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RESUMO 

 Embora seja considerada como a doença monogênica mais comum no 

mundo a anemia falciforme (AF) é multifatorial. Alterações genéticas adicionais 

(deleção do gene alfa, haplotipo beta-S, dentre outros), fatores socioeconômicos, 

ambientais e idade podem contribuir significativamente para essa diversidade clinica. 

Dentre as principais complicações clínicas observadas em paciente com AF, merece 

destaque (por sua morbimortalidade) o acidente vascular cerebral (AVC, na infância) 

e úlceras de membros inferiores (UM, na fase adulta). O presente estudo tem como 

objetivo investigar polimorfismos em genes associados com vias de inflamação (IL6) 

e reparo tecidulal (TGFβR2, TGFβR3, SMAD7, SMURF1) relacionados com o 

desenvolvimento de AVC e UM, respectivamente. No total, 591 (275 adultos; 316 

crianças) pacientes atendidos na Fundação HEMOPE foram estudados. Para coorte 

infantil (pacientes com <18 anos), o polimorfismo IL6 G174C está associado com 

AVC (P<0,001), enquanto que polimorfismos TGFBR3 rs2038931 (P=0,025), 

SMAD7 rs736839 (P<0,001) e SMURF1 rs219825 (P = 0,041) foram considerados 

fatores de risco para o desenvolvimento de UM. Corroborando com esses achados, 

pacientes adultos com UM e genótipo de risco para o polimorfismo TGFβR3 

rs2038931 apresentam níveis significativamente mais elevados do ligante TGFβ1 

(P=0,041), sugerindo um mecanismo compensatório para a ativação da via. Nossos 

achados reforçam a ideia de que marcadores moleculares exercem um importante 

papel na fisiopatologia da AF. 

 

Palavras-chave: Anemia Falciforme. Acidente vascular cerebral. Interleucina 6. 

Úlceras maleolares. Via do TGF-β. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 Although it is considered the most common monogenic disease in the world, 

clinical presentation of patients with sickle cell anemia (SCA) is multifactorial. 

Additional genetic abnormalitites (deletion of the alpha gene, beta-S haplotype, 

among others), socioeconomic, environmental factors and age may significantly 

contribute to its clinical diversity. Among the main clinical complications frequently 

observed in patients with SCA, stroke (in childhood) and leg ulcers (in adults) are 

worth mentioning because of their morbidity and mortality. Here, we set out to 

investigate polymorphisms in genes associated with inflamatory pathways (IL6) and 

tissue repair (TGFβR2, TGFβR3, SMAD7, SMURF1) related to the development of 

stroke and leg ulcers, respectively. Overall, 591  non-related patients (275 adults, 

316 children) followed at the HEMOPE Foundation were enrolled. For the infant 

cohort, the IL6 G174C polymorphism is associated with stroke (P<0.001), whereas 

the TGFBR3 rs2038931 polymorphism (P=0.025), SMAD7 rs736839 (P<0.001) and 

SMURF1 rs219825 (P=0.041) were associades with increased risk for leg ulceration. 

Corroborate these findings, adult patients with leg ulcers and the risk genotype for 

the TGFβR3 rs2038931 polymorphism have higher levels of the TGFβ1 ligand 

(P=0.041), suggesting a compensatory mechanism for pathway function. Our findings 

reinforce the idea that molecular markers play an important role in SCA 

pathophysiology 

 

KEY WORDS: Sickle cell disease. Stroke. Interleukin 6. Leg Ulcers. TGF-β Pathway. 
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1 INTRODUÇÃO 

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia autossômica recessiva de 

distribuição mundial, causada por uma mutação pontual no gene da globina  (HBB), 

devido à substituição do ácido glutâmico pela valina na 6º posição do gene da 

cadeia  globínica (6 GAG→GTG; glu6→val6), levando a formação de uma 

hemoglobina (Hb) anormal, a hemoglobina S (HbS). Em condições de estresse, 

como diminuição do pH e da biodisponibilidade de oxigênio, desidratação e baixos 

níveis da Hb fetal (HbF), a HbS forma um polímero que se deposita na membrana 

das hemácias, modificando a forma dos eritrócitos, tornando-os falciformes. 

Decorrente deste fenômeno, as hemácias tornam-se rígidas e susceptíveis a 

hemólise, caracterizando a AF como uma anemia hemolítica crônica, e sendo 

responsáveis pela oclusão vascular, episódios de dor e lesão de orgãos alvo que 

representam os fenômenos principais dessa doença. 

Uma das características marcantes da doença falciforme é a variabilidade de 

suas manifestações clínicas, e as razões para essa heterogeneidade ainda não são 

completamente entendidas, variando de formas quase assintomáticas até 

clinicamente graves, responsáveis por alta mortalidade na infância. Algumas das 

complicações clínicas comprometem consideravelmente a qualidade de vida dos 

pacientes, dentre elas, estão o acidente vascular cerebral (AVC) e as úlceras de 

membros inferiores ou úlceras maleolares (UM). O AVC é um evento neurológico 

agudo secundário à oclusão de uma artéria ou a uma hemorragia, com posterior 

isquemia tecidual e/ou sinais e sintomas neurológicos. Na AF, 25% dos pacientes 

apresentam manifestações cerebrovasculares, sendo muito importante a busca de 

indicadores mais específicos de prognóstico que melhorariam os tratamentos 

profiláticos, como as transfusões crônicas e o uso da hidroxiuréia, nos pacientes de 

alto risco para o AVC. 

Fatores genéticos que predispõem pacientes portadores de AF a 

desenvolver um AVC não estão bem estabelecidos e marcadores clássicos da AF, 

tais como o haplótipo S e a coerança entre a AF e a talassemia , parecem estar 

modulando os fenótipos da AF. Entretanto, polimorfismos de base única em genes 

relacionados com vias de inflamação, regulação vascular, resposta ao estresse 
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oxidativo, adesão celular e hemostasia aparecem como possíveis candidatos para 

predizer o desenvolvimento do AVC na AF. 

Além disso, pacientes com AF apresentam um aumento de mediadores 

inflamatórios, adesivos e trombóticos, caracterizando a AF como uma doença de 

caráter inflamatório crônico. Dessa maneira, a ativação de citocinas pró-inflamatórias 

e anti-inflamatórias pode estar relacionada ao desenvolvimento e evolução do AVC, 

classificando os polimorfismos em genes inflamatórios, como a IL6, como possível 

modulador desse evento clínico.  

As UM desenvolvem-se em áreas com redução do tecido subcutâneo, pele 

fina, e com diminuição do fluxo sanguíneo e as regiões mais afetadas são as 

porções de maléolo medial e lateral, muitas vezes tornando-se circunferencial se 

não for controlada precocemente.  

A variabilidade na ocorrência das UM, pode sofrer influência do meio 

ambiente, das condições sociais e por diferenças genéticas e o curso patológico 

segue paralelamente com os fenômenos crônicos de hemólise intravascular. O 

aparecimento das lesões, por muitas vezes decorre de traumas ou de forma 

espontânea e a lesão ainda pode ser agravada pela colonização de bactérias. Dessa 

forma, existe a necessidade de identificar marcadores que possam distinguir 

pacientes com essa complicação o mais precocemente possível na nossa 

população, de forma que medidas preventivas poderão ser tomadas, evitando que 

os pacientes sofram complicações futuras e intervenções cirúrgicas. Neste contexto, 

destaca-se o papel da via do fator transformador do crescimento do tipo beta (TGF-

β).  

O TGF-β é uma citocina pleiotrópica com atuação importante na regulação 

do processo de cicatrização, reepitelização, inflamação local e formação de 

granulação do tecido. O mecanismo para estimulação dessas funções depende da 

interação do TGF-β com seus respectivos receptores localizados na superfície 

celular e o sinal emitido desencandeará a ativação de diferentes vias de sinalizações 

intracelulares, ativando genes inflamatórios e reparadores.  

Dessa forma, a via de ativação do TGF-β parece exercer um papel 

fundamental na cicatrização das úlceras em pacientes falciformes. Portanto, 

investigar o papel de SNPs (single nucleotide polymorphisms)  nos genes TGFβR2, 
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TGFβR3, SMADs e SMURFs e a dosagem de proteínas importantes para a via pode 

nos fornecer caminhos para esclarecer mecanismos fisiopatológicos das UM e 

considerando que pacientes com anemia falciforme apresentam muitas vezes 

quadros clínicos variados que dificultam a tomada de decisão terapêutica e de 

cuidados de saúde em geral, a identificação de padrões biológicos que influenciem 

na modulação fenotípica, é muito útil e de grande impacto na melhoria da sobrevida 

e da qualidade de vida dos doentes.  

1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo Geral 

Investigar polimorfismos em genes associados com vias de inflamação e reparo 

tecidulal e associar esses com o desenvolvimento de acidente vascular cerebral 

(AVC) e úlceras de membros inferiores (UM), respectivamente, em pacientes com 

anemia falciforme. 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 Investigar a associação do polimorfismo IL6 (rs1800795) frente à 

susceptibilidade a ocorrência da doença cerebrovascular na coorte pediátrica 

e de adultos jovens de pacientes com anemia falciforme; 

 Investigar a associação dos polimorfismos nos genes TGFβR2 (rs1019856), 

TGFβR3 (rs2038931), SMAD7 (rs736839) e SMURF1 (rs219825) com o 

desenvolvimento da úlcera de membros inferiores em pacientes adultos com 

anemia falciforme; 

 Dosar o ligante TGFβ1 em pacientes adultos com anemia falciforme, 

portadores de úlcera de membros inferiores de acordo com do polimorfismo 

no gene TGFβR3 (rs2038931) 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 ANEMIA FALCIFORME 

2.1.1 Epidemiologia e Etiologia  

A anemia falciforme (AF) é uma das doenças hereditárias mais comuns no 

mundo. Cerca de 2% da população mundial apresentam a mutação, além de nascer 

entre 300.000-400.000 crianças falciformes a cada ano (Rusanova et al., 2011; 

Kapoor, 2018). Segundo dados do Ministério da Saúde no Brasil, a prevalência 

estimada da AF é de 25.000 a 30.000 casos, com incidência de 3.500 novos casos 

por ano, ocorrendo predominantemente, entre afro descendentes (Brasil, 2012; 

Soares et al., 2014). Estudos sugerem que essa mutação teve origem na África e 

Ásia (Nagel e Labie, 1989), sendo introduzida ao Brasil pelo tráfico de escravos 

oriundos de tribos africanas no período colonial escravagista. Como a presença do 

negro africano contribuiu, em grande parte, para a formação étnica da população 

brasileira, a hemoglobinopatia S é a mais frequente no país: estima-se que 5-6% da 

população seja portadora do alelo βs e que, a cada ano, nascem entre 700-1000 

crianças portadoras da AF (Lyra et al. 2005). 

No estado de Pernambuco, um em cada 23 recém-nascidos vivos possui o 

traço falciforme e um em cada 1400 nasce com a doença falciforme (Cançado & 

Jesus, 2007). Bandeira e cols. (1999), ao realizar uma triagem em sangue de cordão 

umbilical, encontraram uma freqüência de 5,1% recém-nascidos portadores do traço 

falciforme no estado de Pernambuco. 

Devido ao processo histórico de colonização do Brasil, há uma distribuição 

heterogênea do gene βs no país, dependendo da composição negroide ou 

caucasoide da população. Assim, a prevalência de heterozigotos para a 

hemoglobina S (HbS) é maior nas regiões norte e nordeste (6% a 10%), enquanto 

nas regiões sul e sudeste é em torno de 2% a 3% (Cançado & Jesus, 2007).  

Em 2001, o Ministério da Saúde, mediante a portaria no822/01, determinou 

que a pesquisa de hemoglobinopatias fosse realizada como parte do Programa de 

Triagem Neonatal. Dessa forma, o levantamento epidemiológico de nascidos vivos 

com HbS nas regiões brasileiras é facilitado. Na figura 1, é possível observar que 

estados que utilizaram mais intensamente a mão de obra escrava, como 
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Pernambuco, apresentam maior número de indivíduos portadores dessa 

hemoglobina (Cançado e Jesus 2007; Wagner et al. 2010). 

 

Figura 1: Frequência da Hemoglobina S nas diferentes regiões do Brasil (Cançado e Jesus, 

2007). 

A AF é a doença hereditária monogênica mais comum do Brasil, ocorrendo, 

predominantemente entre afro descendentes (Cançado & Jesus, 2007). A causa da 

doença é uma mutação de ponto (GAG  GTG) no gene da globina beta da 

hemoglobina (Hb), originando uma Hb anormal, a Hb S (HbS), ao invés da Hb 

normal denominada Hb A (HbA). Essa mutação leva à substituição de um ácido 

glutâmico por uma valina na posição 6 da cadeia , e consequentemente ocorre 

modificação físico-química na molécula da HbA (Ballas et al., 1996; Darrow et al., 

2016).  

A herança da HbS pode ocorrer em hetero ou homozigose, sendo esta 

última condição, a mais grave e comum, chamada anemia falciforme (Naoum 2000), 

que foi a primeira doença molecular descrita, sendo, desde então, intensamente 

estudada (Sonati e Costa 2008; Fertrin e Costa 2010). Quando em heterozigose com 

outra hemoglobina variante, diz-se que o indivíduo é portador de doença falciforme, 

a qual é de gravidade variável e, quando herdada com HbA, diz-se que apresenta o 

traço falciforme, condição comumente benigna, uma vez que as concentrações de 

HbS são inferiores a 50% nos eritrócitos (Araújo et al. 2004). 
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2.1.2 Fisiopatologia 

A anormalidade estrutural da HbS é o ponto chave que leva às complicações 

clínicas nos indivíduos com doenças falciformes. Em condições de baixas 

concentrações de oxigênio, diminuição do pH e baixas concentrações de 

hemoglobina fetal (HbF), a HbS sofre uma polimerização devido a interação entre os 

resíduos hidrofóbicos dessa molécula, formando estruturas filamentosas que se 

depositam nas hemácias, modificando sua forma e tornando-as falciformes, 

característica esta que leva ao nome da doença (Zago e Pinto 2007; Rees et al., 

2010; Kato et al., 2017). A falcização também altera as propriedades da membrana 

celular, reduzindo sua flexibilidade e promovendo uma maior aderência ao endotélio 

vascular (Zhou et al., 2011). 

Os efeitos destas alterações levam a um desequilíbrio físico-químico na 

hemácia, promovendo diminuição no efluxo de potássio, aumento do cálcio 

intracelular e a interrupção da ligação da membrana com proteínas do citoesqueleto, 

em especial da banda 3, causando a exposição de moléculas da membrana celular 

como fosfatidil-serina (FS) figura 2 (Frenette & Atweh, 2007; Zago & Pinto, 2007). 
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Figura 2 - Alteração estrutural de eritrócitos com hemoglobina S. A desoxigenação da Hb S induz 
uma alteração conformacional, na qual há formação de polímeros que perturbam o citoesqueleto 
dando origem à característica de hemácia em foice. A interrupção da ligação da membrana com o 
citoesqueleto resulta na exposição de epítopos de proteínas transmembranar, e na composição de 
fosfatidilserina (FS) entre o interior e o exterior da célula (Adaptado: Frenette & Atweh, 2007) 

 

A HbS demonstra propriedades bioquímicas peculiares, polimerizando-se 

quando desoxigenada. Estudos de cinética da polimerização da HbS demonstraram 

que a formação do polímero é de ordem exponencial em função da quantidade de 

hemoglobina, demonstrando o papel crucial da concentração de HbS no fenômeno 

da falcização (De Franceschi et al., 2011). 

A polimerização da HbS está associada com uma redução de água e íons 

celulares (desidratação), aumento da densidade do eritrócito, com consequente 

aceleração da formação do polímero. Estudos demonstraram que o eritrócito 

desidratado tem um papel fundamental nas manifestações clínicas agudas e 

crônicas da AF, em que a falcização intravascular promove uma vaso-oclusão, 

impedindo o fluxo sanguíneo (De Franceschi et al. 2011). 

As hemácias falcizadas também apresentam uma perda assimétrica de 

fosfolipídios, que externam a fosfatidilserina. Estudos acreditam que a fosfatidilserina 

tem um papel significativo na ativação da coagulação, além de promover a ativação 

dos macrófagos (Gayen Betal & Setty, 2008). 
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O acúmulo de polímeros de HbS dentro das hemácias falcizadas resulta em 

uma lesão celular e, em larga escala, os eritrócitos danificados promovem os efeitos 

hemolíticos e vaso-oclusivos, caracterizando o fenótipo principal da AF (Steinberg, 

2008) (Figura 3). Além desses fatores, há um quadro de inflamação crônica nos 

indivíduos (Conran et al. 2009; Rees et al. 2010; Singhal et al. 2016). 

 

Figura 3: Fisiopatologia da anemia falciforme. Mutação na 6ª posição no gene da globina β, 
levando a formação de uma hemoglobina anômala, a HbS, que sofre uma polimerização em baixas 
concentrações de oxigênio. O polímero de HbS danifica o eritrócito, diminuindo sua vida útil 
(hemólise) e aumentando o consumo de óxido nítrico, além de promoverem uma vaso-oclusão 
(Steinberg, 2008). 

Pacientes falciformes, por desenvolverem hemácias falcizadas que 

apresentam um tempo de vida mais curto, cursam com um elevado grau de 

hemólise. Devido à hemólise crônica, os pacientes portadores de AF apresentam 

altos níveis de hemoglobina plasmática que seqüestram o óxido nítrico (NO), 

diminuindo sua disponibilidade, levando ao desenvolvimento de algumas 

manifestações clínicas da doença falciforme. Na AF, a hemólise ocorre 

extravascularmente através de um reconhecimento das hemácias danificadas por 

células do sistema reticuloendotelial. Entretanto, esse processo também pode 

ocorrer dentro dos vasos, podendo corresponder até 30% da hemólise total de um 

paciente falciforme (Steinberg, 2008; Armenis et al., 2017). Quando a hemólise 

ocorre dentro dos vasos, libera hemoglobina livre e arginase. A hemoglobina livre 
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consome o NO formando metehemoglobina e gerando espécies oxidantes que 

também consomem NO, além de lesar o endotélio gerando processo inflamatório. A 

arginase, por sua vez, promove a conversão da L-arginina (substrato da síntese do 

NO) em L-ornitina, reduzindo, assim, a biodisponibilidade do NO e a depleção desse 

vasodilatador leva então, a fenômenos que contribuem para a ocorrência da vaso-

oclusão, como vaso constricção, ativação plaquetária e aumento da aderência ao 

endotélio vascular (Kato et al. 2007). 

Outro importante fator envolvido na fisiopatologia da AF é a vaso-oclusão. 

Acredita-se que o processo de vaso-oclusão é resultado de um complexo cenário 

envolvendo interações de diferentes tipos celulares, incluindo células falcizadas, 

reticulócitos, células endoteliais, leucócitos, plaquetas, além de citocinas e fatores 

teciduais (Capellini, 2007; Morris, 2008; Lanaro et al., 2009; Sakamoto et al., 2013).  

Os eritrócitos falciformes apresentam maior concentração de moléculas de 

adesão em sua superfície, favorecendo o processo de interação com o endotélio e 

com outros componentes da circulação, como leucócitos e plaquetas. Uma das 

moléculas de adesão exposta em grande quantidade pelo eritrócito falcizado é a 

fosfatidilserina, que o deixa até três vezes mais aderente quando comparado aos 

eritrócitos normais (Zago e Pinto 2007). Além dessa maior aderência, a exposição 

da fosfatidilserina foi correlacionada com a geração de trombina, substância 

relacionada à formação de coágulos de fibrina, que também contribuem para a 

oclusão vascular (Hebbel 1997).  

Vaso-oclusões recorrentes, processos de isquemia-reperfusão e 

consequente ativação do endotélio vascular induzem a contínuas respostas 

inflamatórias na anemia falciforme, que se propagam por níveis elevados de 

citocinas inflamatórias, diminuição da biodisponibilidade do óxido nítrico e estresse 

oxidativo (Conran et al., 2009).  

Pode-se perceber então, que a nível molecular, todo o processo vaso-

oclusivo, hemolítico e inflamatório está relacionado (Figura 4), sendo eles os 

responsáveis pelas complicações clínicas apresentadas pelos indivíduos portadores 

de AF (Zago e Pinto 2007). 
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Figura 4: Fisiopatologia da anemia falciforme. A forma alterada e rígida do eritrócito devido à 
polimerização da HbS induz o processo de vaso-oclusão e hemólise. (1) Eritrócitos falcizados levam à 
hemólise intravascular, a qual libera hemoglobina livre (consequentemente, heme) e arginase no 
plasma. (2) O grupamento heme ativa neutrófilos e células endoteliais que induzem a expressão de 
moléculas de adesão. (3) A Hb livre e a arginase diminuem a biodisponibilidade de NO provocando 
vasoconstricção; e células endoteliais ativam a coagulação levando à adesão de plaquetas ao 
endotélio com participação de eritrócitos e neutrófilos. (4) Dependendo da extensão da vaso-oclusão, 
os tecidos podem apresentar hipóxia e necrose. (Modificado de Dutra e Bozza 2014). 

Dessa maneira, a AF cursa de forma crônica marcada por episódios agudos 

que comprometem a qualidade de vida dos doentes. Com o passar dos anos, a 

isquemia e a hemólise crônica promovem lesões progressivas em órgãos como 

pulmão, coração, cérebro, rim e outros órgãos (Rees et al., 2010). Durante a infância 

os pacientes com AF cursam, em alguns casos com uma clínica branda, onde as 

lesões só se manifestam na fase adulta (Quinn et al, 2004) e os danos aos órgãos 

podem ser sintomáticos ou silenciosos, episódicos ou progressivos. Hipertensão 

pulmonar, osteonecrose, disfunções cognitivas decorrentes de acidente vascular 

cerebral e úlcera de membros inferiores, são exemplos de algumas das 

complicações crônicas graves da AF (Steinberg, 1999; Nouraie et al., 2013).  

Portanto, não há um evento único responsável pelas manifestações clínicas 

na AF, mas fatores como a hemólise e a vaso-oclusão contribuem para o seu 

surgimento sendo agravada ainda por fatores externos e alterações genéticas (Kato 

et al., 2007; Nouraie et al., 2013).  

2.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL 

O AVC pode ser definido como um evento neurológico agudo secundário à 

oclusão de uma artéria ou a uma hemorragia, com consequente isquemia e/ou sinais 

e sintomas neurológicos. Em pacientes com AF, crianças entre 1-9 anos são 



24 
 

 
 

consideradas como a faixa etária mais predisponente para desenvolver o AVC 

(Ohene-Frempong et al., 1998; Asbeutah et al.,2018). Além disso, os acidentes 

vasculares cerebrais isquêmicos apresentam uma grande incidência em pacientes 

falciformes menores de 20 anos, com um pico entre 7 e 11 anos, além de acometer 

adultos maiores de 30 anos. Já o acidente vascular cerebral hemorrágico acomete 

principalmente adultos falciformes entre 20-30 anos (Kato et al., 2009) (Figura 5). 

 

Figura 5: Taxas de risco de acidente vascular cerebral isquêmico e hemorrágico em pacientes 

falciformes, de acordo com a idade. (–––) AVC isquêmico; (-----) AVC hemorrágico (Ohene-Frempong 

et al., 1998). 

A AF pode contribuir para o desenvolvimento do AVC por criar uma fonte 

persistente de lesão endotelial em consequência a hipóxia, aumentar a tensão de 

cisalhamento, promover uma maior adesão das hemácias falcizadas ao endotélio, 

além da inflamação gerada pela lesão de reperfusão. Estes efeitos levam a 

produção de citocinas, promovendo uma disfunção endotelial, aumento de 

mediadores inflamatórios, adesivos e trombóticos, além de inibir a produção de 

mediadores citoprotetores, como o óxido nítrico (Phelan & Faller, 1996; Solovey et 

al., 1997; Fasano et al., 2015). 
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Na AF, o acidente vascular cerebral é uma das principais causas de óbito 

em crianças e adultos. O AVC, isoladamente, é responsável por 20% dos óbitos de 

crianças com doença falciforme entre 5-10 anos; além disso, 70% das crianças que 

desenvolvem o AVC apresentam déficit motor e significante déficit cognitivo (Ohene-

Frempong et al., 1998; Zhou et al., 2011; Naik et al.,2018). Ademais, crianças 

portadoras de anemia falciforme possuem um risco 300x maior de desenvolver um 

acidente vascular cerebral, tornando assim a AF a maior causadora de AVC durante 

a infância. A recorrência do AVC é frequente e acontece em cerca de 70% destes 

pacientes, geralmente nos três primeiros anos após o primeiro acidente 

cerebrovascular (Hoppe et al., 2007; Zhou et al., 2011). 

Fatores que predispõem pacientes com anemia falciforme a essa 

complicação não estão bem estabelecidos (Sarnaik & Ballas, 2001). Apesar da 

etiologia do AVC não ser bem compreendida, estudos sugerem a existência de um 

componente genético, além da mutação pontual na globina β. Os principais 

candidatos para a avaliação da predisposição do AVC em pacientes falciformes 

incluem genes envolvidos na lesão endotelial, trombose e inflamação (Hoppe et al., 

2007). 

Por apresentar uma alta incidência na AF, são necessários testes 

prognósticos que possam identificar precocemente pacientes que possuam alto risco 

de desenvolver o AVC. A identificação precisa pode contribuir para um tratamento 

preventivo, diminuindo a ocorrência de acidentes vasculares cerebrais primários em 

portadores de AF (Flanagan et al., 2011; Bernaudin et al., 2014). 

2.2.1 Prevenção da Doença Cerebrovascular Falciforme 

2.2.1.1 Doppler Transcraniano (DTC) 

Dentre os pacientes com AF que desenvolveram o AVC, 70-90% 

apresentam vasculopatia estenótica dos grandes vasos cerebrais (Hsu et al, 2003). 

A ultrassonografia através do Doppler Transcraniano (DTC), método não invasivo 

que determina as velocidades de fluxo sanguíneo das artérias cerebrais, identifica as 

crianças com risco elevado para o desenvolvimento do AVC pela detecção precoce 

dessa vasculopatia, permitindo que se faça a profilaxia primária da ocorrência desse 

evento (Adams et al., 1992; Flanagan et al., 2011; Connes et al., 2013; Prakash, 

2018). O risco do AVC é diretamente proporcional ao aumento da velocidade média 
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nas artérias cerebrais, como as artérias carótidas internas distais e cerebrais médias 

proximais (Adams et al., 2004; Flanagan et al., 2011). 

Crianças com AF, por apresentarem ossos cranianos mais finos e janelas 

acústicas maiores, têm velocidade de fluxo cerebral detectada de modo mais fácil 

que os adultos pelo DTC. Entretanto, cerca de 5% das crianças apresentam DTC 

inadequado, por não se conseguir mensurar o fluxo sanguíneo (Adams et al., 2004; 

Hoppe, 2005). Porém, aproximadamente 19% das crianças falciformes, mesmo com 

DTC normal, podem vir a desenvolver um AVC (Adams et al., 2004). 

Devido à anemia, crianças falciformes apresentam DTC ainda maiores 

(Velocidade de fluxo 130-140 cm/s) do que crianças sem AF (Velocidade de fluxo 

90-100 cm/s). Velocidades de fluxo cerebral acima de 140 cm/s podem indicar uma 

estenose cerebral ou apenas um aumento geral no fluxo sanguíneo cerebral 

(HOPPE, 2005). Crianças falciformes com DTC alterado (Velocidade de fluxo ≥ 200 

cm/s) apresentam 44x mais chances de desenvolver um AVC do que as que tem 

DTC normal (Velocidade de fluxo ≤ 170 cm/s). Entretanto, o valor de 200 cm/s não é 

absoluto, visto que pacientes que apresentam DTC em faixa condicional (Velocidade 

de fluxo 170-199 cm/s) também apresentam elevado risco de desenvolver o AVC 

(Flanagan et al., 2011) (Figura 6). 

 

Figura 6: DTC na faixa alterada (Velocidade de fluxo média de 204 cm/s) de criança com anemia 

falciforme. (Fonte: HEMOMINAS). 
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2.2.1.2 Hidroxiuréia (HU) 

Atualmente, a hidroxiuréia (HU), agente quimioterápico leve, inicialmente 

utilizado nas doenças onco-hematológicas, é a única droga aprovada capaz de 

modificar o curso clínico da doença, por melhorar os parâmetros hematológicos e 

diminuir o número de crises dolorosas e hospitalizações dos pacientes com AF 

(Charache et al., 1995; Rosse et al., 2000; Wang et al., 2011; Menzel,2018). Os 

efeitos benéficos da HU, um inibidor da fase S do ciclo celular, são atribuídos a sua 

capacidade de aumentar a produção de hemoglobina fetal (HbF), codificada pelo 

gene da globina  (HBG), em células progenitoras eritróides através de uma via 

dependente de GMPc, aumentando a concentração final de HbF na hemácia 

falcizada e inibindo, assim, a polimerização da HbS (Cokic et al., 2003). Além disso, 

alguns estudos sugerem que a HU pode promover benefícios por mecanismos não 

relacionados a indução de HbF, como um efeito anti-inflamatório na diminuição do 

número de leucócitos, citocinas e moléculas de adesão e um aumento da produção 

de óxido nítrico (Zimmerman et al., 2004; Cokic et al., 2006, Platt, 2008; Green & 

Barral, 2014; Yawn et al., 2014). 

A hemoglobina fetal (HbF) é a molécula mais estudada como modulador 

genético na AF. Por não participar do polímero de HbS e, consequentemente, 

diminuir a formação deste mesmo polímero, o aumento dos níveis de HbF pode 

melhorar o curso clínico do paciente falciforme. Pacientes com AF apresentam 

índices de HbF variando entre 1-30% (média de 8%), modulados, em parte, pelos 

haplótipos da globina . No entanto, ter o conhecimento do nível de HbF de um 

paciente falciforme é insuficiente para prever as possíveis complicações clínicas. 

Alguns pacientes apresentam graves complicações da doença mesmo apresentando 

níveis de HbF em torno de 20% (Wyszinski et al., 2004; Akinsheye et al., 2011). 

Crianças com AF apresentam uma maior sobrevida após o tratamento com 

HU, principalmente pela diminuição do desenvolvimento de síndrome torácica aguda 

e infecções. Além disso, uma diminuição dos níveis de reticulócitos e neutrófilos, 

fatores de risco já estabelecidos da doença falciforme, tem sido descrita após o 

tratamento com essa droga (Lobo et al., 2013). Ademais, estudos prévios já 

demonstraram que a terapia com HU tem sido associada com uma diminuição das 
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velocidades de fluxo sanguíneo nas artérias cerebrais, mensurado pelo DTC, e com 

uma menor taxa de recorrência do AVC (Ali et al., 2011; Lagunju et al., 2015). 

Por se tratar de um agente quimioterápico, o uso da HU foi questionado 

inicialmente devido aos possíveis efeitos adversos que poderiam ser causados a um 

longo prazo. Entretanto, vários estudos de acompanhamento de pacientes 

falciformes que utilizaram a droga foram realizados, não se encontrando associação 

entre a HU e possíveis efeitos neoplásicos (Steinberg et al., 2003; Ballas et al., 

2009; Steinberg et al., 2010).  

Sendo assim, o uso da HU tem sido cada vez mais incentivado em pacientes 

com AF (Steinberg et al., 2003; Steinberg et al., 2010). Apesar de conter alguns 

efeitos adversos temporários, como leucopenia e plaquetopenia, que poderiam 

predispor os pacientes a infecções e sangramentos, o risco do uso da HU em 

pacientes falciformes é aceitável quando comparado com o risco de pacientes 

falciformes não tratados (Brawley et al., 2008). 

2.2.2 Transfusões Crônicas 

A identificação de pacientes com risco para o desenvolvimento do AVC por 

um método de triagem, como o DTC, permite a administração precoce de 

transfusões profiláticas, beneficiando o portador de AF (Steinberg, 2005). Manter o 

nível de HbS em torno dos 30% é recomendado como prevenção do AVC primário e 

secundário em crianças de 2-16 anos, com o uso de terapias baseadas em 

transfusões crônicas. Apesar de sua eficácia em prevenir o AVC, transfusões 

crônicas apresentam riscos associados, como infecções, aloimunizações e 

sobrecarga de ferro, necessitando de uma terapia quelante (Vichinsky, 2001). 

Em pacientes com AF e velocidades de fluxo elevadas no DTC, transfusões 

crônicas e regulares de concentrado de hemácias (entre 21 e 30 dias) reduzem em 

90% o risco de ocorrer um primeiro AVC, além de diminuir a taxa hemolítica e o nível 

de hemoglobina plasmática livre (Lezcano et al., 2006). Entretanto, estudos têm 

demonstrado que a descontinuidade das transfusões, mesmo após vários anos, 

pode reverter as velocidades de fluxo cerebrais para valores pré-transfusionais, 

favorecendo o desenvolvimento do AVC (Steinberg, 2005). 
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A limitação do DTC em identificar todos os portadores de AF que irão 

desenvolver um AVC, associada com a dificuldade de comprometimento dos 

pacientes com programas crônicos de transfusão por tempo indeterminado, expõe a 

necessidade de marcadores mais sensíveis e específicos para inferir o risco do AVC 

(Flanagan et al., 2011). 

2.3 INFLAMAÇÃO 

A adesão de leucócitos ao endotélio vascular e a lesão endotelial 

subsequente, com produção de citocinas e proteínas de fase aguda, podem 

apresentar um papel significativo nas crises vaso-oclusivas da AF (Chiang & 

Frenette, 2005). Além disso, um elevado número de leucócitos é considerado um 

fator de risco da doença, por ter sido associado com um aumento de morte precoce 

(Turhan et al., 2002). 

No fenômeno vaso-oclusivo, os leucócitos têm atração facilitada pela 

trombospondina, ligando-se à proteína de adesão CD47 expressa nos eritrócitos 

falciformes. A vaso-oclusão, então, gera uma cascata que se retroalimenta: gera 

hipóxia, que gera inflamação, atraindo, assim, mais leucócitos e ativando 

continuamente o endotélio (que expressam mais moléculas de adesão, como 

VCAM-1 e ICAM-1, facilitando a adesão dos elementos sanguíneos), tornando assim 

a AF uma doença inflamatória crônica (Zago e Pinto 2007). 

Processos inflamatórios crônicos, seguidos de lesões de isquemia-

reperfusão, apresentam um papel fundamental no desenvolvimento de isquemias 

cerebrais (Marousi et al., 2011). A ativação de citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias podem estar relacionadas ao desenvolvimento e evolução do AVC, 

caracterizando os polimorfismos em genes inflamatórios como possíveis 

moduladores desse evento clínico (Marousi et al., 2011; Park et al., 2011). 

2.3.1 Interleucina 6 

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pró-inflamatória codificada pelo gene 

IL6, localizado no cromossomo 7 (7p21). É uma citocina multifuncional sintetizada 

por vários tipos celulares, porém, células endoteliais, fibroblastos e monócitos são os 

maiores produtores da IL-6 durante inflamações sistêmicas (Heinrich et al., 1990; Ma 

et al., 2011; Chakraborty et al. 2013). No SNC, sua produção está envolvida na 
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patogênese de várias desordens neurológicas, como o AVC (Van Wagoner & 

Benveniste, 1999). 

 Desde a sua descoberta, a IL-6 demonstrou ter diversas funções biológicas 

bem caracterizadas, como seu papel como um fator imune e hematopoiético. A IL-6 

impulsiona a proliferação e diferenciação de células B em células  plasmáticas 

(Muraguchi et al., 1988), induz a síntese de proteínas de fase aguda Moshage, 

1997., e desempenha um papel na maturação e ativação de células T (Takai et al., 

1988) 

 IL-6 age nas células alvo através de um complexo de receptores composto 

por IL-6, gp130 e IL-6R ou o sIL-6R. Acredita-se que a ativação do receptor requer a 

formação de um complexo hexamérico composto por duas das proteínas acima 

mencionadas (Ward et al., 1994). A  formação do receptor de IL-6 leva à fosforilação 

e ativação da gp130 associada a tirosina quinases (JAK quinases). A ativação JAK 

ainda leva à fosforilação de resíduos de tirosina do STATs (Signal Transducer 

Activator of Transcription), de uma maneira específica para cada tipo celular. Após a 

fosforilação, As proteínas STAT dimerizam, translocam para o núcleo e ligam-se a 

elementos nos promotores da resposta à IL-6 genes (Van Wagoner & Benveniste, 

1999). 

Recentemente, evidências indicaram que altos níveis séricos de IL-6 

estavam associados a um pior prognóstico em pacientes com angina instável, 

doença miocárdica aguda infarto e acidente vascular cerebral isquêmico. Foi 

indicado que a IL-6 estava envolvida na aterosclerose, doença cardiovascular, e 

resposta inflamatória ao AVC. Em condições fisiológicas normais, os níveis de IL-6 

no SNC permanecem baixos, no entanto, durante a lesão cerebral e inflamação, os 

níveis de IL-6 aumentam (Ma et al., 2011).  

 

Estudos demonstraram que alterações nessa citocina, como um 

polimorfismo na posição -174 (G/C) do gene IL6 (rs1800795), podem influenciar o 

desenvolvimento do AVC, com o alelo G sendo responsável por uma maior atividade 

da IL-6 do que o alelo C (Ma et al., 2011; Chakraborty et al. 2013). Além disso, esse 

polimorfismo está associado com a extensão do AVC isquêmico em pacientes 

jovens, com o alelo G sendo um fator de risco para essa condição (Fishman et al., 

1998; Greisenegger et al., 2003; Flex et al., 2004). 
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2.4 ÚLCERAS DE MEMBROS INFERIORES 

A úlcera de membros inferiores é a complicação cutânea mais frequente na 

doença falciforme, atingindo principalmente a região dos maléolos medial e lateral e 

a região frontal da perna e calcanhares, e ocorre devido a vaso-oclusão, hipóxia 

tecidual, hemólise e fatores genéticos, apresentando cicatrização lenta e alta taxa de 

recorrência (Serjeant et al., 2005; Paladino, 2007; Bowers, 2013; Alavi and Kirsner, 

2015). Ocorre entre 8% a 10% dos pacientes falciformes, atingindo percentual maior 

que 50% em pacientes que residem em áreas tropicais. A variabilidade é 

determinada por diferenças genéticas e condições ambientais e é predominante no 

sexo masculino acima dos 10 anos de idade (Steinberg, 2008).  

As úlceras são bastante dolorosas e geralmente aparecem em consequência 

a pequenos traumas e picadas de insetos, mas podem até mesmo aparecer 

espontaneamente. A lesão pode ser agravada pela colonização de bactérias na 

base das lesões, e em alguns, o debridamento cirúrgico, o retalho miocutâneo por 

microcirugia e o enxerto de pele parcial do próprio paciente podem ser realizados, 

evidenciando a gravidade dessa manifestação clínica e o modo como ela interfere 

na qualidade de vida dos pacientes falciformes (Paladino, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Fotografia representativa da úlcera de membros inferiores, com comprometimento do 

maléolo medial direito (McMahon, et al 2010). 
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2.4.1 Classificação  

Apesar de se tratar de uma manifestação clínica de origem multi fatorial, em 

que a patogênese não está completamente esclarecida, foram estabelecidos índices 

de gravidade baseados no tamanho, profundidade e duração (Minitti et al., 2010). O 

estadiamento com relação a extensão dos danos pode ser proposto da seguinte 

maneira: 

 Fase 1: Eritema com pele intacta, em que se anuncia a ulceração da pele com 

sintomas, tais como, descoloração da pele, calor, edema, endurecimento da 

região; 

 Fase 2: Perda parcial dos componentes da pele com envolvimento principal 

da epiderme e derme; 

 Fase 3: Comprometimento de todas as camadas da pele chegando a necrose 

do tecido subcutâneo, em que a úlcera, normalmente, se apresenta sob a 

forma de cratera; 

 Fase 4: Perda completa da espessura da pele com destruição extendendo-se 

até o músculo, ossos ou estruturas de suporte, como tendões, em que há 

necrose tecidual. 

  

Figura 8 – Imagens de úlceras maleolares de pacientes com anemia falciforme 

acompanhados na Fundação Hemope. 

Fonte: Fotos cedidas pelo LabCen.  
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De acordo com sua duração, as úlceras podem ser classificadas em agudas 

ou crônicas. Entretanto não há uma definição consensual que defina um período 

específico para a cronicidade, aceitando- se, de modo geral, aguda quando há 

cicatrização em menos de um mês, e crônica com duração acima de 2 meses, não 

sendo rara a permanência desta por vários anos em fenômeno contínuo de 

cicatrização e reabertura (Minitti et al., 2010, Umeh; 2017).  

As úlceras espontâneas surgem em áreas da derme que sofrem sucessivos 

quadros de hipóxia tecidual e danos ao endotélio. Crises hemolíticas provocam 

diminuição da biodisponibilidade de óxido nítrico e vaso-oclusões recorrentes 

resultam em infarto tecidual e necrose, além das infecções bacterianas. Com o 

avanço do processo inflamatório, há degradação da derme e a úlcera se instala. 

Sem o tratamento devido, a capacidade de cicatrização da pele é afetada, e a lesão 

torna-se crônica (Ladizinski et al., 2012).  

Com o objetivo de esclarecer a fisiopatologia da microcirculação e as 

características histopatológicas dessas lesões, Minniti e colaboradores (2013) 

realizaram um estudo com 18 pacientes com anemia falciforme que apresentaram 

úlceras ativas. Foram utilizadas técnicas de captura de imagem a laser, para 

acompanhamento da microcirculação, e biópsias para estudo histológico.  

A biópsia foi realizada em úlceras ativas com até quatro semanas de 

duração, livres de infecção. Os achados mostraram que a base da UM é formada 

por tecido de granulação com infiltrado inflamatório crônico e regiões com processo 

inicial de cicatrização e espessamento do endotélio. Mudanças epidérmicas com 

deposição de queratina e fibrina em excesso, ocasionando compressão do lúmen de 

pequenos vasos e consequente estase sanguínea. Há um processo intenso de 

neovascularização com espessamento da parede dos novos capilares e vênulas, 

com estase sanguínea e vaso-oclusão decorrente da ausência de flexibilidade dos 

eritrócitos falcizados (Minniti et al., 2013).     

2.4.2 Tratamento e Prevenção 

O tratamento das úlceras consiste, sumariamente, dos cuidados com as 

feridas abertas, sendo feito, basicamente, com uso de curativos secos. Com o 

tratamento adequado as úlceras podem cicatrizar em poucos meses, entretanto, 
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úlceras mais extensas e com mais tempo de abertas podem requerer maiores 

cuidados exigindo terapias auxiliares, tais como, enxerto de pele, uso de botas, 

aplicação tópica de Burtirato de Arginina ou Sulfato de Zinco (Delaney et al,. 2013).  

A utilização da Hidroxiureia (HU) é considerada favorável ao quadro geral do 

paciente falciforme, sem, contudo, colaborar diretamente na prevenção das úlceras 

ou aceleração de sua cicatrização. Transfusões sanguíneas crônicas são 

preconizadas para o tratamento, embora não haja dados sistemáticos comprovando 

sua eficácia (Minitti et al., 2010). 

Observações clínicas e estudos epidemiológicos documentam o papel 

central do trauma no aparecimento das úlceras. Este fato proporciona uma série de 

intervenções simples que permitem reduzir a prevalência desta manifestação, como, 

por exemplo, a utilização de artefatos portetores para a região comumente afetada 

(MInitti et al, 2011).  

Um fator importante, é fato de que as condições sócio econômicas tem um 

importante efeito sobre a frequência e extensão das úlceras, de modo que uma 

melhor qualidade de vida influenciará as consequências desse fenômeno (Connor, 

2017).  

2.4.3 Fatores Genéticos nas Úlceras maleolares 

A recorrência das úlceras é frequente, e o processo de cicatrização é lento e 

ainda não há tratamentos definitivos (Umeh et. al, 2017). Os motivos pelos quais 

elas surgem espontaneamente e porque se tornam crônicas, vem sendo 

esclarecidos por estudos que avaliam disfunções nas vias de ativação dos genes 

envolvidos nos mecanismos de reparo. Variantes genéticas que descontrolam estas 

vias podem ser responsáveis pela cronicidade do processo. A principal via 

participante na recuperação de lesões, é a via do fator transformador do crescimento 

β (TGF-β) (Jude et al., 2001). 

Estudos recentes investigam o papel dos genes com função na modulação 

de respostas inflamatórias. Realizando estudos de associação de polimorfismos de 

base única, Nolan e colaboradores (2006) verificaram o envolvimento de 

polimorfismos na via de ativação do gene TGF-β (do inglês, transforming growth 

factor β) no desenvolvimento de úlcera de perna em portadores da doença 

falciforme. Assim como Fertrin e Costa (2010), também baseados no mesmo 



35 
 

 
 

princípio, relataram em um artigo de revisão o envolvimento da via do TGF-β com as 

principais manifestações clínicas na AF, ressaltando seu papel na ocorrência da UM 

(Fertrin & Costa, 2010). 

2.5 FATOR TRANSFORMADOR DO CRESCIMENTO (TGF-Β)  

O TGF-β é uma citocina pleiotrópica que atua como um potente inibidor do 

crescimento de uma ampla variedade de células, incluindo células epiteliais, células 

endoteliais vasculares, células hematopoiéticas e linfócitos (Roberts  Sporn, 1990; 

Miyazono et al., 1994; Blobe et al., 2000, Ligi et. al., 2017). Atua também no curso 

patológico de úlceras gástricas e de pele, regula o processo de cicatrização, 

reepitelização, inflamação local e formação de granulação do tecido (Tanigawa et 

al., 2005; Pastar et al., 2010). É uma citocina multifuncional com fortes efeitos sobre 

o sistema imunológico, sendo secretada por diversos tipos celulares: células T, 

fibroblastos, células epiteliais e plaquetas (Lawrence,1995).  

Alterações das vias de sinalização de TGF-β resultam na perda da 

regulação do crescimento celular, que é uma das etapas cruciais na oncogênese. O 

TGF- β é também um potente indutor de fibrose do tecido, o qual pode fornecer um 

microambiente adequado para o crescimento de células em transformação 

(Myiazono, 2001). 

O mecanismo pelo qual essas funções ocorrem, é dependente de interação 

do TGF-β com receptores na superfície celular, que desencandeará a ativação de 

diferentes vias de sinalização e regulação da homeostase em praticamente todos os 

tecidos do organismo. Somente a molécula ativa é capaz de se ligar ao seu receptor, 

e este mecanismo representa um sistema típico de interação ligante-receptor, 

seguido de transdução de sinal e culminando em um efeito biológico (Massangué, 

1998; Shi & Massangué, 2003).    

Existem três isoformas de TGF-β que são codificados por genes distintos: 

TGF-β1, localizado no cromossomo 19q13.1, TGF-β2 (1q41) e TGF-β3 no 

cromossomo 14q24 com estruturas e atividades biológicas similares (Roberts  

Sporn, 1990). Muitas outras proteínas também têm estruturas essencialmente 

similares ao TGF-β e são coletivamente incluídas na superfamília TGF- β, que inclui 

mais de 30 proteínas, entre elas as proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) 

(Massagué, 1998; Kawabata  Miyazono, 2000). 
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Os diversos efeitos dos tipos do TGF-β, são mediados de acordo com o tipo 

de receptor específico localizado na membrana celular, sendo três respectivamente: 

TGF-βR1, TGF-βR2 e o tipo TGF-βR3. O desequilíbrio na produção do TGF-β está 

implicado no surgimento de câncer, doenças com distúrbios fibróticos e processos 

inflamatórios (Massagé, 1998; Liu & Pravia, 2010; Poniatowski et al, 2015). 

2.5.2  Via de Sinalização do TGF-β  

O TGF-β1 é secretado sob a forma de um complexo latente, o qual é 

incapaz de interagir com seu receptor, portanto é biologicamente inativo. Ao ser 

clivado, esse complexo libera TGF-β1 como uma proteína homodimérica ativa de 25 

kDa, com sub-unidades de 112 aminoácidos (Massagué, 1998).  

 A via de transdução do sinal do TGF-β inicia-se com a ligação do peptídeo 

TGF-β ao receptor tipo II específico (TGFRII) o qual fosforila e ativa o receptor tipo I 

(TGFRI). Estes receptores são moléculas transmembranares com domínio de 

serina/treonina cinase (Massangué, 1998). O receptor tipo III (TGFRIII), conhecido 

como betaglicana, é o tipo mais abundante e eles funcionam ligando TGF-β e depois 

o transferindo para seus receptores de sinalização, os receptores de tipo I e II, dessa 

forma facilitando o acesso da citocina aos receptores do tipo I e II (Ramirez et al., 

2013).  

Uma vez o TGF-β ligado aos receptores, ocorrerá a formação de um 

complexo heterotetramérico, com exposição de sítios específicos para ligação com 

proteínas SMADs (figura 9). O TGFBRI propaga a sinalização através da ativação e 

fosforilação de proteínas citoplasmáticas da família de R-SMADs (conhecidas como 

SMADs regulatórias tipo 2 e 3) em sítio conhecidos como SSXS da porção C-

terminal que é conservado em todas as R-SMADs (Laurence, 1995; Massangué, 

1998).  

Quando fosforiladas as proteínas R-SMAD2 e R-SMAD3 permitem a 

formação de homodímeros (pSMAD2/2 ou pSMAD3/3) ou heterodímeros 

(pSMAD2/3). A transdução do sinal é mediada por uma proteína SMAD co-

estimulatória (Co-SMAD), a SMAD 4. Forma-se então um complexo da SMAD 4 com 

as SMADs 2 e 3, que é translocado para o núcleo onde irá controlar a transcrição de 

genes alvos (Massangué, 1998). 
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Entretanto, esta via necessita de regulação inibitória, sendo exercida por 

uma SMAD inibitória, a SMAD7, que impede a fosforilação de R-SMADs e interfere 

na formação do complexo R-SMAD com a Co-SMAD (Attisano & Wrana, 1998; Shi & 

Massagué, 2003; Rubtsov & Rudensky, 2007). 

 

Figura 9 – Desenho esquemático ilustrando a via de sinalização do TGF-β. Transdução de sinal 

superfamília TGF-β/BMP. Ligantes do TGF-β, se ligam a receptores do tipo II, que, em seguida 

recrutam os receptores do tipo I levando a transfosforilação de receptores tipo I. Receptor tipo I 

ativado fosforila RSmad 2/3, que, em seguida, com o complexo de Smad4, translocam-se para o 

núcleo onde irão se ligar a regiões específicas no DNA, co-estimuladores ou co-repressores de genes 

alvo. Esta via é inibida pela I-Smad7 no núcleo, e SMURF1 no citoplasma (Adaptado de Rubtsov & 

Rudensky, 2007). 

 

SMADs possuem estruturas peculiares, que lhes confere funções diferentes. 

São constituídas por domínios conservados, amino-terminal (MH1) e carboxi-

terminal (MH2), e um domínio central pouco conservado que conecta domínios MH1 

e MH2. O domínio MH1 confere às SMADs capacidade de associação com o DNA e 

interação com fatores de transcrição, enquanto MH2 é importante para formação do 
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complexo SMAD-receptor e confere atividade transcricional. Embora SMAD2 e 

SMAD3 compartilhem alta homologia e ambas sejam capazes de responder ao 

estímulo gerado pelo complexo TGF-β/receptor ou activina/receptor, existem 

diferenças funcionais entre as R-SMADs, que poderiam ser explicadas em parte pela 

capacidade de a SMAD3 se ligar ao DNA, enquanto a SMAD2 apresenta um inserto 

em seu domínio MH1 que impede sua interação com o DNA (Massangué, 1998; 

Wringhton et al., 2009). 

 

Figura 10 – Domínios estruturais das SMADs. Os domínios MH1 da SMAD2 possui uma sequência 
adicional de 30 aminoácidos, conferindo 66% de homologia com SMAD3. Esta por sua vez, contém 
na porção Liker uma região de trans-ativação (TA) de ligação com MAPK. Enquanto que a SMAD4, 
apresenta na porção Liker um ponto de sinalização de exportação do núcleo. Comumente, as SMADs 
possuem NLS um sinalizador nuclear, com função de importar o complexo para o núcleo da célula. 
Em contra-partida, a I-SMAD7, apresenta apenas o domínio MH2, como sendo controlador da 
fosforilação (Adaptado de Samanta & Datta, 2012). 

 

2.5.3 Regulação negativa da via de sinalização do TGF-β  

Além das SMADs envolvidas na transdução da sinalização intracelular dos 

ligantes da família TGF-β ao núcleo, denominados SMADs regulatórias, a via de 

sinalização de TGF-β é regulada pelo SMAD7, classificada como SMAD inibitória (I-

SMAD), que são induzidas pela sinalização por SMAD, acumuladas no núcleo e 

podem ser então exportadas após estímulo via TGF-β.  A SMAD7 bloqueia a 

fosforilação dos R-SMADs, interferindo na fosforilação de SMAD2/3 pelo receptor 

tipo I e na formação do complexo R-SMAD/ Co-SMAD. A transcrição de SMAD7 é 
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induzida por TGF-β e mediada pela ligação de SMAD3 e SMAD4 na região 

promotora do SMAD7, este complexo estimula então a desfosforilação do receptor 

pelo recrutamento de fosfatases, representando um mecanismo auto regulatório da 

via de sinalização TGF-β, a nível do citoplasma (Massagué, 1998; Xu et al., 2012).  

Outra via auto regulatória também controla a formação do complexo no 

núcleo, ativada pelas SMURFs, (do inglês SMAD ubiquitination regulatory factor) 

(Massagué, 1998). As SMURFs são enzimas que regulam a degradação de 

componentes da via de sinalização de TGF-β pelo sistema de proteólise dependente 

de ubiquitinação. A ubiquitinação das proteínas vem sendo reconhecida como um 

importante processo de regulação celular. A ligação da proteína-alvo à ubiquitina 

requer a ação sequencial das enzimas E1, E2 e E3 ligases, sendo que a capacidade 

de E3 reconhecer a proteína-alvo confere uma alta especificidade ao sistema 

ubiquitina-proteossoma (Ebisawa et al., 2001; Suzuki et al., 2002). 

2.5.4 Papel biológico do TGF-β 

O TGF-β tem como principal função a de fator de crescimento onde atua em 

diferentes respostas biológicas, desempenhando atividades proliferativas e anti-

poliferativas, sendo capaz tanto de inibir como de estimular o crescimento de um 

mesmo tipo celular, dependendo do microambiente em que a célula está exposta 

(Massagué, 2000; Massagué & Xi, 2012; Chen et al., 2012).  

Além da ação na proliferação celular, o TGF-β é uma das principais citocinas 

envolvidas na regulação da formação e degradação da matriz extracelular, induzindo 

a expressão de fibronectina, laminina, colágeno, vitronectina e trombospondina. 

Componentes essenciais nos mecanismos de manutenção da homeostase tecidual, 

principalmente nas úlceras de membros inferiores (Jude et al., 2001; Kim Byung-

Chul et al., 2003; Ramirez et al., 2013).  

O TGF-β é comumente classificado como uma citocina anti-inflamatória, de 

resposta Th-2, reguladora do sistema imunológico. Os mecanismos coordenados 

pelas vias de sinalização incluem: a) supressão da diferenciação de células T 

efetoras; b) conversão de células T naive em células T regulatórias; c) inibição da 

produção de citocinas efetoras, tais como IL-2, IL-4, Interferon gama (IFN-) e TNF-
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alfa e; d) supressão da atividade de macrófagos, células dendríticas e células NK 

(Rubtsov & Rudensky, 2007). 

A supressão da ativação de macrófagos inibe a produção do NO. Essa 

inibição também sofre influência do TGF-β que tem a capacidade de estimular a 

atividade da arginase, que é um inibidor competitivo da enzima óxido nítrico 

sintetase induzível (iNOS). A produção de NO está relacionada a importantes 

processos fisiológicos e patológicos, incluindo a destruição de microrganismos 

infecciosos, e a regulação de metaloproteinases de matriz extracelular (Adewoye et 

al., 2006; Weiss & Attisano, 2013). 

Alterações nas vias de sinalização do TGF-β estão relacionadas com 

crescimento celular desordenado, como a proliferação de células cancerígenas, por 

exemplo, com perda de resposta inibidora do crescimento celular. Ao contrário disso, 

um aumento na atividade de TGF-β desempenha papel central na fibrose (Awad et 

al., 1998; Scollen et al., 2011). 

Nos processos de reparo tecidual, o TGF-β é a principal citocina a ser 

ativada e responsável por manter a homeostase local. O mecanismo de reparação é 

um evento que começa imediatamente depois do ferimento, figura 11. Envolve, 

principalmente, inflamação caracterizada por eventos vasculares e celulares (Werner 

& Grose, 2003; Ramirez et al., 2013).  
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Figura 11 – Funções do TGF-β na cicatrização de lesões teciduais (Adaptado de Werner & Grose, 

2003). 

Depois de instalada a lesão tecidual, há formação de coágulo, deposição de 

fibronectina, reepitelização, neovascularização e fibroplasia. Tanto em feridas bucais 

quanto em feridas de pele estão envolvidos múltiplos tipos celulares (neutrófilos, 

macrófagos, fibroblastos, queratinócitos, células endoteliais), mediadores solúveis 

(fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas), insolúveis (componentes da matriz 

extracelular) numa sequência de eventos que compreende 3 fases: inflamação, 

proliferação (especialmente fibroblastos) e remodelação (Werner & Grose, 2003; Kim 

Byung-Chul et al., 2003). Nos pacientes com anemia falciforme, a ocorrência de 

vaso-oclusões subsequentes à formação das hemácias falcizadas, compromete o 

fluxo sanguíneo local, conduzindo a hipóxia tecidual local resultando em úlceras de 

perna (Minniti et al., 2010).  

Depois de lesão tecidual aguda, a expressão do TGF- β1 é aumentada, 

sendo secretada rapidamente por queratinócitos, plaquetas, monócitos, fibroblastos 

e macrófagos (Faler, 2006). Embora o TGF-β e seus receptores sejam altamente 

expressos em lesões agudas, a expressão dos seus receptores  é reduzida em 

lesões crônicas (Cowin, 2001; Jude,2002).  

Diante da compreensão das funções do TGF-β, estratégias terapêuticas 

para acelerar a recomposição dérmica em lesões e inibir a proliferação celular em 
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patologias cancerígenas, vêm sendo estudas como formas de melhorar tratamentos 

médicos (Arno et al., 2014). 

2.6 VARIÁVEIS GENÉTICAS NO ESTUDO DAS MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS NA 

ANEMIA FALCIFORME 

Os estudos de associações de polimorfismos genéticos vêm ganhando um 

valor crucial no que concerne ao entendimento da variabilidade fenotípica da anemia 

falciforme, uma vez que interações das modificações genéticas com o ambiente em 

que o indivíduo vive, pode responder a alguns questionamentos a respeito da 

variabilidade do fenótipo (Bhatnagar et al., 2013; Galarneau et al., 2013; Mtatiro et 

al., 2014). 

Polimorfismos podem atuar como marcadores genéticos, já que são 

transmitidos associados a outros genes localizados na região cromossômica 

próxima a eles. Dentro de uma espécie, os cromossomos homólogos são bastante 

similares entre si, mas em determinadas localizações do cromossomo (loci) pode 

haver variabilidade na sequência do DNA. Se a variação é encontrada em uma 

frequência superior a 1% da população, denomina-se polimorfismo, e <1% 

considera-se mutação (Collins et al., 1998) 

Descobrir um SNP associado poderia significar a causa direta do 

desenvolvimento de certa doença, mas alternativamente, pode significar apenas 

uma ligação genética ao SNP causal. Portanto, uma investigação mais aprofundada 

e um mapeamento fino das áreas em torno de SNPs associados, como análise da 

expressão de genes alvo geralmente são necessários (Balding, 2006; Lunetta, 

2008). Diante deste contexto, vários estudos investigam como e quais variações 

genéticas podem estar sendo responsáveis pela diversidade fenotípica na anemia 

falciforme. A explicação para questionamentos como: por que alguns pacientes 

desenvolvem úlceras de perna, sem causa prévia, AVC e outros não? Por que uns 

convivem longos anos com a ferida aberta, enquanto em outros elas logo 

cicatrizam? Ou até mesmo por que de alguns pacientes, desde muito jovens já 

conviverem com alto risco de desenvolverem AVC. Essas questões podem começar 

a ser esclarecidas a partir de estudos com SNPs em genes de vias específicas da 

inflamação e cicatrização e sabendo das complicações clínicas, dos riscos de morte 

que o AVC traz para esses pacientes principalmente na infância, e de como a 
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qualidade de vida desses pacientes é bastante afetada na fase adulta pelas UMs, 

levando à complicações graves como a amputação do membro, é muito importante 

encontrar marcadores que possam predizer essas condições (Nolan et al., 2006; 

Bandeira et al., 2014),. 
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It is clear that specific genetic variants may contribute to the development of 

cerebrovascular disease in sickle cell anaemia (SCA) (Flanagan et al, 2013). In 

addition, emerging data suggest that the brain may exhibits key features of 

inflammation (Russo & McGavern, 2015), particularly due to higher levels of the IL-6 

cytokine (Lucas et al, 2006). Here, we retrospectively aim to deduce the prognostic 

relevance of IL6 G-174C polymorphism, and its association with cerebrovascular 

disease in haemoglobin SS-genotyped patients. 

Between March 2013 to July 2016, 316 peripheral blood from haemoglobin 

SS-genotyped patients were collected. Patients were followed from birth until 

September 2016 in a single reference centre in northeast Brazil. Ethical approval was 

obtained from the local Research Ethics Board and, in accordance with the 

Declaration of Helsinki, informed consent was obtained from all patients, or, when 

applicable, from their parents, prior to study commencement. The median age of our 

cohort was 12 years (range: 2-27 years), with 147 males (46%). Eighty-nine patients 

(28%) were older than 18 years. All patients had completed transcranial Doppler 

(TCD) ultrasonography during childhood, and were regularly followed by a 

neurologist, following standard recommendations (Adams et al, 1998). According to 

the time-averaged mean of the maximum velocity in TCD screening (Adams et al, 

1998), patients were stratified as follows: normal TCD (198 patients, 63%), 

conditional TCD (63 patients, 20%), and high-risk TCD (46 patients, 14%). Patients 

who presented with an inadequate TCD analysis (i.e., TCD not interpretable), were 

excluded from our analyses (nine patients; 3%). Important, patients must have 

undergone to two consecutive TCD studies to enter the study. Ischemic stroke 

(hereafter called stroke) was defined as a regional loss of cerebral blood flow due to 

stenotic or occluded cerebral vasculature, as subsequently confirmed by imaging 

exams. Patient follow-up was last updated in October 2016. At this point, patients 

with no history of clinical stroke had no evidence of silent infarcts or transient 

ischemic attack, based on their baseline brain magnetic resonance imaging 

(performed after the first decade of life). The treatment protocol was adapted 

following the multicentre STOP trials criteria (Adams et al, 1998). Briefly, all patients 

with high-risk TCD were treated with regular blood transfusions, with or without 

hydroxycarbamide (19/46; 41%). Patients with conditional TCD were monitored 

quarterly, and 51/63 (81%) were treated with hydroxycarbamide. Patients with normal 



46 
 

 
 

TCD were monitored annually, with clinical intervention (i.e., use of 

hydroxycarbamide after TCD screening analysis, 69/198; 35%), based on others 

clinical complications not related to cerebrovascular disease. Following DNA 

extraction, IL6 G-174C (rs1800795) polymorphisms was detected by real-time PCR 

using the SNP genotyping assay (C___1839697_20, Applied Biosystems, Foster 

City, Califórnia, EUA), according to the manufacturer’s instructions. Details can be 

found in Supplemental data. 

Of the 307 patients, 26 (8.5%) had stroke. The median time for stroke after 

TCD screening was 19 months (range: 1-87 months). According to TCD criteria 

velocities, 6% (12/198), 6% (4/63), and 22% (10/46) of patients assigned to the 

normal, conditional, and high-risk TCD groups experienced stroke (P=0.002), 

respectively. The entire cohort was characterized for the IL6 G-174C polymorphism: 

196/307 patients (64%) carried the IL6 GG genotype, while 103/307 (34%), and 

8/307 (2%) presented with the GC and CC genotypes, respectively. No deviation 

from Hardy-Weinberg equilibrium was detected (P>0.05). The frequency of stroke 

was significantly lower in patients with IL6 GG (6%), compared to patients with the 

GC (11%), or CC (50%) genotypes (P<0.001). The prognostic impact of the IL6 G-

174C polymorphism for each TCD group revealed that the IL6 GG genotype retained 

its significant association with a lower risk of stroke in normal (P=0.005), and 

conditional (P<0.001) TCD groups, but had no impact for the high-risk TCD group 

(P=0.437). With a median follow-up of 10 years (range: 2–27 years), the estimated 

10-year stroke rate of 7% (95% confidence interval, CI: 4-12%). Patients with the IL6 

GG genotype had almost 3-fold lower risk of stroke (odds ratio, OR: 0.38, 95% CI: 

0.16-0.86; P=0.02), albeit these data were not consistent with multivariate logistic 

regression analysis (OR: 0.64, 95% CI: 0.11-3.55; P=0.592) (Table 1). In agreement, 

the cumulative incidence of stroke was significantly lower for patients with the IL6 GG 

genotype (4%, 95% CI: 1-9%), compared to patients with either the IL6 GC (11%, 

95% CI: 6-20%), or IL6 CC genotypes (42%, 95% CI: 16-82%) (P<0.001; Figure 1), 

but IL6 GG genotype did not retain its prognostic value in multivariate proportional 

hazards regression analyses (hazard ratio: 0.69, 95% CI: 0.17-2.74; P=0.602) (Table 

1). 

Some evidence suggest that the IL-6 serum levels may be altered by the IL6 

G-174C CC genotype (Brull et al, 2001;Burzotta et al, 2001;Kilpinen et al, 2001). 
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Such regulatory effect could underlie the adverse outcomes predicted for the IL6 G-

174C polymorphism in stroke development, not only in the general population 

(Chakraborty et al, 2013), but also for patients with SCA. More important, our data 

suggest that patients with normal and conditional TCD could benefit through 

molecular markers (as IL6 G-174C polymorphism), in order to add their predictive 

value to TCD screening. It is important to note that the STOP trials recommend that 

patients with normal and conditional TCD should be monitored annually and 

quarterly, respectively; meanwhile, those patients could develop stroke. We support 

the idea that improvements for primary stroke prevention are necessary, in particular 

for patients with older age. Such initiatives could be achieved integrating genetic 

prognostic variations with the recommendations from the multicentre STOP trial 

(Adams et al, 1998), in order to provide a risk-adjusted therapy predicted to improve 

patient outcomes. 

Although we have demonstrated that the IL6 G-174C polymorphism is 

associated with a risk of stroke in patients with SCA, our data must be taken with 

caution. Most of patients are under 18 years of age, and we may not rule out the 

chance of stroke after the second decade of life. In addition, 35% of patients with 

normal TCD were treated with hydroxycarbamide due to others complications not 

related to stroke, and such intervention may overlap to genetics findings and 

underestimate our results. Finally, validations in independent cohorts could 

significantly strengthen our findings. 
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FIGURE LEGEND 

Figure 1. Cumulative incidence curve. Cumulative incidence of stroke in patients with SCA, 

according to the IL6 G-174C (rs1800795) genotype. For IL6 GG genotyped patients, the median 

follow-up was 10 years (range; 3 to 27 years), whereas the mean follow-up for IL6 GC and GG 

genotyped patients were 11 years (range: 2 to 26 years) and 9 years (range: 4 to 18 years), 

respectively. 
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Table 1. Univariate and multivariate analyses. 

End point Model variables 
Univariate analysis Multivariate analysis 

OR HR 95% CI P-value OR HR 95% CI P-value 

Risk of 
stroke 

IL6 genotype: GG genotype vs GG+GC genotypes 0.38  0.16 0.86 0.02 0.64  0.11 3.55 0.592 

TCD: normal vs conditional vs higher-risk 2.02  1.25 3.26 0.004 0.46  0.05 4.21 0.175 

Therapy after TCD: hydroxycarbamide vs blood transfusion  0.12  0.03 0.38 < 0.001 0.06  0.01 3.73 0.849 

Gender: male vs female 0.99  0.99 2.22 0.991 0.89  0.17 4.59 0.703 

Leukocyte count (×109/L): continuous variable 1.03  0.99 1.11 0.433 1.06  0.99 1.29 0.646 

Haemoglobin levels (g/L): continuous variable 0.85  0.56 1.31 0.486 1.01  0.36 2.81 0.714 

Foetal haemoglobin levels (%): continuous variable 0.88  0.76 0.96 0.013 0.91  0.73 1.13 0.142 

Lactate dehydrogenase: continuous variable 1.11  1.09 1.19 0.017 1.07  0.99 1.2 0.31 

Cumulative 
incidence 
of stroke 

IL6 genotype: GG genotype vs GG+GC genotypes  0.4 0.18 0.87 0.021  0.69 0.17 2.74 0.602 

TCD: normal vs conditional vs higher-risk  1.92 1.23 2.99 0.004  0.51 0.06 4.08 0.528 

Therapy after TCD: hydroxycarbamide vs blood transfusion   0.15 0.05 0.44 0.001  0.7 0.17 3.48 0.188 

Gender: male vs female  1.06 0.49 2.3 0.869  1.2 0.3 4.67 0.791 

Leukocyte count (×109/L): continuous variable  1.04 0.99 1.11 0.261  1.07 0.99 1.27 0.471 

Haemoglobin levels (g/L): continuous variable  0.87 0.58 1.32 0.534  1.05 0.44 2.51 0.901 

Foetal haemoglobin levels (%): continuous variable  0.86 0.77 0.97 0.018  0.88 0.71 1.09 0.264 

Lactate dehydrogenase: continuous variable  1.09 1.01 1.16 0.024  1.03 0.99 1.17 0.651 

NOTE: Odds ratios (OR) or hazard ratio (HR) > 1 or < 1 indicate an increased or decreased risk, respectively, of an event for the first category 
listed. 
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ABSTRACT 

Leg ulcers are one of the most common clinical manifestations of sickle cell anemia 

(SCA). In SCA, leg ulcers present a high rate of reoccurrence, delayed wound 

healing and a higher probability of becoming chronical. The triggering mechanisms 

involve hemolytic and vaso-occlusive episodes, and polymorphisms in regulatory 

genes of the TGF-β pathway were identified recently as contributors of this process. 

Polymorphisms in genes that regulate this pathway are considered as promising 

molecular targets in the elucidation of the pathophysiology of leg ulcers. Therefore, 

our aim was to investigate the relationship of the polymorphisms in TGFBR3, 

TGFBR3, SMAD7 and SMURF1 genes with the occurrence of leg ulcers in patients 

with SCA. Our cohort consist of 275 (100 leg ulcer positive and 175 leg ulcer 

negative) unrelated SCA. Using the recessive model of analysis, we found an 

association between homozygous variants (AA; CC; GG) and the higher incidence of 

leg ulcers in Pernambuco SCA patients for TGFBR3 (P=0.025), SMAD7 (P<0.001) 

and SMURF1(P = 0.041). Moreover,, patients with homozygous genotypes had a 

higher rate of leg ulcers development. Additionally, patients with leg ulcer and 

TGFR3 AA-genotype have the highest levels of TGF1(p=0,041), and these may be 

explained by a compensatory mechanism. In summary, our results demonstrated that 

the studied polymorphisms are involved in the occurrence of leg ulcers in cohorts of 

patients with sickle cell anemia, showing up as potential phenotypic modulators of 

sickle cell disease.   

 

KEY WORDS: Sickle cell disease, leg ulcers, TGF-β pathway 
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KEY POINTS 

 TGFβR3, SMAD7 and SMURF1 polymorphisms are associated with leg 

ulcers development in sickle cell anemia patients 

 Patients with leg ulcer and TGFR3 AA-genotype have the highest levels of 

TGF1 
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INTRODUCTION 

In the clinical setting, leg ulcers represent the most common cutaneous manifestation 

in adult patients with sickle cell anemia (SCA) and constitute the leading cause of 

disabling and morbidity of these patients1-2. Although leg ulcers pathogenesis is 

multifactorial, several evidence attribute to the deregulation/perturbing of 

transforming growth factor beta (TGF-β)-signaling pathway as an important causes of 

leg ulceration in both non-SCA and SCA patients3-4. Similar to others studies we 

have previously demonstrated the clinical importance of specific genetic variants on 

the development of some clinical manifestations in SCA, in particular cerebrovascular 

disease5-7. In this context, it is conceivable that leg ulceration in SCA could also 

harbor. Here, we retrospectively aim to deduce the prognostic relevance of four 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes related to TGF-B pathway in leg 

ulceration and their prognostic importance in haemoglobin SS-genotyped patients 

followed at a single reference centre in Pernambuco, northeast Brazil. 

METHODS 

Patients 

The follow up was last updated in March 2017. From February 2015 to March 2016, 

peripheral blood (PB) from 275 unrelated adult patients with SCA samples were 

collected, and genomic DNA was extracted using standard methods. All patients 

were diagnosed and followed in a single reference center in Pernambuco, northeast 

Brazil. Clinical history was obtained from the medical records, and according to the 

presence or absence of the leg ulcer, patients were stratified as leg ulcers positive 

(100 patients) or leg ulcers negative (175 patients) groups. This study was approved 

by the local Research Ethics Board (#035/10) and, in accordance with the 

Declaration of Helsinki, informed consent was obtained from all patients or, whenever 

applicable, from relatives.  

 

Genotyping of TGFβ family members 

Following DNA extraction, TGFBR2 (rs1019856, Assay ID: C___8778181_10, 

Applied BioSystems), TGFBR3 (rs2038931, Assay ID: C__12002200_10 , Applied 

BioSystems), SMAD7 (rs736839, Assay ID:, C___1076359_10  Applied 

BioSystems), SMURF1 (rs219825, Assay ID: C___1076359_10, Applied 

https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___8778181_10?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__12002200_10?CID=&ICID=&subtype=


58 
 

 
 

BioSystems) polymorphisms was detected by real-time PCR using the SNP 

genotyping assay (Applied Biosystems), according to the manufacturer’s instructions. 

Quantification of the TGFB1 ligand 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from fresh PB using 

Ficoll–Paque Plus (SIGMA, St. Louis, MO) and resuspended in RPMI-1640 medium 

(Gibco, Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco, Carlsbad, 

CA), 10 mM HEPES buffer (Gibco, Carlsbad, CA), 100 U/ml penicillin (SIGMA, St. 

Louis, MO) and 100 g streptomycin (SIGMA, St. Louis, MO). Next, 1×106 cells/ml 

were cultured at 37°C for 24h in the presence or not of phytohemagglutinin (PHA, 

SIGMA, St. Louis, MO), followed by TGFB1 ligand quantification from the 

supernatant using TGFβ1 Emax® ImmunoAssaySystem (Promega, Madison, WI) 

according to the manufacturer’s instructions. 

 

Statistical analysis 

Descriptive analyses were performed for patient baseline features. Fisher’s exact test 

or Chi-square test, as appropriate, were used to compare categorical variables, with 

the Wilcoxon rank-sum test used to compare continuous variables. Cumulative 

incidence curves were constructed reflecting time to leg ulcer development, with the 

log-rank used for comparison of curves. All P-values were two sided with a 

significance level of 0.05. Statistical analyses were performed using Stata 

Statistic/Data Analysis version 12 (Stata Corporation, USA) software.  

 

RESULTS 

Genotyping of TGFβR, TGFβR3, SMAD7 and SMURF genes 

 The main results are summarized in table 1. The groups of patients with 

SCA were in Hardy–Weinberg equilibrium (P>0.05). There was no statistical 

difference between SCA patients and controls for the TGFβR2 polymorphism. 

However, the presence of the rs2038931 in the TGFβR3 gene was associated with 

risk factor for leg ulcers development in sickle cell disease patients (AA vs AG + GG, 

OR: 9.19, 95% CI: 1.02-210.2, P = 0.0252). Thus, the homozygous for this 

polymorphism and the presence of the A-allele, appear to be related to the leg ulcers 

(A vs G, OR:  1.66, 95% CI: 1.02-2.7, P = 0.0398). 
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When we evaluated the polymorphisms of the SMAD7 (CC vs CT + TT, OR: 

0.267, 95% CI: 0.14-0.5, P < 0.001) and SMURF1 (GG vs CG + CC, OR: 0.515, 95% 

CI 0.28-0.94, P = 0.041) genes, we obtained similar results. We found an association 

between homozygous variants and the higher incidence of leg ulcers in patients. In 

agreement, the cumulative probability of leg ulcer was significantly higher for patients 

with the TGFβR3 AA-genotype (P<0.001), SMAD7 CC genotype (P<0.001) and 

SMURF1 GG-genotype (P=0.009)(Figure 1).  

 

Cell Culture – ELISA 

 The main results from Cell Culture are summarized in Figure 2. Our 

analyzes were performed in groups according to the rs2038931 (G→A) TGFβR3 

genotype, which are described below: Group 1 → Leg Ulcer Positive/AA genotype, 

Group 2 → Leg Ulcer Positive/GG genotype, Group 3 → Leg Ulcer Negative/AA 

genotype, Group 4 → Leg Ulcer Negative/GG genotype. Additionally we add a group 

to improve our analyzes: Group 5→ Healthy controls. In our data, we observed that 

Group 1 patients has significantly higher levels of TGFβ1 than the other groups 

(P=0.041) (Figure 2) 

 

DISCUSSION 

TGF is related to several important functions such as cancer, gastric ulcers, fibrotic 

disorders and development and maintenance of leg ulcers in non-SCA patients4,8-9. 

Similarly, many authors have stressed the importance of TGF pathway in the 

inflammatory process, and the absence of their receptors is related to wound healing 

and repair, and consequently to the development of these chronic wound, regardless 

of its etiology8,10-13. The present study found a correlation with the development of leg 

ulcers, in such a way that patients who are homozygous for the TGFR3 

polymorphism, has a higher risk to develop leg ulcers in SCA patients. Similarly to 

our findings, Nolan et al. (2006), in a multicenter study with patients with sickle cell 

anemia in the United States in a sample of 243 cases with SCD that had a history of 

leg ulcer and 516 controls without leg ulcers, demonstrated that polymorphisms 

localized in TGF-β pathway genes (TGFR2, TGFR3, SMAD7, SMURF1, MAP3K7) 

are associated with the leg ulcers in SCD3. Furthermore, immunohistochemistry and 

genic expression studies revealed that TGF- β receptors are reduced in chronic 



60 
 

 
 

wound in non-SCA patients4. It is possible that, in our population, the rs2038931 

polymorphism contributes to reducing the TGFβR3 expression, thereby decreasing 

the activation of target genes responsible for the maintenance of homeostasis of 

epithelial tissue, increasing the likelihood of developing leg ulcers4. Additionally, our 

cytokine evaluations indicate that patients with leg ulcer and TGFR3 AA-genotype 

have the highest levels of TG1, and these may be explained by a compensatory 

mechanism. Therefore, when a decreased expression of the TGFR3 gene is 

present, there is an increase in TG1 production as compensatory mechanism to 

maintain homeostasis of the epithelial tissue. 

The expression of R-SMADS (SMAD2 and 3) and I-SMAD (SMAD7) genes 

in biopsies of active venous ulcers showed that late healing processes exhibit a 

significant expression of SMAD7 and a decrease in the expression of SMAD2 and 3, 

with a consequent decrease in TGF-β receptor expression. Therefore, if this pathway 

is deregulated, there will be no activation of genes for reepitalization, cell growth and 

angiogenesis4. Meta-analysis studies have shown that the intronic polymorphisms 

rs4939827 and rs4464148 in the SMAD7 gene have been associated as a risk factor 

for the development of rectal colon cancer in populations with Caucasian and Asian 

patients14-15. The hypothesis pointed out by these studies emphasizes the role of the 

polymorphisms located in the intronic regions in the regulation of the process of 

alternative splicing and gene expression15. Additionally, the expression of SMURF1 

in pancreatic cancer biopsies with high cell invasion rates are elevated, and silencing 

SMURF1 gene with miRNA (micro RNA) in the culture of cells obtained from biopsies 

decrease the proliferation of the cancer cells16. Therefore, the search for new 

molecular markers in the TGF-β pathway inhibitory proteins (SMAD7 and SMURF1) 

becomes a logical target in the association with cutaneous complications in sickle cell 

anemia. Our data point to the involvement of these polymorphisms as risk factors in 

the occurrence and/or as contributors in the late healing process of leg ulcers in 

patients with SCA. However, we still cannot say how these polymorphisms are 

regulating the expression of genes and interfering in the function of these proteins, 

but if inhibitory proteins involved in TGF-β pathway are being expressed in great 

quantity, there will be no formation of the SMAD2/SMAD3 complex and consequently 

there will be a decrease in the expression of the TGFβR1 and TGFβR2 receptors for 

the cytokine, inactivating the target gene expression17. In view of the importance of 
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the role of TGF-β in the healing process, a better understanding of the balance of 

gene expression of pathway regulators is necessary, especially in patients with sickle 

cell anemia, since the healing process of the ulcers is aggravated not only by the 

clinical situation of the patients, but also the environmental and socioeconomic 

factors that involve the disease4,18. Although the four polymorphisms evaluated in this 

study have a potential effect on the development of leg ulcers, the functional 

evaluation of transcript levels and TGF-β pathway coded proteins are also important 

to understand the real impact of these variants on the modulation of the phenotypes 

presented by SCA patients with leg ulcers. 
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Supplemental table 1. Polymorphisms associated with the incidence of leg ulcer in patients 
with SCA. 
Gene SNP ID Minor allele Genetic model Odds ratio 95% CI P-value 

SMAD7 rs736839 T 
Dominant 1.1 0.5 2.38 0.813 
Codominant 1.8 1.13 2.87 0.001 
Recessive 2.95 1.6 5.43 0.001 

SMURF rs219825 G 
Dominant 0.77 0.47 1.25 0.289 
Codominant 1.36 0.99 1.87 0.042 
Recessive 1.79 1.15 3.17 0.041 

TGFBR2 rs1019856 T 
Dominant 1.15 0.69 1.92 0.588 
Codominant 0.82 0.5 1.34 0.433 
Recessive -    

TGFBR3 rs2038931 A 
Dominant 0.63 0.37 1.07 0.119 
Codominant 1.69 1.1 2.72 0.027 
Recessive 9.15 1.1 79.53 0.025 
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Figure 1.  Cumulative probability of leg ulcer. for TGFBR3 (A), SMAD7 (B) and SMURF 1 (C) genotypes  
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Figure 2.  Levels of TGFβ1 related to TGFBR3 genotypes 
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5 DISCUSSÃO GERAL 

Vários estudos sugerem que alterações genéticas podem influenciar o 

desenvolvimento do AVC (Driscoll et al., 2003; Kwiatkowski et al., 2003; Hoppe et 

al., 2004; Voetsch et al., 2007), e seus efeitos podem modificar o curso clínico da AF 

(Sarnaik & Ballas, 2001; Hoppe et al., 2004; Sebastiani et al., 2010). A natureza 

multifatorial da AF envolve episódios de vaso-oclusão e crises hemolíticas, além da 

ativação de mediadores inflamatórios, disfunção endotelial e estresse oxidativo 

(Conran et al., 2009). Em pacientes com AF, o estresse oxidativo pode causar danos 

aos eritrócitos, reduzindo sua vida média (Amer & Fibach, 2005). Desse modo, 

alterações genéticas relacionadas a processos inflamatórios, podem constituir uma 

ferramenta prognóstica importante na doença. 

 A anemia falciforme é reconhecida como uma doença que apresenta um 

quadro inflamatório crônico (Steinberg, 2006) e, como em outras doenças crônicas, 

o equilíbrio entre citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias encontra-se 

comprometido (Hibbert et al. 2005). Em pacientes com AF, níveis aumentados e 

diminuídos de moléculas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, respectivamente, já 

foram descritos quando comparados com indivíduos saudáveis (Bourantas et al., 

1998; Makis et al., 2000; Hibbert et al. 2005). Apesar disso, os efeitos das moléculas 

inflamatórias na AF ainda são pouco esclarecidos (Lanaro et al., 2009). Algumas 

evidências sugerem que o genótipo IL6 G-174C CC podem aumentar os níveis 

séricos de IL-6; consequentemente, este polimorfismo pode atuar como fator de 

risco para o desenvolvimento do AVC (Brull et al., 2001; Kilpinen et al., 2001), 

apesar de Burzotta em 2001 ter achado efeitos opostos. Esse efeito regulatório 

poderia estar por trás dos desfechos adversos previstos para o polimorfismo IL6 G-

174C no desenvolvimento de acidente vascular cerebral, não apenas na população 

geral (Chakraborty et al, 2013), mas também para pacientes com AF.  

 Entretanto, as associações descritas com esse polimorfismo em populações 

não falciformes são bastante variáveis. Titov e cols (2012) e Chakraborty e cols. 

(2013) analisaram pacientes russos e indianos, respectivamente, e encontraram 

associação entre o IL6 G-174C (rs1800795) e o desenvolvimento do AVC, 

resultados que não foram corroborados por Balding e cols. (2004) e Tuttolomondo e 

cols. (2012), ao analisarem pacientes irlandeses e italianos, respectivamente. 
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  Em nossa coorte, encontramos associação entre o polimorfismo IL6 G-

174C (rs1800795) com o desenvolvimento do AVC, de um modo que o genótipo CC 

atua como fator de risco (3x maior quando comparado com os genótipos GG e GC) 

para o desenvolvimento do AVC. Nossos dados sugerem que pacientes com DTC 

normal e condicional poderiam se beneficiar através de marcadores moleculares 

(como o polimorfismo IL6 G-174C), afim de adicionar seu valor preditivo à triagem de 

DTC. É importante observar que os estudos STOP recomendam que os pacientes 

com DTC normal e condicional sejam monitorados anualmente e trimestralmente, 

respectivamente; enquanto isso, esses pacientes poderiam desenvolver acidente 

vascular cerebral.  

 Apoiamos a ideia de que melhorias na prevenção do AVC primário são 

necessárias, em particular para pacientes com idade avançada. Tais iniciativas 

poderiam ser alcançadas integrando variações de prognóstico genético com as 

recomendações do estudo STOP multicêntrico (Adams et al, 1998), a fim de fornecer 

uma terapia ajustada ao risco prevista para melhorar os resultados dos pacientes. 

 Embora tenhamos demonstrado que o polimorfismo IL6 G-174C está 

associado ao risco de acidente vascular cerebral em pacientes com SCA, nossos 

dados devem ser tomados com cautela. A maioria dos pacientes tem menos de 18 

anos de idade e não podemos descartar a chance de acidente vascular cerebral 

após a segunda década de vida. Além disso, 35% dos pacientes com DTC normal 

foram tratados com hidroxicarbamida devido a outras complicações não 

relacionadas ao AVC, e essa intervenção pode se sobrepor aos achados genéticos e 

subestimar nossos resultados. Finalmente, as validações em coortes independentes 

podem fortalecer significativamente nossos achados. 

         Com relação ao desenvolvimento das úlceras de membros inferiores no 

contexto da AF, estudos de associações de polimorfismos genéticos também vêm 

ganhando um valor muito importante e seu estudo pode esclarecer alguns 

questionamentos a respeito da variabilidade fenotípica da AF(Galarneau et al., 2013; 

Mtatiro et al., 2014). 

Nolan e colaboradores (2006) encontraram associação de polimorfismos com 

úlceras maleolares, em uma amostra de 759 pacientes com anemia falciforme 

oriundos de centros de referência para hemoglobinopatias nos Estados Unidos 

(Nolan et al., 2006). Foram analisados 243 pacientes com histórico de úlceras e 516 
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pacientes que não desenvolveram as úlceras. Os genes candidatos foram 

selecionados de acordo com seu envolvimento na modulação na fisiopatologia da 

doença, atuando em vias de: estresse oxidativo, metabolismo do NO, fatores de 

crescimento e mediadores da inflamação e angiogênese. A partir do mapeamento 

realizado, 129 SNPs de 47 genes possivelmente relacionados com UM foram 

avaliados, sendo os principais, pertencentes à superfamília do TGF-β: TGFβRII 

(3p22) e TGF βRIII (1p33-p32), SMURF1 (rs219825) e SMAD7 (rs736839).  

A desregulação da função e dos níveis destas proteínas estão 

correlacionados com diminuição da expressão dos receptores do TGF-β que 

consequentemente altera toda a transdução de sinais intracelulares, ocasionando 

distúrbios fibróticos e de proliferação celular, (Nolan et al, 2006; Liu & Pravia, 2010; 

Pastar et al., 2010) e outras funções importantes, como câncer, úlceras gástricas e 

desenvolvimento e manutenção de úlceras de perna em pacientes não falciformes 

(Jude et al., 2001; Scollen et al., 2011; Pastar et al., 2010). 

Uma importante contribuição ao entendimento da via de sinalização do TGF-

β, vem a partir do trabalho de Doss e colaboradores (2012). Utilizando ferramentas 

de bioinformática, criaram uma lista de 4.035 SNPs nos genes da família das 

SMADs correlacionando-os com os possíveis efeitos funcionais das proteínas 

resultantes da codificação destes genes. Aproximadamente 1.733 dos SNPs 

encontrados estão localizados em regiões não codificantes (íntrons) podendo 

influenciar no splicing alternativo bem como por outras vias de regulação gênica, 

alterando a função das proteínas resultantes (Doss et al., 2012). Diante da 

importância de um perfeito funcionamento da via de sinalização do TGF-β, 

buscamos investigar esta via, e a relação com a ocorrência das úlceras de perna em 

nossa população de pacientes falciformes. 

     No presente estudo não foi verificado associação com os SNPS dos genes do 

gene TGFΒR2, provavelmente pela amostragem não ser suficiente, diferentemente 

de alguns trabalhos, como o de Nolan em 2006. 

Com relação ao polimorfismo rs2038931 do gene TGFΒR3, o presente estudo 

encontrou associação com o desenvolvimento de úlceras de membros inferiores, de 

uma maneira tal, que os pacientes que são homozigotos para o polimorfismo, tem 

um risco maior de desenvolver essa manifestação clínica na população de pacientes 
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falciformes estudada. Da mesma forma que este estudo, Nolan em 2006, também 

encontrou resultados semelhantes, sendo o único trabalho da literatura que 

pesquisou este polimorfismo, até onde sabemos. 

Pastar em 2010, por imunohistoquímica e análise de expressão, verificou que 

em úlceras que não cicatrizavam, a expressão dos receptores do TGF-β estão 

diminuídas. É possível que em nossa população, o polimorfismo rs2038931 

contribua para a diminuição da expressão do TGFβR3, diminuindo assim a ativação 

de genes alvo, responsáveis pela manutenção da homeostase do tecido epitelial, 

aumentando a probabilidade de desenvolver úlceras de membros inferiores. 

Além disso, nossas avaliações de citocinas indicam que os pacientes com 

úlcera de perna e genótipo AA para o polimorfismo do TGFR3  apresentam os 

maiores níveis de TG1, e isso pode ser explicados por um mecanismo 

compensatório. Portanto, quando a expressão do gene TGF-R3 está diminuída, é 

biologicamente possível que aconteça um aumento na produção de TG1 como 

mecanismo compensatório para manter a homeostase do tecido epitelial. 

A expressão dos genes R-SMADS (SMAD2 e 3) e I-SMAD (SMAD7) em 

biópsias de úlceras venosas ativas mostrou que processos de cicatrização tardia 

exibem expressão significativa de SMAD7 e diminuição da expressão de SMAD2 e 

3, com consequente diminuição na expressão do receptor de TGF-β. Portanto, se 

essa via for desregulada, não haverá ativação de genes para reepitalização, 

crescimento celular e angiogênese (Pastar et al., 2010). Recentemente, estudos de 

metanálise mostraram que os polimorfismos intrônicos rs4939827 e rs4464148 no 

gene SMAD7 foram associados com fator de risco para o desenvolvimento de 

câncer de cólon retal em populações de pacientes caucasianos e asiáticos (Yao et 

al., 2015; Slattery et al., 2015). al., 2010). 

A hipótese apontada por esses estudos enfatiza o papel dos polimorfismos 

localizados nas regiões intrônicas na regulação do processo de splicing alternativo e 

expressão gênica (Slattery et al., 2010. Portanto, a busca por novos marcadores 

moleculares nas proteínas inibidoras da via do TGF-β (SMAD7 e SMURF1) torna-se 

um alvo lógico na associação com complicações cutâneas na anemia falciforme. 

Nossos dados apontam para o envolvimento desses polimorfismos como fatores de 

risco no surgimento e / ou manutenção das úlceras de perna em pacientes com AF. 
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Se as proteínas inibitórias envolvidas na via do TGF-β estão sendo expressas em 

grande quantidade, não haverá formação do complexo  SMAD2 / SMAD3 e 

consequentemente haverá uma diminuição na expressão dos receptores TGFβR1 e 

TGFβR2 para a citocina, inativando a expressão dos genes alvo (Tang Lx et al., 

2012). 

Tendo em vista a importância do papel do TGF-β no processo de 

cicatrização, é necessário um melhor entendimento do equilíbrio da expressão 

gênica dos reguladores das vias, principalmente em pacientes com anemia 

falciforme, uma vez que o processo de cicatrização das úlceras se agrava não 

somente pela situação clínica dos pacientes, mas também pelos fatores ambientais 

e socioeconômicos que envolvem a doença (Pastar et al., 2010; Minniti et al., 2013). 

Embora os quatro polimorfismos avaliados nesta via tenham um efeito potencial 

sobre o desenvolvimento de úlceras de perna, a avaliação funcional dos níveis de 

transcrição e proteínas codificadas pela via TGF-β também é importante para 

entender o real impacto dessas variantes na modulação dos fenótipos apresentados 

por pacientes falciformes com úlceras  maleolares. 
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6 CONCLUSÕES 

 O polimorfismo do gene IL6 G174C está associado com o desenvolvimento 

de acidente vascular cerebral em pacientes com anemia falciforme; 

 Os polimorfismos dos genes TGFβR3 (rs2038931), SMAD7 (rs786839) e 

SMURF1 (rs219825) estão associados com o desenvolvimento de úlcera de 

membros inferiores em pacientes com anemia falciforme, além de os 

genótipos variantes favorecerem o desenvolvimento precoce de úlceras 

maleolares quando comparados com os pacientes com genótipo selvagens e 

heterozigotos; 

 Níveis mais altos de TGFβ1 foram encontrados em pacientes que apresentam 

o polimorfismo do gene TGFβR3 (rs2038931) em homozigose, apresentando 

assim mais um indício da importância da via do TGF-β no desenvolvimento de 

úlceras maleolares em pacientes com anemia falciforme; 
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Medical Journal editors, which has established Uniform Requirements for 

Manuscripts Submitted to Biomedical Journals. 

 

Manuscript length restrictions 
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commonly-understood abbreviations are included in the title, they must be defined in 
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preceding the Abstract in both the submission form metadata and the text document, 

and they will be reviewed by the assigned Editor. 

Key Points are published online, in First Edition, and in print immediately preceding 

the Abstract and will be freely available upon publication. They will not be indexed by 
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narrative and not broken up into subheadings, and should not contain references. 

Authors need to ensure that abstracts are easily readable and understandable to a 

broad readership.  The abstract should accurately reflect the content of the article, be 

written in plain and succinct language and, as much as possible, avoid jargon and 
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The abstract of a research paper should preferably contain the following elements 

(per ICMJE recommendations): The context or background for the study. The authors 

should consider that a vast majority of readers have either no or limited knowledge of 
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background; The study's purpose, i.e., why the study was done. The objectives of the 

research should be explicitly provided, rather than in general statements; 

Methods/procedures (selection of study participants, settings, measurements, 
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analytical methods); Main findings, giving specific effect sizes and their statistical and 

clinical significance, if possible; Main conclusions and interpretation of findings with 

emphasis on new and important aspects of the study and/or observations. 

Methods 

The materials and methods section should be detailed enough to provide clear 

information on what was done experimentally, including all major experimental plans 

and procedures. The Journal will not consider manuscripts that include significant 

portions of the methods section as supplemental data. 

Include in the Methods section as appropriate: A statement that the research was 

approved by the relevant institutional review boards or ethics committees and that all 
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of those who analyzed the data and confirming access of all authors to primary 
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statement.org. 
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final image and for what reason. Adjustments of brightness, contrast, or color 
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balance are acceptable if they are applied to the whole image and as long as they do 

not obscure, eliminate, or misrepresent any information present in the original, 

including backgrounds. Without background information, it is not possible to evaluate 

how much of the original gel is shown. Nonlinear adjustments (e.g., changes to 

gamma settings) must be disclosed in the figure legend. The use of special software 

tools (e.g., erasing, cloning) available in popular image-editing software is strongly 

discouraged unless absolutely necessary, and any such manipulations must be 

explained in the figure legend. 

All images in Figures and Supplemental information from manuscripts accepted for 

publication are examined for any indication of improper manipulation or editing. 

Questions raised by Blood staff will be referred to the Editors, who may then request 

the original data from the author(s) for comparison with the submitted figures. Such 

manuscripts will be put on hold and will not be prepublished in Blood First Edition 

until the matter is satisfactorily resolved. If the original data cannot be produced, the 

acceptance of the manuscript may be revoked. 

Cases of deliberate misrepresentation of data will result in revocation of acceptance 

and will be reported to the corresponding author’s home institution or funding agency. 

 

Figure legends 

All legends must begin with a short, descriptive sentence that summarizes the intent 

and content of the figure. This sentence should be in boldfaced font. A more detailed 

explanation of the data contained in the figure and/or its parts should follow in 

standard (non-boldfaced) font. 
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Tables 

Each table should have a brief, specific, descriptive title, giving sufficient explanation 

to make the data intelligible without reference to the text. Number all tables and cite 

in numerical order in the text, using Arabic numerals. 

 

Supplemental data 

The Journal encourages the submission of supplemental data linked to primary 

research articles, including videos and short movies, that enhance the understanding 

of the science discussed in the manuscript. Supplemental data must be included 

during the initial submission of the parent manuscript. All supplemental data, other 

than videos, must be contained in a single PDF or Microsoft Word (.doc or .docx) file 

— not as separate files for each individual component. Do not include any 

supplemental data in the main manuscript text document, including appendices (e.g., 

lists of contributors to a consortium), methods, tables, figures, and legends of any 

kind. The Editors will review the supplemental material along with the manuscript, but 

acceptance of the manuscript does not guarantee ultimate acceptance of the 

supplement. 

Supplemental data may or may not appear alongside an accepted article at the time 

of its publication in First Edition, depending on the time needed to process the 

supplemental material. Blood instituted a publication fee of $105 for each standard 

data supplement accompanying an accepted paper. Any supplement exceeding 5 

MB will incur an additional $105 (USD) fee; exceptions are possible for certain video 
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files at the Editor’s discretion. The fee is waived for Review Articles, How I Treat, 

Perspectives, and e-Blood articles.  For more information, please see Supplemental 

data in Blood. Any information necessary for a reader to fully evaluate and 

understand an article must be included in the main text of a paper — not included 

solely in supplemental data. 
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ANEXO B – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 

                                                                                 


