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RESUMO 

 

Pacientes com doença falciforme podem apresentar crises clínicas que prejudicam 

sua qualidade de vida. Com o intuito de contribuir para o conhecimento da fisiopatologia 

foi desenvolvido o presente trabalho tendo como objetivo analisar marcadores endoteliais 

em crianças e adolescentes com doença falciforme. Foram divididos em dois grupos: com 

crise clínica, caracterizada por dor, com necessidade de hidratação e analgesia potente, e 

sem crise clínica. Em 43 pacientes, correspondente a 16 momentos em crise clínica e 30 

sem crise clínica, foram analisados as moléculas de adesão intercelular-1 solúvel (sICAM-

1) e de adesão vascular-1 solúvel (sVCAM-1), selectina-P solúvel, selectina-E solúvel e 

dímeros-D, além de  parâmetros hematológicos como contagem de reticulócitos, 

hemoglobina fetal, leucometria e contagem de neutrófilos. A idade variou de 12 a 277 

meses, 19 apresentavam fenótipo SS, 13 eram SC, 10 Sβ, e 1 SD. Observou-se que 

somente a contagem de neutrófilos (p=0,01), e as concentrações de sICAM-1 (p=0,002) e 

de dímeros-D (p=0,027) apresentaram diferença significativa ao se comparar os dois 

grupos estudados. A diminuição de sICAM-1 classificou corretamente 71% dos pacientes 

em crise clínica apresentando sensibilidade de 93% e especificidade de 53% para valores 

abaixo de 255 ng/ml. Para valores acima de 192 ng/ml, as concentrações de dímeros-D 

apresentaram sensibilidade de 90% e especificidade de 66%. Todos os pacientes 

apresentaram concentrações de sVCAM-1 acima dos valores máximos de referência, sem 

diferença quanto à presença de crise clínica. Entretanto a concentração de sVCAM-1 

apresentou correlação negativa com a idade e correlação positiva com a contagem de 

reticulócitos, sugerindo que um aumento na Hb é um fator protetor para distúrbios de 

microcirculação e o aumento do percetual de reticulócitos é fator de risco para tais 

distúrbios. Também a concentração de sVCAM-1 foi a única variável que apresentou 

diferença entre os fenótipos, sendo maior em indivíduos SS quando comparados com 

indivíduos SC;  a concentração de selectina-E apresentou correlação negativa com a 

idade dos pacientes. Por análise de regressão logística, as variáveis número de leucócitos 

(p<0,001), número de neutrófilos (p=0,001) e concentração de dímeros-D (p=0,001), 

auxiliam a classificar o grupo de pacientes com doença falciforme quanto à apresentação 

de crises. Individualmente, contudo, sICAM-1, dímeros-D e contagem de neutrófilos não 

representam bom parâmetro. Os resultados obtidos permitem sugerir que alterações nas 

concentrações de moléculas de adesão vascular descritas para pacientes adultos já 

podem ser constatadas em pacientes pediátricos o que suscita o interesse pela 
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identificação de tratamentos que possam ser utilizados precoce e preventivamente, 

diminuindo a morbi-mortalidade relacionada às síndromes falciformes. 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Patients with sickle cell disease may have clinical seizures that impair their life 

quality. The aim of this study was to analyze endothelial markers in children and 

adolescents with sickle cell disease in order to contribute to the knowledge of this 

pathophysiology. The patients were divided into two groups: one with clinical crisis, 

characterized by pain, in need of hydration e potent analgesia, and another group without 

clinical crisis. In 43 patients, corresponding to 16 clinical crisis moments and 30 without 

clinical crisis, soluble intercellular-1 adhesion molecules (sICAM-1) and soluble vascular-1 

soluble molecules (sVCAM-1), soluble P-selectine, soluble E-selectine and D-dimers were 

analyzed, besides, hematological parameters such reticulocytes count, fetal hemoglobin, 

leucometry and neutrophils count. The age ranged from 12 to 277 months, were 19 shows 

SS phenotype, 13 were SC, 10 Sβ and 1 SD. It was observed that only neutrophils count 

(p=0,01), sICAM-1 (p=0,002) and D-dimers (p=0,027) concentrations showing significant 

difference when compared to the studied groups. The sICAM-1 decrease classified 

properly 71 % of the clinical crisis patients, showing 93 % sensibility and 53 % specificity 

to values below 25 ng/mL To values above 192 ng/mL, the D-dimers concentrations shows 

90 % sensibility and 66 % specificity. All patients showed sVCAM-1 concentrations above 

reference maximum values, with no difference when compared with clinical crisis 

presence. However, the sVCAM-1concentration showed negative correlation with the age 

and positive correlation with reticulocyte count, suggesting that a Hb increase is a 

protector factor to microcirculation disorders and the reticulocytes percentual increase is a 

risk factor to such disorders. Also the sVCAM-1 concentration was the only variable that 

showed difference between the phenotypes, being higher in SS individuals when 

compared with SC individuals; the selectine-E concentration  showed negative correlation 

with the patients age. By logistic regression analysis, variables such leucocytes number 

(p<0,001), neutrophils number (p=0,001) and D-dimers concentration (p=0,001) helps to 
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classified the group patients with sickle cell disease about the crisis presentation. 

Individually, however, sICAM-1, D-dimers and neutrophils count doesn’t represent a good 

parameter. The results allows to suggest that alterations on vascular adhesion molecules 

concentration describes to adults patients can be found in pediatric patients, which raises 

the interest for the identification for treatments which can be used in a precocious e 

preventive way, decreasing the morbid-mortality related to sickle cell disease 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A anemia falciforme é considerada problema de saúde pública, devido sua 

alta prevalência e morbidade. É a primeira doença humana monogênica 

caracterizada em nível molecular, tendo como base a substituição de ácido 

glutâmico por valina na posição 6 da cadeia beta da globina (HIGGS; WOOD, 

2008). Estas moléculas modificadas, em baixas tensões de oxigênio, são 

polimerizadas, levando à deformação do eritrócito, o que produz aumento da 

rigidez de sua membrana, trazendo como consequência anemia hemolítica crônica 

e oclusão de pequenos vasos sanguíneos com danos teciduais isquêmicos 

(TITUS et al, 2004). Clinicamente, manifesta-se por crises dolorosas, que muitas 

vezes aparecem associadas com síndrome torácica aguda, além de acidente 

vascular cerebral ou infecções, e são a principal causa de hospitalização destes 

pacientes (SUTTON et al, 1999). A qualidade de vida da criança e do adolescente 

com doença falciforme é prejudicada principalmente pelos fenômenos 

vasoclusivos, que geram as crises de dor. 

Fatores como o genótipo da doença, fatores bioquímicos que podem 

influenciar no processo de polimerização da HbS, no fenômeno de falcização e na 

hemólise, e fatores ambientais como o local onde vive o paciente, prevalência de 

doenças infecto-contagiosas, condições socioeconômicas e acesso à assistência 

médica traçam o perfil de manifestação e evolução das doenças falciformes 

(ZAGO, 2007).  

A frequência e a intensidade das crises de dor variam muito entre os 

pacientes. O número de crises por ano tem sido usado como medida de gravidade 

clínica da doença, e tem demonstrado correlação com a morte  

Maior morbidade está associada a baixas concentrações de hemoglobina 

fetal (HbF); a introdução do uso de hidroxiuréia, há cerca de 25 anos, como 

tratamento, com a finalidade de aumentar essa concentração, tem conseguido 

diminuir a frequência dos episódios vasoclusivos, nessa população (CHARACHE 

S et al., 1992). Resultados do seu uso, em crianças de baixa idade, ou seja, a 
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partir de 9 meses, foram publicados recentemente, demonstrando a eficácia e 

segurança de seu emprego terapêutico (THORNBURG et al, 2012). 

No entanto, ainda persiste a preocupação com a lesão vascular crônica, 

que a falcização das hemácias provoca em nível endotelial. Entre os elementos 

que participam dessa lesão, estão as proteínas plasmáticas e as de superfície 

celular, como fator de von Willebrand (FvW), trombospondina (TSP), fibrinogênio e 

fibronectina, laminina, glicoproteína Ib, integrinas, molécula de adesão celular 

vascular 1 solúvel (sVCAM-1), receptor Fc, TNF-α, selectina-E, selectina-P, 

molécula de adesão intercelular 1 solúvel (sICAM-1), entre outras (NAOUM, 

NAOUM, 2004; MONTES et al, 2002). Um aspecto interessante é que 

concentrações maiores de sICAM-1, sVCAM-1, selectina-P, selectina-E, são 

observados em pacientes com doença falciforme comparados com os de 

pacientes sem esta doença (KANAVAKI et al, 2012; GLADWIN et al, 2003; DUITS 

et al, 1996); tais moléculas são amplamente estudadas em estados de vasoclusão 

e ativação endotelial, trazendo informações importantes em outros quadros 

clínicos que têm como base estes eventos. Raros são os estudos em crianças. 

No presente trabalho há o intuito de se avaliar as concentrações séricas 

dos marcadores selectina-E, selectina-P, sICAM, sVCAM e dímeros-D, em 

crianças e adolescentes com doença falciforme, em períodos de intercorrências 

clínicas e compará-las com as de pacientes com doença falciforme em estado 

clínico basal, com a finalidade de esclarecer se tais marcadores podem auxiliar no 

acompanhamento clínico desses pacientes e contribuir para a compreensão da 

fisiopatologia da doença. 
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2.    OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Caracterizar laboratorialmente pacientes com doenças falciformes em crise 

clínica pela análise e correlação de marcadores endoteliais e exames de 

rotina. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Determinar as concentrações séricas das selectinas-E e P, das proteínas 

de adesão sICAM-1 e sVCAM-1, bem como de dímeros-D em pacientes 

com doença falciforme com crise clínica e sem crise clinica, e verificar se há 

diferença estatística. 

2) Correlacionar as concentrações séricas das selectinas-E e P, das proteínas 

de adesão sICAM-1 e sVCAM-1 e das concentrações plasmáticas de  

dímeros-D com a contagem de leucócitos, neutrófilos, HbF, reticulócitos. 

3) Verificar se há diferença estatística dos marcadores endoteliais quanto aos 

genótipos das doenças falciformes e quanto à idade dos pacientes. 

 

 

 

3. REVISÃO TEÓRICA 

 

3.1 ANEMIA FALCIFORME 

 

A anemia falciforme foi descrita pela primeira vez, no início do século XX, 

por Herrick (1910), que relatou um estudante indiano com anemia grave cujas 

células sanguíneas possuíam um formato alongado. Por anemia grave, entende-

se a concentração sérica de hemoglobina abaixo de 7,0 g/dl (WHO, 2001). 

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

monogênica mais comum no Brasil, com prevalência estimada em cerca de 8 mil 
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casos da doença no país (OPA/OMS, 1998). No Paraná, segundo WATANABE et 

al. (2008), a prevalência da anemia falciforme é de 2,2/100.000 recém-nascidos, 

menor do que na região centro-oeste, norte e nordeste do país. 

O advento da biologia molecular permitiu desvendar a natureza genética da 

anemia falciforme. A substituição da base nitrogenada timina por adenina, no 

cromossomo 11, no sexto resíduo de aminoácido da cadeia β da hemoglobina,  

resulta na síntese de valina ao invés de ácido glutâmico; como consequência, 

forma-se a hemoglobina S (HbS). Em condições de desoxigenação, esta 

hemoglobina forma polímeros que condicionam a mudança de forma da hemácia, 

de disco bicôncavo para forma de foice, propiciando a oclusão vascular na 

microcirculação (FIGURA1).  

 
FIGURA 1 – FISIOPATOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME 
 

 
 

Fonte: STUART; NAGEL (2004) 
Nota: a substituição de adenina por timina, leva à síntese de valina ao invés de ácido 
glutâmico, resultando na formação de HbS. Em situação de desoxigenação, formam-se 
polímeros de HbS, que alteram a forma da hemácia, favorecendo obstrução vascular ao 
nível da microcirculação. 
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Além disso, essas hemácias apresentam menor tempo de vida, devido à 

destruição acelerada, o que faz com que os pacientes apresentem anemia e 

alterações ósseas decorrentes da hiperproliferação medular.  

Existe grande variabilidade clínica, desde formas leves, quase 

assintomáticas, a formas incapacitantes ou com alta taxa de mortalidade. As 

variações das condições climáticas, sociais, econômicas e de cuidados médicos 

contribuem para esta diversidade, mas não explicam todo o seu contexto (NAGEL 

et al, 1985). 

Esta doença teve base molecular com origem multicêntrica, a partir da 

detecção de duas mutações distintas para a HbS. Ambas apresentavam a mesma 

troca de aminoácidos, mas diferiam em seqüências de DNA em outros pontos 

(KAN, DOZY, 1978). Os haplótipos foram definidos como: República Centro 

Africana, Benin e Senegal (PAGNIER et al, 1984), e ainda outros haplótipos 

independentes descritos em populações provenientes da Península Arábica e da 

Índia (KULOZIK et al, 1986).    

Segundo NETO e PITOMBEIRA, 2003, a definição desses haplótipos pode 

auxiliar na detecção de eventos epistáticos que contribuam para o estudo da 

evolução da raça humana, mas também para a compreensão da heterogeneidade 

clínica, fornecendo prognóstico adequado aos diferentes pacientes. 

 

3.2  PROCESSO DE FALCIZAÇÃO  

 

A condição básica da fisiopatologia da anemia falciforme é a ocorrência de 

episódios vasoclusivos, secundários à alteração de forma da hemácia, pela 

polimerização da Hb S (Figura 2). Entretanto outros eventos se associam  

prolongando o tempo de trânsito dos eritrócitos afetados em condições 

microcirculatórias desfavoráveis (STUART; NAGEL, 2004). A vasoclusão é regida 

por alguns mecanismos centrais, entre eles o aumento da adesão celular dos 

elementos sanguíneos ao endotélio, distúrbios na coagulação e alteração na 

biodisponibilidade do óxido nitroso (NO) (ASLAN; FREEMAN, 2007).  



18 
 

  

   

Na ausência de oxigênio, a HbS expõe compostos carbonados da valina 

substituta, que interagem com componentes da fenilalanina, da posição B85, e 

também com a leucina da posição 88 da mesma globina. A interação 

(b85b6b88) dá inicio à agregação das moléculas. Os polímeros passam então 

da forma solúvel para a forma insolúvel, o que altera a viscosidade intracelular e 

induz a formação de cristais de HbS (PERUTZ, 1972). Essa polimerização é 

dependente de pH, concentração de 2,3-DPG, temperatura, concentração de HbS 

e interação com outras hemoglobinas. O oxigênio molecular (O2) tem fundamental 

importância na formação dos agregados, visto que a HbS só polimeriza na 

ausência deste gás (PLATT, 1992). Para que ocorra a agregação das moléculas 

de HbS é necessário, além da desoxigenação, que estejam em alta concentração 

intracelular (ZAGO, PINTO, 2007). 

FIGURA 2 – RELAÇÃO ENTRE HEMÓLISE, DISFUNÇÃO ENDOTELIAL E 

                     VASOCLUSÃO NA ANEMIA FALCIFORME          

          Fonte: GLADWIN & VICHINSKY, (2008) Nota: A figura ilustra hemólise 

intravascular e sequestro de NO pela hemoglobina extracelular,  contribuindo para relativa 

deficiência de NO, vasoconstrição e ativação endotelial; rigidez do eritrócito conseqüente à 

polimerização da HbS, resultando em oclusão vascular; e adesão de reticulócitos 

falciformes, leucócitos e plaquetas ativados ao endotélio das veias pós-capilares 
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A hemoglobina F (HbF) não se incorpora nesse agregado, por não 

apresentar cadeia beta, sendo assim, exerce o papel de  diminuir o efeito 

polimerizante da HbS. Uma constatação desse conceito é observada na situação 

de associação de HbS com persistência hereditária de HbF, onde o processo de 

falcização é menos intenso do que na anemia falciforme (GILMAN, HUISMAN, 

1985). Além disso, os sintomas resultantes da oclusão vascular são vistos com 

maior freqüência após os 6 meses de idade. Até então, as crianças tendem a ser 

assintomáticas devido a maior concentração celular de HbF (SERJEANT, 1999). 

Outro fator predisponente à vasoclusão é a redução na deformabilidade das 

hemácias falciformes, secundária a lesões de membrana. Essa célula apresenta 

falência parcial da bomba sódio/potássio/ATPase (FIGURA 3), ficando 

impossibilitada de manter o gradiente eletroquímico, resultando na perda de 

potássio e ganho de sódio. A saída de cloretos e potássio da célula facilita a 

formação de polímeros, que causam lesões no citoesqueleto celular, promovendo 

a rigidez da membrana eritrocitária. O tempo necessário para que o processo de 

falcização cause distorção celular é de aproximadamente treze minutos. Portanto  

 
FIGURA 3 -  MECANISMO DE DESEQUILÍBRIO IÔNICO DA CÉLULA FALCIFORME 

                

                                          Fonte: BUNN (1997) 
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em áreas de estagnação do sangue a vulnerabilidade à falcização é maior 

(FRENETTE, ATWEH, 2007; GIBSON, ELLORY, 2002; BRUGNARA, 2003). 

 

As células falcizadas possuem maior capacidade de adesão ao endotélio, a 

partir do que, circulando com dificuldade, contribuem para o atraso do fluxo 

sanguíneo e para a falcização de mais hemácias amplificando o mecanismo de 

doença vascular e de episódios trombóticos. Além das variáveis celulares, fatores 

plasmáticos podem aumentar a adesão das células falciformes (HEBBEL, 1997; 

SERJEANT, 1999), como será descrito a seguir.  

 

3.3 FISIOPATOLOGIA DA ADESÃO VASCULAR E MOLÉCULAS 

ENVOLVIDAS 

 

No contexto das crises e do processo de falcização, destacam-se a 

ativação endotelial e o envolvimento de marcadores de disfunção endotelial, 

ativação e inflamação (FRENETTE, 2002; BELCHER et al, 2000; HEBBEL, 1997; 

DUITS et al, 1996).  

Em condições normais, a aderência dos eritrócitos ao endotélio é 

insignificante, entretanto, quando condições patotológicas são associadas com 

condições de baixo fluxo sanguíneo, como nas hemoglobinopatias, as 

propriedades reológicas dos eritrócitos se alteram, apresentando um risco 

circulatório importante (YEDGAR et al, 2002). 

Quanto maior for a densidade da célula, maior é a sua aderência ao 

endotélio. As células falciformes se aderem às células endoteliais por meio de 

antígenos de superfície. As células endoteliais ativadas atraem as plaquetas ao 

local de ativação e facilitam a marginalização dos leucócitos e sua adesão ao 

endotélio, contribuindo de vários modos para a oclusão vascular (YEDGAR et al, 

2002). Proteínas plasmáticas como fator de von Willebrand (FvW), 

trombospondina (TSP), fibrinogênio e fibronectina são intermediários da interação 

celular com moléculas das células endoteliais, como laminina, glicoproteína Ib, 
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integrinas, molécula de adesão celular vascular 1 solúvel (sVCAM-1), receptor Fc, 

TNF-α (NAOUM; NAOUM, 2004; MONTES et al, 2002). 

A formação de polímeros de Hb S dentro dos eritrócitos tem como 

consequência múltiplas alterações da célula, entre elas a exposição de moléculas 

da membrana celular como fosfatidilseina (FS), CD36,  CD47, CD49d e molécula 

celular de adesão basal (BCAM/Lu) (TELEN, 2000).  Deste modo a membrana 

reflete alterações intracelulares. Essas modificações têm consequências que as 

amplificam, levando às manifestações clínicas decorrentes de eventos gerados 

como o aumento da adesão de hemácias ao endotélio, o que desencadeia 

fenômenos inflamatórios que influenciam também os granulócitos e as plaquetas, 

o enrijecimento da membrana, encurtando a sobrevida dos eritrócitos na 

circulação, favorecendo a anemia hemolítica, as lesões microvasculares, a 

depleção de NO que contribui para vasoconstrição, ativação da inflamação e da 

coagulação (ZAGO; PINTO, 2007). 

As células endoteliais, por sua vez, produzem NO que é vasodilatador, 

endotelina-1, que possui ação vasoconstritora potente, e agentes pró-

inflamatórios, que aumentam as concentrações de VCAM-1 e ICAM-1 solúveis e 

estimulam monócitos a secretarem citocinas inflamatórias. Estas, por sua vez, 

estimulam as plaquetas, desencadeando a cascata de coagulação (GRAIDO-

GONZALEZ et al, 1998). 

O processo vasoclusivo na anemia falciforme é, então, iniciado pelas 

interações anormais entre os eritrócitos e o endotélio, de tal forma que a gravidade 

clínica da doença está associada diretamente à adesão eritrocitária (ASLAN; 

FREEMAN 2007).  

O CD36 é uma glicoproteína que tem atividade de receptor para várias 

proteínas da matriz extracelular, como a TSP, que intermedeia a interação da 

células com o endotélio (FIGURA 4) (TELEN, 2000; ZAGO &PINTO, 2007).  
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FIGURA 4 - PROCESSO DE VASOCLUSÃO E PARTICIPAÇÃO   DAS 
MOLÉCULAS DE ADESÃO 

 

 

   Fonte: HEBBEL, (2000) 

 

 

O CD49d é um componente do antígeno de ativação tardia (VLA-4), que 

promove a interação da célula com VCAM-1 expresso no endotélio, ou ainda via 

fibronectina, expressa na matriz (ZAGO & PINTO, 2007). O aumento da adesão 

de hemácias de pacientes com anemia falciforme é relacionado com a exposição 

do VLA-4, que se liga à VCAM-1 (WAUTIER & WAUTIER, 2011). Segundo os 

mesmos autores, qualquer estado de hipoventilação ou infecção, acarreta, nestes 
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pacientes, maior risco de hipóxia local ou sistêmica que precipita ou contribui para 

a vasoclusão tecidual através do aumento da polimerização da HbS. A hipóxia 

também induz aumento da liberação de VCAM-1, com consequente adesão das 

hemácias ao endotélio vascular. 

A ativação dos neutrófilos faz com que estes expressem CD64, integrinas, 

CD36, selectinas-L, e molécula de adesão leucócito-plaquetas (PSGL-1), 

favorecendo a adesão endotelial (FIGURA 5) além de recrutar plaquetas e outros 

neutrófilos e também causam a lesão do endotélio pela secreção de peróxidos 

(OKPALA, 2004).  

As plaquetas ativadas nos portadores de doenças falciformes expressão 

CD62p (selectina-P), que favorece a ligação com o endotélio e com neutrófilos, via 

CD61 e PSGL-1 (ZAGO, PINTO, 2007). A ativação das células endoteliais faz com 

que estas expressem VCAM-1 e ICAM-1, que facilitam a adesão de células 

sanguíneas ao endotélio, conforme mostra a figura 6 (SOLOVEY, 2001).    

   

FIGURA 5 - ADESÃO DO NEUTRÓFILO AO ENDOTÉLIO 

 
 

 

Fonte: CONRAN et al, (2009) 
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FIGURA 6 - MECANISMO DE INFLAMAÇÃO E ADESÃO ENDOTELIAL DA 
CÉLULA FALCIFORME 

 

 
 

 

Fonte: CONRAN et al, (2009) 

 

 

 

Estudos revelam que pacientes com doença falciforme apresentam 

concentrações elevadas de sICAM-1, sVCAM-1, selectina-P, selectina-E, 

trombomodulina solúvel e proteína C reativa (PCR)  em comparação com 

controles normais (KANAVAKI et al, 2012).  

 GLADWIN et al, (2003); DUITS et al,(1996), demonstraram que as 

concentrações séricas de sCD40L, selectina-E, VCAM-1 e ICAM-1 

aproximadamente duplicam para os pacientes com anemia falciforme, em 

comparação com controles sem esta anemia.  

A família das selectinas é composta por três membros: selectina-L, 

selectina-P e selectina-E, sendo esta última a única encontrada apenas no 
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endotélio. Esta especificidade proporciona uma oportunidade para o estudo de 

aspectos fisiopatológicos do endotélio na doença cardiovascular e inflamatória. As 

selectina-P e E são expressas na superfície do endotélio quando estimulado por 

algumas citocinas inflamatórias (IL-1, IL-10 e TNF-α). A selectina-P pode ser 

também encontrada na superfície de plaquetas ativadas, e quando expressa, 

promove a adesão do leucócito ao endotélio (JOANNIDES, BELLIEN, THUILLEZ, 

2006).  

A selectina-P foi encontrada em maior concentração sérica em pacientes 

com câncer de mama (GLADWIN, SCHECHTER, OGNIBENE, 2003). Sabe-se 

que esta molécula promove a adesão de células tumorais circulantes 

intermediando a disseminação tumoral por via hematogênica, enquanto a 

interação dessas células com a selectina-P expressa em plaquetas ativadas, 

supre o tumor com fatores de crescimento e substâncias mitogênicas (BLUM et al, 

2005). Esta molécula é também encontrada em concentrações elevadas em 

situações como diabetes, hipertensão arterial, tabagismo e hipercolesterolemia e 

parece ser capaz de predizer a ocorrência de um evento cardiovascular adverso 

(MONTES et al, 2002). 

Galen, (2002), salienta que o aumento da concentração sérica da selectina-

E, observado na hipertensão arterial, possa refletir a disfunção endotelial, mas não 

necessariamente predizer o desenvolvimento de lesão de órgão alvo, pois, 

diferentemente do FvW, a selectina-E está mais relacionada com a regeneração 

do endotélio após o dano tissular provocado pela progressão da doença. Apesar 

das controvérsias, pode-se dizer que, em pacientes sofrendo um evento 

cardiovascular agudo, a concentração de selectina-E freqüentemente se encontra 

aumentada, quando comparada com controles pareados por sexo e idade 

(ROLDAN et al, 2003). 

O aumento da concentração de sVCAM-1 é esperado em pacientes com 

anemia falciforme, com maiores concentrações ainda durante  crises vasoclusivas 

(MONTES et al, 2002). DWORKIS et al, (2011) relatam que não só a  

concentração sérica de VCAM-1, mas também as de TNF-α e TNF-R1 são 
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significativamente mais elevadas em indivíduos com anemia falciforme  grave, ou 

seja, com mútiplas e constantes intercorrências clínicas. 

O zinco parece exercer um papel importante na expressão de VCAM-1 em 

pacientes com anemia falciforme, pois parece modular a adesão celular através da 

VCAM, o que faz pensar que terapêutica com zinco poderia melhorar o estado 

destes pacientes (KUVIBIDILA et al, 2006). 

  A ICAM-1, proteína produzida pela célula endotelial, promove a interação 

destas células com a matriz extracelular e desempenha um papel importante no 

recrutamento e na retenção de células pró-inflamatórias. Sua produção é induzida 

por citocinas. Está envolvida no processo inicial da inflamação e se mantém 

presente na progressão da sinovite reumatóide (KLIMIUK et al, 2002). Além disso, a 

ICAM-1 também está envolvida nas interações célula-célula na resposta imune, e 

é o maior receptor de rinovirus humano. A expressão de ICAM-1 aumentada 

reflete um estado de endotélio ativado que pode colaborar com a adesão 

leucocitária e exacerbar eventos vasculares oclusivos (SHIU et al, 2000). Embora 

o papel fisiológico dessa molécula de adesão celular ainda não esteja totalmente 

elucidado, já foi publicado que pacientes com anemia falciforme tem elevadas 

concentrações de sICAM-1 no plasma (PARHAM, 2001).  

   O VEGF induz a expressão de ICAM-1 e foi encontrado aumentado no 

plasma dos pacientes com anemia falciforme sem crises ou intercorrências (LU, 

PEREZ, MA, 1999).  

    Estudos em pacientes com hipertensão arterial sistêmica demonstram 

aumento na concentração plasmática de ICAM, VCAM e selectina-E e sugere-se 

que a avaliação das moléculas de adesão possa ser útil na avaliação de 

processos aterogênicos iniciais (SANTELLO, RODRIGUES, 1998).  

Outro marcador que tem merecido atenção no estudo da doença 

falciforme são os dímeros-D, que nada mais é do que o produto de degradação da 

fibrina gerado durante a fibrinólise. A concentração sérica deste marcador se eleva 

comprovadamente em pacientes com trombose venosa profunda aguda (KEARON 

et al, 1998).  
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Em episódios vasoclusivos, a geração de trombina é acoplada ao 

aumento da atividade fibrinolítica levando a um aumento na concentração de 

dímeros-D e do complexo plasmina anti-plasmina. A ativação endotelial mediada 

por processos lesivos desencadeia a via extrínseca da coagulação, além de 

aumentar os níveis de marcadores de lesão endotelial (JOHN et al, 2009). A 

concentração sérica de dímeros-D é aumentada em crise aguda da doença 

falciforme, e pode ser utilizada como marcador de complicações relacionadas com 

doença falciforme (NSIRI et al, 1996; TOMER  et al, 2001; HAGGER et al, 1995; 

ATAGA, 2009). 

Segundo JAVEED et al, (2010), a dosagem plasmática de dímeros-D 

apresenta um valor significativamente aumentado em pacientes com anemia 

falciforme que apresentam síndrome torácica aguda, por outro lado, pacientes 

sem intercorrencias apresentam uma concentração plasmática menor, apesar de 

ser maior do que os valores de referência em alguns casos.  

O FvW é uma glicoproteína sintetizada pelo endotélio responsável pela 

mediação entre a adesão plaquetária ao subendotélio durante o processo de 

hemostasia primária. O aumento da concentração sérica de FvW é associado com 

maior risco de eventos clínicos da doença cardiovascular, principalmente 

tromboembolismo, infarto agudo do miocárdio e acidentes vasculares cerebrais 

(BLANN, 2006).  

Concentrações elevadas de FvW foram também descritas em alguns tipos 

de cânceres, como os de cabeça e pescoço, próstata e mama (ROHSIG et al, 

2001). 

O CD47 é um receptor relacionado ao fator Rh, e atua como receptor da 

TSP, que liga o eritrócito ao endotélio via receptor da vitronectina, e facilita o 

processo de quimiotaxia de leucócitos (ZAGO, PINTO, 2007).  

A BCAM/Lu é responsável pela interação célula-célula e célula-matriz, 

sendo que a interação do BCAM/Lu via laminina é um dos fenômenos de adesão 

mais bem caracterizados na anemia falciforme (TELEN, 2000).  

A FS é esperada em maior concentração na parte interna da membrana do 

eritrócito, mas em algumas células falcêmicas ela acaba sendo encontrada em 
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maior quantidade na parte externa da célula. A exposição desta molécula aumenta 

cerca de três vezes o potencial de adesão celular, além do que, algumas 

correlações são feitas com a exposição de FS e a geração de trombina, 

confirmando a importância da exposição de FS como um dos principais 

determinantes da aderência vascular e da ativação da coagulação (HEBBEL, 

1997). 

Em resumo, a coagulação crônica e a ativação endotelial, que ocorrem na 

anemia falciforme, resultam em um estado de hipercoagulabilidade. Embora este 

estado seja considerado multifatorial, está cada vez mais claro que a hemólise 

crônica desempenha um papel fundamental neste processo. Além disso, em 

outras doenças caracterizadas por hemólise crônica, como hemoglobinúria 

paroxística noturna e a talassemia, o processo hemolítico tem sido relacionado 

com a coagulação e a ativação de complicações trombóticas (ATAGA, 

ORRINGER, 2003; ELDOR, RACHMILEWITZ, 2002). 

 

3.4 PROCESSO INFLAMATÓRIO 

 

O processo de falcização dos eritrócitos com exposição de fosfatidilserina 

na membrana parece ser o fator inicial do processo vasoclusivo. Os neutrófilos 

também aderem ao endotélio, tornam-se mais rígidos e se unem às células 

falciformes. Este processo tem a participação efetiva do monócito, que secreta 

vários fatores da inflamação. (McINTYRE, PRESCOTT, ZIMMERMAN, 2003; 

BALLAS, MOHANDAS, 2004; DAMPIER et al, 2004; OKPALA, 2004).  

A célula endotelial ativada produz endotelina-1, que apresenta ação pró-

inflamatória e vaso-constritora. Em quadros inflamatórios a concentração 

plasmática de endotelina-1 encontra-se elevada. Este peptídeo ainda aumenta as 

concentrações de ICAM-1 e VCAM-1 solúveis, e estimula monócitos a secretar 

citocinas inflamatórias. As plaquetas, estimuladas por estas citocinas, liberam 

multímeros de vW, que favorecem a ligação entre plaquetas, eritrócitos falcêmicos 

e o endotélio (GRAIDO-GONZALES et al, 1998). Também ocorre a liberação de 

TSP e fibronectina pelas plaquetas ativadas, que são ligantes entre células e 
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endotélio. Os neutrófilos são recrutados para o sitio inflamatório, estimulam a 

produção de peróxidos e expõem maior quantidade de moléculas de adesão, 

facilitando também a sua adesão ao endotélio contribuindo para o processo de 

adesão vascular, culminando em eventos vasoclusivos (McINTYRE, PRESCOTT, 

ZIMMERMAN, 2003). 

Neste contexto, ativa-se a cascata inflamatória, e o principal componente do 

sistema imune inato é o neutrófilo, célula que atua como a primeira a responder à 

infecção. No caso de uma resposta inflamatória aguda, os neutrófilos migram a 

partir dos vasos sanguíneos para o local da infecção dentro de minutos (SCHMIDT 

et al, 2011), migração esta mediada por componentes químicos, mecânicos e 

processos moleculares (SEELY, PASCUAL, CHRISTOU 2003; LEY et al, 2007). O 

processo começa com a captura inicial de neutrófilos a partir do fluxo sanguíneo 

livre para a célula endotelial de superfície, mediada pelas selectinas que realizam 

a interação de superfície em determinados tipos de células. Segue-se a atuação 

de neutrófilos, cuja interação célula-célula é regulada pelas integrinas, moléculas 

de adesão expressas pelos neutrófilos, que se ligam a moléculas de adesão à 

superfície, incluindo a sICAM-1 e sVCAM-1, expressas em células endoteliais 

(GONZALEZ-SIMON, ENIOLA-ADEFESO, 2012).  

 

3.5 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DAS DOENÇAS FALCIFORMES 

 

O diagnóstico laboratorial da anemia falciforme é feito mediante eletroforese 

de hemoglobinas. As cadeias ß globínicas são detectáveis em fase precoce da 

vida fetal, a partir da 10ª a 12ª semanas de gravidez, o que possibilita o 

diagnóstico pré-natal da anemia falciforme (SERJEANT, 1999). A aplicação da 

eletroforese como exame diagnóstico foi consequência de um estudo clássico 

realizado por Pauling et al, (1949), que observaram a diferença de velocidade de 

migração da hemoglobina dos indivíduos com anemia falciforme, devida a carga 

elétrica diferente, ou seja, carregada mais positivamente, migrando mais 

lentamente que a hemoglobina normal.  
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Ao hemograma, as doenças falciformes apresentam anemia que pode ser 

moderada até severa, sendo normocítica e normocrômica na maioria dos casos 

com exceção da associação de HbS com talassemias, o que traz uma microcitose 

e uma hipocromia ao hemograma. A variação da hemoglobina, do HCM e das 

hemoglobinas Fetal e A2 estão apresentadas na tabela 1. anisocitose é esperada 

com valores de RDW maiores que 19,5. Na hematoscopia observa-se a presença 

de drepanócitos, que são característicos em pacientes portadores de HbS, 

eliptócitos, células em alvo, policromatofilia devido ao processo hemolítico, 

esferócitos e eritroblastos. Também podem ser vistos corpúsculo de Howell-Jolly, 

pontilhado basófilo e esquizócitos. Como consequëncia da hemólise, ocorre 

reticulocitose. A leucometria, em geral, é maior, com ou sem desvio nuclear à 

esquerda. Se espera um aumento no número de plaquetas devido à atrofia do 

baço e lesão vascular. Ocorre aumento da concentração sérica de lactato 

desidrogenase (LDH) (OLIVEIRA, 2007). 

 

TABELA 1: VALORES DA CONCENTRAÇÃO DE HEMOGLOBINA,  
HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MÉDIA E HEMOGLOBINAS A2 E FETAL EM 
DIFERENTES DOENÇAS FALCIFORMES. 

 

 
   Fonte: ZAGO; PINTO, (2007)  

 

 

O teste de falcização é positivo em todos os casos de doença falciforme, 

inclusive nos casos de portadores assintomáticos como o traço falciforme, 

entretanto o diagnóstico definitivo é feito pela eletroforese em pH alcalino e em pH 

ácido. Uma única mancha na posição da HbS e uma certa elevação na HbF é 
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confirmatório de anemia falciforme (SS), e as demais associações exibem padrões 

diferenciais e característicos na eletroforese, como mostra a figura 7..  

 
 

 
 
 

 FIGURA 7: ELETROFORESE EM GEL EM pH ALCALINO COM 
MIGRAÇÃO DE AMOSTRAS 

 

 

Fonte: ZAMARO et al, (2002) 
Nota: 1. HbAA; 2. HbAS/D; 3. HbAC; 4.HbSC; 5. HbSS; 6. HbS/ β

+
 Talassemia 

 

 

 

4. MÉTODOS 

4.1 TIPO DE ESTUDO, PACIENTES E PARCERIAS 

 

Estudo prospectivo, incluindo 46 pacientes com doença falciforme 

(genótipos SS,SC,Sβ ou SD), com idade até 21 anos, sexo masculino e feminino, 

atendidos no serviço de hematologia pediátrica do Hospital de Clínicas da 

Universidade Federal do Paraná (UFPR).  
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O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos do Hospital de Clínicas da UFPR (anexo 9.1). 

Os pacientes foram convidados a participar do projeto, mediante seus 

responsáveis, que receberam explicações sobre os procedimentos a serem 

realizados, por fim assinando o termo de consentimento informado (anexo 9.2). A 

coleta dos exames foi realizada aproveitando-se a mesma punção venosa 

utilizada para a realização dos exames de rotina, que segue o protocolo para 

atendimento de pacientes portadores de doenças falciformes, baseado nas 

orientações do Southern California Comprehensive Sickle Cell Center. 

(https://scinfo.org/the-management-of-sickle-cell-disease-4th-ed/health-

maintenance- chapter).  

O trabalho contou com patrocínio da Fundação Araucária para o 

desenvolvimento de pesquisa no Paraná, do laboratório do Hospital de Clínicas,  

do CEGEMPAC, da APACN (Associação Paranaense de Apoio à Criança com 

Neoplasia) e da FEPE. 

 

4.2 DEFINIÇÃO DE CRISE CLÍNICA 

 

O termo crise clínica em doença falciforme, definido por Diggs (1965), como 

“qualquer síndrome que se desenvolva rapidamente em pacientes com doença 

falciforme, devido a alterações hereditárias”, foi utilizado no presente trabalho para 

os pacientes que apresentaram dor, não controlada com as medidas habituais de 

ingestão hídrica aumentada e analgésicos comuns (paracetamol/dipirona e 

codeína), necessitando recorrer ao hospital para garantia de hidratação por via 

endovenosa e uso de opióides fortes. 

 

4.3 VARIÁVEIS HEMATOLÓGICAS E DETERMINAÇÃO DE DÍMEROS-D 

 

Os resultados dos exames de rotina foram obtidos diretamente das pastas 

dos pacientes da hematopediatria do Hospital de Clinicas, sendo que a triagem 

neonatal foi realizada através da eletroforese por focalização isoelétrica, realizada 
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no laboratório da Fundação Ecumênica de Proteção ao Excepcional (FEPE). O 

hemograma, contagem de reticulócitos, determinação da porcentagem de 

hemoglobina fetal, da concentração plasmática de dímeros-D e eletroforese de 

hemoglobina foram realizados no serviço de Análises Clínicas do Hospital de 

Clínicas, da UFPR.  

A realização de doppler transcraniano foi feita no serviço de Neurologia do 

Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná.  

O hemograma foi obtido pelo método automatizado,utilizando-se o contador 

eletrônico ADVIA 2120. A dosagem de hemoglobina fetal foi realizada pelo método 

de eletroforese por capilaridade, utilizando-se o aparelho Minicap Protein, Sebia.   

A eletroforese de hemoglobina foi realizada por focalização isoelétrica, para os 

pacientes previamente identificados pelo programa de triagem neonatal da FEPE 

e confirmada pela eletroforese por capilaridade.  

A concentração de dímeros-D foi determinada pela técnica da determinação 

imunoturbidimétrica de produtos de degradação dos polímeros de fibrina (dímeros-

D), com kit D-Dimer PLUS da Dade Behring, utilizando-se o analisador de 

coagulação Sysmex CA-1500. 

 

4.4 DETERMINAÇÃO DE sICAM-1, sVCAM-1, selectina-E e selectina-P, 

PELO MÉTODO DE ELISA 

 

As deteminações das concentrações séricas de selectinas E e P, ICAM-1 e 

VCAM-1  foram realizadas no laboratório de pesquisa da Pontifícia Universidade 

Católica do Paraná, campus Prado Velho. O material para esta análise foi coletado 

no mesmo momento da coleta para exames de rotina, e foi armazenado no Centro 

de Genética Molecular e Pesquisa do Câncer em Crianças (CEGEMPAC).   

Os marcadores sVCAM-1, sICAM-1, selectina-E e selectina-P foram 

determinados pela técnica de ELISA, no laboratório de pesquisa da Pontifícia 

Universidade Católica do Paraná, campus Prado Velho. Para tanto foram 

utilizados os kits de sVCAM-1, sICAM-1, selectina-E e selectina-P da Invitrogen, e 

a leitora de ELISA Thermo Plate Reader para leitura das absorvâncias. 
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4.4.1 Determnação da concentração sérica de VCAM-1 

 

As reações foram realizadas em placas de microtitulação revestivas com 

anticorpos anti-sVCAM-1. As amostras de soros de pacientes foram diluidas 1:50 

com tampão diluente Standard (15mM de azida de sódio). Foram adicionados 100 

µL do tampão diluente de padrão de poços correspondente ao zero. Foram 

pipetados 50 µL de solução de biotinilado anti-sVCAM-1 em cada poço, exceto o 

poço correspondente ao branco. A placa então foi coberta com tampa e incubada 

durante 2 horas a 37 °C. O líquido então foi desprezado e os poços lavados por 4 

vezes com tampão. Em seguida foram adicionados 100 µL de Solução 

Estreptavidina-HRP de trabalho em cada poço, exceto o poço correspondente ao 

branco. A placa foi coberta com a tampa e incubada durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. A solução foi desprezada e os poços lavados por 4 vezes. 

Foram adicionados 100 µL de cromogénio estabilizado a cada poço, 

desenvolvendo cor azul. Foi incubado então durante 30 minutos à temperatura 

ambiente e no escuro. Adicionou-se 100 µL de solução de paragem (solução ácido 

Fosfórico 1M) em cada poço. A solução nos poços deve mudou de cor azul para 

amarela. A absorvância de cada poço foi lida a 450 nm, contra um branco de 

cromogênio composto de 100 µL de cada de cromogênio estabilizada e solução de 

paragem. Os valores obtidos foram intercalados no gráfico para se conseguir a 

concentração, e os valores, multiplicados por 50, para correção da diluição. Foi 

realizada, paralelamente ao teste, uma curva de calibração para verificar a 

linearidade do teste e se as amostras estariam dentro deste limite de linearidade. 

Os valores de referência fornecidos pelo fabricante são 394 à 812 ng/ml. 
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4.4.2 Determinação da concentração sérica de ICAM-1 

 

As amostras de soro foram diluidas na proporção 1:100 com diluente de 

amostra (tampão proteína de matriz). Determinou-se o número de tiras 

necessárias para testar as amostras e também para o funcionamento e as normas 

em branco. Cada amostra, padrão, amostra de controle em branco, e opcionais 

foram testadas em duplicata, de acordo com o fabricante. As tiras foram lavadas 

duas vezes com aproximadamente 300 µL de “Wash Buffer”,  com aspiração 

profunda dos conteúdos dos poços entre lavagens. Foram adicionados 100 µL de 

diluente de amostra, em duplicata, em todos os poços padrão, deixando os 

primeiros poços vazios. Foram preparadas diluições padrão por pipetagem de 200 

µL de “sICAM-1 Standard”, duplicado, em poços A1 e A2 (superiores), e 

transferidos 100 µL de poços B1 e B2, respectivamente. Misturando estes 

conteúdos, foi transferido mais 100 µL dos poções B1 e B2 para C1 e C2, e assim 

por diante, até o último par de poços ter 100 µL retirados e desprezados. Foram 

criadas duas filas de diluições padrão de sICAM-1 variando 0,625-10 ng/mL. A 

seguir, foram adicionados 100 µL de diluente de amostra, em duplicata aos poços 

branco. Adicionaram-se 100 µL de cada amostra diluída 1:100, em duplicado, para 

os poços e os conteúdos foram misturados. Então foram adicionados 50 µL de 

conjugado HRP diluído a todos os poços, incluindo o poço branco. A placa foi 

coberta e incubada a temperatura ambiente por 2 horas, sobre uma rotação de 

100 rpm. Foi então desprezado o líquido e lavados os poços por 3 vezes com 

tampão. Então imediatamente foram pipetados 100 µL de solução de substrato 

TMB em todos os poços, incluindo os poços branco. Foram incubadas as placas à 

temperatura ambiente cerca de 10 minutos, sob uma rotação de 100 rpm, evitando 

exposição direta à luz. Foi monitorado o desenvolvimento de cor. A reação foi 

parada pela adição de 100 µL de solução de parada em cada poço inclusive os 

poços brancos. Os resultados foram lidos imediatamente a 450 nm. Foi criada 

uma curva padrão locando a média para cada concentração padrão no eixo das 

ordenadas contra concentração de sICAM-1 no eixo das abscissas. Determinou-se 

a concentração de sICAM-1 para cada amostra através da curva. A concentração 
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foi multiplicada por 100 para correção da diluição 1:100 feita no inicio Os valores 

de referência fornecidos pelo fabricante estão entre 192,9 e 277,7 ng/ml. 

 

 

 

 

         4.4.3 Determinação da concentração sérica de selectina-P 

 

Determinou-se o número de tiras necessárias para testar o número 

desejado de amostras mais o número apropriado de poços necessários para o 

funcionamento e as normas em branco. Cada amostra, padrão, amostra de 

controle em branco, e opcionais foram testadas em duplicata. As tiras foram 

lavadas 3 vezes com aproximadamente 300 µL cada vez com tampão de lavagem 

por poço. Foram adicionados 100 µL de tampão de ensaio, em duplicado, a todos 

os poços padrão. Foram adicionados 100 µL de “sP-selectina Standard” em 

duplicata aos poços A1 e A2 e misturado, posteriormente transferidos 100 µL de 

A1 e A2 para B1 e B2 respectivamente, e assim por diante. Dos últimos poços (G1 

e G2), descartados 100 µL. Foram criadas duas linhas de SP-selectina padrão em 

diluições que vão de 40-0,63 ng/mL. Foram adicionados 100 µL de tampão de 

ensaio, em duplicata para os poços branco, e adicionados 90 µL de tampão de 

ensaio em duplicata para os poços de amostra. Foram entao adicionados 10 µL de 

cada amostra em duplicata às cavidades designadas. Adicionaram-se 50 µL de 

anticorpo conjugado anti-selectina-P monoclonal (HRP) diluído a todos os poços, 

incluindo o poço branco. A placa foi incubada a temperatura ambiente durante 2 

horas à 100 rpm. As tiras foram então lavadas por 3 vezes com tampão de 

lavagem. Foram pipetados 100 µL de solução de substrato TMB em todos os 

poços, incluindo os poços branco. Foi incubada a placa a temperatura ambiente 

cerca de 15 minutos a 100 rpm, ao abrigo da luz. A reação foi parada através da 

rápida pipetagem de 100 µL de solução de paragem (solução ácido Fosfórico 1M) 

em cada poço, incluindo os brancos. A absorvância foi lida em 450 nm. Foi criada 

uma curva padrão locando as absorvâncias contra a concentração de selectina-P 
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solúvel  e traçado um gráfico. Cada amostra teve sua absorvância interposta na 

curva para se determinar a concentração. Os valores obtidos foram multiplicados 

por 10, para corrigir a diluição inicial de 1:10. Os valores de referência fornecidos 

pelo fabricante estão entre 67 e 126 ng/ml. 

 

          

   4.4.4 Determinação da concentração sérica de selectina-E 

 

Foi determinado o número de tiras necessárias para testar as amostras 

mais o número apropriado de poços necessário para a execução do branco, 

controles e padrões. Cada amostra, padrão e branco foi testada em duplicata. As 

tiras foram lavadas 2 vezes com 400 µL de “Wash Buffer”. Adicionaram-se 100 µL 

de diluente de amostras em todos os poços padrão. Foram preparadas diluições 

padrão por pipetagem de 100 µL de selectina-E solúvel Standard duplicado, em 

poços A1 e A2. Após misturado, foram transferidos 100 µL para B1 e B2 

respectivamente e assim por diante até os poços F1 e F2 que tiveram 100 µL 

descartados após a mistura. Foram criadas duas filas de selectina-E solúvel 

padrão com diluições que vão de 50-1,6 ng / mL. Adicionou-se 100 µL de diluente 

de amostra, em duplicata, aos poços branco, e 80 µL de diluente de amostras em 

todos os poços designados para as amostras. Adicionou-se 20 µL de cada 

amostra em duplicata aos poços designados e misturou-se o conteúdo.  

Adicionou-se 50 µL de HRP-Conjugado diluido a todos os poços, incluindo os 

poços branco. A placa foi coberta e incubada a temperatura ambiente durante 2 

horas a 100 rpm. As tiras foram lavadas 3 vezes. A seguir foram pipetados 100 µL 

de solução de substrato em todas as cavidades, incluindo os poços branco. As 

tiras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos a 100 rpm por 10 

minutos, ao abrigo da luz. A reação foi interrompida pela pipetagem de 100 µL de 

solução de parada em cada poço, incluindo os poços branco. As absorvâncias 

foram lidas em 450 nm. Criou-se uma curva padrão concentração de selectina-E 

solúvel X absorvância, levando-se em consideração as diluições padrão feitas. As 

amostras foram interpoladas nos pontos de absorvância da curva e obtida a 
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concentração de cada uma. Multiplicou-se então este valor de concentração por 5, 

para corrigir a diluição inicial 1:5. Os valores de referência fornecidos pelo 

fabricante estão entre 35,4 à 70,2 ng/ml. 

 

 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados dos marcadores VCAM, ICAM, Selectinas-E e P, e dímeros-

D foram comparados com o genótipo dos pacientes, características clínicas 

(presença de crise ou não, idade), índice de reticulócitos, porcentagem de 

hemoglobina fetal, leucometria e número de neutrófilos. 

A comparação dos grupos foi realizada utilizando o teste t para as variáveis 

contínuas (quantificadas pela média) no que diz respeito às variáveis 

hematológicas e o teste de teste de Mann-Whitney-Wilcoxon para os marcadores 

endoeliais, e pelo teste de qui-quadrado para as variáveis categóricas ou 

nominais. As correlações foram realizadas pelo método de Spearman. As 

comparações gráficas foram realizadas por gráficos de dispersão, com linha de 

tendência obtida por regressão linear e por gráficos do tipo Box-plot indicando o 

valor mínimo, a mediana, os intervalos quartis de 75% e 25% e os outliers 

presentes na amostra.  

Em todas as análises foram considerados significativos os valores de p < 

0,05.  

 

 

5. RESULTADOS 

 
5.1 DESCRIÇÃO DA AMOSTRA  

 

Foram avaliadas 46 crianças e adolescentes com anemia falciforme, dos 

quais 16 estavam em crise de dor e 30 sem crise de dor. A idade mediana, em 

meses, e a característica genotípica, conforme a presença ou ausência da crise de 
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dor estão demonstradas na tabela 1. A mediana da idade dos pacientes com crise 

foi significativamente superior a dos pacientes sem crise. 

 
 
TABELA 1: DISTRIBUIÇÃO DOS GENÓTIPOS E MEDIANA DE IDADE 
                 QUANTO À PRESENÇA DE CRISE DE DOR 
 

 
                 Nota: * teste t para variáveis contínuas, qui-quadrado para variáveis categóricas 

 
 

 

 

5.2 ANÁLISE DAS VARIÁVEIS HEMATOLÓGICAS QUANTO À        

PRESENÇA DE CRISE 

 

A tabela 2 apresenta a comparação entre as medianas das variáveis 

hemoglobina, leucometria, contagem de neutrófilos e porcentagem de reticulócitos 

e hemoglobina fetal, entre os pacientes com e sem crise. 

 

Não houve diferença entre as medianas dos grupos com crise e sem crise, 

quando foram comparados os valores de hemoglobina, leucócitos, reticulócitos e 

hemoglobina fetal. No entanto, comparando-se o número de neutrófilos, a 

diferença foi significativa. 

 

 

 

 
SEM CRISE 

(N=30) 

COM CRISE 

(N=16) 

VALOR DE 

p* 

IDADE 
Mediana (em 

meses) 
57,5 109 0,048 

GENÓTIPO 

SS 10 9 

0,273 
Sβ 8 2 

SC 9 5 

SD 3 0 
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TABELA 2. VARIÁVEIS HEMATOLÓGICAS E PRESENÇA OU NÃO DE CRISE 

 

 

 

 

5.3 MARCADORES DE LESÃO ENDOTELIAL E PRESENÇA OU NÃO DE 

CRISE 

 

Ao se analisar os valores médios das moléculas de adesão sICAM-1, 

Selectinas-P e E, sVCAM-1 somente a variável sICAM-1 foi significativamente 

diferente, apresentando valor médio menor em pacientes com crise quando 

comparados aos pacientes sem crise; a variável dímeros-D apresentou diferença 

estatisticamente significativa entre os pacientes sem crise e aqueles com crise. 

(Tabela 3).  

  

 

 

 

 

 

PARÂMETROS      SEM CRISE COM CRISE VALORES DE p 

 Mediana  Mediana   

HEMOGLOBINA (g/dl) 8,8  

(7,10-12,80) 

8,8  

(5,90-11,70 

0,31 

LEUCOMETRIA 

(Número/mm3) 

11.160  

(6.230-44.900) 

13.180 

(6.130-22.000) 

0,95 

CONTAGEM DE 

NEUTRÓFILOS 

(Número/mm3) 

4.613  

(2.367-15.266) 

7196 

(2.990-14.145) 

0,01 

RETICULÓCITOS (%) 8,6 

(1,1-22,9) 

6,0 

(1,60-22,5) 

0,34 

HEMOGLOBINA 

FETAL (%) 

6,1 

(1,8-24,4) 

8,0 

(0,5-15,7) 

0,1 
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TABELA 3- VALORES MÉDIOS DAS CONCENTRAÇÕES SÉRICAS DAS MOLÉCULAS  

DE ADESÃO  E DÍMEROS-D EM RELAÇÃO À  PRESENÇA DE CRISE 

 

   Nota: * Teste de Mann-Whitney-Wilcoxon 

 

 

 

5.4 MARCADORES DE LESÃO ENDOTELIAL E GENÓTIPOS DE 

DOENÇA FALCIFORME 

 

Quanto à apresentação destas variáveis em comparação com os genótipos 

estudados, somente a variável sVCAM-1 difere significativamente, residindo a 

diferença entre os valores médios dos grupos SC e SS, ou seja, o valor médio da 

variável sVCAM-1 é significativamente menor nos pacientes com genótipo SC 

quando comparados aos pacientes com genótipo SS. As concentrações de 

sVCAM-1 foram aumentadas em todos os pacientes deste estudo (Tabela 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MOLÉCULAS  
DE ADESÃO E DÍMEROS-D 

SEM CRISE 

 

COM CRISE 

 

VALOR DE p * 

sICAM (ng/ml) 255,33 117,63 0,002 

SELECTINA-P (ng/ml) 181,53 163,19 0,146 

SELECTINA-E (ng/ml) 146,30 133,25 0,518 

sVCAM-1 (ng/ml) 5025,93 5059,31 0,872 

DÍMEROS-D (µg/ml) 278,48 511,30 0,027 
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      TABELA  4  - VALORES MÉDIOS DAS MOLÉCULAS DE ADESÃO QUANTO AO 
                GENÓTIPO DOS PACIENTES. 
 
 

MOLÉCULAS  
DE ADESÃO E DÍMEROS-D 

 GENÓTIPOS 

 

VALOR DE    

p* 

 SS SB SC SD  

sICAM-1 (ng/ml) 194 257 165 324 0,694 

SELECTINA-P (ng/ml) 181 186 160 171 0,237 

SELECTINA-E (ng/ml) 161 147 109 153 0,097 

sVCAM-1(ng/ml) 5974 4892 3565 6465 0,025 

DÍMEROS-D (µg/ml) 178 378 487 388 0,140 

Nota: * teste t  

 

 

5.5 MARCADORES DE LESÃO ENDOTELIAL E VARIÁVEIS 

HEMATOLÓGICAS 

 

Quanto â correlação entre os marcadores endoteliais e as variáveis 

hematológicas, conforme tabela 5, sVCAM-1 apresenta correlação moderada com 

as variáveis Hb e reticulócitos. A correlação observada com a variável Hb é 

negativa, ou seja, os valores de sVCAM-1 decrescem conforme aumentam os 

valores de Hb. Já a correlação observada com a porcentagem de reticulócitos é 

positiva, ou seja, os valores de sVCAM-1 aumentam conforme aumenta a 

porcentagem de reticulócitos (Figuras 8 e 9). 
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TABELA 5- CORRELAÇÃO ENTRE OS MARCADORES ENDOTELIAIS E AS 

                  VARIÁVEIS  HEMATOLÓGICAS 

 

 Hb 

 

RETIC. 

 

HbF 

 

LEUCÓC. 

 

NEUTRÓF. 

 

sICAM-1 

(ng/ml) 

r -0,155 0,117 0,190 0,163 -0,125 

Valor de p 0,305 0,484 0,299 0,284 0,413 

SELECTINA-P 

(ng/ml) 

r -0,064 0,253 -0,068 0,023 0,000 

Valor de p 0,673 0,125 0,710 0,881 0,997 

SELECTINA-E 

(ng/ml) 

r -0,153 0,124 0,331 0,029 0,212 

Valor de p 0,310 0,457 0,064 0,851 0,161 

sVCAM-1 

(ng/ml) 

r -0,472** 0,593** 0,352* 0,247 0,250 

Valor de p 0,001 0,000 0,048 0,102 0,098 

DÍMEROS-D 

(µg/ml) 

 

r -0,004 0,148 -0,111 0,102 0,151 

Valor de p 
0,982 0,403 0,568 0,556 0,380 

Nota: ** Correlação significativa; r = Coeficiente de correlação  
 
 
 

FIGURA 8 -.CORRELAÇÃO ENTRE SVCAM-1(NG/ML) E HEMOGLOBINA(G/DL) 
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FIGURA 9 -  CORRELAÇÃO ENTRE sVCAM-1(ng/ml) E PORCENTAGEM 
                   DE RETICULÓCITOS 

 
 
 

 

5.6  ANÁLISE DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO MARCADOR  

       DÍMEROS-D 

 

Quando avaliado pela curva ROC (gráfico 1), concentração de dímeros-D, 

acima de 192, apresentam sensibilidade de 90% e especificidade de 66%   

 

 

 5.7 ANÁLISE DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO MARCADOR       

sICAM-1 

 

Utilizando-se análise mediante curva ROC obteve-se que sICAM-1 

apresenta sensibilidade de 93% e especificidade de 53%, para valores abaixo de 

225ng/ml, com AUC = 0,77 (Gráfico 2), 
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GRÁFICO 1 -: CURVA ROC PARA DÍMEROS-D 

 

 

 

GRÁFICO 2 -: CURVA ROC PARA S-ICAM 
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5.8 PROBABILIDADE DAS VARIÁVEIS DE IDENTIFICAR A CRISE 

CLÍNICA 

 

Gráficos de Box-plot indicam a posição  dos valores médios e limítrofes de 

cada variável em relação à ocorrência de crise.  

 

GRÁFICO 3 – VALORES MÉDIOS, MÍNIMO E MÁXIMO DE sICAM-1 EM  

 PACIENTES COM E SEM CRISE 

 

     Os valores de s-ICAM foram menores nos pacientes com crise. 

          Os valores de sVCAM-1 foram semelhantes nos pacientes com e sem crise 

(aqui não demonstrados). 
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GRÁFICO 4 - VALORES MÉDIOS, MÍNIMO E MÁXIMO DE  

 DÍMEROS-D EM PACIENTES COM E SEM CRISE 

 

Os valores da variável dímeros-D foram maiores nos pacientes com crise, 

comparados com os sem crise.  
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GRÁFICO 5 - VALORES MÉDIOS, MÍNIMO E MÁXIMO DE  

LEUCÓCITOS  EM PACIENTES COM E SEM CRISE 

 

 

As contagens de leucócitos não apresentaram diferença significativa 

quanto à presença e ausência de crise, com média levemente superior nos 

pacientes em crise.  
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GRÁFICO 6 - VALORES MÉDIOS, MÍNIMO E MÁXIMO DE 

                            NEUTRÓFILOS EM PACIENTES COM E SEM CRISE 

 

 

As contagens de neutrófilos apresentaram-se superiores nos pacientes em 

crise.  

Analisando-se por regressão logística, observa-se que utilizando os valores 

de sICAM-1, é possível identificar crise clínica em 71% dos casos, ou seja, quando 

a concentração sérica de ICAM está diminuída, 71% dos pacientes são 

corretamente classificados como estando em crise (p=0,01). A mesma 

comparação para os valores de selectina-P apresenta p=0,02, para valores 

elevados e, para sVCAM-1, p=0,06. 

Ainda por análise de regressão logística, as variáveis número de leucócitos 

(p<0,001), número de neutrófilos (p=0,001) e concentração de dímeros-D 

(p=0,00a), apresentam valores que caracterizam o grupo de pacientes com 

doença falciforme quanto à apresentação de crises. 
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6. DISCUSSÃO 

Pacientes com doença falciforme diferem significativamente quanto à 

apresentação clínica. Em crianças, as complicações mais frequentes incluem 

infecções, dor, sequestro esplênico agudo, crise aplástica, síndrome torácica 

aguda e acidente vascular cerebral. As crises vasoclusivas podem se manifestar 

como dor no tórax, abdome, região lombar, membros superiores e inferiores, 

secundárias à falcização das células e consequente isquemia.  A dor é fator 

limitante da boa qualidade de vida. Com o intuito de se identificar variáveis que 

pudessem prever maior risco de desenvolvimento de crises clínicas, procurou-se 

no presente trabalho analisar o comportamento de marcadores de lesão endotelial 

em pacientes com síndromes falciformes, classificados em dois grupos: em 

situação clínica basal, ou seja, sem intercorrências e aqueles na vigência de crise 

clínica. Considerou-se crise de dor a situação em que o paciente necessitou 

hidratação endovenosa e analgésico potente para controle da mesma. Não foi 

constituído grupo controle sem doença falciforme pelo fato de se pretender o 

acompanhamento do paciente e não a diferenciação diagnóstica.  

 

6.1 NEUTRÓFILOS NA DOENÇA FALCIFORME  

 

Vários estudos evidenciam que alta contagem de neutrófilos no sangue 

periférico em paciente com anemia falciforme é um indicador de gravidade clínica 

(PLATT et al, 1994).  

A evidência de que os leucócitos participam do processo de doença nas 

hemoglobinopatias falciformes emergiu a partir de estudos que associam crises 

vasoclusivas com infecção (KAUL et al, 1996; AHMED, 2011), leucocitose 

neutrofílica e risco aumentado de infecção (SERJEANT, 1985) e dor óssea aguda 

e grave e necrose de medula óssea, com infiltração por PMNs (PLATT et al, 1994; 

OKPALA, 1998; ATTAH, EKERE, 1987). A ligação dessas células à superfície 

endotelial, principalmente nos locais onde as citocinas inflamatórias são 

produzidas, pode reduzir o fluxo sanguíneo e, em associação com os eritrócitos 

falcizados, produzir oclusão microvascular e crise. LARD et al, 1999, observaram 
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diferenças significativas no estado de ativação de neutrófilos de pacientes 

assintomáticos falciformes em comparação com controles HbAA saudáveis, 

mediante diminuição significativa na expressão de selectina-L, aumento de CD64 

(FADLON et al, 1998) e elevação das concentrações séricas de selectina-L, 

elastase e sCD16. Segundo esses autores, durante a crise vasoclusiva, as 

diferenças foram ainda mais acentuadas, sugerindo que a ativação dos neutrófilos 

em pacientes falcêmicos é maior nos períodos de crise.  

Os neutrófilos de pacientes com doença falciforme expressam 

constitutivamente CD18 ativo e respondem com sensibilidade aumentada à 

ativação das quimiocinas de aderência, aumentando assim a sua propensão para 

a aderência exuberante (LUM et al, 2004). O CD 18 é, na verdade resultado de 

três proteínas de adesão leucocitária, expressas em neutrófilos ativados, 

responsáveis pela firme adesão ao endotélio vascular, transmigração e adesão a 

partículas revestidas por C3b (RICHARD et al, 2005). 

Por outro lado, em estudo realizado por Qari, et al (2011) os neutrófilos e 

monócitos de pacientes com anemia falciforme em crise foram significativamente 

diferentes daqueles com anemia falciforme sem crise, apresentando menor 

fagocitose com menos bactérias ingeridas e atividade reduzida de formação de 

radicais livres, como peróxidos e superóxidos, o que explicaria maior 

susceptibilidade à infecção, apesar de elevada contagem de neutrófilos e 

monócitos. 

A constatação de que pacientes com doenças falciformes com maiores 

concentrações intracelulares de hemoglobina fetal apresentam menor morbidade 

orientou o uso terapêutico de hidroxiuréia, com objetivo de aumentar a 

concentração de HbF. Observou-se queda na contagem de neutrófilos, mesmo em 

pacientes que não apresentaram aumento da HbF (CHARACHE et al, 1995). 

Charache (1997) sugere que a contagem de PMNs seja um poderoso fator de 

acompanhamento na terapia com hidroxiuréia, sendo que ao reduzir o número de 

neutrófilos, espera-se melhora no quadro clínico do paciente, sugestão esta 

compartilhada por outros autores (GOLDMAN, 1989; ANYAEGBU et al, 1998; 

BAIN, 1996). 
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Os resultados do presente trabalho corroboram a idéia de que os neutrófilos 

participam do processo de vasoclusão, pois houve diferença estatisticamente 

significativa, com maiores leucometrias às custas de PMN, em pacientes em crise. 

No presente estudo, apenas três pacientes faziam uso de hidroxiuréia, de tal 

forma que esta variável não foi incluída nas análises. 

 

6.2 RETICULÓCITOS NA DOENÇA FALCIFORME  

 

No processo de adesão ao endotélio vascular, na doença falciforme, se 

destacam os reticulócitos jovens, por apresentarem na sua superfície receptores 

para moléculas como VLA-4 e fibronectina. Quando os reticulócitos amadurecem, 

perdem a capacidade de se aderir ao endotélio, pela habilidade de se unir a 

ligantes como VCAM-1 e fibronectina, no entanto também se aderem ao endotélio 

dependendo de condições de seu ambiente. Reticulócitos mais jovens apresentam 

maior concentração de reticulina, mobilidade e formas irregulares, comparados 

com reticulócitos maduros. Ao amadurecer, reticulócitos liberam suas organelas  

para o plasma; esse processo, remodelação de membrana e exocitose de 

vacúolos autofágicos tem atividade pró-coagulante intensa. 

Silva, et al (2011), avaliando 300 crianças com anemia falciforme, 

observaram que a contagem de reticulócitos é um fator de risco independente 

para o desenvolvimento de doença vascular cerebral. A aderência aumentada dos 

reticulócitos ao endotélio vascular pode ser a causa dessa associação (KATO et 

al, 2009). 

Devido ao processo hemolítico crônico causado pela anemia falciforme, a 

contagem de reticulócitos se mostra aumentada em comparação com indivíduos 

normais (WALKE; WALDE, 2007) 

Tshilolo, et al (2012) observaram que pacientes com >4,5% de células F 

desenvolveram menos crises dolorosas, e este parâmetro teve uma associação 

positiva com a contagem de reticulócitos, sugerindo que o menor número de 

células F e maiores porcentagens de  reticulócitos contribuem para a gravidade da 

doença falciforme; esse estudo foi realizado na República Democrática do Congo, 



53 
 

  

   

e associação com processos infecciosos específicos podem ser causa de número 

aumentado de reticulócitos.  

Diferentemente deste achado, Borba, et al (2003) verificaram a diminuição 

de reticulócitos a partir da terapêutica com hidroxiuréia, e perceberam que com a 

diminuição dos reticulócitos aumentava a concentração de hemoglobina fetal.  

Somado a estes achado, compreende-se a importância do reticulócito 

citada por Silva, et al (2011) que perceberam que a contagem elevada de 

reticulócitos é o principal fator de risco associado com doença cerebrovascular em 

crianças com doença falciforme. 

Dos 26 pacientes com mais de 3 anos,  apenas 2 pacientes apresentavam 

doppler alterado e/ou acidente vascular cerebral, na presente casuística. As 

porcentagens de reticulócitos, por ocasião da coleta de sangue para as análises, 

foram respectivamente 17,4% e 22,9 %. 

No presente trabalho, a contagem de reticulócitos não apresentou diferença 

significativa quando se comparou pacientes em crise clínica com pacientes sem 

crise. Entretanto, a contagem de reticulócitos apresentou correlação positiva com 

a concentração de sVCAM-1,  podendo refletir um fator de risco para distúrbios de 

microcirculação. Sugere-se que um aumento na contagem de reticulócitos em 

pacientes com doença falciforme possa representar, mesmo que indiretamente, 

um fator de risco para distúrbios de microcirculação, nos pacientes com doença 

falciforme. 

 

6.3 CONCENTRAÇÃO DE DÍMEROS-D NA DOENÇA FALCIFORME 

 

O endotélio tem como função fisiológica facilitar o fluxo sanguíneo 

apresentando superfície anti-trombótica que inibe a adesão plaquetária e a 

coagulação (CINES et al, 1998). As células sanguíneas normais atuam de maneira 

ativa na manutenção da integridade endotelial; a aderência das hemácias ao 

endotélio pode dar origem à lentificação do fluxo sanguíneo e posterior oclusão 

vascular. O aumento da trombogenicidade está relacionado às propriedades pró-

coagulantes dos eritrócitos falcizados como, por exemplo, a exposição da 
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fosfatidilserina na sua superfície, levando diretamente ao aumento da geração de 

trombina (SETTY et al, 2001). Como resultado da geração de trombina, há um 

aumento da atividade fibrinolítica, que pode ser identificado pela produção de 

dímeros-D da fibrina. Concentrações elevadas de dímeros-D são observadas tanto 

durante as crises de falcização quanto no estado basal e têm sido consideradas 

como marcadores de complicações  relacionadas à doença de células falciformes 

(DEVINE et al, 1986). 

Qari et al, (2012) perceberam que as concentrações plasmáticas de 

dímeros-D mostraram-se de duas a três vezes maiores em pacientes com anemia 

falciforme durante a crise de dor ou em estado estacionário em comparação com 

pacientes saudáveis, o que sugere um aumento no risco de trombose para 

pacientes com anemia falciforme. 

 Já em pacientes nigerianos com mesma doença, verificou-se um aumento 

significativo das concentrações de dímeros-D em pacientes no estado estacionário 

em comparação às de pacientes sem hemoglobinopatias, levando em conta 

mesmo sexo e idade, e que estas concentrações aumentam durante as crises 

vasoclusivas (FAKUNLE et al, 2012). Em análise feita por Ahmed et al, (2004) 

também foi observado que pacientes com anemia falciforme em crise apresentam  

concentrações de dímeros-D maiores quando comparadas com as de pacientes 

em quadro clínico estável.  

Diferenças significativas nao foram encontradas nas concentrações de 

dímeros-D e atividade pró-coagulante entre os pacientes portadores de síndromes 

falciformes SS/SD/Sβ0 e pacientes com síndromes falciformes SC/Sβ+, entretanto 

foram significativamente correlacionadas com marcadores de hemólise (lactato 

desidrogenase, bilirrubina indireta e hemoglobina) e com marcadores de adesão 

vascular solúvel (VCAM-1). Em pacientes no grupo talassemia SS/SD/Sβ0 

aumento na concentração plasmática de dímeros-D foi associado com história de 

acidente vascular cerebral. Em análise multivariada, concentrações elevadas de 

dímeros-D foram associadas com contagem de reticulócitos, lactato 

desidrogenase, peptídeo natriurético – marcador de insuficiência cardíaca - e 

história de acidente vascular cerebral (ATAGA et al, 2012). 
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Em um estudo desenvolvido por Javeed et al, (2010) confirmou-se a 

presença de elevados níveis de dímeros-D durante as crises dolorosas em 

pacientes falciformes sauditas, além da relação deste com a anormalidade ao raio-

X de tórax. Este estudo também mostra que um raio-X de tórax anormal está 

quase sempre associado com concentração de dímeros-D elevada, e ainda 

sugere que quando se tem concentração de dímeros-D normal em paciente 

falciforme, se pode ter alguma garantia de que o paciente não está prestes a 

desenvolver uma complicação por falcização. Por outro lado, em pacientes com 

doença falciforme e quadro clínico pulmonar, um aumento na concentração 

plasmática de dímeros-D deve estimular avaliação ágil e completa do tórax, para 

procura de alteração torácica. Ainda segundo este estudo, não houve correlação 

entre concentrações de dímeros-D com concentração de hemoglobina, contagem 

de neutrófilos e plaquetas, o que corrobora os dados obtidos pelo nosso estudo. 

Ataga et al, (2008) ao estudar pacientes com anemia falciforme verificou 

que estes apresentaram concentração plasmática mais elevada de marcadores da 

coagulação (trombina-antitrombina III, fragmento F1 +2 da protrombina, dímeros-

D) e sVCAM em comparação com indivíduos controle. Foi detectado que 

pacientes com anemia falciforme e hipertensão pulmonar tinham níveis 

significativamente mais elevados de sVCAM em comparação com pacientes sem 

hipertensão pulmonar, o que confirma que aqueles  tem maiores níveis de 

marcadores de ativação endotelial e outros marcadores inflamatórios do que 

pacientes sem hipertensão pulmonar. A tendência de aumento do nível de 

marcadores de ativação da coagulação foi observada em pacientes com doença 

falciforme com e sem hipertensão pulmonar. Os marcadores de hemólise se 

mostraram associados com a ativação da coagulação e disfunção endotelial em 

pacientes com anemia falciforme. A presença de hipertensão pulmonar não foi 

pesquisada na nossa população de estudo devido ser constituída primariamente 

por crianças e adolescentes e essa complicação ocorrer com maior freqüência em 

adultos. Contudo, a análise dos ecocardiogramas mostrou que não sugeriam 

hipertensão pulmonar. 
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No presente estudo, as concentrações de dímeros-D apresentam diferença 

estatística entre os grupos, sendo que pacientes com crise clínica apresentaram  

concentração de dímeros-D maior do que pacientes sem crise, corroborando a 

maioria dos dados encontrados na literatura. Sendo assim, evidencia-se a 

importância de dímeros-D em processos fibrinolíticos que se fazem presentes em 

pacientes portadores de doenças falciformes, como mostra a literatura.  

Os resultados do presente trabalho revelam que dímeros-D são um 

marcador com baixa especificidade, implicando em dificuldade de se analisar este 

parâmetro isoladamente; contudo, se associado com outros marcadores pode 

trazer contribuição significativa, principalmente levando em conta a metodologia 

desta determinação que já se encontra de maneira bastante acessível na rotina 

clínica. 

 

6.4 CONCENTRAÇÕES SÉRICAS DE SELECTINAS-P e E 

 

As selectinas constituem uma família de marcadores endoteliais estudados 

em várias situações patológicas. A selectina-P e a selectina-E fornecem 

oportunidades de estudos específicos de disfunções endoteliais, sendo que a 

selectina-P pode ser encontrada tanto no endotélio (nos corpúsculos de Weibel-

Palade)  quanto na superfície  de grânulos alfa das plaquetas ativadas enquanto 

que a selectina-E é exclusiva do endotélio (FITZGERALD et al, 1986; TENAGLIA 

et al, 1997). Seu aparecimento na superfície endotelial acontece quando este é 

estimulado por algumas citocinas inflamatórias (IL 1 e 10, TNF-α). Quando 

expressas, as selectinas promovem a adesão do leucócito ao endotélio 

(JOANNIDES et al, 2006).  

As interações entre a selectina-P e os seus ligantes contribuem para a 

adesão entre vários tipos de células, e nessas circunstâncias pode resultar na 

diminuição da circulação microvascular contribuindo para o desenvolvimento de 

situações vasoclusivas na doença falciforme, com consequente crise dolorosa 

para o paciente (TURHAN et al, 2002). Kutlar et al, (2012) evidenciou que a 

presença da selectina-P no endotélio microvascular é crítica para a oclusão 



57 
 

  

   

vascular nas doenças falciformes, e a sua concentração sérica, segundo Kato et 

al, (2005) e Blann, et al (2008) é aumentada em pacientes com doença falciforme 

em comparação com indivíduos normais. 

Neste contexto Montes et al, (2002) verificou a capacidade da selectina-P 

em predizer a ocorrência de um evento cardiovascular adverso, e Burnette et al, 

(2011) e Embury, et al (2004) verificaram que o bloqueio da produção da 

selectina-P resulta na diminuição do processo vasoclusivo em pacientes 

falciformes. 

Matsui, et al (2001) já havia constatado que a inibição da selectina-P 

poderia ser considerada como uma abordagem potencial terapêutica para o 

tratamento das condições vasoclusivas resultantes em dores das doenças 

falciformes. 

De maneira semelhante acredita-se que o aumento da concentração sérica 

da selectina-E, observado na hipertensão arterial, deva refletir a disfunção do 

endotélio (GALEN, 2002). Em eventos cardiovasculares Roldan, et al (2003) 

observaram o aumento da concentração de selectina-E comparado com controles 

pareados por sexo e idade.  

Hidalgo, et al, (2009) demonstraram que a selectina-E exibe uma grande 

importância para o envio de sinais de ativação de neutrófilos para sítios 

inflamatórios, e este evento pode culminar na fagocitose de eritrócitos circulantes 

e consequentemente redução do fluxo sanguíneo. 

Lebensburger, et al (2012) concluiu que a hidroxiuréia, além de induzir a 

hemoglobina fetal,  diminui a concentração sérica de selectina-E em humanos e 

em ratos, o que poderia contribuir para melhora clínica. 

Não encontramos, na literatura, estudos avaliando o comportamento das 

selectinas em crianças com doença falciforme. No presente trabalho, tanto as 

concentrações de selectinas-P quanto de selectinas-E não diferiram 

significativamente ao se comparar pacientes em crise clinica e pacientes sem crise 

clínica; um dado interessante na presente análise é que a concentração de 

selectina-E apresentou correlação negativa com a idade dos pacientes, sugerindo 
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que crianças possam responder mais intensamente à lesão vascular com a 

produção de selectina-E, do que pacientes de mais idade. 

 

 

6.5 CONCENTRAÇÕES SÉRICAS DE sICAM-1 e sVCAM-1 

 

Várias proteínas de adesão expressas no endotélio estão envolvidas na 

adesão dos eritrócitos falciformes (SUGIHARA, HEBBEL, 1992). Em 1993, 

Swelick et al, (1993) descreveram a participação de VCAM-1, na ligação do 

reticulócito do paciente falciforme ao endotélio. VCAM-1 e ICAM-1 são 

responsáveis pela firme aderência dos PMNS e concentrações elevadas de 

sICAM-1 foram encontradas nos pacientes falciformes. ICAM é expresso 

constitucionalmente no endotélio vascular e sua intensidade de expressão 

aumenta em resposta a vários estímulos, incluindo citocinas durante processos 

inflamatórios (ROTHLEIN et al, 1986; DUSTIN et al, 1986). Ambos, VCAM-1 e 

ICAM-1, existem na forma solúvel circulante no plasma, embora seus papéis 

fisiológicos ainda não estejam claramente definidos, sugerindo-se que elevadas 

concentrações reflitam a expressão aumentada pelas células endoteliais (SHIU et 

al, 2000). Duits et al, (1996), relataram concentrações aumentadas de sVCAM-1 

em uma pequena amostra de pacientes e não observaram diferenças nas 

concentrações de   sICAM-1, nesses mesmos pacientes. Benkerrou, et al (2002) 

demonstraram concentrações aumentadas de sICAM-1 em pacientes com doença 

falciforme em estado basal e em crises vasoclusivas.  

Vilas-Boas et al, (2010) encontraram correlação positiva entre e a 

concentração de sVCAM-1 e sICAM-1 e o aumento da taxa hemolítica, avaliada 

pela  análise das concentrações séricas de desidrogenase lática, aspartato 

aminotransferase e contagem de reticulócitos.  

Conran et al, (2004), demonstraram que concentrações aumentadas de 

sICAM-1 no plasma de pacientes com doença falciforme são revertidas pela 

hidroxiuréia. Também observaram correlação positiva entre as concentrações 

plasmáticas de sVCAM-1 e sICAM-1, em pacientes no estado basal, sugerindo 
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que sofram alterações sob influência de mesmas variáveis e que as 

concentrações plasmáticas reflitam o estado de ativação do endotélio. Monchanin 

et al, (2008), analisaram as concentrações plasmáticas das moléculas de adesão 

ICAM-1 e VCAM-1 em atletas com traço de células falciformes, com ou sem alfa-

talassemia durante exercícios de resistência e após recuperação, e constataram 

que os pacientes com traço falciforme apresentavam maiores concentrações de 

sVCAM-1, tanto durante os exercícios quanto em repouso, quando comparados 

com os controles, sugerindo que apresentam risco aumentado para distúrbios da 

microcirculação. 

Concentrações de sVCAM-1 encontram-se elevadas no soro de pacientes 

com câncer ou doenças inflamatórias.  No estudo de Shiu et al, (2000), a liberação 

de sICAM-1 e sVCAM-1 não foi randômica e pareceu estar associada ao tipo de 

eritrócito ao qual a célula endotelial foi exposta. 

DUITS et al, (1996), observaram concentração de VCAM-1 aumentada em 

pacientes com doença falciforme assintomáticos em comparação com indivíduos 

controle. Em pacientes com crise vasoclusiva a concentração de sVCAM-1 

aumentou ainda mais e pareceu correlacionar com a evolução da crise. 

No presente trabalho, obteve-se diferença estatística significativa ao se 

analisar as concentrações séricas de sICAM-1, sendo que estas foram menores 

para o grupo com crise do que para os pacientes sem crise. Esse dado é 

aparentemente contraditório, uma vez que se esperava encontrar maiores 

concentrações nos pacientes com crise. Um possibilidade para explicar essa 

discrepância é que, talvez, as moléculas de sICAM-1 apresentem velocidade de 

depuração mais rápida na crise, não compensada pela sua produção. Não foram 

feitas determinações sequenciais para elucidar essa hipótese, as amostras foram 

coletadas apenas no início das crises.  No entanto, 17 pacientes apresentaram 

valores maiores do que o valor médio de referência fornecido pelo fabricante, o 

que sugere sua participação nas crises de dor. Semelhante ao que se comentou 

quanto a análise de dímeros-D, não se pode utilizar este marcador de maneira 

isolada, pois, embora tenha apresentado  sensibilidade de 93%, a especificidade é 

de 53% para valores abaixo de 225ng/ml.  
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Quando se analisam as concentrações de sVCAM-1, observa-se que não 

variaram comparando-se os pacientes no estado basal ou em crise clínica. 

Contudo, as concentrações de sVCAM-1 estão  elevadas em todos os pacientes, 

de 2 a 11 vezes o valor máximo de referência (média de 550, com limites de 394 a  

812ng/ml), demonstrando que crianças e adolescentes com doença falciforme 

apresentam risco aumentado para distúrbios da microcirculação. O achado de que 

concentrações de sVCAM-1 estão significativamente mais elevadas nos pacientes 

com genótipo SS, quando comparados com os pacientes SC, está de acordo com 

a maior morbidade clínica desse grupo. Além disso, nosso estudo encontrou 

correlação negativa de sVCAM-1 com a concentração de Hb, ou seja, quanto 

maiores as concentrações de hemoglobina menores são  as concentrações de 

sVCAM-1, fato corroborado pela literatura, que cita menores concentrações de 

hemoglobina associadas a maior morbidade. 

 

 

 

7. CONCLUSÕES 

 

A análise dos marcadores de lesão endotelial, em pacientes com doença 

falciforme com crise comparados com os pacientes sem crise, permite concluir 

que: 

1- Apenas as concentrações de sICAM, dímeros-D e contagem de 

neutrófilos apresentaram diferença significativa entre os grupos, com 

p=0,002, p=0,027 e p=0,01, respectivamente, sendo que os valores de 

sICAM foram menores para o grupo em crise do que para os pacientes 

sem crise. Os marcadores sICAM-1 e dímeros-D não representam 

individualmente bom parâmetro para se diferenciar um quadro de crise 

clínica de um quadro clínico estável de acordo com seu percentual de 

especificidade, entretanto a utlização associada destes marcadores 

pode auxiliar na identificação de crise clínica vasoclusiva. 
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2- Quanto à análise da associação dos marcadores de lesão endotelial 

com as variáveis hematológicas, observa-se que a concentração sérica 

de sVCAM-1 apresenta correlação negativa com a concentração 

plasmática de Hb. Entretanto o percentual de reticulócitos apresentou 

relação positiva com sVCAM-1. Sendo assim, sugere-se que o aumento 

na concentração de Hb seja um fator protetor para distúrbios da 

microcirculação, e o aumento no percentual de reticulócitos seja um 

fator de risco para tais distúrbios. Não houve diferença entre os grupos 

com crise e sem crise, quando foram comparados os valores de 

hemoglobina, reticulócitos, hemoglobina fetal, leucócitos e neutrófilos.  

 

3- As variáveis sICAM-1, dímeros-D e selectinas-P não sofreram influência 

da idade ou do tipo de doença falciforme (SS, SB, SC), entretanto a 

concentração de sVCAM-1 apresentou maiores valores em pacientes 

SS do que SC, o que está de acordo com a maior morbidade descrita 

em pacientes SS. A selectina-E apresentou correlação negativa com a 

idade, sugerindo que crianças possam responder mais intensamente à 

lesão vascular com a produção de selectina-E, do que pacientes de 

mais idade. 

 

Esse estudo demonstra que mesmo em pacientes pediátricos com 

doença falciforme já podem ser constatadas alterações nas 

concentrações de moléculas de adesão vascular descritas na literatura 

para pacientes adultos, eidenciando que os fatores de risco associados 

a alterações da microcirculação já estão presentes nas crianças, o que 

suscita o interesse pela identificação de tratamentos que possam ser 

utilizados precocemente, diminuindo a morbi-mortalidade relacionada às 

síndromes falciformes. 
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9. APÊNDICES 

          9.1 TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
              TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 

TÍTULO DO PROJETO: AVALIAÇÃO DE MARCADORES DE LESÃO ENDOTELIAL COMO      

MARCADORES DE CRISES VASO-OCLUSIVAS EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME 

Investigador: Paulo Roberto Merisio / Mara Albonei Dudeque Pianovski 

 

Local da Pesquisa: Hospital de Clínicas da Universidade Federal do 

Paraná 

 
Endereço e telefone (celular): Av. Julio Assis Cavalheiro, 1361, centro, 

Francisco Beltrão – Paraná CEP 85601-000 fone: 46 88078288 

 

9. PROPÓSITO DA INFORMAÇÃO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE 
CONSENTIMENTO 

 

Você está sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada 

por um profissional de saúde agora denominado pesquisador. Para poder 

participar, é necessário que você leia este documento com atenção. Ele pode 

conter palavras que você não entende. Por favor, peça aos responsáveis pelo 

estudo para explicar qualquer palavra ou procedimento que você não entenda 

claramente.  
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O propósito deste documento é dar a você as informações sobre a pesquisa 

e, se assinado, dará a sua permissão para participar no estudo. O documento 

descreve o objetivo, procedimentos, benefícios e eventuais riscos ou desconfortos 

caso queira participar. Você só deve participar do estudo se você quiser. Você 

pode se recusar a participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.  

  
INTRODUÇÃO  

Este estudo pretende analisar alterações sanguíneas encontradas nos 

pacientes portadores de doenças falciformes, que possam estar relacionadas ao 

processo de vasoclusão, responsável pelas complicações da doença. 

 

PROPÓSITO DO ESTUDO  

A investigação consiste em descobrir a utilidade de marcadores 

laboratoriais já existentes para monitorar o processo de vasoclusão quando este 

se inicia, e tentar prevê-lo evitando assim, ou tendo alternativas para amenizar 

suas complicações.  

 

SELEÇÃO 

Os pacientes selecionados são pacientes portadores de doenças 
falciformes, com idade até 18 anos. Serão incluído 30 pacientes em crise 
vasoclusiva e 30 pacientes em estado basal. 

 

10. PROCEDIMENTOS 

Os voluntários serão submetidos à uma coleta sanguínea, realizada por 
profissional capacitado, e este material obtido será armazenado e transportado ao 
laboratório do Hospital de Clínicas. No laboratório, será realizado um hemograma, 
dosagem de dímeros-D, ICAM, VCAM, selectina-E e selectina-P. Os níveis destes 
marcadores serão comparados em pacientes com crise e pacientes em estado 
basal. O único desconforto que o paciente sofrerá é o procedimento da coleta.  
O benefício obtido com este estudo é o fato de saber se há possibilidade de prever 
episódios de vasoclusão em pacientes falciformes com a utilização destes 
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marcadores, sendo que trará uma melhor qualidade de vida para estes pacientes 
caso o estudo se comprove. 

 

 
PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA:  
Sua decisão em participar deste estudo é voluntária. Você pode decidir não 
participar no estudo. Uma vez que você decidiu participar do estudo, você pode 
retirar seu consentimento e participação a qualquer momento. Se você decidir não 
continuar no estudo e retirar sua participação, você não será punido ou perderá 
qualquer benefício ao qual você tem direito.  
 
CUSTOS  
Não haverá nenhum custo a você relacionado aos procedimentos previstos no 
estudo. 
 
PAGAMENTO PELA PARTICIPAÇÃO  
Sua participação é voluntária, portanto você não será pago por sua participação 
neste estudo.  
 
PERMISSÃO PARA REVISÃO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E 
ACESSO AOS REGISTROS:  
O Investigador responsável pelo estudo e equipe irá coletar informações sobre 
você. Em todos esses registros um código substituirá seu nome. Todos os dados 
coletados serão mantidos de forma confidencial. Os dados coletados serão 
usados para a avaliação do estudo, membros das Autoridades de Saúde ou do 
Comitê de Ética, podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem 
ser usados em publicações científicas sobre o assunto pesquisado. Porém, sua 
identidade não será revelada em qualquer circunstância.  
Você tem direito de acesso aos seus dados. Você pode discutir esta questão mais 
adiante com seu médico do estudo. 
 
CONTATO PARA PERGUNTAS  

 

Se você ou seus parentes tiver (em) alguma dúvida com relação ao estudo, 

direitos do paciente, ou no caso de danos relacionados ao estudo, você deve 

contatar o Investigador do estudo ou sua equipe PAULO ROBERTO MERISIO, 

FONE: 46 88078288. Se você tiver dúvidas sobre seus direitos como um paciente 

de pesquisa, você pode contatar Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos (CEP) do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná, pelo 

telefone: 3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de indivíduos com 
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conhecimento científicos e não científicos que realizam a revisão ética inicial e 

continuada do estudo de pesquisa para mantê-lo seguro e proteger seus direitos.  

 

DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:  
 
Eu li e discuti com o investigador responsável pelo presente estudo os detalhes 
descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, e 
que eu posso interromper minha participação a qualquer momento sem dar uma 
razão. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o 
propósito acima descrito  
 
Eu entendi a informação apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a 
oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram 
respondidas.  
 
Eu receberei uma cópia assinada e datada deste Documento de Consentimento 
Informado.    
 
 

 

  

NOME DO PACIENTE  

 
 

ASSINATURA 

 
  
DATA  

 

  

NOME DO RESPONSÁVEL 

 (Se menor ou incapacitado)  

 
 

ASSINATURA 

 
  
DATA  

 

Paulo Roberto Merisio  

NOME DO INVESTIGADOR  

(Pessoa que aplicou o TCLE)  

 

 

ASSINATURA 

 
 

  

DATA  

 

 


