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RESUMO 
 
INTRODUÇÃO: a fisiopatologia da anemia falciforme (AF) é marcada por crises 
hemolíticas e vasoclusivas intermitentes com aumento da condição redox no 
microambiente vascular que favorece a cronicidade inflamatória. OBJETIVOS: 
avaliar a associação do heme com marcadores clínico-laboratoriais em pacientes 
com AF; o papel de hemácias falciformes íntegras e lisadas na expressão gênica do 
inflamassoma NLRP3, e se o tratamento de pacientes com hidroxiureia (HU) 
interfere nesta expressão e na liberação de IL-1ɓ e leucotrieno B4 (LTB4); e 
investigar as propriedades antioxidantes da HU. MÉTODOS: o heme plasmático de 
pacientes com AF (n = 80) foi dosado por ELISA, os marcadores laboratoriais foram 
determinados por métodos automatizados, e as análises genéticas por polimorfismo 
de comprimento de fragmentos de DNA (RFLP). O histórico clínico dos pacientes foi 
obtido através de prontuários. Os ensaios de expressão gênica de componentes do 
inflamassoma NLRP3 (NRLP3, IL1B, CASP1 e IL18) por RT-qPCR foram realizados 
em células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC) de voluntários 
sadios desafiados com hemácias falciformes íntegras e lisadas (n = 8), e hemácias 
normais (n = 10); e em leucócitos totais de pacientes com AF tratados (n = 13) ou 
não tratados com hidroxiureia (HU) (n = 15) e voluntários sadios (n = 20). As 
determinações de IL-1ɓ e LTB4 foram realizadas por ELISA. A atividade antioxidante 
foi avaliada por ensaios de varredura usando o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila 
(DPPH). A expressão de superóxido dismutase 1 (SOD1), glutationa peroxidase 
(GPx), glutationa S-redutase (GSR) e heme oxigenase-1 (HMOX1) foi realizada por 
RT-qPCR em human umbilical vein endotelial cells (HUVEC) e PBMC. Análises de 
microarranjo foram realizadas em HUVEC tratadas com HU. RESULTADOS: o 
aumento no heme livre esteve associado ao aumento de hemoglobina S (HbS), 
contagem de monócitos, marcadores hepáticos, triglicérides e lipoproteína de 
densidade muito baixa (VLDL-C); e a diminuição dos níveis de hemoglobina fetal 
(HbF) e lipoproteína de alta densidade (HDL-C). O genótipo BEN/BEN esteve 
associado a níveis mais elevados de HbF que os CAR/CAR. A liberação de heme 
livre não apresentou associação com os haplótipos, mas foi associada ao histórico 
clínico de AVC. As hemácias falciformes íntegras e lisadas (SS-RBC) induziram a 
expressão de componentes do inflamassoma NLRP3 e a secreção de IL-1ɓ e LTB4. 
SS-RBC íntegras induziram expressão de IL1B com secreção de IL-1ɓ e LTB4, em 
comparação com SS-RBC lisadas ou hemácias de voluntários sadios (AA-RBC). A 
diminuição significativa na expressão de NLRP3 e secreção de LTB4 foram 
observadas em pacientes tratados com HU. A HU apresentou atividade antioxidante 
em concentrações equivalentes à encontrada no plasma de pacientes tratados com 
a droga (~200 µM). Os tratamentos com HU ou HU+hemina não induziram 
toxicidade em PBMC e HUVEC. O tratamento HU+hemina estimulou a produção de 
nitrato/nitrito em PBMC e HUVEC. A HU aumentou a expressão de SOD1 e GPx em 
PBMC e HUVEC. O aumento na expressão de GSR foi observado em PBMC e 
HUVEC tratadas com HU+hemina. O tratamento com HU (ou em combinação com a 
hemina) não interferiu na expressão de HMOX1 em PBMC quanto em HUVEC. A HU 
induziu a expressão de SOD2, GSR, GST1 (glutationa S-transferase-1), GSTM2 



 

 

(glutationa S-transferase mu 2), MGST1 (glutationa S-transferase 1), CBR1 (carbonil 
redutase 1), proteinas quinases phosphatidylinositol 3-phosphato C (PRKCB, 
PRKCZ, PIK3C2B) e sequestossomo-1 (p62/SQSTM1). Em contraste, foi observada 
a diminuição na expressão do fator transcricional BACH1. ñUpstream analysesò 
demonstraram predição de ativação de Jun, miR-155 e mir-141-3p. CONCLUSÕES: 
a liberação excessiva de heme a partir de eventos hemolíticos recorrentes pode 
contribuir substancialmente para a gravidade clínica da AF. Hemácias íntegras e 
lisadas podem atuar como DAMPs induzindo diferentemente a expressão de 
componentes do inflamassoma e a produção de IL-1ɓ e LTB4, contribuindo para o 
estabelecimento da inflamação. O tratamento com HU parece diminuir a inflamação 
por vias dependentes de NLRP3 e LTB4. A HU apresenta propriedades antioxidantes 
diretas eliminando radicais livres além de induzir o sistema enzimático de resposta 
antioxidante via Nrf2 sob regulação do sequestossomo-1. Esses achados podem 
auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas que possam ser 
utilizadas em conjunto com a indução de HbF visando minimizar a cronicidade 
inflamatória da AF. 
 
Palavras-chave: Anemia falciforme, Hidroxiureia, Estresse oxidativo, Inflamassoma. 
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ABSTRACT 

 
INTRODUCTION: the pathophysiology of sickle cell anemia (SCA) is marked by 
intermittent hemolytic and vasoconstrictive seizures with increased redox status in 
the vascular microenvironment that favors inflammatory chronicity. OBJECTIVES: to 
evaluate the association of heme with clinical-laboratory markers in patients with 
SCA; the role of intact and lysed erythrocytes in the gene expression of NLRP3 
inflammation, and whether the treatment of patients with hydroxyurea (HU) interferes 
with this expression and the release of IL-1ɓ and leukotriene B4 (LTB4); and 
investigate the antioxidant properties of HU. METHODS: plasma heme of patients 
with SCA (n = 80) was dosed by ELISA, laboratory markers were determined by 
automated methods, and genetic analyzes by DNA fragment length polymorphism 
(RFLP). The clinical history of the patients was obtained through medical records. 
The gene expression assays of NLRP3 (NRLP3, IL1B, CASP1 and IL18) 
components of RT-qPCR were performed on human peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) of healthy volunteers challenged with whole and lysed sickle cells (n = 
8), and normal erythrocytes (n = 10); and total leukocytes from treated (n = 13) or not 
treated with HU (n = 15) and and healthy volunteers (n = 20). The determinations of 
IL-1ɓ and LTB4 were performed by ELISA. The antioxidant activity was assessed by 
sweep tests using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH). Expression of 
superoxide dismutase 1 (SOD1), glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-
reductase (GSR) and heme oxygenase-1 (HMOX1) was performed by RT-qPCR in 
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and PBMC. Microarray analyzes 
were performed on HUVEC treated with HU. RESULTS: increased free heme was 
associated with increased hemoglobin S (HbS), monocyte count, hepatic markers, 
triglycerides and very low density lipoprotein (VLDL-C); and decreased levels of fetal 
hemoglobin (HbF) and high-density lipoprotein (HDL-C). The BEN/BEN genotype 
was associated with higher levels of HbF than the CAR/CAR. The release of free 
heme was not associated with haplotypes, but was associated with the clinical history 
of stroke. Intact and lysed red blood cells (SS-RBC) induced the expression of 
NLRP3 inflammation components and secretion of IL-1ɓ and LTB4. SS-RBC induced 
IL1B expression with secretion of IL-1ɓ and LTB4, compared to lysed SS-RBC or 
erythrocytes of healthy volunteers (AA-RBC). Significant decrease in NLRP3 
expression and LTB4 secretion were observed in patients treated with HU. HU 
presented antioxidant activity at concentrations equivalent to that found in the plasma 
of patients treated with the drug (~200 ɛM). Treatments with HU or HU+hemin did not 
induce toxicity in PBMC and HUVEC. The HU+hemin treatment stimulated 
nitrate/nitrite production in PBMC and HUVEC. HU increased expression of SOD1 
and GPx in PBMC and HUVEC. The increase in GSR expression was observed in 
PBMC and HUVEC treated with HU+hemin. Treatment with HU (or in combination 
with hemin) did not interfere in the expression of HMOX1 in PBMC as in HUVEC. HU 
induced expression of SOD2, GSR, GST1 (glutathione S-transferase-1), GSTM2 
(glutathione S-transferase mu 2), MGST1 (glutathione S-transferase 1), CBR1 
(carbonyl reductase 1), protein kinases phosphatidylinositol 3 -phosphate C (PRKCB, 
PRKCZ, PIK3C2B) and sequestosome-1 (p62/SQSTM1). In contrast, the decrease in 



 

 

transcriptional factor BACH1 expression was observed. Upstream analyzes 
demonstrated prediction of activation of Jun, miR-155 and mir-141-3p. 
CONCLUSIONS: excessive heme release from recurrent hemolytic events may 
contribute substantially to the clinical severity of SCA. Whole and lysed blood cells 
can act as DAMPs by inducing the expression of inflammatory components and the 
production of IL-1ɓ and LTB4, contributing to the establishment of inflammation. 
Treatment with HU appears to decrease inflammation by NLRP3 and LTB4 
dependent pathways. HU has direct antioxidant properties by eliminating free 
radicals and inducing the enzymatic system of antioxidant response via Nrf2 under 
sequestosome-1 regulation. These findings may aid in the development of new 
therapeutic strategies that can be used in conjunction with the induction of HbF in 
order to minimize the inflammatory chronicity of SCA. 
 
Keywords: Sickle cell anemia, Hydroxyurea, Oxidative stress, Inflammasome 
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Mac-1 ou 

ŬMɓ2 

Antígeno de macrófago-1 (do inglês, macrophage-1 antigen) 

MAPK Proteína quinase ativada por mitógeno (do inglês, mitogen-

activated protein kinase) 

metHb Metemoglobina  

MyD88 Resposta primária de diferenciação mieloide 88 (do inglês, 

Myeloid differentiation primary response 88) 

NACH Do inglês, NAIP (neuronal apoptosis inhibitor protein), C2TA (class 

2 transcription activator, do MHC), HET-E (heterokaryon 

incompatibility) e TP1 (telomerase-associated protein 1) 

NADP+ Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina (do inglês, 

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 

NALP3 ou 

NLRP3 

Do inglês, NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 ou 

NLR family, pyrin domain containing protein 3 

NETs Armadilhas extracelulares de neutrófilos (do inglês, neutrophil 

extracellular traps) 

NF-kB Fator nuclear kappa B (do inglês, factor nuclear kappa B) 

NLR Receptor do tipo NOD (do inglês, NOD-like receptor) 

NO3
ï Nitrato 



 

 

NOD Receptor do tipo NOD (do inglês, NOD-like receptor) 

NOS Óxido nítrico sintase (do inglês: Nitric oxide synthase)  

NQO1 NAD(P)H:quinona oxidoredutase 1 

NQO2 NRH:quinona oxidoredutase 2 

Nrf2 ou 

NFE2L2 

Fator respiratório nuclear 2 [do inglês, nuclear factor (erythroid-

derived 2)-like 2]  

O2
Åï Ânion superóxido 

NO Óxido nítrico (do inglês, Nitric oxide) 

ONOOï Peroxinitrito 

OxLDL Lipoproteína de baixa densidade oxidada (do inglês, oxidized low-

density lipoprotein) 

p62/SQSTM1 Sequestossomo1 

PAMPs Padrão molecular associado ao dano (do inglês, pathogen-

associated molecular) 

PBMC Células mononucleares do sangue periférico (do inglês, peripheral 

blood mononuclear cells) 

PGE2 Prostaglandina E2 

p-HDL Lipoproteína de alta densidade pró-inflamatória (do inglês, pro-

inflammatory high-density lipoprotein) 

PHHF Persistência hereditária da HbF  

PKC Proteína quinase C (do inglês, Protein kinase C) 

PMA Forbol 12-mirisato 13-acetato (do inglês, phorbol 12-myristate 13-

acetate) 

PNTN Programa Nacional de Triagem Neonatal 

PSGL-1 Ligante-1 da glicoproteína P-selectina (do inglês, P-selectin 

glycoprotein ligand-1) 

PYD Domínio pirina (do inglês, PYD, Pyrin domain) 

RNS Espécies reativas de nitrogênio (do inglês, reactive nitrogen 

species) 

ROS Espécies reativas de oxigênio (do inglês, reactive oxygen stress)  

SA Ácido siálico (AS; do inglês, sialic acid) 

SAUD Hapl·tipo Ar§bia Saudita e ĉndia ligado ao cluster de genes da ɓ-

globina 



 

 

SCA Anemia falciforme (do inglês, sickle cell anemia) 

SCD Doença falciforme (do inglês, sickle cell disease) 

SEN Hapl·tipo Senegal ao cluster de genes da ɓ-globina 

SOD-1 Superóxido dismutase-1 

SRTN Serviço de Referência em Triagem Neonatal 

Syk Tirosina quinase do baço (do inglês, spleen tyrosine kinase) 

TCD4+ Receptor CD4 ativado 

TCD8+ Receptor CD8 ativado 

TLR Receptor do tipo Toll (do inglês, Toll-like receptor) 

TNF-Ŭ Fator de necrose tumoral-Ŭ (do ingl°s, Tumor necrosis factor-Ŭ) 

TSP Trombospondina 

ULvWF Fator von Willebrand ultra-large (do inglês, ultra-large von 

Willebrand fator) 

VCAM-1 Molécula de adesão celular vascular 1 (do inglês, vascular cell 

adhesion protein) 

VLDL-C Lipoproteína de muito baixa densidade (do inglês, very low-density 

lipoprotein-cholesterol) 

UPS Sistema de proteassoma ubiquitina (do inglês, ubiquitin 

proteasome system) 

XO Xantina oxidase 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A doença falciforme (DF) é uma doença grave, reconhecida pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS), que repercute em grande mobimortalidade dos pacientes 

(PIEL et al., 2013). A anemia falciforme (AF) é a manifestação mais grave da 

doença, em que indivíduos apresentam a mutação em ambos genes codificantes da 

cadeia ɓ da hemoglobina que promovem a codificação de uma hemoglobina (Hb) 

variante denominada HbS (ZAGO e PINTO, 2007; STEINBERG, 2008). Quando se 

apresenta em estado desoxigenado (desoxi-HbS), a HbS polimeriza resultando no 

fenômeno de falcização. A interação da HbS com outras variantes de Hb ou 

talassemia caracterizam a DF. Além disso, indivíduos com AF apresentam grande 

heterogeneidade clínica, sendo as complicações associadas às crises vasoclusivas 

(CVOs) e hemolíticas frequentes na doença (ODENHEIMER et al., 1983; NOURAIE 

et al., 2013).  

Durante as crises hemolíticas na AF muitos produtos são liberados no 

microambiente vascular, como a Hb e o heme, que contribuem para a inflamação 

crônica e o desenvolvimento das CVOs. Esses produtos de hemólise atuam em 

diferentes mecanismos, por exemplo, ativando células do sistema imune via receptor 

do tipo Toll 4 (TLR4, Toll-like receptor 4) e via receptor do tipo NOD contendo a 

proteína 3 (NOD-like receptor contendo a proteína 3 (NLRP3) ativando o 

inflamassoma, dentre outros (DUTRA et al., 2014; DUTRA e BOZZA, 2014; 

GLADWIN e OFORI-ACQUAH, 2014). Deste modo, a liberação contínua dos 

produtos de hemólise na AF e arginase, promovem a diminuição da 

biodisponibilidade de óxido nítrico (NO, nitric oxide) repercutindo em disfunção 

endotelial (ROTHER et al., 2005; STEINBERG, 2008). Além disso, a ativação 

endotelial observada na AF contribui para o aumento das interações adesivas de 

leucócitos, plaquetas e hemácias gerando vasoclusão (SETTY e STUART, 1996; 

SPACE et al., 2000; SOLOVEY et al., 2001; MORRIS et al., 2005; MACK e KATO, 

2006; WOOD et al., 2006; VILAS-BOAS et al., 2010).  

As CVOs e hemolíticas seguidas por lesões por isquemia-reperfusão 

aumentam o estresse oxidativo no microambiente vascular gerando inflamação 

crônica (STUART e NAGEL, 2004; BELCHER et al., 2010a; CHIRICO e PIALOUX, 

2012). Deste modo, sistemas enzimáticos antioxidantes como superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e peroxidase (GPx) assumem importante papel para o 
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estabelecimento da homeostasia oxidativa (IGHODARO e AKINLOYE, 2017). A 

heme-oxigenase 1 (HO-1) também possui papel fundamental em resposta ao 

estresse oxidativo induzido pela hemólise, atuando na degradação do heme liberado 

a partir da Hb livre (NATH et al., 2001; OWUSU et al., 2013).  

A hidroxiureia (HU) é a principal droga utilizada no tratamento da DF (WARE, 

2010; NZOUAKOU et al., 2011; AGRAWAL et al., 2014; WONG et al., 2014). Em 

linhas gerais, a HU atua na indução de hemoglobina fetal (HbF), aumentando a 

biodisponibilidade de NO, e diminuindo a liberação de leucócitos e monócitos na 

circulação sanguínea (COKIC et al., 2003).  

Embora os benefícios terapêuticos sejam claros, poucos estudos têm dado 

um foco distinto à ação da HU em mecanismos alternativos que ampliem o campo 

do conhecimento sobre a sua ação e os seus efeitos sistêmicos em doenças 

hemolíticas, especialmente na AF. Deste modo, tendo em vista a cronicidade do 

processo inflamatório e a ampla utilização da HU como modalidade terapêutica da 

AF, novos estudos são importantes para ampliar a compreensão acerca dos 

mecanismos e efeitos da HU em diferentes vias, visando a elucidação de novos 

alvos e perspectivas terapêuticas.  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA 

 

Estima-se cerca de 300.000 nascimentos anuais com AF, sendo a Nigéria, 

República Democrática do Congo e Índia, os países com maior incidência da doença 

(PIEL et al., 2013). A prevalência da doença é alta em muitas áreas da África 

Subsaariana, bacia do Mediterrâneo, Oriente Médio e Índia (FIGURA 1). Além disso, 

acredita-se que a DF está presente em cerca de 7% da população mundial, com 

prevalência elevada nos países da África, América do Sul, América Central, Arábia 

Saudita e Índia (WEATHERALL e CLEGG, 2001). No entanto, a grande dispersão 

intercontinental do alelo ɓS se deu em virtude do intenso tráfico de escravos no 

passado, e pelos intensos movimentos populacionais contemporâneos (PIEL et al., 

2014). Além disso, acredita-se que o alelo ɓS em heterozigose (traço) se 

estabeleceu por conferir nível de proteção contra a malária, muito comum nessas 

regiões, embora essa hipótese seja controversa (HASSELL, 2010; PIEL et al., 2014).  

 

FIGURA 1. Distribuição mundial de recém-nascidos com anemia falciforme em 2015. Os dados 
são baseados em estimativas de Piel e colaboradores (2013) [Adaptado de PIEL et al., (2017)]. 

 

Devido a preocupação decorrente da grande morbimortalidade da DF, o 

Ministério da Saúde (MS) instituiu em 2001 o Programa Nacional de Triagem 

Neonatal (PNTN) ï Portaria GM/MS nº 822, de 6 de junho de 2001 ï onde a DF 

passou a fazer parte das doen­as investigadas no ñteste do pezinhoò. O objetivo 

consiste em identificar precocemente distúrbios e doenças do recém-nascido, 
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proporcionando intervenção adequada e acompanhamento contínuo, visando a 

redução de mobimortalidade e a melhoria da qualidade de vida desses pacientes 

(BRASIL, 2001). 

No Brasil, os dados epidemiológicos para DF não são recentes, mas estima-

se que cerca de dois milhões de pessoas são portadoras do alelo ɓs. Além disso, a 

distribuição deste alelo é bastante heterogênea (TABELA 1), apresentando maior 

prevalência nas regiões Norte e Nordeste (CANÇADO e JESUS, 2007; SIMÕES et 

al., 2010), sendo a Bahia o estado brasileiro com a maior incidência da doença 

(1:650 nascidos vivos).  

 

TABELA 1. Proporção de nascidos vivos diagnosticados com 
doença falciforme e traço falciforme pelo Programa Nacional de 
Triagem Neonatal (PNTN) 

Estados 

Doença falciforme Traço falciforme 

Proporção/ 
Nascidos Vivos 

Proporção/ 
Nascidos Vivos 

Bahia 1: 650 1: 17 
Rio de Janeiro 1: 1.200 1: 21 
Pernambuco 1: 1.400 1: 23 
Maranhão 1: 1.400 1: 23 
Minas Gerais 1: 1.400 1: 23 
Goiás 1: 1.400 1: 25 
Espírito Santo 1: 1.800 1: 25 
São Paulo 1: 4.000 1: 35 
Mato Grosso do Sul 1: 5.850   ---- 
Rio Grande do Sul 1: 11.000 1: 65 
Santa Catarina 1: 13.500 1: 65 
Paraná 1: 13.500 1: 65 
Fonte: Adaptado de Simões et al., (2010)  

 

Em estudo retrospectivo realizado por Amorim e colaboradores (2010), foram 

analisados os resultados de exames do banco de dados do Serviço de Referência 

em Triagem Neonatal (SRTN) da Associação de Pais e Amigos dos Excepcionais de 

Salvador-Bahia (APAE-Salvador-Bahia) entre 2007 e 2009, com identificação de 

casos com DF. Os dados mostraram a incidência de 1:601 para DF e de 1:1435 para 

AF, sendo que 41,9% possuíam o fenótipo HbSS (AF), e 34,7% o fenótipo HbSC. Os 

maiores números de casos foram encontrados em Salvador (23,2%), seguidos de 

Feira de Santana (4,6%), Lauro de Freitas (2,2%), Camaçari (1,9%) e Valença 

(1,8%), que tornaram a Bahia o estado com a maior prevalência da DF falciforme no 

país. 
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2.2  ANEMIA FALCIFORME: MUTAÇÃO DE PONTO SIMPLES ASSOCIADA A 

PATOLOGIA HEREDITÁRIA COMPLEXA 

 

A AF possui herança autossômica recessiva, cuja alteração está associada à 

presença de Hb variante S (HbS ou HbɓS), decorrente da mutação de ponto 

GAG>GTG, localizada na sexta posição do gene que codifica a cadeia beta da 

globina (HBB). Esta mutação promove a substituição do ácido glutâmico pela valina 

(glu6val). A AF é considerada a manifestação mais grave da doença por apresentar 

muta­«o em ambos genes codificantes ɓ (HbSS) (ZAGO e PINTO, 2007; 

STEINBERG, 2008). Quando submetida a condições de hipoxemia, a HbS torna-se 

insolúvel e sofre polimerização resultando no fenômeno de falcização que está 

diretamente relacionado a concentração de HbS no microambiente intraeritrocitário. 

A HbS também pode interagir com outros tipos variantes de Hb (HbSC, HbSD e 

HbSE) ou talassemias (HbS/ɓ0, HbS/ɓ+ ou HbS/Ŭ), caracterizando outros tipos de DF 

(STEINBERG e RODGERS, 2001; ZAGO e PINTO, 2007).  

Os cinco principais haplótipos ligados ao grupo de genes da globina ɓs têm 

sido descritos como modificadores genéticos de risco de gravidade da DF. Eles 

foram inicialmente descritos em populações provenientes de países ou áreas do 

continente africano, ou próximos a este; por esse motivo recebem a nomeação de 

acordo com os seus locais de origem: Benin (BEN), República Centro-Africana 

(CAR), Senegal (SEN), Camarões (CAMER), Arábia Saudita e Índia (SAUD) 

(NAGEL e RANNEY, 1990; GALIZA NETO e PITOMBEIRA, 2003). A gravidade 

desses haplótipos está diretamente associada à expressão da HbF, cuja expressão 

está elevada no período embrionário. A HbF apresenta como particularidade a 

afinidade alta por oxigênio, impedindo a iniciação da cascata de polimerização da 

HbS e, consequentemente, as CVOs/hemolíticas subsequentes. Embora o processo 

natural de desenvolvimento da Hb curse com a substituição de HbF por HbA, 

concentrações residuais de HbF (até 2%) podem ser encontradas em indivíduos 

normais. Além disso, a persistência hereditária da HbF (PHHF) pode ocorrer, sendo 

caracterizada pela síntese contínua da HbF (até 30%) na vida adulta, conferindo aos 

pacientes grandes benefícios e um prognóstico clínico mais favorável (STEINBERG, 

2005; SANKARAN; ORKIN, 2013). Deste modo, os haplótipos podem atuar como 

moduladores genéticos do gene codificante da globina gama (ɔG) (HBG) resultando 

em aumento na expressão de HbF, além de regular negativamente a substituição da 
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HbF por HbS. Essa regulação contribui, pelo menos em parte, para a persistência de 

HbF observada nos haplótipos SEN e SAUD. Por outro lado, os haplótipos CAR e 

BEN têm sido associados à gravidade fenotípica da doença, onde indivíduos com o 

genótipo CAR/CAR apresentam pior prognóstico clínico por apresentar níveis 

reduzidos de HbF (NAGEL, 1984; NAGEL et al., 1987; GREEN et al., 1993; 

POWARS e HITI, 1993; GALIZA NETO e PITOMBEIRA, 2003; PIEL; STEINBERG; 

REES, 2017). A Figura 2 apresenta a mudança no perfil de expressão das cadeias 

de globina com substitui­«o gradual da ɔG ao longo do desenvolvimento embrionário 

pela globina ɓ, dando origem a HbA da fase adulta.  

 
FIGURA 2. Modificação do perfil de hemoglobinas embrionárias para a hemoglobina adulta. A) 
A expressão de cadeias embrionárias relacionadas a cadeia de globina Ŭ, decrescem 
exponencialmente ao longo das oito primeiras semanas do período gestacional, sendo substituídas 
pela globina Ŭ adulta [Adaptado de Wood (1976)]. Em contraste, moduladores genéticos promovem 
mais tardiamente a substituição das cadeias globina ɔ por ɓ. B) Representação da região 
estimuladora dos loci das globinas Ŭ e ɓ, conhecida como a região de controle de locus (LCR), e os 
sítios de hipersensibilidade (HS) correspondentes. C) Representação da estrutura quaternária de HbA 
e HbF. As ilustra­»es ñBò e ñCò foram adaptadas de Bank (2005).  

 

Quando o eritrócito é submetido a condições de baixa tensão de oxigênio 

(hip·xia) a Hbɓs (desoxi-HbS) torna-se insolúvel e sofre polimerização que resulta no 

alongamento e enrijecimento eritrócitário, um processo denominado de falcização. 

Esta instabilidade molecular apresentada pela HbS é decorrente da substituição de 
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um aminoácido de natureza polar (ácido glutâmico, glu) por um aminoácido de 

natureza apolar (valina, val) diminuindo a solubilidade da Hb no ambiente 

intraeritrocitário, e aumentando a formação de agregados com a Hb adjacente 

[fenilalanina (ɓ-85) e leucina (ɓ-88)] (FIGURA 3). O processo de iniciação da cascata 

de polimerização é denominado nucleação ou gelificação (gelation) (EATON; 

HOFRICHTER, 1987; MOZZARELLI; HOFRICHTER; EATON, 1987; BALLAS e 

MOHANDAS, 1996). Essas interações hidrofóbicas entre os filamentos de Hb 

favorecem o aumento da viscosidade citosólica com formação de estruturas 

multipoliméricas no interior dos eritrócitos e promovem deformação, enrijecimento e 

diminuição da flexibilidade, tornando-os mais suceptíveis à destruição mecânica 

dentro do sistema vascular (EVANS e MOHANDAS, 1987; MESSMANN et al., 1990). 

Por outro lado, na presença do oxigênio a HbS (oxi-HbS) encontra-se solúvel no 

citosol eritrocitário, apresentando certa estabilidade. Deste modo, a falcização 

consiste em um fenômeno transitório onde o eritrócito alterna períodos de 

polimerização (estado desoxi-HbS) e despolimerização de HbS (oxi-HbS).  

FIGURA 3. Representação esquemática do fenômeno de falcização da hemoglobina em 
indivíduos com hemoglobina HbS. A) A mutação no sexto códon do gene beta localizado no 
cromossomo 11, é responsável pela codificação da hemoglogina S (HbS) por substituição do ácido 
glutâmico por valina (glu6val). B) Representação da estrutura tetramérica de HbS proveniente da 
mutação na cadeia de ɓ-globinas. A molécula é composta por duas cadeias de Ŭ (Ŭ2) e ɓ (ɓ2) globinas 
e quatro grupos prostéticos heme, responsáveis pela fixação de moléculas de oxigênio (O2). A 
ilustra­«o da Hb contida em ñBò foi adaptada de Schechter (2008). C) Em condições de oxigenação, a 
HbS é estabilizada pelo oxigênio (oxi-HbS) e não inicia a cascata de polimerização. Por outro lado, 
em condições de hipóxia (desoxi-HbS), a hemoglobina apresenta alta instabilidade, perde a 
solubilidade no microambiente intraeritrocitário e inicia o processo de nucleação (ou gelificação) 
dando origem ao eritrócito falcizado. As ilustrações ñAò e ñCò são de autoria própria.  
 

Eritrócitos falcizados apresentam desidratação e acidose citosólica intensas, 

mediadas pelo efluxo anormal de íons potássio (K+) por duas vias: (i) co-transporte 

de cloreto de potássio (K+-Cl-); (ii) e pelo canal de efluxo de potássio ativado por 

cálcio (canal de Gardos) (BALLAS e MOHANDAS, 1996; FRANCO et al., 2000). A 

elevação das concentrações intracelulares de cálcio (Ca2+) observada na DF 
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promove a inativação da bomba cálcio/ATPase, repercutindo no aumento da 

concentração da Hb corpuscular média (CHCM) da desoxi-HbS (FIGURA 3) 

(NOGUCHI e SCHECHTER, 1981; FRENETTE e ATWEH, 2007). Os eventos de 

falcização/desfalcização consecutivos aliados ao intenso dano oxidativo existente, 

provocam lesões graduais e cumulativas na membrana eritrocitária, aumentam a sua 

fragilidade, e impossibilitam o retorno do eritrócito para a sua morfologia normal 

(discóide) (PADILLA; BROMBERG; JENSEN, 1973; RODGERS e NOGUCHI; 

SCHECHTER, 1985; FRENETTE e ATWEH, 2007).  

FIGURA 4. Alterações estruturais dos eritrócitos por polímeros de HbS. A desoxigenação da 
HbS induz uma alteração na conformação do eritrócito, na qual a cadeia mutante se liga a um sítio 
hidrofóbico complementar resultante da substituição do ácido glutâmico pela valina (Glu6Val), 
levando à formação de um polímero de hemoglobina (polímero de Hb). Os polímeros de Hb 
interferem na organização do citoesqueleto eritrócitário dando origem à morfologia característica de 
foice. Essas alterações resultam na exposição de epítopos de proteínas transmembrana e alterações 
em segmentos lipídicos, como a fosfatidilserina (FS). A exposição de glicolipídios carregados 
negativamente contribui para o estado pró-inflamatório e pró-trombótico na AF [Adaptado de Frenette 
e Atweh (2007)]. 

 

A taxa de polimerização está correlacionada com a concentração de HbS e 

com o heme livre, liberados dos eritrócitos após sua auto-oxidação (BUNN et al., 

1982; UZUNOVA et al., 2010). Além disso, a fase de reoxigenação dos eritrócitos é 

uma das principais fontes de produção de radicais livres na DF mas, durante este 

período, os eritrócitos normais também podem gerar uma quantidade significativa de 

superóxido (O2
Åï) devido às reações de transferência de elétrons entre o ferro ferroso 

(Fe2+) do heme e o oxigênio. Na presença de oxigênio, o heme auto-oxida formando 

metemoglobina1 (metHb-Fe3+) e O2
Åï. Alguns estudos mostram que a HbS pode se 

______________________________________________________________ 

1 Metemoglobina ï é uma forma da Hb em que o ferro no grupo prostético heme está no estado Fe3+ e não no Fe2+ da Hb 
normal. A metemoglobina é incapaz de se ligar ao oxigênio.  
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auto-oxidar 1,7 vezes mais rápido que a HbA, enquanto outros mostram uma taxa 

equivalente (HEBBEL et al., 1988; SHENG; SHARIFF; HEBBEL, 1998; WOOD; 

HSU; GLADWIN, 2008). A formação de peróxido de hidrogênio (H2O2), quando 

exposta à metHb, decompõe a Hb e libera ferro férrico (Fe3+). Este ferro pode então 

reagir com o H2O2 remanescente para produzir mais radicais hidroxila (ÅOH), o mais 

reativo e prejudicial das espécies reativas de oxigênio (EROs) (ASLAN; THORNLEY-

BROWN; FREEMAN, 2000). Os eritrócitos falciformes acabam gerando cerca de 

duas vezes mais O2
Åï, H2O2 e ÅOH do que os eritrócitos normais (AMER et al., 2006). 

Essa grande perturbação na fisiologia normal do eritrócito gerada pela presença da 

HbS, reduz cerca de cinco vezes a sua meia-vida em comparação com eritrócitos 

normais (em média 120 dias) (MCCURDY e SHERMAN, 1978; WOOD; HSU; 

GLADWIN, 2008). Além disso, a meia-vida reduzida estimula eritropoiese em um 

mecanismo compensatório e faz com que reticulócitos imaturos sejam liberados 

(reticulocitose) da medula para suprir o déficit de eritrócitos na circulação. 

O controle de destruição de eritrócitos envelhecidos e não-funcionais ocorre, 

em sua maioria, por sequestro esplênico, embora também possa ocorrer em outros 

sítios (p. ex., fígado) por intermédio das células do sistema fagocitário mononuclear 

(ou sistema reticulo-endotelial ï SRE). Sucessivos eventos de falcização acarretam 

em danos irreversíveis à membrana eritrocitária com exposição de proteínas 

estruturais importantes como a banda-3, espectrina, fosfatidilserina e a glicoproteína 

IV (CD36). Deste modo, cerca de 2/3 dos eritrócitos falciformes são retirados da 

circulação pela via esplênica (hemólise extravascular) por sistema de 

reconhecimento autólogo; e 1/3 por hemólise intravascular, liberando grande 

quantidade de arginase, Hb/heme e ferro livre (MORRIS et al., 2008; WOOD; HSU; 

GLADWIN, 2008). A hemólise excessiva gera grande sobrecarga esplênica 

provocando lesões repetitivas por hipóxia/isquemia que conduzem à fibrose seguida 

de destruição do baço (auto-esplenectomia) (ZAGO e PINTO, 2007). Este 

microambiente crítico é determinante para o desenvolvimento da disfunção 

endotelial que será tratada mais adiante. A figura 4 resume o que foi tratado até 

aqui, ilustrando a importância da HbS na falcização como evento primário 

desencadeador da doença, apresentando como desfechos críticos as CVOs e 

hemolíticas. Note que estas vias fisiopatológicas estão estreitamente relacionadas. 
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FIGURA 5. Vias fisiopatológicas da anemia falciforme. A geração de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) ocorre após as reações de oxido-redução entre a hemoglobina e oxigênio durante a 
oxigenação dos tecidos. A liberação do O2 nos tecidos torna-o suscetível ao ataque de elétrons livres 
(eï) com formação de íons superóxido (O2Åï) e peróxido de hidrogênio (H2O2), estimulação de 
resposta enzimática antioxidante por reações específicas altamente coordenadas. A superóxido 
dismutase (SOD) atua na dismutação de O2Åï em O2 e H2O2; e as peroxidases catalase (CAT) e 
glutationa peroxidase (GPx) atuam na decomposição do H2O2 em água (H2O) e O2. Outras enzimas 
contribuem indiretamente para o homeostase dos sistemas antioxidantes, mas não estão 
demonstradas aqui. Após a liberação do O2, a HbS desoxigenada (desoxi-HbS) pode sofrer auto-
oxidação formando metemoglobina S (MetHbS) liberando heme livre e ferro férrico (Fe3+), 
participando de diversas reações oxidativas como a reação de Fenton, desnaturação de hemoglobina 
(corpos de Heinz) e alterações em proteínas estruturais de membrana como a banda 3. Além disso, 
essas alterações promovem aumento da abertura de canais de sódio e potássio-ATPase (Na+/K+-
ATPase) dependentes (canais de Gardos) ou não dependentes de cálcio (Ca2+), gerando acidose 
intraeritrocitária, desidratação e aumento da concentração da hemoglobina corpuscular média 
(CHCM). O aumento da concentração de HbS intefere no arranjo de proteínas do citoesqueleto, 
gerando danos na membrana, enrijecimento e alteração da morfologia discóide típica para a forma de 
foice. Como consequência, esses eritrócitos tornam-se sucetíveis a lise por (i) lipoperoxidação, (ii) 
lesões mecânicas ao percorrer leitos vasculares, e (iii) autofagia por ação do sistema 
reticuloendotelial (SRE) ou sistema mononuclear fagocitário no baço ou fígado, removendo eritrócitos 
não-funcionais da circulação. Além disso, eritrócitos falciformes podem contribuir para a êstase 
vascular gerando vasoclusão com alterações da hemostasia sanguínea, crises álgicas agudas e 
lesões por hipóxia e/ou isquemia [Adaptado de Naoum e Naoum (2004)]. 

 

A fisiopatologia da DF apresenta grande heterogeneidade clínica 

(ODENHEIMER et al., 1983; NOURAIE et al., 2013). Dentre as complicações pode-

se destacar (FIGURA 6): anemia crônica, complicações hepatobiliares e renais, 

episódios dolorosos agudos, propensão à infecções (devido ao comprometimento 

esplênico e redução da capacidade de opsonização de bactérias), complicações 
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neurológicas, pulmonares, oftálmicas, ósseas (como osteonecrose), retinopatia, 

ulceração de membros inferiores, e alterações do sistema reprodutor masculino 

(decorrente do priapismo) (STEINBERG, 2008; MINNITI et al., 2010; BRODERICK, 

2012; DA SILVA JUNIOR; DAHER; DA ROCHA, 2012; LIONNET et al., 2012; 

MILLER e GLADWIN, 2012; BONANOMI e LAVEZZO, 2013; TALAHMA; STRBIAN e 

SUNDARARAJAN, 2014; PIEL; STEINBERG; REES, 2017).  

 

 
FIGURA 6. Complicações clínicas comuns da doença falciforme. As complicações são 
provenientes dos eventos hemolíticos e/ou vasoclusivos da doença acometendo os sistemas: (i) 
cardiotorácico ï complicações cardíacas e pulmonares como hipertensão pulmonar e síndrome 
torácica aguda (STA) que pode levar os pacientes a óbito; (ii) nervoso central ï danos ao sistema 
nervoso central e transtornos cognitivos como o acidente vascular cerebral (AVC) e a retinopatia; (iii) 
reticuloendotelial ï provenientes dos frequentes eventos hemolíticos, gerando comprometimento 
imunológico e susceptibilidade aumentada a infecções; (iv) muscular e esquelético ï proveniente dos 
eventos obstrutivos hipoxêmicos/isquêmicos; (v) urogenital ï gerando danos renais e ao sistema 
reprodutor masculino; (vi) gastrintestinal ï gerando danos hepáticos e obstrução de vasos 
mesentéricos no intestino [Adaptado de Piel et al., (2017)]. 
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2.3  HEMÓLISE, VASOCLUSÃO E AS SUAS REPERCUSSÕES NA AF 

 

2.3.1 A importância da hemólise e do heme livre na fisiopatologia da AF 

 

A Hb livre e o heme são produtos liberados constantemente nas crises 

hemolíticas e exercem papel central no desencadeamento dos eventos vasoclusivos 

e da inflamação crônica observados na doença. No microambiente vascular a Hb 

livre apresenta-se em conformações tetraméricas (Ŭ2ɓ2) ou diméricas (Ŭɓ), sendo 

esta última a menos abundante. Devido ao seu tamanho e baixo peso molecular (34 

kDa), os dímeros de Hb são capazes de permear pequenos vasos gerando dano 

tecidual em órgãos mais suceptíveis (p. ex., os rins) (SCHAER et al., 2013). A Hb no 

seu estado ferroso (Hb-Fe2+) pode sofrer reações de auto-oxidação por EROs (p. 

ex., H2O2) formando Hb-férrica (Hb-Fe3+) ou Hb-ferril (Hb-Fe4+) que são altamente 

oxidantes (MILLER; ALTAMENTOVA; SHAKLAI, 1997; JIA et al., 2007; GLADWIN; 

KANIAS; KIM-SHAPIRO, 2012). Além disso, a Hb pode atuar diminuindo a 

biodisponibilidade de NO no sistema vascular de duas formas: (i) por interação direta 

da desoxi-Hb com o NO com formação de Hb-Fe3+NO; e (ii) pela interação da oxi-Hb 

com NO após reação de dioxigenação gerando Hb-Fe3+ e nitrato (NO3
ï) 

(STEINBERG, 2008; CHIRICO e PIALOUX, 2012).  

Na hemólise, também ocorre oxidação da Hb(Fe2+) com formação de metHb-

Fe3+ promovendo a liberação de heme (UMBREIT, 2007; UZUNOVA et al., 2010). A 

molécula de heme é formada por um grupamento de seis aneis heterocíclicos 

(sendo quatro pirrólicos), denominado protoporfirina IX, contendo uma molécula de 

ferro central no estado ferroso (II) (KUMAR e BANDYOPADHYAY, 2005). O anel 

porfirínico confere propriedades apolares a molécula, possibilitando que o heme atue 

diretamente como intercalante na bicamada lipídica gerando lipotoxicidade, oxidando 

proteínas e danificando DNA (AFT e MUELLER, 1983; VINCENT, 1989; BALLA et 

al., 1993; CARLSEN; MØLLER; SKIBSTED, 2005). Além disso, a presença do Fe3+ 

confere toxicidade adicional ao heme aumentando a suscetibilidade desses lipídios a 

danos oxidativos mediados por reações de Fenton e Haber-Weiss, que envolvem 

Fe2+ e H2O2 provenientes de células ativadas com formação de ÅOH (VINCENT, 

1989; BALLA et al., 1991; BALLA et al., 1993; CHIRICO e PIALOUX, 2012; 

GLADWIN; KANIAS; KIM-SHAPIRO, 2012). Essas reações promovem dano tecidual 
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e amplificam a inflamação (BALLA et al., 1991; BALLA et al., 2005; LUGRIN et al., 

2014). 

Por outro lado, algumas proteínas sintetizadas no fígado desempenham papel 

importante na captação de Hb, heme e Fe3+ livres, diminuindo os efeitos oxidantes e 

inflamatórios dessas moléculas no microambiente vascular. A haptoglobina (Hp) 

exerce papel importante de defesa após eventos de hemólise intravascular, 

captando a Hb e dirigindo-a para degradação e reciclagem do ferro (KRISTIANSEN 

et al., 2001; BELCHER et al., 2010a; ALAM; DEVALARAJA e HALDAR, 2017). O 

complexo Hb-Hp é reconhecido pelo receptor CD163, de alta afinidade, que está 

presente na superfície de monócitos ou macrófagos situados no fígado ou baço 

(KRISTIANSEN et al., 2001; ROTHER et al., 2005). Estes fenômenos constituem-se 

em via importante de internalização e reciclagem de ferro em macrófagos teciduais, 

e também contribuem para a indução da hemeoxigenase (HO-1) (SCHAER et al., 

2006; BUEHLER et al., 2009).  

A HO-1 é a isoforma induzível pelo heme sendo expressa nos tecidos em 

resposta ao estresse oxidativo, e está elevada na AF em decorrência da hemólise 

excessiva característica da doença (NATH et al., 2001; OWUSU et al., 2013). Atua 

degradando o heme da Hb livre para formar biliverdina/bilirrubina e monóxido de 

carbono (CO). A bilirrubina é um poderoso antioxidante celular; já o CO exerce 

efeitos anti-inflamatórios e anti-apoptóticos, dependentes da via de sinalização da 

proteína quinase ativada pelo mitógeno p38 (MAPK) (RYTER et al., 2002; WU; 

WANG, 2005; BAINS et al., 2010; ZIBERNA et al., 2016). A HO-1 possui papel 

protetor importante contra os efeitos deletérios decorrentes da sobrecarga do heme 

liberado na hemólise, minimizando os efeitos provocados pelos danos por isquemia-

reperfusão nas CVOs (OTTERBEIN et al., 2003). Além disso, estudos em modelo 

murino para AF demonstraram que a HO-1 pode atuar inibindo NF-kB, VCAM-1 e 

ICAM-1, modulando negativamente a ativação endotelial e a interação de leucócitos 

com o endotélio, após a estase induzida pela hipóxia/reperfusão (BELCHER et al., 

2010a; BELCHER et al., 2010b). 

A hemopexina (Hpx) é uma glicoproteína de fase aguda que também possui 

alta afinidade pelo heme livre no plasma, atuando na sua captação após 

reconhecimento do complexo heme-Hpx pelo receptor CD91 presente nos 

hepatócitos (FOIDART et al., 1983; HVIDBERG et al., 2005). Após o transporte para 

o fígado, a hemopexina é degradada pela HO-1 microssomal e, o ferro liberado é 
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rapidamente e captado pela ferritina, cuja expressão é regulada pela presença do 

complexo heme-Hpx-CD91 (DAVIES et al., 1979; BALLA et al., 2005). 

Outros mecanismos de defesa descritos são as lipoproteínas séricas de alta 

(HDL, high-density lipoprotein) e baixa densidade (LDL, low-density lipoprotein), que 

podem se ligar ao heme eliminando-o da circulação sanguínea (BALLA et al., 1991; 

MILLER; ALTAMENTOVA; SHAKLAI, 1997; FASANO et al., 2002; GRINSHTEIN et 

al., 2003). No entanto, em microambientes altamente oxidantes, essas lipoproteínas 

podem sofrer oxidação formando produtos lipotóxicos altamente reativos como LDL 

oxidado (oxLDL) e HDL pró-inflamatório (p-HDL), induzindo inflamação e dano 

vascular (BALLA et al., 1991; JENEY et al., 2002; NAGY et al., 2010; OZTURK et al., 

2013; ATAGA et al., 2015; SOUPENE et al., 2016). 

Embora essas proteínas desempenhem papel antioxidante e anti-inflamatório 

importante, a hemólise constante na AF repercute na diminuição dos níveis 

plasmáticos dessas proteínas (ROTHER et al., 2005). Diante dessa resposta 

insuficiente, os produtos de hemólise podem ser reconhecidos por células 

endoteliais e leucócitos contribuindo para a resposta inflamatória sistêmica.  

Os receptores do tipo Toll (TLR, Toll-like receptor) fazem parte do grande 

repertório de receptores presentes em células do sistema imune inato, atuando no 

reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, 

Pathogen-associated molecular) ou padrões moleculares associados ao dano 

(DAMPs, Damage-associated molecular patterns). Estes receptores podem estar 

distribuídos na superfície ou em compartimentos intracelulares como endossomos e 

lisossomos (TAKEUCHI e AKIRA, 2010). Na hemólise, vários produtos endógenos 

provenientes de hemácias, células endotelials, leucócitos, são liberados no 

microambiente vascular e reconhecidos por TLRs como sinal de dano (DAMPs) 

defragrando a resposta inflamatória. Alguns exemplos de DAMPs são: adenosina 

monofosfato (AMP, adenosine monophosphate), adenosina trifosfato (ATP, 

adenosine triphosphate), proteína nuclear do grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1), 

oxLDL, DNA (cromossômico ou mitocondrial), componentes da matriz extracelular 

(tenascina-C, fibronectina e hialuronano), cristais de ácido úrico, cristais de 

colesterol, entre outros (MARIATHASAN et al., 2006; YU; WANG; CHEN, 2010; OKA 

et al., 2012). 

O heme tem sido descrito como DAMP eritrocitário e a sua liberação 

excessiva pode promover a vasoclusão e lesão pulmonar aguda por ativação de 
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TLR4 presente na superfície celular (GHOSH et al., 2013; BELCHER et al., 2014). 

(GLADWIN e OFORI-ACQUAH, 2014). Estudos demonstam que o heme é capaz de 

induzir a ativação de macrófagos por (i) mecanismo dependente de ligação com 

TLR4 com ativação de MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) e TRIF 

(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-ɓ) que promovem a produção de 

TNF pela via de proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK, Mitogen-activated 

protein kinase) (FIGUEIREDO et al., 2007; TAKEUCHI e AKIRA, 2010) ou (ii) por 

mecanismo independente de TLR4, gerando EROs via tirosina quinase do baço 

(Syk, Spleen tyrosine kinase) (NG et al., 2008).  

Neutrófilos ativados por heme via TLR4 induzem a formação de EROs e a 

liberação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs, neutrophil extracelular 

traps), ICAM-1, VCAM-1 e E-selectinas, e secreção de citocinas pró-inflamatórias 

como o TNF (FIGURA 7) (FIGUEIREDO et al., 2007; CHEN et al., 2014). As NETs 

são formadas por cromatina não condensada com enzimas granulares (como a 

elastase, catepsina G e mieloperoxidase), proteínas antimicrobianas entre outras 

(BRINKMANN et al., 2004; URBAN et al., 2009). Em codições normais, NETs 

apresentam papel importante no combate contra patógenos devido às suas 

propriedades antimicrobianas (BRINKMANN et al., 2004; URBAN et al., 2009). 

Entretanto, em condições patológicas, a estimulação excessiva de NETs pode 

desempenhar papel importante na patogênese de doenças inflamatórias e 

trombóticas (FUCHS et al., 2010; BORISSOFF e TEN CATE, 2011; BRILL et al., 

2012). Foi demonstrado que a produção de NETs por neutrófilos expostos ao TNF-Ŭ 

promove lesão pulmonar em modelos murinos humanizados de DF (CHEN et al., 

2014). Adicionalmente, o heme estimula a expressão de fator tecidual (FT) em 

células endoteliais e monócitos, e os seus níveis elevados têm sido associados com 

o aumento da coagulabilidade, risco de síndrome torácica aguda (STA) e vasoclusão 

(SETTY et al., 2008; REHANI et al., 2013; DA GUARDA et al., 2016; DE SOUZA et 

al., 2017). 

Interessantemente, outros estudos demonstraram que o heme inibe a morte 

celular de neutrófilos por apoptose por mecanismo dependente de fosfoinositídeo 3-

quinase (PIK3), MAPK e NF-əB, com geração de EROs por indução de proteínas 

quinase-C (PKC, protein kinase-C) e aumento de secreção de IL-8 (GRACA-SOUZA 

et al., 2002; ARRUDA et al., 2004). Níveis aumentados de heme também têm sido 

relacionados com o aumento de citocinas inflamatórias e ativação leucocitária, 
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sugerindo que o heme contribui para o aumento da longevidade de células 

inflamatórias e manutenção da inflamação crônica em doenças hemolíticas 

(HÆGER et al., 1996; GONÇALVES et al., 2001; WUN, 2001; GRACA-SOUZA et al., 

2002; CARVALHO et al., 2017).  
 

FIGURA 7. O heme induz a inflamação vascular via TLR4 na doença falciforme. (1) Eritrócitos 
falciformes são mais susceptíveis à lise devido a alterações estruturais no seu citoesqueleto e 
reações de auto-oxidação. Durante a hemólise intravascular, as proteínas séricas responsáveis pela 
remoção do heme ficam saturadas e o heme pode excercer seus efeitos inflamatórios. (2) O heme 
atua ativando neutrófilos e células endoteliais por geração de EROs, promovendo a expressão de 
moléculas de adesão e conferindo o estado pró-trombogênico ao endotélio vascular. Observa-se 
aumento da expressão de fator de von Willebrand (FvW), ICAM-1, VCAM-1 e E-selectinas. Os níveis 
elevados de heme livre também induzem a liberação de NETs por neutrófilos, via TLR4, gerando 
dano celular. (3) O aumento de moléculas de adesão, aliadas à condição oxidante, favorece a 
constrição vascular com aumento das interações entre eritrócitos, leucócitos e plaquetas, entre si e 
com o endotélio, promovendo estase sanguínea e vasoclusão. (4) A depender da extensão da 
oclusão pode haver comprometimento no aporte de oxigênio/substratos metabólicos 
(hipóxia/isquemia) gerando crises álgicas agudas e danos teciduais mais graves [Adaptado de Dutra 
e Bozza (2014)]. 

 

Outra via importante que tem sido descrita na AF é a da ativação do 

inflamassoma (DUTRA et al., 2014; GLADWIN e OFORI-ACQUAH, 2014; LI et al., 

2014; KATO; STEINBERG e GLADWIN, 2017). Os DAMPs liberados na hemólise (p. 

ex., heme, ATP e cristais de ácido úrico) podem ser reconhecidos por um tipo 

distinto de receptor conhecido como NALP3 (ou NLRP3 ï da família dos receptores 

do tipo NOD), composto por três domínios: domínio de oligomerização NACHT1; 

domínio de repetição rica em leucina (LRR, leucine-rich repeat); e um domínio pirina 

(PYD, pyrin domain) contendo a proteína 3 (NALP3) (TING et al., 2008). Após a 

ativação de NLRP3 ocorre a montagem da plataforma multienzimática, o 

inflamassoma. Essa plataforma é composta pelo domínio de reconhecimento e 

oligomerização NALP, uma proteína associada a apoptose (ASC, apoptosis-

associated speck-like protein) e caspase-1 (CASP-1) (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013). 

______________________________________________________________ 

1 NACHT ï NAIP (neuronal apoptosis inhibitor protein), C2TA (class 2 transcription activator, do MHC), HET-E (heterokaryon 
incompatibility) e TP1 (telomerase-associated protein 1). 
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No entanto, para que essa ativação ocorra duas etapas são requeridas: (i) ativação 

de NALP3 com indução de pró-IL-1ɓ e pr·-IL-18; (ii) montagem da plataforma 

inflamassoma com formação de CASP-1 ativa, catalisando a ativação das formas 

ativas de IL-1ɓ e IL-18 a partir das suas formas inativas (zimógenos) (MARTINON; 

BURNS; TSCHOPP, 2002; LATZ; XIAO; STUTZ, 2013; WEN; MIAO; TING, 2013). 

Essas citocinas inflamatórias estão elevadas na DF e contribuem substancialmente 

para a manutenção dessa condição (PITANGA, T. N. et al., 2016; CARVALHO et al., 

2017).  

O inflamassoma NLRP3 (FIGURA 8) é o mais bem compreendido e algumas 

vias de ativação são descritas: (i) danos ou disfunção mitocondrial (formação de 

EROs mitocondrial, liberação de DNA mitocondrial ou cardiolipina); (ii) efluxo de K+; 

e (iii) dano lisossomal (liberação de catepsina) (PETRILLI et al., 2007; HORNUNG et 

al., 2008; ZHOU et al., 2011; SHIMADA et al., 2012; IYER et al., 2013; DUTRA et al., 

2014; GUO; CALLAWAY; TING, 2015).  

 
FIGURA 8. Componentes e ativação do inflamassoma NLRP3. A ativação do inflamassoma 
NLRP3 envolve dois passos. Inicialmente, o estímulo de ativação de NF-əB, como na ligação de 
LPS/heme ao TLR4, que induz a expressão elevada de NLRP3, assim como IL1B e IL18 em suas 
formas inativas. O produto protéico NLRP3 sofre desubiquitinação e a proteína adaptadora ASC deve 
tornar-se linearmente ubiquitinada e fosforilada para a montagem do inflamassoma. Em seguida, um 
segundo sinal é requerido para ativação e formação da montagem do complexo inflamassoma 
NLRP3. O heme também pode atuar dessa forma, induzindo EROs independente de TLR4. Os 
principais estímulos são: fatores mitocondriais liberados no citosol (EROs mitocondrial, DNA 
mitocondrial ou cardiolipina), efluxo de K+ através de canais iônicos, e liberação de catepsina após 
desestabilização de membranas lisossomais. O NLRP3 sofre oligomerização através de seus 
domínios N-terminais efetores PYD-PYD. As subunidades da pró-caspase-1 formam as subunidades 
ASC através das interações CARD-CARD, favorecendo a ativação autoproteolítica da pró-caspase-1 
em caspase-1 que catalisa as reações de ativação da IL-1ɓ e IL-18, a partir das suas formas inativas 
(pró-IL1ɓ e pró-IL-18 [Adaptado de GUO et al., (2015)]. 






































































































































































































































































