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TITULO: Associagéo entre Ulcera falcémica, inflamagéo e hemdlise.

RESUMO

INTRODUCAO: Aproximadamente 5% da populagdo mundial apresenta genes que codifi-
cam hemoglobionopatias, sendo estimado mais de 25 milhdes de pessoas acometidas por
anemia falciforme em todo o mundo. Entre esses pacientes, as complicagbes musculoes-
queléticas sdo uma causa frequente de morbidade, sendo as Ulceras falcémicas as mais
comuns, acometendo até 10% dos portadores da anemia falciforme. A etiopatogenia dessas
Ulceras € complexa, ainda ndo estando bem caracterizada. Diante da escassez de dados
sobre o tema, propde-se o estudo da associagdo entre hemdlise, inflamagéo e ulceras fal-
cémicas. METODOLOGIA: Trata-se de um estudo transversal e analitico envolvendo pacien-
tes com anemia falciforme e histdria de ulcera em pernas, sendo estes comparados a paci-
entes portadores de anemia falciforme sem lesdo. Todos os pacientes envolvidos eram ho-
mozigoéticos, sendo os grupos pareados quando idade, presenga de comunidades e uso de
medicacoes. Para evitar vieses relacionados a atividade da doenca falciforme, foram exclui-
dos pacientes com histéria recente de crise vasooclusiva, internamento hospitalar, hemo-
transfusdo e doencas infecciosas ou inflamatérias.Foram avaliadas a ocorréncia de Ulceras,
tempo de evolugdo, numero de recidivas, marcadores de hemolise (hemoglobina, LDH e bi-
lirrubina) e marcadores pro e anti-inflamatérios (IL-1b,6,8,10 e TNF-alfa). RESULTADOS:
N&o foi evidenciada correlagéo estatisticamente significativa entre niveis de marcadores de
hemolise e de citocinas (pro-inflamatdrias e anti-inflamataérias), o surgimento nem a evolugéo
das ulceras falcémicas. Sugere-se que tanto a hemdlise quando a inflamagao exergam pa-
péis secundarios em um mecanismo multifatorial complexo, ndo configurando condigées im-
prescindiveis para a ocorréncias das lesées. CONCLUSAOQ: Propéem-se uma visdo mais
ampla da fisiopatogenia das ulceras cutaneas, dando-se maior énfase a uma associacao de
fatores sistémicos e locais, e menor relevancia a marcadores laboratoriais.
PALAVRAS-CHAVE: Ulcera de perna; Anemia Falciforme; Hemdlise; Inflamac&o



TITLE: Association between sickle cell leg ulcer, inflammation and hemolysis.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Approximately 5% of the world population has genes that encode
hemoglobinopathies, and it is estimated that more than 25 million people are affected
by sickle cell anemia worldwide. Among these patients, musculoskeletal complica-
tions are a frequent cause of morbidity, with sickle cell ulcers being the most com-
mon, affecting up to 10% of patients with sickle cell anemia. The etiopathogenesis of
these ulcers is complex, not being fully characterized yet. Given the scarcity of data
on the subject, it is proposed to study the association between hemolysis, inflamma-
tion and sickle cell ulcers. METHODOLOGY: This is a cross-sectional and analytical
study involving patients with sickle cell anemia and a history of leg ulcers, which were
compared to patients with sickle cell anemia without lesions. All patients involved
were homozygous, and the groups were matched for age, presence of comorbidities
and medication use. To avoid biases related to sickle cell disease activity, patients
with a recent history of vasoocclusive crisis, hospital admission, blood transfusion
and infectious or inflammatory diseases were excluded. The occurrence of ulcers,
time of evolution, number of recurrences, hemolysis markers (hemoglobin, LDH and
bilirubin) and pro and anti-inflammatory markers (IL-1b,6,8,10 and TNF-alpha) were
evaluated. RESULTS: There was no statistically significant correlation between levels
of hemolysis markers and cytokines (pro-inflammatory and anti-inflammatory), the
emergence or evolution of sickle cell ulcers. It is suggested that both hemolysis and
inflammation play secondary roles in a complex multifactorial mechanism, not config-
uring essential conditions for the occurrence of lesions. CONCLUSION: A broader
view of the pathophysiology of skin ulcers is proposed, giving greater emphasis to an
association of systemic and local factors, and less relevance to laboratory markers.
KEY WORDS: Leg Ulcer; Sickle Cell Anemia; Hemolysis; Inflammation
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INTRODUGAO

Aproximadamente 5% da populagao mundial apresenta genes que codificam
hemoglobionopatias, sobretudo a anemia falciforme e a talassemia (OMS, 2011). A
doencga falciforme € uma das principais causas de doenga monogénica, sendo esti-
mados mais de 25 milhdes de pessoas acometidas em todo o mundo (REES, 2010).
No Brasil, 2-8% da populagéo apresenta a forma heterozigética simples (o “traco fal-
cémico”), 25.000-50.000 pessoas possuem a doenga homozigética ou a condigao
heterozigdtica composta, sendo estimada uma meédia de 3.500 nascidos com a do-
enca e 200.000 novos portadores do “traco falcémico” por ano (SAUDE, 2009).

O quadro clinico da anemia falciforme & caracterizado por complicagdes agu-
das, como crise algica e sindrome toracica aguda, e complicagdes crbnicas como
ulceras de perna e hipertensdo pulmonar (ONYEMAECHI, 2011). As complicacdes
musculoesqueléticas sdo uma causa frequente de morbidade, sendo as ulceras de
perna (ulceras falcémicas) uma das mais comuns (ONYEMAECHI, 2011). Estima-se
que 8-10% dos portadores da forma homozigoética apresentem ulceras em membros
inferiores (PALADINO, 2007). Apesar da prevaléncia elevada, essas ulceras sao fre-
quentemente subdiagnosticadas e , consequentemente, tratada de forna inadequa-
da,

A etiologia das ulceras falcémicas é multifatorial e complexa, ndo estando
completamente caracterizada (MOHAN, 1997; DE CARVALHO-SIQUEIRA). Dados
sobre patogénese e fatores de risco sdo frequentemente contraditérios (HALABI-
TAWIL, 2008). Atualmente, a fisiopatogenia proposta para as ulceras falcémicas in-
clui diversisos fatores como: obstrucdo mecanica pelas hemacias afoicadas, reticu-
|6citos, plaquetas e leucdcitos; trombose in situ; insuficiéncia venosa; infecgdes bac-
terianas; desregulagado autondmica com vasoconstriccdo excessiva; anemia; defici-
éncia de antitrombina lll; reducdo na biodisponibilidade e aumento do consumo do
oxido nitrico endotelial; inflamagdo (MOHANDAS, 1985; MOHAN, 1997; MACKIS,
2000; MACK, 2006; PALADINO, 2007; LANARO, 2009; MINNITI, 2010; BOWERS,
2020).

As Ulceras de pernas em pacientes com anemia falciforme tendem a ser indo-

lentes, debilitantes, de dificil tratamento e de cicatrizacdo lenta (BALLAS, 2002;



MINNITI, 2016). Apesar da baixa mortalidade, interferem bastante na vida dos paci-
entes, incluindo em aspectos socioeconémicos (CLARE, 2002).

A maioria dos aspectos envolvendo a anemia falciforme ja foi extensivamente
estudada, embora ainda existam muitas questdes ndo respondidas acerca das Ulce-
ras falcémias, sendo estudos acerca do assunto ainda inconclusivos (SERJEANT,
2005). O conhecimento das variaveis relacionadas a essas Ulceras pode levar a uma
melhor compreensao de sua etiologia, contribuindo com a prevengao e tratamento
(CARVALHO-SIQUEIRA, 2019). Diante da heterogeneidade dos dados sobre a pa-
togenia das ulcerasde pernas em portadores de anemia falciforme, e diante da rele-
vancia dessas lesdes na sobrevida dos pacientes, propde-se o estudo de fatores po-

tencialmente relacionados a enfermidade: a hemolise e a inflamagéo.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Analisar a associagao entre marcadores de hemolise e de inflamagao, e o surgimen-

to e a cicatrizacdo das ulceras cutaneas associadas a anemia falciforme.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Observar caracteristicas clinicas e epidemiologicas das ulceras cutaneas associa-
das a anemia falciforme;

II. Comparar marcadores de hemodlise entre pacientes com ulcera falcémica e paci-
entes com anemia falciforme sem ulcera;

[ll. Comparar marcadores inflamatodrios entre pacientes com ulcera falcémica e paci-

entes com anemia falciforme sem Ulceras.



REVISAO DA LITERATURA

A DOENCA FALCIFORME

Aproximadamente 5% da populagdo mundial apresenta genes que codificam
hemoglobinopatias, sobretudo a anemia falciforme e a talassemia (OMS, 2011). As
hemoglobinopatias representam um problema significativo de saude em 71% dos
229 paises do globo, com cerca de 300.000 criangas acometidas a cada ano, 83%
delas por anemia falciforme. A doenca falciforme é uma das principais causas de
doenca monogénica, sendo estimado mais de 25 milhdes de pessoas acometidas
em todo o mundo (REES, 2010). O numero preciso de individuos afetados pela do-
enga no mundo é desconhecido e ndo pode ser estimado de forma confiavel devido
a falta de dados epidemioldgicos, particularmente, em areas de alta prevaléncia
(KATO, 2018).

O reconhecimento de que a anemia falciforme € uma doenga prevalente no
Brasil foi determinante na instituicdo da Politica Nacional de Atencdo Integral as
Pessoas com Doenga Falciforme (PNAIPDF) do Ministério da Saude. No pais, 2-8%
da populagéo apresenta a forma heterozigética simples (o “trago falcémico”), 25.000-
50.000 pessoas possuem a doenga homozigética (SS) ou a condigcédo heterozigotica
composta (SC, SE, SD e SBetaTAL), sendo estimada uma média de 3.500 nascidos
com a doenca e 200.000 novos portadores do “traco falcémico” por ano (SAUDE,
2009).

As doencas falciformes constituem um grupo de hemoglobinopatias heredita-
rias que cursam com anemia hemolitica crbnica, vasculopatia, fenébmenos vasoclusi-
vos e lesdes orgénicas. Elas se caracterizam pela presenga em homozigose (SS) ou
heterozigose (SC) da hemoglobina S, resultado de uma mutacgéo no sexto codon do
gene da betaglobina (cromossomo 11), resultando na substituicdo do acido glutami-
co pela valina. A hemoglobina S apresenta menor solubilidade no estado desoxige-
nado, fazendo as moléculas se polimerizarem. O polimero distorce o eritrocito, con-
ferindo um aspecto “em foice”, sendo apenas com a reoxigenagao que os polimeros
se desfazem e a célula reassume seu formato original. Os diversos ciclos de falciza-

cao e desfalcizagao levam a alteracbes permanentes da membrana eritrocitaria, tor-



nando a célula irreversivelmente deformada, interferindo em sua adesividade e le-
vando-a a hemolise precoce pelo sistema reticuloendotelial (PALADINO, 2007,
KATO, 2009).

O quadro clinico da doenca falciforme € caracterizado por complicagdes agu-
das e crbnicas. Os eventos agudos sao representados pela crise algica, sindrome
toracica aguda, acidente vascular encefalico, crise aplastica, sequestro esplénico e
priapismo. As principais complicagdes crénicas sao as ulceras em membros inferio-
res, a colecistopatia crénica calculosa, a insuficiéncia renal, a hipertensdo pulmonar,
a cor pulmonale, a necrose isquémica da cabeca do fémur, a osteomielite e a retino-
patia (ONYEMAECHI, 2011).

O protétipo das complicacdes relacionadas a doenca falciforme séo as crises
vaso-oclusivas. Essa vaso-oclusdo € um fenbmeno complexo que resulta da intera-
¢ao de diversas células, como eritrocitos, células endoteliais, leucécitos e plaquetas.
A polimerizagdo da hemoglobina S altera o formato dos eritrécitos, resultando em
hemolise e bloqueio do fluxo sanguineo, sobretudo de pequenos vasos. O aumento
da expressao de moléculas de adesao endotelial, como a Proteina 1 de Adesao Ce-
lular Vascular (ICAM-1), a Molécula 1 de Adesao Celular Vascular (VCAM-1), a P-Se-
lectina, a E-selectina, os antigenos de superficie leucocitica CD47 e a aVp3-Integri-
na, é responsavel pela adesao de eritrocitos e leucdcitos. Além disso, o grupo Heme
da hemoglobina ativa o sistema imune inato, aumentando a adesividade das células
circulantes ao endotélio, contribuindo assim com a vaso-oclusdo. O Heme também
estimula os neutréfilos a secretarem Armadilhas Extracelulares dos Neutrofilos
(NETs) que, por sua vez, aumentam a ativacao plaquetaria, resultando na liberagao
de Fatores de Crescimento Plaquetario (PDGF) e de Endoleina-1 (ET-1), um potente
vasoconstrictor (KATO, 2018).

Na anemia falciforme, receptores de reconhecimento de padrao Toll-like 4
(TLR-4) sdo altamente expressados, o que termina por ativar monécitos e macrofa-
gos a liberarem citocinas inflamatérias, aumentando ainda mais a adesividade de
neutréfilos, plaquetas e células endoteliais. A ativagdo das células endoteliais libera
mediadores inflamatérios, como interleucina 1 beta (IL-1b), interleucina 6 (IL-6) e fa-
tor de necrose tumoral (TNF), levando a um estado inflamatorio cronico (KATO,
2018).



CENARIO EPIDEMIOLOGICO DA DOENCA FALCIFORME

A anemia falciforme é vista como um problema de saude publica em todo o
mundo, levando em conta sua cronicidade e elevada taxa de morbimortalidade. O
continente africano é de onde a doencga se originou e foi difundida gragas a grande
quantidade de imigrantes escravos (MANFREDINI, 2007).

A doenca falciforme esta ligada a descendéncia de populagcbes originarias
principalmente da Africa Subsaariana, india, Arabia Saudita e de paises mediterra-
neos. Atualmente, encontra-se presente em grande parte da populagdo mundial,
sendo muito frequente nas populagdes do continente africano, principalmente nas
regides equatoriais e subsaarianas. A prevaléncia da doenga pode chegar a 25% da
populagdo em algumas regides, como ao redor dos rios Gambia e Senegal. Confor-
me dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), do Banco Mundial e da Ghana
Sickle Cells Foundation, estima-se que na Africa nascam cerca de 500.000 criancas
por ano com anemia falciforme.

O Brasil, devido a sua grande populacdo afrodescendente, possui 0,1-0,3%
da populagao vivendo com anemia falciforme (FELIX, 2010). Segundo o Ministério
da Saude (MS), o numero de acometidos pode chegar a 30.000, sendo que algumas
estimativas mostram que esse numero pode aumentar em até 3.500 novos casos ao
ano (HOKAZONO, 2011). As regides do pais com maior prevaléncia da doenga sao
a norte e a nordeste, presumivelmente por terem grande influéncia da raga negra em
sua populagao (DUCATTII, 2001). Mais especificamente no nordeste, a prevaléncia
do gene que codificada a doencga é de cerca de 3%, alcangando 5,5% no estado da
Bahia (GUIMARAES, 20009).

A prevaléncia do alelo S no Brasil é muito variavel, chegando a variar de 1,2-
10,9% a depender da regiao do pais analisada (LERVOLINO, 2011; BRASIL, 2014;
LOBO, 2014; SILVA, 2016). De acordo com a ANVISA, estima-se que no Bra-
sil7.200.000 pessoas sejam portadoras do “trago falcémico” e 25.000-30.000 apre-
sentem anemia falciforme (ANVISA, 2002).

A incidéncia de doenca falciforme em recém nascidos varia substancialmente
entre os estados brasileiros, refletindo em parte a heterogeneidade étnica da popu-
lagdo. Segundo o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) do Ministério da
Saude, nascem por ano 3.500 criangas com anemia falciforme e 200.000 com trago

falcémico.



No estado de Sergipe, apesar de estar localizado em uma regido de alta pre-
valénica, dados epidemioldgico sobre a doenga sé&o escassos. Segundo Vivas e co-
laboradores, a incidéncia do trago falcémico no estado é de 2,7%, sendo de 4,1% na
capital Aracaju (VIVAS, 2006). Leite e colaboradores, em estudo publicado em 2020,
analisaram 32.906 exames de triagem neonatal no estado de Sergipe, observando-
se 1.202 casos de alteracdo do padrdo da hemoglobina, sendo 0os municipios mais
acometidos Aracaju (22,7%), Nossa Senhora do Socorro (8,4%), Estancia (5,3%) e
Séo Cristovéao (4,8%).

Ainda hoje é evidente a escassez e desatualizacdo dos dados a respeito da
anemia falciforme no pais. A inexisténcia de informacgdes nos atestados de o6bito, a
auséncia de cadastros informatizados nos centros de referéncia e a existéncia de
um numero significativo de pacientes ainda sem diagndstico revelam a necessidade
de uma melhor estruturagao da rede de informacgao.

Ainda que néo se trate de enfermidade transmissivel, infecciosa ou parasita-
ria, a doencga falciforme se aproxima da situagdo das doengas negligenciadas, as-
sumidas como aquelas com maior prevaléncia em populagdes de baixa renda e ex-
postas as iniquidades, e que, embora possam existir financiamentos publicos espe-
cificos para indugao das pesquisas, o conhecimento produzido ndo tem se revertido,
proporcionalmente, em avangos terapéuticos, justificado, em parte, pelo baixo inte-
resse das industrias farmacéuticas(ROBERTI, 2010). Tratando-se de uma doencga
crbnica e levando-se em consideragcao que a medida da qualidade de vida pode in-
fluenciar diretamente no progndstico da doencga, a anemia falciforme pode ser consi-
derada um problema de saude publica. Esse cenario revela a necessidade de estu-
dos acerca de estratégias para implementar programas de saude e privilegiar agdes

de cuidado as pessoas com a doenca (ROBERTI, 2010).

A ULCERA FALCEMICA

As complicacbes musculoesqueléticas sdo uma causa frequente de morbida-
de nos portadores de anemia falciforme, sendo as ulceras de perna (ulceras falcémi-
cas) uma das formas mais comuns (ONYEMAECHI, 2011). Segundo Isa e colabora-
dores, a ulcera falcémica representa uma das complicagdes cronicas mais frequen-
tes da anemia falciforme, atingindo 6,5% de todos os pacientes (ISA, 2020). Estima-

se que 8-10% dos portadores da forma homozigética da anemia falciforme apresen-



tem ulceras em membros inferiores (PALADINO, 2007). Nos Estados Unidos, esti-
ma-se que 14-18% dos pacientes com anemia falciforme desenvolverao ulceras em
algum momento de sua vida, com 1-5% dos pacientes apresentando Ulceras ativas
(MINNITI, 2016). No entanto, a verdadeira prevaléncia das ulceras falcémicas pro-
vavelmente é subestimada devido ao numero limitado de registros e de estudos
prospectivos acerca do tema (MINNITI, 2016).

A ocorréncia da ulcera falcémica é pouco frequente em menores de 10 anos
de idade, geralmente ocorrendo entre 10 e 25 anos, e tornando-se infrequente apds
30 anos (SERJEANT, 2005). Sdo mais comuns em pacientes homozigoticos, com
uma menor incidéncia em pacientes que apresentam niveis elevados de hemoglobi-
na fetal (SERJEANT, 2005; PALADINO, 2007). A variagdo quanto ao sexo permane-
ce incerta, com alguns estudos indicando maior prevaléncia entre homens (KOSHY,
1989; ANKRA-BADU, 1992; PALADINO, 2007; BAZUAYE, 2010) e outros nao rela-
tando variagao entre os sexos (ADEDEJI, 1987). As ulceras ocorrem frequentemente
em areas de tecido adiposo escasso, pele fina e menor suprimento sanguineo
(MINNITI, 2010), tipicamente nas regides maleolares (SERJEANT, 2005). A maioria
das lesdes tém diametro menor que 10cm, limites bem definidos, bordas levemente
elevadas, com tecido de granulagdo em sua base, exsudato fibrinoso, sendo com-
postas por uma unica lesdo ou por varias lesdes confluentes (SERJEANT, 2005).
Uma caracteristica importante da ulcera é a dor, que costuma ser mais intensa que
em Uulceras de outras etiologias (SERJEANT, 2005; PALADINO, 2007; MINNITI,
2010).



Figura: Aspecto tipico de uma ulcera falcémica.

Adaptado de: Granja PDet al: Leg ulcers in sickle cell disease patients. J Vasc Bras., 2020.

Senet e colaboradores, em estudo observacional prospectivo em 2 dois cen-
tros franceses de referéncia entre 2009 e 2015, acompanharam 98 pacientes com
Ulceras falcémicas. Foi observado que area da lesdo menor que 8cm2, duragdo me-
nor 9 semanas e hemoglobina fetal elevada estavam estatisticamente associadas a
cicatrizacdo da ulcera em até 24 semanas. Os autores concluiram que a cicatrizagao
das ulceras associadas a anemia falciforme estava mais associada a caracteristicas
da ulcera do que a caracteristicas clinicas e bioldgicas da doenga falcémica (SENET,
2017).

A etiologia e fisiopatologia das ulceras falcémicas é multifatorial e complexa,
nao estando completamente caracterizada e ainda suscitando muitas duvidas
(MOHAN, 1997). Dados sobre patogénese e fatores de risco sdo escassos e fre-
quentemente contraditérios (HALABI-TAWIL, 2008). Atualmente, a fisiopatogenia
proposta para as ulceras falcémicas inclui os seguintes fatores: obstrugdo mecanica

pelas hemacias afoi¢cadas, reticuldcitos, plaquetas e leucdcitos; trombose in situ; in-



suficiéncia venosa; infec¢des bacterianas; desregulagdo autondmica com vasocons-
triccdo excessiva; anemia; deficiéncia de antitrombina Ill; redu¢do na biodisponibili-
dade e aumento do consumo do 6xido nitrico endotelial; inflamagcao (MOHANDAS,
1985; MOHAN, 1997 MACKIS, 2000; MACK, 2006; PALADINO, 2007; LANARO,
2009; MINNITI, 2010; BOWERS, 2020).

BIOLOGIA DA VASCULOPATIA NA ANEMIA FALCIFORME

ATIVACAO IMUNE
INJURIA \
REPERFUSAO -
FISIOLOGIA ESTRESSE OXIDATIVO |<—| HEMOLISE
\ / DEPLECAO DO NO /

INFLAMACAO l . FALCIZAGAO DA
\ ATIVACAO DA HEMACIAS
COGULACAO
ATIVACAO /
ENDOTELIAL
ESTASE VASCULAR

*Oxido Nitrico (NO)

Adaptado de: Kato GJ et al: Vasculopathy in sickle cell disease: biology, pathophysiology, genetics,
translational medicine and new research directions. Am J Hematol., 2009.

Nadiaye e colaboradores conduziram um estudo retrospectivo multicéntrico
de 5 anos em Dakar, identificando, entre portadores de ulcera crénica em pernas, 40
casos de ulceras associadas a doencga falciforme, correspondendo a 3,4% dos por-
tadores de anemia falciforme na regido estudada. Foi observada uma idade média
de 25,9 anos, sendo 39 casos de doenga homozigética. O tempo de médio de evo-

lugédo das lesbes foi de 5,4 anos, com presencga de apenas uma ulcera em 76%, re-



lato de dor 22 casos (48%), sendo o maléolo medial (39%) o local mais frequente de
lesdo (NADIAYE, 2016).

As Ulceras de pernas em pacientes com anemia falciforme tendem a ser indo-
lentes, debilitantes, de dificil tratamento e de cicatrizacdo lenta (BALLAS, 2002;
MINNITI, 2016). Apesar da baixa mortalidade, interferem bastante na vida dos paci-
entes, incluindo em aspectos socioeconédmicos (CLARE, 2002). O tratamento das
ulceras falcémicas é insatisfatorio e os estudos acerca do assunto sdo escassos
(SERJEANT, 2005). As principais medidas terapéuticas incluem educacgéo do paci-
ente, limpeza local, desbridamento, curativos adequados e compressao (SERJE-
ANT, 2005; MINNITI, 2010; LADIZINSKI, 2012). As transfusbes sanguineas, 0 uso
sistémico de Hidroxiuréia e Zinco, a aplicagao de bota de Unna, os desbridamentos
e 0s enxertos sao as modalidades de tratamento mais utilizadas (SERJEANT,2005;
MINNITI, 2010). A antibioticoterapia sistémica pode ser necessaria na evidéncia de
infecgdo, porém o papel da terapia antimicrobiana no tratamento dessas lesdes ain-
da é obscuro (SERJEANT, 2005; LADIZINSKI, 2012). S&o poucos os ensaios clini-
cos controlados comprovando a eficacia dos diferentes tratamentos descritos na lite-
ratura (MINNITI, 2010).

ULCERA FALCEMICA E HEMOLISE

Apesar da causa exata da ocorréncia das ulceras falcémicas ainda ser des-
conhecida, alguns estudos apontam o papel da hemdlise. Nolan e colaboradores ob-
servaram que pacientes com anemia falciforme e uUlcera em pernas apresentam ni-
veis mais baixos de hemoglobina, e niveis mais elevados de desidrogenase latica
(DHL), bilirrubina, transaminases e reticulocitos que os pacientes que nao apresen-
tam lesdes (NOLAN, 2006). De forma semanalmente, Taylor e colaboradores, evi-
denciaram uma maior frequéncia de ulceras em pernas entre os individuos com DHL
mais elevado no banco de dados Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSD)
(TAYLOR, 2008). J& Cumming e colaboradores reportaram DHL elevada, insuficién-
cia venosa e baixo nivel s6cio econdmico como preditores de Ulceras cronicas em
pacientes com anemia falciforme (CUMMING, 2008).

Mais recentemente, Connes e colaboradores, analisaram 13 pacientes com
histéria de anemia falciforme e Ulceras recorrentes em pernas, mas sem lesao ativa

no periodo do estudo, comparando-os com pacientes com anemia falciforme sem



antecedente de lesbes. No intuito de reduzir fatores de confusao, os autores exclui-
ram pacientes com hemotransfusdes nos 3 meses anteriores e aqueles que apre-
sentaram vaso-oclusdo ha menos de 2 meses. Foram observados niveis de DHL
aumentados nos pacientes com histérico de ulceras, porém a agregacao de eritréci-
tos e viscosidade sanguinea calculadas nao diferiu entre os grupos. O estudo con-
cluiu que uma os pacientes com ulcera falcémica apresentavam uma hemdlise au-
mentada, no entanto, questionaram o papel daviscosidade sanguinea na sua fisiopa-
tologia (CONNES, 2013).

A participagcao da hemolise e dos disturbios endoteliais na fisiopatologia das
ulceras falcémicas vem sendo questionada. Nolan e colaboradores estudaram as
caracteristicas clinico-epidemiolégicas das ulceras falcémicas e a relagdo destas le-
sdes com a intensidade da hemolise. O estudo envolveu 23 centros norte-america-
nos, analisados de 1978 a 1998, sendo avaliados 387 pacientes portadores de ane-
mia falciforme com histéria de Ulcera em pernas. Os autores observaram que os pa-
cientes com ulcera apresentavam hemolise mais grave, niveis de reticulécitos, desi-
drogenase latica (DHL), bilirrubinas e aspartato aminotransferase (AST) mais eleva-
dos que o controle, bem como indices menores de hemoglobina fetal (HbF). O estu-
do observou que a intensidade da hemdlise provavelmente determina a ocorréncia
da complicacao devido a redugao da biodisponibilidade do éxido nitrico (NO), corre-
lacionando as ulceras de perna a outras complicacdes da anemia falciforme como o
acidente vascular encefalico, a hipertensdo pulmonar e o priapismo (NOLAN, 2006).

Em uma coorte envolvendo 18 pacientes com anemia falciforme e ulceras em
pernas, Minitti e colaboradores observaram que os individuos com ulcera falcémica
apresentaram hemdlise mais intensa, incluindo baixa hemoglobina total, niveis de
reticuldcitos, bilirrubinas e AST mais elevados e, sobretudo, DHL mais elevada que
os pacientes com anemia falciforme sem ulcera. Os autores salientaram que DHL
aparentemente seria um bom preditor de sindrome hemolitica associada a disfuncao
endotelial, um subfendtipo da anemia falciforme que incluiria as Ulceras falcémicas
(MINNITI, 2014).

Em uma coorte envolvendo 659 pacientes com anemia falciforme, Antwi-Boa-
siako e colaboradores avaliaram a distribuicdo geografica e os fatores de riscos as-
sociados as ulceras falcémicas. Foi observada uma prevaléncia de 10,3% de Ulce-

ras, estando as lesdes associadas a idade elevada, ao gendtipo SS, ao sexo mascu-



lino e a origem em Ghana. Foi evidenciado também uma associacédo entre ulceras
de perda e marcadores de hemolise (hemoglobina mais baixa e bilirrubina total mais
elevada) (ANTWI-BOASIAKO, 2020).

Em estudo transversal realizado a partir da coorte CADRE, envolvendo paci-
entes com anemia falciforme procedentes de paises da Africa Subsaariana, foi ana-
lisada a associagdao entre hemdlise e complicagcdes vasculares. Apos ajuste para
sexo, idade, pais e fendtipo da anemia falciforme, foi observado que niveis baixos de
hemoglobina estavam significativamente associados a ulceras em pernas (DUBERT,
2017).

Olatunya e colaboradores sugeriram que a hemdlise poderia ter um papel im-
portante na fisiopatogenia da ulcera de perna, porém os autores salientaram que a
hemolise intravascular talvez ndo seja suficiente para explicar o surgimento dessas
lesdes (OLATUNYA, 2019).

ULCERA FALCEMICA E INFLAMACAO

O estado inflamatério cronico proprio da doenca falciforme pode levar a uma
maior adesividade entre as células circulantes e o endotélio vascular. Marcadores
inflamatorios e de adesao celular como o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-alfa),
a Interleucina 1 Beta (IL-1b), Interleucina 10 (IL-10) e a Molécula de Adesao Interce-
lular 1 (ICAM-1) podem estar associados as ulceras de perna em paciente com
anemia falciforme. O envolvimento de citocinais pro-inflamatérias, como IL-1b e
TNF-alfa, em promover adesividade endotelial, ativagao leucocitaria e da cascata de
coagulagao podem representar potentes mediadores para episodios de vasoclusao
levando as ulceras crénicas em membros inferiores.

A associacao entre inflamacéao e ulcera falcémica vem sendo questionada na
literatura. Bowers e colaboradores, ao avaliar 24 pacientes com doenca falciforme e
ulcera, propuseram que IL-1b, IL-10 e TNF-alfa possam estar associados as ulceras
de pernas em pacientes com anemia falciforme. Porém, o préprio autor ressalta que
a real associacdo desses marcadores inflamatérios com as lesdes ainda nao esta
clara (BOWERS, 2013).

Em estudo realizado por Da Silva e colaboradores, foi observado, em pacien-
tes com ulceras falcémicas, niveis elevados de Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 17A

(IL-17A) e Interleucina 22 (IL-22), bem como niveis elevados de desidrogenase latica



(DHL) (DA SILVA, 2014). Domingos e colaboradores enfatizaram o papel da inflama-
¢ao na fisiopatologia da anemia falciforme, demonstrando a associagao entre os ni-
veis de Interleucina 8 (IL-8) e a ocorréncia de ulceras (DOMINGOS, 2020). Rego e
colaboradores avaliaram os niveis da citocina anti-inflamataéria Interleucina 10 (IL-10)
em portadores de ulcera falcémica, evidenciando niveis mais elevados de IL-10 nes-
ses pacientes (REGO, 2015).

Carvalho-Siqueira e colaboradores estudaram o DNA de pacientes com ane-
mia falciforme em uma coorte incluindo 20 pacientes com anemia e ulceras crbnicas
em pernas e 20 pacientes sem lesdo. Os autores identificaram associagbes entre
variagdes do gene FLG2 e a ocorréncia de ulceras em pernas, relacionando-as ao
comprometimento da barreira cutédnea predispondo a inflamagao e infecgdo (CAR-
VALHO-SIQUEIRA, 2019).

Mais recentemente, Belisario e colaboradores reportaram que pacientes com
ulceras em pernas apresentam niveis significativamente mais elevados de IL-8,
IL-10 e IL-15, quando comparados a pacientes com anemia falciforme sem ulceras
(BELISARIO, 2022).

ASPECTOS SOCIO-ECONOMICOS DAS ULCERAS FALCEMICAS

As Ulceras falcémicas sao a complicagao cutadnea mais comum da doenca fal-
ciforme, podendo ser uma condigao crénica e debilitante, que compromete a quali-
dade de vida do paciente (MINNITI, 2010). A saude de individuos vivendo com essas
lesdes nao ¢é influenciada apenas por manifestagcbes como dor, mas também por fa-
tores psicossociais. Essas ulceras vém sendo estudadas sob a ética clinica, porém
poucos sao os estudos que investigam fatores psicossociais e seu impacto na quali-
dade de vida (UMEH, 2017).

Briggs e Flemming conduziram um estudo compilando os principais achados
de varias publicacbes que exploraram a experiéncia de “viver comuma ulcera croni-
ca nas pernas”. Os autores identificaram temas recorrentes abordado pelos pacien-
tes, como impactos fisicos das lesées, a “jornada” da lesdo, a relagdo com a equipe
de saude, impacto psicossocial e o custo relacionado ao tratamento (BRIGGS,2007).

Ja Umeh e colaboradores estudaram 20 portadores de ulceras relacionadas a
anemia falciforme, sendo as questbes mais abordadas pelos pacientes dor, com-

prometimento da condicao fisica, isolamento social, comprometimento das relacées



sociais e espiritualidade (UMEH, 2017). Os pacientes podem se encontrar debilita-
dos e incapacitados devido a presenca da ulcera, que tem como caracteristica ser
dolorosa, de dificil cicatrizagdo, com evolugéo arrastada por meses e até anos (EL
KHATIB, 2016). Embora 75-80% dos pacientes consigam se curar, em alguns paci-
entes, as Ulceras persistem por mais de 20 anos e nunca cicatrizam. Depois da cura,
podem ocorrer recidivas que se repetem entre 6-12 meses, sendo que este padrao
de recorréncia pode perdurar por muitos anos (MINNITI, 2016).

Ao estudar os déficits de autocuidado em mulheres com Uulceras falcémicas,
Lacerda e colaboradores encontraram déficits mais relevantes relacionados a socia-
bilidade prejudicada, ingestao alimentar insuficiente, comprometimento da mobilida-
de e vacinacédo desatualizado (LACERDA, 2019).

Os custos do tratamento das ulceras falcémicas estdo diretamente relaciona-
dos ao tipo de cobertura utilizada, ao periodo de uso, a frequéncia de troca, ao tem-
po de cicatrizagao da ferida, a utilizagdo de terapias adjuvantes e ao tipo de profissi-
onal responsavel pelo tratamento (NUSSBAUM, 2018). Recentemente, Spira e cola-
boradores analisaram o custo médio para a completa cicatrizagdo de uma ulcera por
doencga falciforme, sendo de R$ 1.288,06 para uma lesdo com area média de
14,95cm? (SPIRA, 2020).

A associacao entre a alta prevaléncia da anemia falciforme em afrodescen-
dentes com sua histéria de exclusdo social, fruto da heranga do regime escravocrata
e sua posterior abolicdo sem contempla-los com politicas de inclusédo social, contri-
bui para agravar o problema, pois determina a esses grupos até hoje, as piores con-
dicdes de moradia, educacgéo e saude (RAMALHO, 2008).

Quanto as caracteristicas sociais, Felix e colaboradores, ao avaliar 47 pacien-
tes falcémicos da cidade de Uberaba, com idade igual ou superior a 18 anos, obser-
varam 78,7% negros, 17% pardos e 4,3% brancos. A maioria (74,5%) residia em
bairros periféricos, 42,5% tinham o segundo grau completo, 38,2% eram aposenta-
dos ou nao tinham profissdo definida. A renda per capita de 48,9% era de até um sa-

lario minimo e 19,1% néo recebiam qualquer rendimento (FELIX, 2010).



METODOLOGIA

DELINEAMENTO METODOLOGICO
Trata-se de um estudo transversal envolvendo pacientes com anemia falciforme e
historia de ulcera em pernas, sendo estes comparados a pacientes portadores de

anemia falciforme sem lesoes.

AMOSTRA

Foi utilizada uma amostra consecutiva e de conveniéncia, composta por pacientes
cadastrados no ambulatorio de hematologia do Hospital Universitario da Universida-
de Federal de Sergipe (HU/UFS), um centro de referéncia regional. Com objetivo de
evitar uma amostra muito limitada, ja que n&o foi possivel a utilizagdo de uma amos-
tra calculada, foi utilizado um numero de pacientes equivalente aos principais estu-
dos revisados (CONNES, 2013 ; BOWERS, 2013; MINNITI, 2014; CARVALHO-SI-
QUEIRA, 2019). Vale ressaltar que o estado de Sergipe configura uma regido de
elevada prevaléncia de doenga falciforme.

Os pacientes envolvidos foram divididos em 2 grupos distintos: um grupo composto
por pacientes portadoras de doenga falciforme e ulcera de pernas e um grupo com-
posto por pacientes com doenca falciforme sem histérico de lesdo em pernas. No
intuito de minimizar vieses, os grupos foram pareados quanto a idade, presencga de

comorbidades e uso de medicamentos.

CRITERIOS DE INCLUSAO E CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram adotados como critérios de inclusdo para o grupo com ulceras falcémicas: ser
portador de anemia falciforme (homozigose) e apresentar ulcera de perna ativa ou
antecedente de ulcera em membros inferiores. Quanto ao grupo com anemia falci-
forme sem ulcera, foram adotados os seguintes critérios de inclusdo: ser portador de
anemia falciforme (homozigose) e nao apresentar Ulcera ativa ou histéria de Ulcera
em membros inferiores.

Para evitar fatores de confusao inerentes a atividade da doenca falciforme e da es-
tabilidade clinica dos pacientes, foram adotados os critérios de exclusdo descritos

por Ballas (2012): crises vasooclusivas nas ultimas 4 semanas, internamento hospi-



talar nos ultimos 3 dias, hemotransfusdes nos ultimos 4 meses, doencgas infecciosas

ou inflamatdrias nas ultimas 4 semanas e uso de antibidticos nas ultimas 3 semanas.

VARIAVEIS E COLETA DE DADOS

Os pacientes foram avaliados por entrevista, utilizando questionario estruturado ela-
borado, constando os seguintes dados: nome completo, sexo (masculino ou femini-
no), idade (em anos), etnia (branco, pardo, amarelo e negro), comorbidades (hiper-
tensao arterial sistémica, diabete melito, dislipidemia, insuficiéncia venosa periférica,
doenca arterial obstrutiva periférica, cardiopatia, pneumopatia crbénica, hepatopatia
crénica e doenca renal crénica) e medicamentos em uso regular (Acido Félico 5mg/
dia e Hidroxiuréia 20-35mg/Kg/dia). Para a conferéncia de dados e observagéao de
informagdes quanto ao genotipo da doenga, medicamentos prescritos, uso de he-
moderivados, internagdes hospitalares, ocorréncia de complicagdes relacionadas a
doenca, bem como outras informagdes que se mostrassem relevantes, foram con-
sultados os prontuarios fisicos dos pacientes.

Quanto as ulceras de pernas, foi observada a presenca de leséo ativa no momento
da entrevista e questionado quanto aos antecedentes de lesdo em membros inferio-
res. Quanto a caracteristicas das lesbes, foram questionados os seguintes pontos:
membros acometidos (apenas uma perna ou ambas as penas), tempo maximo de
evolugdo das lesbes em meses (tempo necessario para a completa cicatrizagado da
lesdo) e numero de recorréncias das lesées (numero de reaparecimentos da lesao
apos a total cicatrizagao).

Quanto aos marcadores laboratoriais de hemolise, foram dosados: hemoglobina sé-
rica, desidrogenase latica (DHL) e bilirrubina total. Tais marcadores de hemdlise fo-
ram selecionados por serem amplamente utilizados na literatura (NOLAN, 2006;
CUMMING, 2008; TAYLOR, 2008; CONNES, 2013; MINNITI, 2014). Apesar de a
programacao inicial englobar a dosagem de reticuldcitos e de hemoglobina fetal, ndo
foi possivel a realizagdo desses exames devido a falta de recursos. Foi entédo cole-
tado sangue venoso periférico, sendo imediatamente enviado ao Laboratério de Ana-
lises Clinicas do HU/UFS para dosagem de hemobglobina total (STKS, Coulter) e de
DHL e bilirrubinas (Cobas Integra Plus 400, Roche).

Quanto aos marcadores inflamatdrios, foi utilizado um kit de dosagem que englobas-

se citocinas pro-inflamatorias produzidas por células Th1 envolvidas na imunidade



inata (IL-1b, IL-8 e TNF-alfa), citocinas pro-inflamatdrias produzidas por células Th17
(IL-6) e citocinas anti-inflamatorias (IL-10). Tais marcadores sdo amplamente citados
na literatura revisada (BOWERS, 2013; DA SILVA, 2014; REGO, 2015; CARVALHO-
SIQUEIRA, 2019). Foi coleta amostra de sangue venoso periférico, prontamente
centrifugada a 1.258g por 15min, sendo o plasma armazenadoa -800C. As citocinas
foram dosadas por imunoensaio baseado em anticorpos e painéis de quantificacao
de proteina usando a plataformas Luminex e Procarta Plex (Thermo Fisher Scienti-
fic).

ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados foram armazenados e tabulados usando as ferramentas do Excel e Pages,
de propriedade dos pesquisadores. Foi utilizada estatistica descritiva e analises de
associagao. As associagdes foram avaliadas por meio do teste do Qui-Quadrado
(X2) e Teste T-Student para as variaveis paramétricas, e teste de Mann-Whitney
para variaveis nao parametricas, sendo adotado nivel de significancia de p=0,05. Foi
também estimado o tamanho de efeito através da correlagcdo Rank-Bisserial e do
teste do d de Cohen. Os resultados foram expressos em termos absolutos e percen-

tagens, e visualizados através de tabelas e graficos.

ASPECTOS ETICOS

A proposta de trabalho foi submetida ao Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Sergipe, visando atender as recomendacdes da resolucao n°466/2012 e
das resolugdes complementares do Conselho Nacional de Saude (CNS), como bra-
¢o do estudo “Disfungao endotelial e alteragdes do metabolismo lipidico e dsseo na
anemia falciforme”, com parecer de aprovagao numero 2.897.835. Todo o estudo
primou em minimizar os possiveis riscos aos quais os participantes estavam susce-
tiveis. Todos os pacientes tiveram o direito de desligar-se do estudo a qualquer mo-
mento e independentemente do motivo alegado. Foi garantido o sigilo absoluto

guanto aos dados coletados e o total acesso do participante ao seu prontuario.



RESULTADOS

Inicialmente foram arrolados 53 pacientes que preenchiam os critérios estabe-
lecidos, sendo 22 portadores de anemia falciforme com ulcera em pernas e 31 por-
tadores de anemia falciforme sem ulcera. No entanto, devido a perdas amostrais por
ndao comparecimento as chamadas, 6bito e falha no processamento laboratroial, fo-
ram incluidos 32 pacientes, sendo 19 portadores de anemia falciforme com Ulcera e
13 portadores de anemia falciforme sem ulcera. Apesar das publicagbes indicarem
uma prevaléncia de cerca de 10% de ulceras de perna entre os pacientes com ane-
mia falciforme (PALADINO, 2007), esses pacientes sao frequentemente subdiagnos-
ticados, o0 que torna os rastreio desses pacientes muito dificil. A despeito da redugao
do tamanho, a amostra é compativel com as amostras utilizadas nos principais estu-
dos publicados sobre o tema.

O grupo de portadores de ulcera falcémica foi composto por 10 (52,63%) pa-
cientes do sexo masculino e 9 (47,36%) do sexo feminino, com média etaria de 27
anos (19-34 anos) e com todos se autodeclarando pardos. Apenas 1 (5,26%) pacien-
te relatou comorbidade, cardiopatia, estando clinicamente compensada. Nenhum
paciente relatou ou apresentou em prontuario condicdo médica, além da doenca fal-
ciforme, que justificasse a ocorréncia de ulceras crénicas em membros inferiores.
Todos pacientes relatavam uso regular de Acido Foélico 5mg/dia, sendo que 12
(63,15%) também relatavam uso regular de Hidroxiuréia 20-35mg/Kg/dia. Entre os
pacientes, 8 (42,1%) apresentavam antecedente de ulceras em ambas as pernas e
11 (57,89%) em apenas um dos membros. Quanto a duragdo maxima de les&o ativa,
foi observada uma média de 18 meses (0,25-84 meses), com 6 (31,58%) casos de
duracao entre 1 e 6 meses e 5 (26,31%) de mais de 12 meses. Quanto a recorrénci-
as, 9 (47,37%) pacientes relataram recidiva das lesdes, sendo 8 (42,11%) com mais

de uma recidiva e média de 1,78 recidivas/paciente.

Ja o grupo de pacientes portadores de anemia falciforme sem histéria de Ulce-
ra em pernas foi composto por 5 (38,46%) pacientes do sexo masculino e 8
(61,54%) do sexo feminino, com média etaria de 28,15 anos (21-38 anos), sendo to-
dos autodeclarados pardos. Apenas 1 paciente relatou comorbidade, cardiopatia,
estando clinicamente compensada. Quanto aos medicamentos em uso, 12 (92,30%)

pacientes relatavam uso regular de Acido Félico 5mg/dia, sendo que 10 (76,92%)



deles também relatavam uso regular de Hidroxiuréia 20-35mg/Kg/dia.

Nenhum paciente, em ambos os grupos, relatou ocorréncia de crises vasoo-
clusivas nas 4 semanas anteriores a entrevista, internamento hospitalar nos 3 dias
anteriores, hemotransfusées nos 4 meses anteriores, doencas infecciosas ou infla-
matorias nas 4 semanas anteriores, ou uso de antibidticos nas 3 semanas anteriores
a coleta de dados. Tais critérios, descritos por Ballas e colaboradores (2102), foram
de fundamental importancia para redugao de vieses relacionados a hemolise e a in-

flamacao.



Tabela 1. Dados clinicos-epidemiolégicos de pacientes com ulcera falcémica e ane-
mia sem ulcera.

Variaveis Anemia Falciforme Sem Anemia Falciforme Com
Ulcera Ulcera

Idade

10-20 anos 0 2 (10,53%)

20-30 anos 9 (69,23%) 14 (73,68%)
> 30 anos 4 (30,77%) 3 (15,79%)
Sexo

Masculino 5 (38,46%) 10 (52,63%)

Feminino 8 (61,54%) 9 (47,36%)
Etnia

Pardos 13 (100%) 19 (100%)

Comorbidades
Medicamentos em uso
Acido Félico
Hidroxiuréia
Ulceras falcémicas

Membro sacometidos

Unilateral
Bilateral
Tempos de lesao ativa
<1més
1-6 meses
7-12 meses
>12 meses

Recorréncias
Sem recidivas
1 recidiva

> 1 recidiva

1(7,69%)

12 (92,30%)
10 (76,92%)

1 (5,26%)

19 (100%)
12 (63,15%)

11 (57,89%)
8 (42,1%)

4 (21,05%)
6 (31,58%)
4 (21,05%)
5 (26,31%)

10 (52,63%)
1(5,26%)
8 (42,11%)




Os dados referentes aos marcadores de hemdlise estudados (hemoglodina,
DHL e bilirrubina total) foram tabulados e confrontados com a ocorréncia de ulceras
falcémicas, o tempo de leséo ativa e a recorréncia das lesdes. A hemoglobina média
entre os pacientes com ulcera foi de 8,81g/dL enquanto entre os individuos com
anemia falciforme sem ulcera foi de 9,11g/dL, n&o havendo diferenga estatisticamen-
te significativa entre os grupos (p=0,49). Quanto ao DHL, observou-se uma média
de 1.014ui/L entre os pacientes com lesédo ulcerosa e de 740,54ui/L entre os sem
lesdo, também ndo sendo constatada diferenga estatistica entre os grupos (p=0,21).
Por fim, quando analisados os niveis de bilirrubina total sérica, notou-se uma média
de 3,92mg/dL entre os portadores de ulcera e 2,45mg/dL entre os sem ulcera, mais
uma vez ndo sendo constatada diferenca significativa entre os dois grupos (p=0,12).
Quando calculado o tamanho de efeito, segundo a correlagdo Rank-Bisserial, foram
observadas correlacbes baixas entre ocorréncia de ulcera e niveis mais baixos de
hemoglobina (15,0%), niveis mais elevados de DHL (27,1%) e niveis mais elevados
de bilirrubina total (32,8%).

Analisando os portadores de ulcera falcémica, quando confrontados os mar-
cadores de hemdlise estudados e o tempo de lesdo ativa, foi observada correlacao
estatisticamente significativa entre um maior tempo de ulcera ativa e niveis mais bai-
xos hemoglobina (p=0,025), niveis mais elevados DHL (p=0,015) e niveis mais ele-
vados de bilirrubina total (p=0,009). Analisando a relagéo entre os marcadores de
hemdlise e a recorréncia das ulceras, foi notada correlagcéo estatisticamente signifi-
cativa entre numeros de recidivas e niveis mais elevados de DHL (p=0,023). Quanto
a relacao entre recorréncia das lesdes, niveis mais baixos de hemoglobina e niveis
mais elevados de bilirrubinas n&o foi observada significancia estatistica, sendo os

valores de “p” respectivamente 0,097 e 0,055.
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Os dados acerca dos marcadores inflamatorios analisados (IL-1b, IL-6, IL-8,
IL-10 e TNF-alfa) foram tabulados e confrontados com a ocorréncia, o tempo de le-
sdo ativa e a recorréncia das ulceras falcémicas. A citocina pré-inflamatéria IL-1b
apresentou média de 6,47pg/mL entre os pacientes com ulcera e de 4,51pg/mL entre
os individuos sem Ulcera, nao sendo observada diferenga estatisticamente significa-
tiva entre os grupos (p=0,16). A citocina pro-inflamatodria IL-8 apresentou média de
0,03pg/mL entre os pacientes com ulcera e de 0,26pg/mL entre os sem les&o, tam-
bém nao sendo constatada diferenga estatistica entre os grupos (p=0,20). A citocina
pré-inflamatéria relacionada ao Th17, IL-6, apresentou média de 48,03pg/mL entre
0s pacientes com lesdo e de 34,25pg/mL entre os sem leséo, ndo sendo constatada
diferencga estatistica entre os grupos (p=0,11). Quanto ao TNF-alfa, que possui ativi-
dade inflamatéria fundamental a resposta imune inata, apresentou média de
40,86pg/mL entre os portadores de ulcera e 28,29pg/mL entre os sem ulcera, mais
uma vez ndo sendo constatada diferenca significativa entre os grupos (p=0,30). Ao
analisar a cintocina anti-inflamatdria IL-10, observou-se uma média de 3,61pg/mL
entre os portadores de leséo ulcerosa e de 2,71pg/mL entre pacientes sem Ulcera,
também ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa entre os gru-
pos (p=0,15). Ao ser calculado o tamanho de efeito, segundo o Teste d de Cohen,
foram observadas correlagbes moderadas entre o surgimento de ulcera e niveis
plasmaticos mais elevados de IL-1b (52,8%) e de IL-6 (60,4%), e de IL-10 (53,0%).
Ao ser calculado o tamanho de efeito segundo o Rank-Bisserial, foi notada apenas
uma fraca correlagao entre o surgimento de ulceras e os niveis de IL-8 (22,0%) e de
TNF-alfa (22,6%).

Ao analisar a relagcao entre os marcadores inflamatorios e o tempo de lesao
ativa, nao foi evidenciada relagao estatisticamente significativa entre niveis plasmati-
cos das citocinas pro-inflamatérias IL-1b, IL-6, IL-8 e TNF-alfa, e da citocina anti-in-
flamatoria IL-10, com a ocorréncia de lesdes em pernas, com o "p" variando entre
0,22 e 0,91. Quanto a relagao entre os marcadores de inflamagao e a recorréncia
das ulceras, foi notada relagao significativa apenas entre recidivas e niveis plasmati-

cos da citocina pro-inflamatéria IL-6 (p=0,046).
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Grafico 2. Correlagdo entre marcadores inflamatérios, tempo de ulcera ativa e nu-
mero de recidivas.




Tabela 2. Correlagao entre marcadores de hemolise e de inflamacao e coeréncia de
ulceras falcémicas.

ULCERA
Sim Nao

Média (DP) Mediana (11Q) Média (DP) Mediana (11Q) p-valor TE

Hb
-0,150

8,81 (1,59) 8,29 (7,52-9,98) 9,11 (1,45) 9,05 (8,07-10,26) 0,490w B
DHL

1014 (516,01) 810 (646-1581) 740,54 (289,2) 698 (554,5-904,5) 0,210w 0,2718
BILI TOTAL

3,92 (3,1) 3,5(1,9-5) 2,45 (1,13) 2,6 (1,45-2,8) 0,120w 00,3288
IL-1b

6,47 (3,82) 5,57 (3-9,71) 4,51 (3,59) 3,42 (1,82-6,74) 0,607 0,528 D
IL-6

48,03 (23,49) 40,84 (31,55-63,13) 34,25(22,13) 34,3 (18,25-37,71) 0,107 0,604PD
IL-8

-0,220

0,03 (0,12) 0 (0-0) 0,26 (0,42) 0 (0-0,63) 0,200w B
IL-10

3,61 (1,76) 3,59 (1,99-4,85) 2,71 (1,62) 2,09 (1,59-3,75) 0,150T 0,530D
TNF-a

40,86 (30,62) 29,16 (14,91-64,56) 28,29 (26,27) 22,71 (11,67-33,95) 0,300W 0,2268

Legenda:Hb - Hemoglobina. DHL - Desidrogenase latica. Bili Total - Bilirrubina Total. IL - Interleucina.
TNF-a - Fator de Necrose Tumoral Alfa. DP — Desvio Padrdo. 1IQ — Intervalo Interquartil. W — teste de
Mann-Whitney. T — Teste t para amostras independentes. TE — tamanho de Efeito. B — Correlacéo
Rank Biserial. D — d de Cohen.



DISCUSSAO

O estudo das ulceras de pernas em pacientes com doenga falciforme, as Ulce-
ras falcémicas,é de fundamental importancia para uma melhor compreensao de uma
complicagdo importante de uma doenga prevalente, porém negligenciada. O nor-
deste do Brasil configura a regido de maior prevaléncia da hemoglobinopatia no
pais, sendo Sergipe um estado que abriga um grande numero de casos, no entanto,
com escassez de dados.

No estudo, foi notado que os pacientes portadores de ulcera falcémica foram
predominantemente do sexo masculino, com média etaria de 27 anos, sendo todos
autodeclarados pardos. Esses pacientes eram frequentadores assiduos do ambula-
tério de hematologia ao qual estavam cadastrados, ndo apresentado nenhuma co-
morbidade que justificasse a ocorréncia Ulceras em pernas além da anemia falcifor-
me. Apenas 1 paciente relatou comorbidade relevante, cardiopatia clinicamente
compensada. O uso de Hidroxiuréia, medicamento cuja associagdo com ulcera fal-
cémica é questionada por alguns autores (LANARO, 2009), foi observado em
63,15% dos pacientes. As lesdes ulcerosas foram majoritariamente unilaterais, resi-
lientes e recorrentes.

A literatura revisada freqlientemente descreve um perfil clinico-epidemiolégico
dos pacientes portadores de Ulcera falcémica similar ao observado no estudo. E re-
latada na literatura a ocorréncia de ulcera predominantemente entre 10 e 25 anos de
idade, sendo pouco frequente em menores de 10 anos € em maiores de 30 anos
(SERJEANT, 2005). Ja a distribuigdo entre os sexos ainda permanece incerta, com
algumas publicagdes indicando maior prevaléncia entre homens (KOSHY, 1989;
ANKRA-BADU, 1992; PALADINO, 2007; BAZUAYE, 2010), enquanto outras néo evi-
denciando diferenga entre os sexos (ADEDEJI, 1987). Chama a atengao o fato de
todos os pacientes terem se autodeclarados pardos, ja que a anemia falciforme é
uma doenca que acomete majoritariamente a populagdo negra. Quanto ao compor-
tamento da lesdo ulcerosa, fica evidente o carater indolente e uma tendéncia a re-
corréncia (BALLAS, 2002; MINNITI, 2016).

Apesar das caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos pacientes estuda-
dos corroborarem, em sua maioria, com os dados descritos na literatura revisada,

alguns aspectos sécio-econdmicos merecem ser ressaltados. Embora extrapole os



objetivos do estudo, vale ressaltar que todos os pacientes estudados eram proveni-
entes de grupos sociais vulneraveis, com renda mensal igual ou inferior a um salario
minimo, sendo muitos deles dependente de programas de auxilio governamental. A
maioria dos envolvidos referia dificuldades no tratamento das lesdes, como falta de
insumos ou de assisténcia em saude, dificuldades sociais, comprometimento da
auto-estima, bem como transtornos psiquiatricos. Apesar de o estudo ser incapaz de
definir a relagdo precisa dessas variaveis ao surgimento e cicatrizagao das ulceras
falcémicas, é razoavel inferir que a situacdo sécio-econdbmica precaria da maioria

dos pacientes influencie a evolugao dessas lesoes.

Avaliada a relagéo entre ulcera falcémica e hemolise, ndo foi evidenciada cor-
relacdo significativa entre hemoglobina, LDH, bilirrubinas e ocorréncia de ulceras.
Segundo a correlagdo Rank-Bisserial, foram observadas correlagdes baixas a favor
das relagbes hemoglobina e ulcera, LDH e ulcera, e bilirrubina total e ulcera. Quando
avaliada a relagao entre hemoalise e tempo de leséo ativa, foi observada correlagéo
significativa entre hemoglobina, LDH, bilirrubina total e tempo de lesdo. Quanto a re-
lagdo entre hemdlise e numero de recidivas, foi notada significancia estatistica ape-
nas entre LDH, bilirrubina total e recorréncia da leséo.

Embora a literatura revisada aponte alguma associagao entre o grau de he-
molise e o surgimento de ulceras falcémicas, os achados sdo heterogéneos e por
vezes contraditérios. Nolan e colaboradores observaram que pacientes com ulcera
falcémica apresentavam hemolise mais grave, com niveis de reticuldcitos, LDH, bilir-
rubinas e AST mais elevados (NOLAN, 2006). Connes e colaboradores relataram
que pacientes com lesdes de perna recorrente apresentavam niveis mais elevados
de LDH, bem como hemoglobina mais baixa que os pacientes sem historia de ulcera
(CONNES, 2013). Minitti e colaboradores observaram que pacientes com Uulcera
apresentam baixa hemoglobina total, além de reticuldcitos, bilirrubinas, AST e, so-
bretudo, LDH mais elevados que os pacientes com anemia falciforme sem ulcera
(MINITTI, 2014). Antwi-Boasiako e colaboradores propuseram uma associagao entre
ulceras e marcadores de hemolise, sobretudo hemoglobina mais baixa e bilirrubina
total mais elevada (ANTWI-BOASIAKO, 2020). Ja Dubert e colaboradores, apés
ajuste para sexo, idade e fenétipo da anemia falciforme, observaram correlagao sig-
nificativa das ulceras falcémicas apenas com os niveis de hemoglobina (DUBERT,

2017). Por fim, Olatunya e colaboradores salientaram que a hemolise intravascular



talvez ndo seja suficiente para explicar o surgimento dessas lesdes (OLATUNYA,
2019).

A correlagéo entre a intensidade da hemdlise e diversas complicagbes da
anemia falciforme ja € bem documentada. Quando abordamos especificamente ulce-
ras falcémicas, essa correlagdo ainda nao esta bem estabelecida. No estudo, nao foi
observada correlagao significativa entre os marcadores de hemdlise analisados e o
surgimento de ulceras, porém, notou-se uma relagdo entre niveis mais baixos de
hemoglobina e um maior tempo de lesao ativa, além de niveis mais elevados de bilir-
rubina e LDH tanto com um maior tempo de lesdo quanto com um maior numero de
recidivas. Propde-se que a hemolise possa estar associada a evolucido das ulceras
falcémicas, porém, ndo constituindo um fator fundamental para sua ocorréncia, o
que limitaria o papel dos marcadores laboratoriais de hemdlise como preditores de
ulceras de perna em pacientes com anemia falciforme.

Ao avaliar a associagao entre ulceras e inflamagao, ndo foi evidenciada corre-
lagdo estatisticamente significativa entre os niveis das citocinas pro-inflamatdrias e
anti-inflamatérias analisadas e a ocorréncia de ulceras falcémicas. Segundo o Teste
d de Cohen, foram observadas correlagcées apenas moderadas entre ocorréncia de
ulcera e as citocinas IL-1b, IL-6 e IL-10 e, segundo a correlagdo Rank-Bisserial, cor-
relacdes fracas entre ulcera, IL-8 e TNF-alfa. Nao foi notada associagao significativa
entre os marcadores de inflamagao dosados e o tempo de lesdo ativa, sendo evi-
denciada correlagdo apenas entre niveis mais elevados de IL-6 e ocorréncia de reci-
divas.

A associacao entre inflamacao e ulcera falcémica vem sendo questionada na
literatura. Bowers e colaboradores, ao avaliarem pacientes com doenca falciforme e
ulcera, propuseram que IL-1b, IL-10 e TNF-alfa possam estar associados as Ulceras.
Porém, o préprio autor ressalta que a real associacdo desses marcadores inflamatoé-
rios com as lesdes ainda nao esta clara (BOWERS, 2013). Da Silva e colaboradores
relataram niveis elevados de IL-6, IL-17a e IL-22 em pacientes falcémicos com Uulce-
ras em pernas (DA SILVA, 2014). De forma similar, Domingos e colaboradores de-
monstraram a associagao entre IL-8 e a ocorréncia de ulceras (DOMINGOS, 2020).
Ja Rego e colaboradores (2015) observaram niveis mais elevados de IL-10, uma ci-

tocina anti-inflamatoria, em portadores ulceras falcémicas (REGO, 2015).Mais recen-



temente, Belisario e colaboradores reportaram que pacientes com ulceras apresen-
tam niveis significativamente mais elevados de IL-8, IL-10 e IL-15 (BELISARIO,
2022).

Embora a correlacdo entre marcadores inflamatérios e a ocorréncia de Ulce-
ras falcémicas seja relatada, a real associagao entre inflamacéo e essas lesdes ain-
da ndo esta clara. Ao estudar uma amostra pareada para idade, comorbidades e
medicamentos em uso, e excluindo os principais fatores de confusdo (como uso de
hemoderivados, crises vaso-oclusivas e instabilidade clinica), ndo foi evidenciada
correlagdo estatisticamente significativa entre citocinas pro-inflamatérias e anti-in-
flamatorias, o surgimento nem a evolugdodas Ulceras falcémicas. Esse achado
aponta para uma natureza ainda incerta dessas lesdes, na qual fenbmenos inflama-
torios provavelmente ndo desempenhem papel fundamental.

Diante dos dados observados, propde-se que tanto a hemdlise quando a in-
flamagéo sejam apenas fatores implicados em um mecanismo multifatorial comple-
x0. Assim como em ulceras cronicas de outras etiologias, a exemplo da ulcera em
pacientes com diabete melito, propde-se que a ulcera falcémica resulte da interagao
de multiplos fatores envolvendo ndo apenas atividade hemolitica e desbalanco in-
flamatério, mas também, insuficiéncia venosa, infecgcdes bacterianas e neuropatia
periférica. Dessa forma, a auséncia de apenas um dos fatores envolvidos na fisiopa-
togenia ndo descartaria da ocorréncia das ulceras, o que limita o uso isolado de
marcadores de hemoalise e de inflamagao como preditores da ocorréncia e da cicatri-
zacao dessas lesdes. Sugere-se, portanto, uma visdo mais ampla da fisiopatogenia
das ulceras cutineas em pacientes com anemia falciforme, dando-se maior énfase a
uma associagao de multiplos fatores, tanto sistémicos quanto locais, e menor rele-

vancia a marcadores laboratoriais de forma isolada.



CONCLUSAO

O estudo prop0s a investigacao de fatores potencialmente relacionados ao
surgimento e cicatrizagdo das ulceras falcémicas, notadamente hemdlise e inflama-
¢ao. No entanto, ndo foi evidenciada correlagdo estatisticamente significativa entre
os marcadores de hemolise, as citocinas e as ulceras. Sugere-se que tanto a hemoé-
lise quando a inflamagao exergam papéis secundarios em um mecanismo multifato-
rial complexo da etiopatogenia das ulceras falcémicas, ndo configurando condigdes

imprescindiveis para a ocorréncias dessas lesdes.

FRAGILIDADES DO ESTUDO

S&o apontadas como as principais fragilidades do estudo a utilizagédo de uma
amostra, apesar de relevante, pequena, as limitagdes inerentes ao desenho metodo-

l6gico quanto a sua transversalidade e a escassez de insumos laboratoriais.

IMPLICAGOES

O estudo propde uma mudanga no entendimento das ulceras falcémicas, o
que implica, sobretudo, em uma menor relevancia de marcadores laboratoriais e
uma maior importancia do contexto multifatorial, envolvendo tanto fatores sistémicos
quanto locais, repercutindo inclusive na abordagem terapéutica dessas lesdes. No-
vas investigacdes acerca do tema se tornam fundamentais para uma melhor com-
preensao da etiologia dessas lesdes, no intuito de auxiliar na sua prevengao e tra-

tamento.
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Abstract

Introduction: Musculoskeletal complications are a frequent cause of morbidity in pa-
tients with sickle cell anemia, with sickle cell ulcers being the most common diagno-
sis. Given the heterogeneity of data, were aimed to study the association between
hemolysis, inflammation, and sickle cell ulcers. Methods: This was a cross-sectional
study comparing patients with sickle cell anemia with and without leg ulcers. All pa-
tients were homozygous and the groups were matched for age, comorbidities, and
medication use. Patients with a recent history of vaso-occlusive crisis, hospital ad-
mission, blood transfusion, or infectious and inflammatory diseases were excluded.
The occurrence of ulcers, time of evolution, recurrence, hemolysis markers (he-
moglobin, LDH, and bilirubin), and inflammatory markers (IL-18,6,8,10 and TNF-a)
were evaluated. Results: There was no statistically significant correlation between
the levels of hemolysis and cytokine markers and the emergence or evolution of sick-
le cell ulcers. It is suggested that both hemolysis and inflammation play secondary
roles in a complex multifactorial process and are not necessary for the development
of lesions. Conclusion: The pathophysiology of skin ulcers is proposed to be complex
and multifactorial, limiting the relevance of single laboratory markers to predict the
occurrence of these lesions.

Key words: Leg Ulcer; Sickle Cell Anemia; Hemolysis; Inflammation



Introduction

Approximately 5% of the world’s population has genetic mutations associated
with hemoglobinopathies (1), with an estimated 25 million people affected by sickle
cell anemia worldwide (2). In Brazil, up to 30,000 people have sickle cell anemia, with
some estimates showing that this number can increase by up to 3,500 new cases per
year, reaching a prevalence of 0.3% (3). These patients often have fatal muscu-
loskeletal complications, with sickle cell ulcers being one of the most common (4),
affecting up to 10% of patients with sickle cell anemia (5). Despite the high preva-
lence, these ulcer are frequently underdiagnosed and, consequently, treated inap-

propriately.

The etiology and pathophysiology of sickle cell ulcers are multifactorial, com-
plex, and not fully characterized (6, 7). Similarly, data on its pathogenesis and risk
factors are often contradictory (8). Although the exact cause of the occurrence and
progression of sickle cell ulcers is still unknown, some authors have suggested that

hemolysis and inflammation might be involved in their development.

Nolan et al. observed that patients with sickle cell anemia and leg ulcers had
lower hemoglobin levels and higher levels of lactate dehydrogenase (LDH), bilirubin,
transaminases, and reticulocytes than those without ulcers (9). Taylor et al. reported
a higher frequency of leg ulcers among subjects with higher LDH levels (10). Cum-
ming et al. reported LDH as a predictive marker of chronic ulcers in patients with
sickle cell anemia (11). Minniti et al. found that patients with sickle cell ulcers had
more intense hemolysis, including low hemoglobin levels, higher levels of reticulo-
cytes, bilirubin, and AST, and above all, higher LDH levels than patients with sickle
cell anemia without ulcers (12). More recently, Antwi-Boasiako et al. similarly sug-
gested an association between ulcers and lower hemoglobin and higher total bilirubin
levels (13). However, its controversy if the intravascular hemolysis is enough to ex-

plain the leg ulcers in patients with sickle cell disease (14).

The association between inflammation and sickle cell ulcers has been investi-
gated in the literature. Bowers et al. proposed that IL-1B, IL-10, and TNF-a may be
associated with leg ulcers in patients with sickle cell anemia. However, the author

emphasized that the association of these inflammatory markers with the lesions was



not conclusive (15). Da Silva et al. observed high levels of IL-6, IL-17A and IL-22, as
well as high levels of LDH in patients with sickle cell ulcers (16). Domingos et al. em-
phasized the role of inflammation in the pathophysiology of sickle cell anemia,
demonstrating an association between IL-8 levels and the occurrence of ulcers (17).
Rego et al. showed elevated levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10 in patients
with sickle cell ulcers (18). Recently, Belisario et al. reported that patients with leg
ulcers had significantly higher levels of IL-8, IL-10 and IL-15 when compared to those

without ulcers (19).

Given the heterogeneity of data on the pathogenesis of leg ulcers in patients
with sickle cell anemia and the relevance of these lesions to patient survival, we
aimed to investigate the association between hemolysis, inflammation, and the de-

velopment and healing of skin ulcers associated with sickle cell anemia.

Methods
Study design

This was a cross-sectional study comparing patients with sickle cell anemia

with and without a history of leg ulcers.
Participants

The study used a consecutive and convenient sample of patients registered at
the hematology outpatient clinic of the University Hospital of Sergipe Federal Univer-
sity, a regional reference center. Patients were divided into two groups: those with
sickle cell ulcers and those with sickle cell disease without a history of ulcers in the
lower limbs. To minimize bias, the groups were matched for age, comorbidities, and

medication use.

Patients with a diagnosis of sickle cell anemia and active leg ulcers, or a histo-
ry of ulcers in the lower limbs were included in the group with sickle cell ulcers.
Those with a diagnosis of sickle cell anemia with no history of ulcers were included in
the group without sickle cell ulcers. To avoid confounding factors inherent to sickle

cell disease activity and clinical stability of patients, the exclusion criteria described



by Ballas (20) were adopted: vaso-occlusive crises or infectious or inflammatory dis-
eases in the last 4 weeks, hospitalization in the last 3 days, blood transfusions in the

last 4 months, and antibiotic use in the last 3 weeks.
Test methods

Patients were evaluated through interviews using a structured questionnaire.
For data conference and collection of additional information, patients' medical
records were consulted. For leg ulcers, active lesions were examined, and informa-
tion about the history of lesions in the lower limbs, affected limbs, maximum time of

evolution, and number of recurrences was collected.

Peripheral venous blood was collected from the patients and the main hemol-
ysis markers cited in the literature were promptly measured (9,10,11,12,21): serum
hemoglobin, LDH, and total bilirubin. For inflammatory markers, plasma samples
separated from the same blood sample were stored at -80 °C. Cytokines were mea-
sured using antibody-based immunoassays and protein quantification panels using
the Luminex and Procarta Plex platforms (Thermo Fisher Scientific). This kit can
measure pro-inflammatory cytokines produced by Th1 cells involved in innate immu-
nity (IL-1B, IL-8, and TNF-a), pro-inflammatory cytokines produced by Th17 cells (IL-
6), and anti-inflammatory cytokines (IL-10).

Analysis

Descriptive statistics and association analyses were used in this study. Asso-
ciations were evaluated using the chi-square test and Student’s t-test for parametric
variables and the Mann—Whitney test for non-parametric variables; statistical signifi-
cance was set at p=0.05. The effect size was also estimated using the rank-biserial

correlation test and Cohen's d test.
Ethical aspects

The study was approved by the Ethics and Research Committee of Sergipe
Federal University (approval number: 2,897,835). All patients had the right to with-

draw from the study at any time, regardless of the reason. Absolute confidentiality



was guaranteed regarding the data collected and participants’ full access to their

medical records.

Results

Initially, 53 patients who met the established criteria were enrolled; however,
due to sample losses, only 19 patients with sickle cell ulcers and 13 patients without
ulcers were included. Despite de publications indicating that up to 10% of patients
with sickle cell anemia will present leg ulcers, these patients are often underdiag-
nosed, which makes tracking these cases very difficult. The group of patients with
sickle cell ulcers comprised 10 (52.63%) male patients, with a mean age of 27 years
(19-34 years), all self-declaring as black or afro-descendant. No patient reported or
presented with any other medical condition which could cause chronic ulcers of the
lower limbs. All patients regularly took folic acid at 5 mg/day, and 12 (63.15%) also
took hydroxyurea at 20-35 mg/kg/day. Eleven patients (57.89%) had a history of ul-
cer in only one leg, and the average maximum duration of the lesion was 18 months
(0.25-84 months); nine (47.37%) patients reported recurrence of the lesions, and

eight (42.11%) had more than one relapse.

The group of patients without a history of ulcers comprised five (38.46%) male
patients, with a mean age of 28.15 years (21-38 years), all self-reported as black or
afro-descendant. Regarding medication use, 12 (92.30%) patients were taking folic

acid at 5 mg/day, and 10 (76.92%) were also taking hydroxyurea at 20—-35 mg/kg/day.

Mean hemoglobin levels among patients with ulcers was 8.81 g/dL, while
among individuals without ulcers was 9.11 g/dL (p=0.49). Among patients with ulcera-
tive lesions, the mean LDH level was 1,014 |U/L, and among patients without lesions,
it was 740.54 IU/L (p=0.21). Finally, mean total bilirubin levels among patients with
ulcers and those without ulcers were 3.92 mg/dL and 2.45 mg/dL, respectively
(p=0.12). None of these differences were statistically significant (Table 1). According
to the rank-biserial correlation test, there was a low correlations between the occur-
rence of ulcers and lower hemoglobin levels (15.0%), higher LDH levels (27.1%), and
higher bilirubin levels (32.8%).



When the hemolysis markers and the duration of ulcer were compared, a sta-
tistically significant correlation was observed between a longer duration of active ul-
ceration and lower hemoglobin levels (p=0.025), higher LDH levels (p=0.015), and
higher bilirubin levels (p=0.009). There was a statistically significant correlation be-
tween the number of relapses and higher LDH levels (p=0.023). No statistically signif-
icant correlation was observed between lesion recurrence, lower hemoglobin levels,

and higher bilirubin levels (Graph 1).

The pro-inflammatory cytokine IL-13 had a mean concentration of 6.47 pg/mL
in patients with ulcers and 4.51 pg/mL in those without ulcers (p=0.16). The mean
concentration of the pro-inflammatory cytokine IL-8 was 0.03 pg/mL among patients
with ulcers and 0.26 pg/mL among those without lesions (p=0.20). The Th17-related
pro-inflammatory cytokine, IL-6, presented a mean concentration of 48.03 pg/mL in
patients with lesions and 34.25 pg/mL in those without lesions (p=0.11). TNF-a
showed a mean concentration of 40.86 pg/mL among patients with ulcers and 28.29
pg/mL among those without ulcers (p=0.30). The anti-inflammatory cytokine IL-10
showed a mean concentration of 3.61 pg/mL among patients with ulcerative lesions
and 2.71 pg/mL among patients without ulcers (p=0.15). None of the above men-
tioned differences were statistically significant (Table 1). According to the Cohen’s d
test, moderate correlations were observed between the occurrence of ulcers and
higher IL-1B (52.8%), IL-6 (60.4%), and IL-10 (53.0%) plasma levels. According to
the rank-biserial correlation test, only a weak correlation was observed between the
occurrence of ulcers and higher IL-8 (22.0%) and TNF-a levels (22.6%).

When the relationship between inflammatory markers and the time of active
ulceration was analyzed, no statistically significant relationship was found between
plasma cytokine levels and the time of ulcer occurrence. Regarding the relationship
between inflammatory markers and ulcer recurrence, a significant relationship was
observed only between the risk of relapse and IL-6 plasma levels (p=0.046) (Graph
2).

Discussion



We found no statistically significant correlation between the levels of he-
moglobin, LDH, total bilirubin, and the occurrence of ulcers. According to the rank-
biserial test, low correlations were observed between the levels of hemoglobin, LDH,
total bilirubin, and ulcer formation. Evaluating the relationship between hemolysis and
time of active ulceration, a significant correlation was observed between hemoglobin,
LDH, total bilirubin, and time of active ulceration. Regarding the relationship between
hemolysis and recurrence, a statistically significant correlation was noted only be-

tween LDH, total bilirubin, and ulcer recurrence.

Although the literature reviewed in this study shows an association between
the degree of hemolysis and the occurrence of sickle cell ulcers, the findings are het-
erogeneous and often do not consider the bias of sickle cell disease activity. Nolan et
al. observed that patients with sickle cell ulcers had more severe hemolysis with
higher levels of reticulocytes, LDH, bilirubin, and AST (9). Connes et al. reported that
patients with recurrent leg ulcers had higher levels of LDH and lower hemoglobin
levels than patients without a history of ulcers (21). Minitti et al. observed that pa-
tients with ulcers have low levels of hemoglobin, in addition to higher reticulocyte,
bilirubin, AST, and LDH levels than patients with sickle cell anemia without ulcers
(12). Dubert et al. observed a significant correlation only between ulcers and he-
moglobin levels after adjusting for sex, age, and sickle cell phenotype (22).Olatunya
et al., despite suggests that hemolysis could have an important role in the pathophys-
iology of the leg ulcers, said that intravascular hemolysis may not be enough to ex-

plain these ulcers (14).

The correlation between hemolysis intensity and various complications of sick-
le cell anemia is well-documented, but this correlation is not well-established sickle
cell ulcers specifically. In this study, no significant correlation was observed between
the hemolysis markers analyzed and the occurrence of ulcers; however, a relation-
ship was noted between lower levels of hemoglobin and a longer duration of active
ulceration, while higher levels of bilirubin and LDH were correlated with a longer du-
ration of ulcer and a greater number of relapses. It has been proposed that hemolysis
may be associated with the formation of sickle cell ulcers; however, it is not a funda-
mental factor involved in their occurrence, limiting the validity of laboratory markers of

hemolysis as predictors of leg ulcers in patients with sickle cell anemia.



When evaluating the association between ulcers and inflammation, there was
no statistically significant correlation between the levels of pro-inflammatory and anti-
inflammatory cytokines and the occurrence of sickle cell ulcers. According to Cohen’s
d test, only moderate correlations were observed between the occurrence of ulcers
and the levels of the cytokines IL-13, IL-6 and IL-10. According to the rank-biserial
test, weak correlations were observed between ulcers, IL-8, and TNF-a. There was
no significant association between the markers of inflammation measured and the
time of active lesion, with a correlation being observed only between higher IL-6 lev-

els and relapses.

The association between inflammation and sickle cell ulcers has been investi-
gated in the literature, but the results have been inconsistent. Bowers et al., when
evaluating patients with sickle cell disease and ulcers, proposed that IL-1(3, IL-10,
and TNF-a may be associated with ulcers. However, the author emphasized that the
association of these inflammatory markers with the lesions is not conclusive (15). Da
Silva et al. reported elevated levels of IL-6, IL-17A, and IL-22 in patients with sickle
cell and leg ulcers (16). Similarly, Domingos et al. demonstrated an association be-
tween IL-8 levels and the occurrence of ulcers (17). Rego et al. observed higher lev-
els of IL-10, an anti-inflammatory cytokine, in patients with sickle cell ulcers (18).
More recently, Belisario et al. reported that patients with leg ulcers had significantly
higher levels of IL-8, IL-10 and IL-15 (19).

Although a correlation between inflammatory markers and the occurrence of
sickle cell ulcers has been reported, this association is not conclusive. After studying
a sample matched for age, comorbidities, and medication use and excluding the
main confounding factors (such as the use of blood products, vaso-occlusive crises,
and clinical instability), no statistically significant correlation between pro-inflammato-
ry or anti-inflammatory cytokines and the emergence of sickle cell ulcers was found.
This finding points to the uncertain nature of these lesions in which inflammatory

phenomena probably do not play a fundamental role.

It has been proposed that both hemolysis and inflammation are factors in-
volved in a more complex multifactorial mechanism of sickle cell ulcer formation. Like
other chronic ulcers, such as those in diabetic patients, it has been proposed that

sickle cell ulcers result from the interaction of multiple factors involving not only he-



molytic activity and inflammatory imbalance but also venous insufficiency, bacterial
infections, peripheral neuropathy and impairment of the skin barrier related to genetic
factors. The absence of one of the factors involved in the pathophysiology of the le-
sions would not rule out the occurrence of sickle cell ulcers. Therefore, the isolated
use of hemolysis and inflammation markers as predictors of the occurrence and heal-

ing of these lesions is potentially limited.

Conclusion

There was no statistically significant correlation between hemolysis and cy-
tokine markers and ulcers. Both hemolysis and inflammation have been suggested to
play secondary roles in the complex and multifactorial etiopathogenesis of sickle cell
ulcers. Therefore, the relevance of hemolysis and inflammation markers as predictors

of these lesions appears to be limited.
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Graph 1.Correlation between hemolysis markers, active ulcer time and number of relapses.
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Graph 2. Correlation between inflammatory markers, time of active ulcer and number
of relapses.



Table1. Correlation betweenhemolysismarkers, inflammationmarkers and occurrence
of sickle cell ulcers.

ULCER
Yes No
Average Average
(DP) Median (11Q) (DP) Median (11Q) p TE
Hb
9 , 0 5 0,490 -0,15
8,81 (1,59) 8,29 (7,52-9,98) 9,11 (1,45) (8,07-10,26) w B
DHL 101 4 740,546 9 8 0,210 0,271
(516,01) 810 (646-1581) (289,2) (554,5-904,5) W B
BILI TO- 0,120 0,328
TAL 3,92(3,1) 3,5(1,9-5) 2,45(1,13) 2,6(1,452,8) W B
IL-1b 0,160 0,528
6,47 (3,82) 5,57 (3-9,71)  4,51(3,59) 3,42(1,82-6,74) T D
IL-6
48,034 0, 8 434,253 4 , 3 0,110 0,604
(23,49) (31,55-63,13)  (22,13) (18,25-37,71) T D
IL-8
0,200 -0,22
0,03 (0,12) 0 (0-0) 0,26 (0,42) 0 (0-0,63) w B
IL-10 0,150 0,53
3,61(1,76) 3,59 (1,99-4,85) 2,71 (1,62) 2,09 (1,59-3,75) T D
TNF-a

40,862 9 , 1 628,292 2 , 7 1 0,300 0,226
(30,62) (14,91-64,56)  (26,27) (11,67-33,95) W B

Legend:Hb - Hemoglobin. DHL - Lactate Dehydrogenase. Bili Total - Total Bilirrubin. IL - Interleukin.
TNF-a - Tumor Necrosis Factor. DP — Standart Deviation. [IQ — InterquartiieRange. W — Mann-Whit-
ney Test. T —t Test. TE — Effect Size. B — Rank Biserial Test. D — Cohen's d Test.



