF levels, we 

could suggest that HU might be influencing the clinical picture observed in this patient 

through the maintenance of adequate NO levels, which were probably low before the 

treatment if we consider the individual’s genotypes.  

In conclusion, our results concerning the polymorphisms CCR2-64I, CCR5delta32 

and those in the NOS3 gene demonstrate that such mutations are not directly associated to 

the development of a severe clinical course in the sample of SCD patients. Nevertheless, 

we found that patients who carry the alleles CCR2-64I (in homozygosity) or CCR5delta32 

(in heterozygosity), as well as those who are homozygotes for the -786C variant, show a 

tendency to develop a severe clinical course. Such observations imply that more research 

need to be carried out, in larger samples and concerning other severity markers in SCD, in 

order to establish the role of such variants in the modulation of the clinical picture in this 

disorder. 
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TABLE 1: Genotype and allele distributions in patients and controls. 

   CCR2   

  CCR2/CCR2 CCR2/64I 64I/64I 64I 

Patients (n=72)  49 (0.68) 22 (0.30) 1 (0.01) 0.17 

Controls (n=87)  67 (0.77) 20 (0.23) absent 0.11 

P   0.24  0.19 

   CCR5   

  CCR5/CCR5 CCR5/delta32 delta32/delta32 delta32 

Patients (n=73)  69 (0.94) 4 (0.05) absent 0.03 

Controls (n=58)  57 (0.98) 1 (0.02) absent 0.008 

P   0.38  0.39 

   T-786C   

  TT TC CC -786C 

Patients (n=73)  51 (0.70) 18 (0.25) 4 (0.05) 0.18 

Controls (n=100)  67 (0.67) 27 (0.27) 6 (0.06) 0.19 

P   0.93  0.78 

   E298D   

  EE ED DD 298D 

Patients (n=73)  54 (0.74) 16 (0.22) 3 (0.04) 0.15 

Controls (n=100)  72 (0.72) 25 (0.25) 3 (0.03) 0.15 

P   0.83  1 

   VNTR   

 4y/4b 4b/4b 4b/4a 4a/4a 4a 

Patients (n=73) absent 38 (0.52) 30 (0.41) 5 (0.07) 0.27 

Controls (n=90) 2 (0.02) 50 (0.55) 33 (0.37) 5 (0.05) 0.24 

P   0.67  0.70 

Genotype frequencies were compared using Fisher´s exact test (P=0.05). For statiscal analysis, the VNTR 
variant alleles 4y and 4a were grouped together.
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TABLE 2: Distribution of patients by genotype and gender 

 AA (M/F) Aa (M/F) aa (M/F) N (M/F) P 

T-786C (promoter) 51 (23/28) 18 (9/9) 4 (3/1) 73 (35/38) 0.51 

E298D (exon 7) 54 (25/29) 16 (8/8) 3 (2/1) 73 (35/38) 0.83 

VNTR (intron 4) 38 (14/24) 30 (17/13) 5 (4/1) 73 (35/38) 0.11 

CCR2 48 (28/20) 23 (7/16) 1 (absent/1) 72 (35/37) 0.0319 

CCR5 69 (34/35) 4 (1/3) absent 73 (35/38) 0.61 

AA, Aa and aa correspond to the following genotypes: TT, TC and CC (promoter); EE, ED and DD (exon 7); 
4b/4b, 4b/4a and 4a/4a (intron 4); CCR2/CCR2, CCR2/64I and 64I/64I (CCR2); CCR5/CCR5, CCR5/delta32 
and delta32/delta32 (CCR5). 
M/F = males/females. 
Frequencies were compared using Fisher´s exact test (P=0.05). 
 
TABLE 3: Distribution of patients by allele frequency and gender 

 64I delta32 -786C 298D 4a 

Male 0.10 0.01 0.21 0.17 0.35 

Female 0.24 0.04 0.14 0.13 0.20 

P 0.03 0.62 0.29 0.64 0.04 

Frequencies were compared using Fisher´s exact test (P=0.05). 
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CAPÍTULO 3 

DISCUSSÃO 

 

“We live in an essential and unresolvable tension between our unity with 

nature and our dangerous uniqueness. Systems that attempt to place and 

make sense of us by focusing exclusively either on the uniqueness or the 

unity are doomed to failure. But we must not stop asking and questioning 

because the answers are complex and ambiguous. We can do no better 

than to follow Linnaeu's advice, embodied in his description of Homo 

sapiens within his system. He described other species by the numbers of 

their fingers and toes, their size and their color. For us, in place of 

anatomy, he simply wrote the Socratic injunction: Know thyself.” 

Stephen Jay Gould 

(Hen's Teeth and Horse's Toes)
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Os estudos iniciais acerca das características clínicas da anemia falciforme buscavam 

explicar a maior susceptibilidade a infecções observada nestes pacientes através de defeitos 

em seu sistema imune, tal como a hipofunção esplênica, atribuída à recorrência de eventos 

vaso-oclusivos no baço e à sobrecarga do órgão causada pelo aumento da eritrofagocitose 

(revisado em Barret-Connor, 1971). As demais características clínicas marcantes da 

anemia falciforme podiam ser simplesmente explicadas pela presença dos eritrócitos 

falcêmicos que, tendo tempo de vida reduzido e provocando o bloqueio dos vasos 

sangüíneos, eram considerados os responsáveis pela anemia severa e pelas crises de dor 

que caracterizam a doença. Em suma, todo o quadro clínico da anemia falciforme era 

justificado com base na presença de uma mutação genética (HBB*S), a qual era 

responsável pela geração de uma hemoglobina defeituosa (HbS) que, por sua vez, 

desencadeava todos os problemas característicos da doença. 

À medida em que avançamos no entendimento da anemia falciforme, porém, 

percebemos que esta hemoglobinopatia se apresenta como uma doença complexa, na qual 

o defeito genético e suas conseqüências diretas não são suficientes para explicar a ampla 

heterogeneidade do quadro clínico observada nos pacientes portadores do alelo HBB*S. 

Além de fatores ambientais, um número crescente de fatores genéticos vêm sendo 

relacionados a diferentes aspectos da expressão clínica da anemia falciforme. O haplótipo 

associado ao alelo mutante (Nagel et al., 1985; Kulozik et al., 1987; Ramana et al., 2000), 

os níveis de HbF (Hutz & Salzano, 1983; Platt et al., 1994; Thomas et al., 1997) e a 

concomitância de alfa-talassemia (Ballas, 2001) são alguns exemplos de fatores genéticos 

que seguramente modulam o quadro clínico dos pacientes com anemia falciforme. 

Uma abordagem mais ampla da anemia falciforme permitiu formular a hipótese que 

esta seria uma condição inflamatória crônica. Com estudos iniciais in vitro da década de 

80, que demonstraram a maior adesão das células falcêmicas ao endotélio (revisado por 
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Hebbel, 1997), seguidos de trabalhos em modelos murinos mostrando a ocorrência de 

inflamação em camundongos transgênicos submetidos a hipoxia, e passando por ensaios 

com monócitos, leucócitos e mediadores de inflamação em pacientes falcêmicos (revisado 

por Hebbel et al., 2004), chegou-se ao conceito atual da anemia falciforme, onde as 

interações entre eritrócitos falcêmicos, leucócitos e endotélio servem como base para 

explicar as características clínicas desta doença. 

Neste contexto, e com a intenção de contribuir na busca de características genéticas 

que possam estar envolvidas na modulação do quadro clínico heterogêneo da anemia 

falciforme, estudamos polimorfismos de genes que estão envolvidos em processos 

inflamatórios. Foram alvo deste trabalho os polimorfismos de receptores de quimiocinas 

CCR2-64I e CCR5delta32, bem como três polimorfismos identificados no gene NOS3, que 

codifica a enzima eNOS. 

O gene do receptor de quimiocina CCR5 começou a ser estudado avidamente nos 

anos 90, quando verificou-se que a variante alélica CCR5delta32 confere relativa 

resistência à infecção por HIV-1. O vírus utiliza a molécula CCR5 (presente em células do 

sistema imune) como co-receptor para entrar nas células que infecta e, portanto, qualquer 

variante nula deste gene que culmine na ausência da molécula na superfície celular (tal 

como a deleção CCR5delta32) potencialmente impede a entrada do vírus na célula-alvo. 

Com o mesmo interesse, nesta mesma época, iniciaram-se estudos de variantes em outros 

genes da família dos receptores de quimiocinas, como o CCR2-64I (Smith et al., 1997), 

cuja influência na progressão da AIDS ainda não está totalmente esclarecida. 

Os polimorfismos CCR2-64I e CCR5delta32 foram estudados em diferentes doenças 

inflamatórias, tais como esclerose múltipla (Miyagishi et al., 2003), artrite reumatóide 

(RA) (Zapico et al., 2000; Bayley et al., 2003), doença de Crohn (CD) (Herfarth et al., 

2001), arteriosclerose (Bursill et al., 2004) e asma (Hall et al., 1999), porém o papel 
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desempenhado por eles nestas enfermidades ainda não está completamente elucidado. Na 

Figura 1 (Anexo 4) ilustramos a genotipagem de pacientes com anemia falciforme para 

ambos os polimorfismos. 

Demonstrou-se, no entanto, que o papel de CCR5 em dano cereberal induzido pela 

substância tóxica ácido caínico, em camundongos nocaute (CCR5 KO), é compensado pelo 

aumento da expressão de CCR2 e CCR3, os quais compartilham o ligante MCP-2 com 

CCR5 (Chen et al., 2003). Além disso, camundongos deficientes em CCR5 (CCR5(-/-)) 

demonstraram taxas de mortalidade aumentadas associadas a pnemonia aguda, enquanto 

camundongos CCR2(-/-) foram protegidos contra as manifestações patológicas da 

influenza devido ao recrutamento defectivo de macrófagos (Dawson et al., 2000). Estas 

evidências sugerem, então, que: a) a ausência de um receptor de quimiocina (no caso, 

CCR5) pode ser compensada pelo aumento da expressão de outros receptores da mesma 

família (CCR2 e CCR3, por exemplo); e b) os papéis desempenhados por CCR2 e CCR5 

em processo infeccioso podem ser diferentes, ou até mesmo antagônicos. 

Em nossa amostra de pacientes com anemia falciforme, não foram observadas 

diferenças significativas nas distribuições genotípica e alélica, entre pacientes e controles, 

ou entre os grupos de pacientes com quadro clínico severo e quadro clínico moderado, para 

ambos os receptores de quimiocinas estudados (Anexo 3, Tabelas A a D). Houve diferença 

significativa entre as freqüências do alelo CCR2-64I observadas em pacientes homens e 

mulheres (P=0.03). Não foram identificados indivíduos homozigotos para alelo defectivo 

CCR5delta32, o que seria de se esperar se considerarmos que esta mutação é de origem 

européia e a amostra de pacientes se constitui de Afro-brasileiros e miscigenados. O 

número de pacientes heterozigotos para CCR5delta32 nesta amostra (n=4) foi bastante 

reduzido, porém todos eles fizeram parte do grupo de pacientes com quadro clínico severo 

da doença, quando  consideramos a pain rate. Para o alelo CCR2-64I, identificou-se apenas 
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1 (um) indivíduo homozigoto, o qual é homozigoto para o alelo CCR5 selvagem e 

apresentou quadro clínico considerado severo (3-4 crises de dor por mês, ocorrência de 

AVC, infecção renal, várias internações hospitalares) antes do início do tratamento com 

HU. Identificou-se apenas 2 (dois) pacientes heterozigotos para ambos os alelos variantes 

em questão, os quais apresentavam quadro clínico severo com histórico de infecções 

(pneumonia e outras) e pain rate elevada, antes do início do tratamento com HU. 

Considerando nossos dados e o exposto anteriormente, pode-se sugerir que: a) os 

alelos CCR2-64I e CCR5delta32 não fornecem vantagem seletiva direta para os indivíduos 

com anemia falciforme, nesta amostra de pacientes, uma vez que não houve diferença 

significativa na distribuição dos alelos variantes entre pacientes e controles, o que difere 

dos dados observados para CCR5delta32 por Chies & Hutz (2003); b) apesar da ausência 

de diferença significativa na distribuição dos alelos variantes entre pacientes com quadros 

clínicos severo e moderado da doença, o alelo CCR5delta32 parece estar relacionado à 

expressão de um quadro clínico mais grave, considerando que todos os pacientes 

heterozigotos desta amostra fizeram parte do grupo com quadro clínico severo. Talvez se 

estivéssemos lidando com uma amostra maior de pacientes este efeito deletério do alelo 

CCR5delta32 fosse evidenciado, pois observamos um número bem maior de pacientes com 

quadro clínico severo (n=57) do que aqueles com quadro considerado moderado (n=14), o 

que pode ter influenciado na análise estatística dos dados entre os grupos. O mesmo 

poderia ser dito a respeito do fato de que o único paciente homozigoto para o alelo CCR2-

64I foi encontrado no grupo de pacientes com quadro clínico severo; c) o efeito deletério 

dos alelos variantes não pôde ser detectado (não houve diferença estatística entre pacientes 

e controles sadios) porque a presença de outros receptores de quimiocinas supre a ausência 

ou deficiência dos receptores estudados aqui; e d) o quadro pró-inflamatório em pacientes 

com anemia falciforme talvez seja modulado por um conjunto de fatores que inclui os 
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receptores de quimiocinas, porém analisando somente estes parâmetros não é possível 

estabeler com exatidão seu papel nesta doença. 

Se os receptores de quimiocinas são importantes no estabelecimento do padrão 

inflamatório observado na anemia falciforme, seria interessante analisar outros 

polimorfismos relevantes, nestes e em outros receptores de quimiocinas (além de 

estabelecer a relação de ligação entre os polimorfismos, na população estudada), bem 

como a expressão dos ligantes a estes receptores, para uma conclusão mais acurada sobre a 

associação entre a doença e estas variáveis. Cabe ressaltar, ainda, que o alelo CCR5delta32 

é uma variante nula, enquanto o alelo CCR2-64I parece não apresentar diferenças 

funcionais quando comparado ao alelo selvagem in vitro: a proteína mutante não diferiu 

significativamente daquela selvagem quanto às funções de co-receptor para HIV-1 e 

receptor de quimiocina, ou quanto ao efeito sobre as funções dos receptores CCR3, CCR5 

e CXCR4 (Lee et al., 1998). 

Os polimorfismos no gene da enzima eNOS analisados neste trabalho têm sido 

associados de maneira controversa a doenças cardiovasculares. Segundo Wang & Wang 

(2000) esta inconsistência de dados deve-se à possibilidade que tais associações poderiam 

ser população- e doença-específicas. Poderia-se, ainda, atribuir tais resultados controversos 

a diferenças étnicas na distribuição destas variantes, conforme demonstrado por Tanus-

Santos et al. (2001). 

Estudos funcionais indicam que a mutação T-786C produz uma redução significativa 

na atividade do promotor do gene da eNOS (Nakayama et al., 1999), enquanto a 

substituição no éxon 7 (E298D) parece não exercer um efeito importante na modulação da 

atividade da enzima in vivo (McDonald et al., 2004). Além disso, a ocorrência das 

variantes no promotor ou no éxon 7, mas não aquela no íntron 4, foram associadas a níveis 

mais baixos de NO derivado de plaquetas (Tanus-Santos et al., 2002). A Figura 2 (Anexo 
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4) ilustra a genotipagem para o VNTR em pacientes com anemia falciforme e controles 

sadios deste trabalho. 

Até o presente, o único estudo que relaciona polimorfismos de eNOS e anemia 

falciforme demonstrou a associação do polimorfismo T-786C com susceptibilidade 

aumentada para ACS em pacientes do sexo feminino (Sharan et al., 2004).  

Os nossos dados referentes à distribuição dos polimorfismos no gene da enzima 

eNOS indicam ausência de diferenças significativas entre pacientes e controles, bem como 

entre pacientes com quadro clínico severo e aqueles com quadro moderado (Anexo 3, 

Tabelas A a D). É interessante notar, porém, que todos os pacientes homozigotos para o 

alelo variante -786C (n=4) observados nesta amostra apresentaram quadro clínico severo 

quando observado o parâmetro de pain rate. Considerando os estudos funcionais que 

reportam o papel importante desta variante para o funcionamento do promotor do gene 

NOS3 (Nakayama et al., 1999), pode-se sugerir que a redução nos níveis da enzima 

provocada pela presença do alelo -786C em homozigose estaria contribuindo para o 

desenvolvimento de um quadro clínico severo nos pacientes com anemia falciforme desta 

amostra. 

Dados recentes demonstram que a HU aumenta a produção de NO e que este efeito é 

potencializado pela co-administração de arginina (Morris et al., 2003; revisado em King, 

2004). A maioria dos pacientes analisados no presente trabalho está sob tratamento com 

esta droga citotóxica (n=60), e estes apresentaram uma melhora sensível do quadro após o 

início deste tratamento, representada pela redução ou extinção de crises de dor e de 

infecções, mesmo quando não houve aumento significativo dos níveis séricos de HbF 

(dados não apresentados). Dentre estes casos, destaca-se um indivíduo com anemia 

falciforme e alfa-talassemia que apresentou quadro severo até o tratamento com HU (crises 

de dor freqüentes - 1-2 crises por mês, infecções urinárias e pneumonia, além de várias 
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internações hospitalares) e cujo quadro clínico melhorou sensivelmente após o início do 

tratamento (ausência de infecções e nenhuma internação hospitalar), apesar do pequeno 

incremento em seu nível de HbF (0,9% antes da HU; 1,3% após o início do tratamento). 

Este paciente do sexo masculino apresenta genótipos homozigotos para as variantes 

presentes no promotor (CC) e no éxon 7 (DD) do gene NOS3, e é heterozigoto para o 

VNTR do íntron 4 (4b/4a). O efeito da alfa-talassemia no quadro clínico da anemia 

falciforme é controverso no que se refere a episódios de crises de dor (Ballas, 2001), e 

neste caso parece não ter tido efeito benéfico a julgar pela gravidade do quadro clínico 

antes do tratamento com HU. A homozigose para as variantes que apresentaram efeitos 

funcionais significativos na atividade do promotor de NOS3 (Nakayama et al., 1999) e na 

produção de NO por plaquetas (Tanus-Santos et al., 2002), poderia contribuir para o 

desenvolvimento do quadro clínico severo (considerando a incidência de infecções e o 

número de eventos de dor por ano) observado neste paciente antes do tratamento com HU, 

assumindo que alterações na biodisponibilidade de NO poderiam predispor a eventos vaso-

oclusivos e/ou desenvolvimento de inflamação. Pode-se sugerir, portanto, que neste 

paciente a HU estaria modulando o quadro clínico através da manutenção de níveis 

adequados de NO, os quais provavelmente estavam prejudicados anteriormente pelas 

características genotípicas do indivíduo, uma vez que o efeito benéfico da HU neste caso 

não pode ser atribuído ao aumento significativo no nível de HbF. 

Nossos resultados indicam que os polimorfismos analisados não estão 

significativamente associados ao desenvolvimento de um quadro clínico severo nos 

pacientes estudados. A ausência de diferença estatística na distribuição das freqüências 

alélicas entre pacientes e indivíduos controle sugere que estes polimorfismos não conferem 

vantagem seletiva aos portadores com anemia falciforme presentes nesta amostra. No 

entanto, observamos que a presença das variantes alélicas CCR2-64I (em homozigose) ou 
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CCR5delta32 (em heterozigose), bem como do alelo -786C em homozigose, confere aos 

pacientes uma tendência a desenvolver um quadro clínico mais severo. Estas observações 

demandam que novos estudos sejam conduzidos, em amostras maiores e incluindo outros 

marcadores de severidade da anemia falciforme, no intuito de se estabelecer o papel destas 

variantes na modulação do quadro clínico desta doença.
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ANEXO 1 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO PÓS-INFORMAÇÃO (MODELO) 
 

 
Responsáveis:___________________________________________________________  
_______________________________________________________________________ 
 

Consentimento Pós-Informação 
O presente projeto de pesquisa tem como objetivo ____________________ 

_________________________________________________________________________
_________________________________________________________________________
_________________________________________________________________________ 

 
Os dados necessários para a realização do projeto serão obtidos através de entrevistas 

com as famílias, análise dos prontuários e uma coleta de aproximadamente duas colheres 
de sopa de sangue da veia. Este procedimento provoca um desconforto semelhante ao de 
uma coleta de sangue para exames de rotina, ou seja, a dor da picada da agulha e um 
pequeno hematoma (cor roxa) na pele. 

 
O material coletado será utilizado para _____________________________________ 

_________________________________________________________________________
_________________________________________________________________________
____________________________________, sendo garantido o anonimato das 
informações obtidas, reservando ao paciente ou familiares acesso às mesmas. 

 
Pelo presente Consentimento Pós-informação, declaro que fui informado, de forma 

clara e detalhada, sobre o presente Projeto de Pesquisa. Os Pesquisadores responsáveis 
pelo projeto são 
_______________________________________________________________ 
_________________________________________________________________________
________________________________________________________________________ 

 
Fui igualmente informado da garantia de receber resposta ou esclarecimento sobre a 

pesquisa a ser realizada, da liberdade de não participar do estudo, da segurança, do 
anonimato e do caracter confidencial das informações. 

 
Autorizo o armazenamento do material coletado (____) para pesquisas futuras 

referentes à _______________________________________________________________ 
_________________________________________________________________________ 

(    )SIM (    )NÃO 
 
Data:____/____/_____ 
Nome do responsável legal:__________________________________________________ 
Assinatura do responsável legal:_______________________________________________ 
Pesquisador responsável:_____________________________________________________
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ANEXO 2 
 

PROTOCOLO DE ANEMIA FALCIFORME 
 
IDENTIFICAÇÃO: 
 
1.Nome do paciente:________________________________________________________ 
2.Registro:____________________ Data inicial:_________________________________ 
3.Endereço:_______________________________________________________________ 
4.Fone:_________________________________ 
 
DADOS DEMOGRÁFICOS: 
 
5.Sexo: (   )M (   )F 
6.Idade:_________anos e ________meses  Data de nascimento:___/___/______ 
7.Raça: (   )negra (   )branca (   )mulato (   )asiático 
8.Estado civil: (   )casado (   )solteiro (   )viúvo (   )divorciado/separado 
9.Classe sócio-econômica:__________________________ 
 
HISTÓRIA FAMILIAR: 
 
10.Número de anêmicos na família:_______ 
11.Grau de parentesco: (   )pais (   )irmãos (   )avós (   )filhos (   )tios 
(   )primos(   )sobrinhos 
12.Idade do diagnóstico:______anos e ______meses 
13.Motivo do diagnóstico: 
(   )dactilite (   )anemia (   )artralgia (   )dor abdominal (   )AVC (   )cefaléia (   )dor 
torácica(   )úlcera MsIs (   )IVAS (   )ITGU (   )ITGI (   )ISNC (   )osteomielite (   )pesquisa 
familiar (   )convulsão (   )icterícia (   )esplenomegalia 
(   )outros:__________________________________________________________ 
 
HISTÓRIA GINECO-OBSTÉTRICA: 
 
14.Idade da menarca:_____anos 
15.Número de gestações:______ 
16.Número de abortos:________ 
17.Natimortos:_______ 
18.Filhos vivos:______ 
19.Filhos mortos:_____ 
 
HISTÓRIA MÓRBIDA PROGRESSIVA: 
 
20.Total de crises álgicas (abdômen, tórax ou óssea):________ 
21.Total de infecções:________ 
22.Total de transfusões:_______ 
23.Total de internações:________ 
24.Úlcera em MsIs: (   )sim (   )não 
25.Osteomielite: (   )sim (   )não 
26.Pneumonia: (   )sim (   )não 
27.AVC: (   )sim (   )não 
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28.TVP: (   )sim (   )não 
29.Dor crônica: (   )sim (   )não 
30.Colelitíase: (   )sim (   )não 
31.Evolução da colelitíase: (   )assintomática (   )infecção (   )cirurgia (   )litíase biliar 
32.Retinopatia: (   )sim (   )não 
33.Hipostenúria: (   )sim (   )não 
34.Seqüestro esplênico: (   )sim (   )não 
35.Priapismo: (   )sim (   )não 
36.Necrose asséptica: (   )sim (   )não 
37.Trombocitose: (   )sim (   )não 
38.Leucocitose: (   )sim (   )não 
 
EXAMES COMPLEMENTARES: 
 
Ecografia abdominal 
39.Hepatomegalia:  (   )sim  (   )não 
40.Esplenomegalia:  (   )sim  (   )não 
41.Baço atrófico:  (   )sim  (   )não 
42.Esplenectomia:  (   )sim  (   )não 
 
Ecocardiografia 
43. (   )normal (   )valvulopatia (   )insuficiência cardíaca (   )cardiomegalia (   )cardiopatia 
isquêmica 
44.Fração de ejeção:_____% 
 
Eletrocardiograma 
 
45.______________________________________________________________________ 
 
Exames laboratoriais séricos 
46.Ferritina:_____________ 
47.Saturação de transferrina:_______% 
48.Vitamina B12:________ 
49.Folato:_________ 
50.Glicemia:________mg/dl 
51.Deficiência de G6PD:  (   )sim  (   )não 
 
Exames laboratoriais hematológicos 
52.Hematócrito:________ 
53.Hemoglobina:_________ 
54.VCM:_______ 
55.CHCM:______ 
56.RDW:_______ 
57.Reticulócitos:_______ 
58.Plaquetas:_________ 
59.Leucócitos:________ 
60.Eletroforese de hemoglobinas: HbA2_____ HbA______ HbS______ HbC_____ 
HbF______ 
 
Data de início da Hidroxiuréia (HU):____/____/_____ 
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61.HbF no início do tratamento com HU:____________ 
62.Ht no início do tratamento com HU:____________ 
63.Hb no início do tratamento com HU:____________ 
64.Dose inicial:_______mg 
65.Última data de uso da HU:___/___/_____ 
66.HbF na última data de uso:__________ 
67.Ht na última data de uso:__________ 
68.Hb na última data de uso:__________ 
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ANEXO 3 

 

TABELA A: Distribuição dos pacientes por genótipo e pain rate 

 AA (1/2) Aa (1/2) aa (1/2) N (1/2) P 

T-786C (promotor) 49 (8/41) 18 (6/12) 4 (ausente/4) 71 (14/57) 0.27 

E298D (éxon 7) 52 (10/42) 16 (3/13) 3 (1/2) 71 (14/57) 0.74 

VNTR (íntron 4) 36 (7/29) 30 (5/25) 5 (2/3) 71 (14/57) 0.47 

CCR2 47 (9/38) 23 (5/18) 1 (ausente/1) 71 (14/57) 1 

CCR5 67 (14/53) 4 (ausente/4) ausente 71 (14/57) 0.58 

AA, Aa and aa correspondem aos seguintes genótipos: TT, TC e CC (promotor); EE, ED e DD (éxon 7); 

4b/4b, 4b/4a e 4a/4a (íntron 4); CCR2/CCR2, CCR2/64I e 64I/64I (CCR2); CCR5/CCR5, 

CCR5/CCR5delta32 e CCR5delta32/CCR5delta32 (CCR5). 

1 = pacientes com 1 crise de dor por ano ou menos; 

2 = pacientes com 2 ou mais crises de dor por ano. 

Não há dados quanto ao número de crises de dor para dois pacientes da amostra, os quais foram excluídos 

das análises de dados clínicos. 

 

 

 

TABELA B: Distribuição dos pacientes por freqüência alélica e pain rate 

 CCR2-64I CCR5delta32 -786C 298D 4a 

1 

 

0.18 ausente 0.21 0.18 0.32 

 

2 0.17 0.03 0.17 0.15 0.27 

P 1 0.58 0.59 0.77 0.64 
1 = pacientes com 1 crise de dor por ano ou menos; 

2 = pacientes com 2 ou mais crises de dor por ano.
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TABELA C: Distribuição dos pacientes por genótipo e incidência de complicações 

cardíacas e/ou vasculares 

 AA (C/N) Aa (C/N) aa (C/N) N (C/N) P 

T-786C (promotor) 50 (17/33) 17 (5/12) 4 (1/3) 71 (23/48) 1 

E298D (éxon 7) 53 (20/33) 15 (3/12) 3 (ausente/3) 71 (23/48) 0.23 

VNTR (íntron 4) 35 (11/25) 31 (10/20) 5 (2/3) 71 (23/48) 0.93 

CCR2 48 (16/31) 22 (6/17) 1 (1/ausente) 71 (23/48)  0.26 

CCR5 67 (22/45) 4 (1/3) ausente 71 (23/48) 1 

AA, Aa and aa correspondem aos seguintes genótipos: TT, TC e CC (promotor); EE, ED e DD (éxon 7); 

4b/4b, 4b/4a e 4a/4a (íntron 4); CCR2/CCR2, CCR2/64I e 64I/64I (CCR2); CCR5/CCR5, 

CCR5/CCR5delta32 e CCR5delta32/CCR5delta32 (CCR5). 

C = grupo de pacientes com complicações cardíacas e/ou vasculares; 

N = grupo controle (pacientes sem complicações cardíacas e/ou vasculares). 

 

 

 

TABELA D: Distribuição dos pacientes por freqüência alélica e incidência de 

complicações cardíacas e/ou vasculares 

 CCR2-64I CCR5delta32 -786C 298D 4a 

C 

 

0.17 0.02 0.15 0.06 0.30 

N 0.18 0.03 0.19 0.19 0.27 

P 1 1 0.81 0.07 0.69 
C = grupo de pacientes com complicações cardíacas e/ou vasculares; 

N = grupo controle (pacientes sem complicações cardíacas e/ou vasculares). 
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ANEXO 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1: Genotipagem de CCR2 e CCR5. 1: CCR5/CCR5delta32; 2: CCR5/CCR5; 3: CCR2/CCR2; 4: 

64I/64I; 5: CCR2/64I; 6: DNA padrão de 100-pb. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Genotipagem do VNTR (íntron 4) no gene NOS3. 1, 2, 4, 8 e 9: 4b/4b (homozigotos para o alelo de 
420-pb); 3 e 7: 4b/4y (heterozigotos para os alelos de 420-pb e 447-pb); 6: 4a/4a (homozigoto para o alelo de 
393-pb); 10: DNA padrão de 100-pb. 
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