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RESUMO 

 

 

Os indivíduos com Doença Falciforme (DF) apresentam manifestações clínicas variáveis que 

podem ser decorrentes de fatores genéticos e ambientais. O presente trabalho teve como 

objetivo investigar se os marcadores genéticos relacionados à vasoatividade e coagulação 

modulam a gravidade clínica em pessoas com DF em quatro faixas etárias. Para isso, dois 

grupos longitudinais foram formados, o prospectivo, que avaliou 59 crianças com DF 

nascidas no período de maio de 2012 a dezembro de 2013, e o retrospectivo, que avaliou 392 

pessoas com DF no ano de 2011. Estes dois grupos foram divididos em quatro subgrupos de 

estudo, de acordo com a faixa etária, em: Crianças I (de 0 a 4 anos de idade, N=59), Crianças 

II (de 5 a 10 anos, N=53), Adolescentes (11 a 19 anos, N=127) e Adultos (acima de 20 anos 

de idade, N=212). Todos os indivíduos foram genotipados para a DF, para os haplótipos da 

globina beta-S, e para os polimorfismos genéticos nos genes da cistationina beta-sintase (CBS, 

844ins68), enzima conversora de angiotensina I (ECA1, I/D 287 pb), enzima conversora de 

angiotensina II (ECA2, A1075G), inibidor do ativador do plasminogênio tipo I (PAI1, -675pb 

4G/5G) e adenosina deaminase (ADA, G22A). A classificação do perfil fenotípico de 

gravidade do subgrupo Crianças I foi realizado pelo hematologista do HEMORIO (RJ), e dos 

subgrupos Crianças II, Adolescentes e Adultos pela calculadora online “Sickle Cell Disease 

Severity Calculator”. Com excessão do genótipo SC que foi mais frequente no subgrupo 

Crianças I, as frequências genotípicas e alélicas para os marcadores genéticos avaliados não 

diferiram entre os quatro subgrupos amostrais, porém foi verificada elevada frequência de: 

genótipo SS (anemia falciforme - AF), haplótipo Bantu, alelo Ins- para a CBS, alelo 5G para o 

PAI1, alelo D para ECA1, alelo G para ECA2 e o alelo G para ADA. Quanto aos perfis 

fenotípicos de gravidade clínica, no subgrupo Crianças I, Crianças II e Adolescentes, as 

formas leve e moderado se destacaram. No subgrupo Adultos, perfís moderado e grave 

estiveram presentes em aproximadamente 90% dos indivíduos. Na avaliação dos marcadores 

genéticos como interferentes na gravidade clínica dos indivíduos, foi verificado para o grupo 

prospectivo que o genótipo SS contribui com aproximadamente 22 vezes mais risco de 

ocorrência de clínica moderada e grave. Quando avaliados somente os indivíduos com AF do 

grupo prospectivo, o genótipo GG para o polimorfismo A1075G da ECA2 apresentou efeito 

protetor, por diminuir a ocorrência das manifestações moderadas e graves. Para o grupo 

retrospectivo, a presença do genótipo SS aumentou a chance de ocorrência de clínica 

moderada e grave em aproximadamente oito vezes e só grave um aumento de quatro vezes. 



 

 

Com esses resultados foi possível concluir que o genótipo SS interfere diretamente na 

gravidade clínica dos indivíduos com DF, e o genótipo GG do gene ECA2, apresentou efeito 

protetor contra perfis moderado e grave nas crianças com AF.  

 

Palavras-chave: vaso-oclusão, polimorfismos genéticos, gravidade clínica, doença 

falciforme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Sickle Cell Disease (SCD) is characterized to several clinics manifestations that vary among 

subjects and this clinical diversified can be caused by genetic and environmental factors. The 

study aim was to investigate whether genetic markers related to vaso-activity modulate 

clinical severity in SCD people in four age groups. Then, two longitudinal groups were 

formed: the prospective groups that evaluated 59 SCD children born in May 2012 to 

December 2013, and the retrospective group that evaluated 392 people with SCD in 2011. 

These groups were separated in four study subgroups according to age in: Children I (of 0 at 4 

years-old, N=59), Children II (of 5 at 10 years-old, N=53), Adolescents (of 11 at 19 years-old, 

N=127) and Adults (above of 20 years-old, N=212). All the subjects were genotyped SCD 

presence, beta-S haplotypes and genetics polymorphisms in cystathionine beta-synthase (CBS, 

844ins68), angiotensin converting enzyme I (ACE1, I/D 287 pb), angiotensin converting 

enzyme II (ACE2, A1075G), plasminogen-activator inhibitor type 1 (PAI1, -675pb 4G/5G) 

and adenosine deaminase (ADA, G22A) genes. The clinical severity profile classification of 

Children I subgroup was accomplished by Hematologist of HEMORIO, and to Children II, 

Adolescents and Adults subgroups was used the software online named “Sickle Cell Disease 

Severity Calculator”. Except for the SC genotype that was more frequent in the Children I 

subgroup, the genotypic and allelic frequencies for the genetic markers evaluated did not 

differ between the four sample subgroups, but was verified high frequence of SS genotype 

(Sickle Cell Anemia - SCA), Bantu haplotype, Ins-allele to CBS gene, 5G allele to PAI1 gene, 

D allele to ECA1 gene, G allele to ECA2 gene and G allele to ADA gene. Regarding to clinical 

severity profile in the Children I, Children II and Adolescents subgroups, the severity more 

frequent were light and moderate, and the Adults subgroup the moderate and severe 

classification were present in approximately 90% of subjects. In the evaluation of genetic 

markers as interfering in the clinical severity of subjects, was verifield to prospective group 

that the SS genotype contributes with approximately 22 times more the risk of moderate and 

severe clinical. When evaluated just the SCA patients of the prospective group, the GG 

genotype to A1075G of ECA2 polymorphism, presented a protective effect by reducing the 

occurrence of moderate and severe clinical. For the retrospective group, the presence of SS 

genotype increased the occurrence chance the moderate and severe clinical in approximately 

eight times, and, just severe clinical the presence of SS genotype increased the occurrence 

chance to four times. These results showed that the SS genotype directly interferes in the 



 

 

clinical severity of SCD individuals, and the GG genotype of the ECA2 gene had a protective 

effect against moderate and severe profiles in children with SCA.  

 

Key-words: vaso-occlusion, genetics polymorphisms, clinical severity, sickle cell disease 
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APRESENTAÇÃO 

 

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Hemoglobinas e Genética das 

Doenças Hematológicas (LHGDH), do Departamento de Biologia, sediado na 

UNESP/IBILCE, sob orientação da Profa. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos. O estudo 

contou com a colaboração da Médica hematologista, responsável pelo Instituto de 

Hematologia “Arthur de Siqueira Cavalcanti” (HEMORIO), Dra. Clarisse Lopes de Castro 

Lobo. 

A ideia inicial para a elaboração do projeto surgiu de colaborações com a Dra. 

Clarisse, que sugeriu entender o porquê da taxa de morte de crianças com Doença Falciforme 

(DF) no HEMORIO ser alta. A partir dessa pergunta, elaboramos o presente estudo para a 

análise de polimorfismos genéticos que influenciariam na vasoatividade, e consequentemente, 

na gravidade clínica, podendo levar à morte. Para isso, trabalhamos com recém-nascidos a 

partir de 2012, os quais compuseram o grupo de estudo prospectivo. A fim de confrontar os 

achados do subgrupo pediátrico, mais três outros subgrupos foram formados por crianças, 

adolescentes e adultos, compondo o grupo de estudo retrospectivo. 

Durante o decorrer dos anos, nos deparamos com dificuldades, principalmente 

relacionadas ao grupo prospectivo. Merece destaque a descentralização de atendimento, pelo 

Programa de Triagem Neonatal, o que comprometeu nossa amostragem, aliada à crise 

financeira do Estado, interrompendo alguns atendimentos e os deslocando para unidades de 

atendiemnto mais próximas à sua moradia. Assim, algumas crianças que já haviam sido 

incluídas no grupo de estudo, foram retiradas devido a falta de informações. 

Quanto as atividades acadêmicas, durante o período de 2013 a 2017, publicamos um 

artigo vinculado ao projeto de mestrado no Journal of Human Genetics, intitulado 

“Inheritance of the Bantu/Benin haplotype causes less severe hemolytic and oxidative stress 

in sickle cell anemia patients treated with hydroxycarbamide”. Posterior a isso, publicamos 

um relato de caso de Hb variante rara, diagnosticada em nosso laboratório, no Genetics and 

Molecular Research, intitulado “Hemoglobin (Hb) Val de Marne (Hb Footscray) in Brazil: 

the first case report”. No ano de 2015, juntamente com a minha orientadora, escrevemos o 

capítulo de livro “A importância de identificar os haplótipos da globina beta-S na Doença 

Falciforme” que fez parte do livro Interdisciplinaridade na Saúde: Doença Falciforme, o qual 

foi lançado no final de 2016 pela editora UFMS. A qualificação do doutorado resultou no 

artigo “Atypical beta-S haplotypes: classification and genetic modulation in patients with 

sickle cell anemia” o qual foi submetido à revista Journal of Medical Genetics (Apêndice I). 



 

 

No ano de 2017, outros artigos relacionados a presente tese serão redigidos com o 

intuito de contribuir com a pesquisa da doença falciforme no Brasil e no mundo e divulgar os 

resultados aqui obtidos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Hemoglobinopatias Hereditárias: Beta hemoglobinopatias 

 As hemoglobinopatias hereditárias caracterizam o grupo de doenças monogênicas, 

mais comuns no mundo, que alteram a função das hemoglobinas (Hb) como resultado de 

mutações, geralmente pontuais, nos genes que compõem a família beta e alfa globina. São 

divididas em dois principais grupos: as Hb variantes e as talassemias (FORGET; BUNN, 

2013; WEATHERALL; CLEGG, 2001a). As últimas são consequencia do desequilíbrio no 

conteúdo quantitativo das cadeias globínicas, pela ausência parcial (
+
) ou total (

0
) na síntese 

de uma ou mais globinas, e são classificadas, de acordo com a cadeia afetada, como 

talassemias-alfa, beta e beta/delta. Apesar da grande variedade de manifestação genotípica, as 

talassemias-alfa e beta são as formas com maior frequência nas populações mundiais 

(FORGET; BUNN, 2013; LUZ et al., 2006; WEATHERALL; CLEGG, 2001b). Como 

consequência da diminuição na produção de uma das cadeias, a globina complementar 

precipita e se acumula, interferindo na eritropoese e causando a hemólise (MUNCIE; 

CAMPBELL, 2009). Na talassemia-beta o excesso de cadeias alfa precipita nos precursores 

eritróides prejudicando a eritropoese, e nas células maduras causando danos na membrana 

com consequente hemólise (HIGGS; ENGEL; STAMATOYANNOPOULOS, 2012). A 

gravidade na talassemia-beta depende da quantidade de cadeias beta sintetizadas e 

consequentemente da quantidade de Hb A formada (SERJEANT, 2013), quanto mais cadeia 

beta, maior é a quantidade de Hb A, o que diminui o efeito deletério das cadeias alfa 

excedentes. 

As hemoglobinas variantes resultam em Hb com estrutura alterada, e com 

características bioquímicas diferentes. As variantes mais frequentes são a Hb S, Hb C e Hb D 

(WEATHERALL; CLEGG, 2001a). A Hb S é resultado de uma mutação com troca do 

vigésimo nucleotídeo, uma adenina por uma timina (GAG  GTG), no gene da beta-globina 

(HBB:c.20-A>T – rs334) e resulta na substituição do sexto aminoácido, o ácido glutâmico 

(com características hidrofílicas) por uma valina (com características hidrofóbicas) 

(HBB
GLU6VAL

) (FRANKLIN BUNN, 1997; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Durante 

a passagem pela microcirculação, no eritrócito desoxigenado, com alteração no pH e com a 

desidratação, a molécula de Hb S tende a formar polímeros os quais causam danos à 

membrana, rompendo o citoesqueleto e originando a célula em formato de foice 

(BRITTENHAM; SCHECHTER; NOGUCHI, 1985; FRANKLIN BUNN, 1997; 

FRENETTE; ATWEH, 2007; LABIE; ELION, 1999; ODIÈVRE et al., 2011; REES; 
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WILLIAMS; GLADWIN, 2010; ZAGO; PINTO, 2007).  

A Hb C é caracterizada por uma mutação (HBB:c.19G>A – rs33930165) com 

substituição do décimo nono nucleotídeo no gene da beta-globina, glicina por adenina (GAG 

 AAG), resultando na troca do sexto aminoácido, o ácido glutâmico por uma lisina 

(HBB
GLU6LYS

) (ITANO; NEEL, 1950; PIEL et al., 2013). A alteração de aminoácidos 

favorece a precipitação da Hb alterada formando cristais intra-eritrocitários e conferindo à 

célula aparência de alvo “célula em alvo”, os quais distorcem a membrana celular 

ocasionando à hemólise e à retirada prematura da célula pelo baço (DIGGS; BELL, 1965). 

A Hb D, sendo a citada aqui a Hb D-Los Angeles, (HBB:c.364G>C – rs33946267), foi 

a terceira hemoglobina variante a ser descrita (STURGEON; ITANO; BERGREN, 1955). É 

caracterizada por mutação pontual com troca de uma glicina por citosina (GAA→CAA) que 

produz uma substituição do 121º aminoácido, o ácido glutâmico por uma glutamina na cadeia 

da beta globina (HBB
GLU121GLN

) (TORRES et al., 2014; VELLA; LEHMANN, 1974). Esta 

alteração confere à Hb D mobilidade eletroforética semelhante à Hb S em pH alcalino. A Hb 

D apresenta estabilidade normal não havendo alteração conformacional no eritrócito e pode 

aumentar a afinidade com o oxigênio (TORRES et al., 2014; VELLA; LEHMANN, 1974). 

 

1.2. Doença Falciforme 

Doença falciforme (DF) é um termo utilizado para determinar o grupo de 

hemoglobinopatias caracterizadas pela presença da Hb S, seja em homozigose (Hb SS), 

denominada de anemia falciforme (AF), ou associada a outras alterações de hemoglobinas, 

formando heterozigotos compostos como Hb SC e Hb SD, e as formas interativas com 

talassemias como Hb S/β
0
 talassemia, Hb S/β

+
 talassemia dentre outros (MARCUS et al., 

1997; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; SERJEANT, 2013). A AF é a forma clínica 

mais grave da DF (FRENETTE; ATWEH, 2007) e a mais comum em todo o mundo. A cada 

ano nascem aproximadamente 3.500 crianças com Hb SS no Brasil (CANÇADO; JESUS, 

2007). A diversidade clínica e a frequência elevada a coloca como um problema de saúde 

pública em vários países. A outra alteração genética que se assemelha em gravidade clínica 

com a Hb SS, é a herança de Hb S/β
0
 talassemia (SERJEANT, 2013), pois um gene β

0
 não 

sintetiza cadeia beta, sendo expresso somente o gene β
S
. As Hb SC e Hb SD conferem 

manifestações clínicas mais brandas, devido a produção de Hb C e Hb D as quais diminuem a 

polimerização da Hb S. Porém há relatos que descrevem pacientes com Hb SC e Hb SD 

semelhantes ou piores clinicamente quando comparados com Hb SS (SERJEANT, 2013; 

TORRES et al., 2014, 2016). 
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1.3. Fisiopatologia da Doença Falciforme 

Dois processos fisiopatológicos decorrentes da polimerização da Hb S estão presentes 

na AF, sendo eles: a vaso-oclusão, com ciclos de isquemia e reperfusão, e a anemia 

hemolítica (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; STEINBERG, 2008).  

A vaso-oclusão é a obstrução da microcirculação, desencadeada por um processo 

complexo que envolve a interação e adesão de células e moléculas ao endotélio vascular, 

como os eritrócitos falcizados, os leucócitos, algumas células endoteliais, plaquetas, fatores de 

coagulação e proteínas plasmáticas (Figura 1). Esta interação dinâmica, entre eritrócitos e o 

endotélio vascular, resulta em episódios de oclusão e isquemia, seguidos de restauração do 

fluxo sanguíneo, o que aumenta a lesão tecidual mediada por danos inflamatórios com 

consequente estresse oxidativo (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Com a 

microcirculação obstruída, a polimerização tende a aumentar causando danos à membrana do 

eritrócito com consequente hemólise (CHIANG; FRENETTE, 2005). Esses dois eventos estão 

envolvidos na AF formando um ciclo: a vaso-oclusão aumenta a taxa de hemólise, a qual está 

envolvida na diminuição do tônus vascular e no aumento da obstrução na microcirculação.  

 

Figura 1. Representação esquemática dos processos fisiopatológicos na anemia falciforme 

 

(1) Adesão de hemácias ao endotélio. (2) Hemólise. (3) Adesão leucocitária. (4) Diminuição do calibre vascular. 

(5) Proliferação neointimal. (6) Agregação plaquetária. (7) Vasculopatia. (8) Vaso-oclusão. ET-1: endotelina 1; 

NO: óxido nítrico. Fonte: (BARABINO; PLATT; KAUL, 2010). 

 

A hemólise é caracterizada pela destruição do eritrócito. A maior parte (2/3) ocorre no 

espaço extravascular (hemólise extravascular) em que as células do retículo endotelial, 

principalmente do baço, destroem os eritrócitos velhos e danificados. Já a hemólise 

intravascular é menos frequente (1/3) e ocorre por alterações nos eritrócitos, os quais se 
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rompem no espaço vascular (BENSINGER; GILLETTE, 1974; HEBBEL, 2011). A hemólise 

intravascular libera a Hb, molécula depletora de óxido nítrico (NO), e reduz a 

biodisponibilidade desse que é um importante vasodilatador, facilitando assim, a vaso-

constrição e a ativação de moléculas de adesão. Além disso, o processo de hemólise facilita a 

liberação de arginase, uma enzima que degrada a L-arginina, substrato enzimático para a 

produção de NO, ocorrendo então a redução na síntese do NO, pela destruição do seu 

precursor (ODIÈVRE et al., 2011) (Figura 1). Esse mecanismo também contribui com o 

estresse oxidativo, pois a Hb livre se degrada e libera o grupo heme e o ferro, uma das 

substâncias tóxicas ao organismo (ROTHER; BELL; HILLMEN, 2005) e que participa de 

vias de formação de espécies reativas de oxigênio (ERO), como nas reações de Fenton e 

Haber-Weiss (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997; KRUSZEWSKI, 2003), 

representadas na figura 2.  

 

Figura 2. Reações de Fenton e Haber-Weiss 

 

 

Estas reações exemplificam a participação do ferro na produção de espécies 

reativas de oxigênio. Fonte: (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997). 

 

A fisiopatologia da AF desencadeia processos inflamatórios e, consequentemente, 

subfenótipos clínicos. Os episódios de dor aguda são os eventos clínicos de maior ocorrência 

nesses pacientes e a principal razão para a admissão hospitalar, seguida pela Síndrome 

Torácica Aguda (STA). Certas complicações são predominantes em diferentes estágios da 

vida. Por exemplo, nos dez primeiros anos, os mais comuns são: episódios de dor, iniciados 

com a síndrome mão-pé, em consequência da inflamação da região do metacarpo e metatarso; 

STA e Acidente Vascular Encefálico (AVE). No entanto, não estão restritas a essa faixa 

etária, podendo ocorrer por toda a vida do indivíduo com AF (REES; WILLIAMS; 

GLADWIN, 2010; STEINBERG, 2008). 
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1.4. Manifestações clínicas na Doença Falciforme: da criança ao adulto 

Por se tratar de uma alteração que ocorre no gene responsável por produzir a cadeia 

beta-globina, os primeiros sintomas em crianças com a presença da Hb S em homozigose ou 

em associação com outra Hb alterada, começam a aparecer após o sexto mês de vida, quando 

há a troca na expressão da cadeia gama pela beta, e consequentemente, a diminuição da 

hemoglobina fetal (Hb F) e aumento na produção da Hb alterada (Hb S).  

 Devido a necessidade de diminuir as complicações clínicas, a morbidade em crianças 

com DF e melhorar o diagnóstico e acompanhamento clínico, em 2001, o Ministério da Saúde 

incluiu no Programa Nacional de Triagem Neonatal, por meio da portaria nº 822/01 (Acesso 

em 10/01/2017 >    http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2001/prt0822_06_06_2001. 

html), a pesquisa para as hemoglobinopatias em recém-nascidos de todo o país.  

As manifestações clínicas na DF são decorrentes da fisiopatologia com interferência 

de fatores ambientais e genéticos. Nos primeiros anos de vida as principais manifestações que 

acometem às crianças são o sequestro esplênico (SE) e agravamento das infecções, 

principalmente as pulmonares. O SE é caracterizado pela retirada do eritrócito danificado pelo 

baço, acarretando ao aumento deste, com sintomas de dor abdominal, taquicardia, fraqueza e 

diminuição no nível de Hb. Muitas vezes o SE é associado a infecções bacterianas e suas 

complicações comprometem a vida da criança. Como tratamento, há a transfusão sanguínea, e 

muitas vezes opta-se pela retirada do baço (esplenectomia) (BALLAS et al., 2012). 

 A dor é um sintoma característico da DF com inicio na infância, sendo menos 

frequente nos primeiros meses, devido aos níveis elevados de Hb F, e permanecendo por toda 

a vida. O primeiro episódio de dor geralmente decorre de obstrução de vasos nos ossículos 

das mãos e dos pés, caracterizando a dactilite. A frequência, gravidade e intensidade da dor 

variam, tanto em crianças, quanto em adultos (BALLAS et al., 2010; MEIER; MILLER, 

2012). 

 A STA está associada à alta morbidade e mortalidade em pacientes com DF,  

caracterizada por febre, tosse e dores torácicas. Na presença de hipóxemia, os eritrócitos 

falcizados se aderem à microvasculatura pulmonar podendo agravar os sintomas (DESAI; 

ATAGA, 2013). Aproximadamente 30% dos indivíduos com DF apresentam ao menos um 

episódio de STA, sendo mais frequente em crianças e em pacientes com o genótipo Hb SS e 

Hb S/β
0 

talassemia, quando comparados com Hb SC e Hb S/β
+ 

talassemia (BALLAS et al., 

2010; MEIER; MILLER, 2012). São três as principais causas de STA em pacientes com DF, 

sendo a mais comum a infecção pulmonar (pneumonia - PNM) seguida pela embolização por 

http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2001/prt0822_06_06_2001.%20html
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2001/prt0822_06_06_2001.%20html
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gordura da medula óssea, e sequestro pulmonar intravascular de eritrócitos falcizados, 

resultando em danos ao pulmão e infarto (GLADWIN; VICHINSKY, 2008). 

 A oclusão de uma artéria ou o seu rompimento, principalmente no polígono de Willis, 

podem acarretar em síndrome neurológica secundária, e AVE. O AVE pode ser identificado e 

seu risco estimado pela presença de ataque isquêmico transitório, aumento da pressão 

sanguínea sistólica, e alta velocidade do fluxo sanguíneo, visualizados por doppler 

transcraniano (DTC) (WEBB; KWIATKOWSKI, 2013). Antes do início do uso do DTC, o 

AVE ocorria em 10% dos pacientes com DF antes dos 20 anos de idade. Após a implantação 

desse método na rotina clínica, a frequência de AVE caiu para 1% devido às medidas 

terapêuticas implantadas precocemente em casos de risco aumentado (BALLAS et al., 2010; 

MEIER; MILLER, 2012). 

 A vasculatura ocular também é comprometida na DF, principalmente no paciente com 

genótipo Hb SC, devido ao aumento da viscosidade do sangue. A complicação oftálmica mais 

comum é a retinopatia, sendo menos frequente em crianças, e com pico de ocorrência entre 15 

e 24 anos (BALLAS et al., 2010; MEIER; MILLER, 2012). 

 Complicações ósseas em pacientes com DF são a osteonecrose e a osteoartrite 

(BALLAS et al., 2010). A osteonecrose é caracterizada por necrose avascular da cabeça do 

fêmur decorre de crises de dores ósseas consecutivas com oclusão e que resultam em necrose 

da medula óssea. Devido à sustentação do peso na caminhada, pode causar dano secundário 

na superfície articular da cabeça do fêmur (osteoartrite) (SERJEANT, 2013). 

 Outra complicação, também decorrente da obstrução da vasculatura, é o priapismo,  

caracterizado por uma ereção involuntária, dolorosa e prolongada sem estímulo sexual. Por se 

tratar de um órgão sexual, muitos pacientes não relatam o acontecimento, retardando o 

tratamento e causando danos irreversíveis. Esta manifestação ocorre em crianças e adultos dos 

5 aos 50 anos. A ocorrência de priapismo pode ser explicada pela diminuição da tensão de 

oxigênio nos corpos cavernosos predispondo à falcização dos eritrócitos, os quais obstruem os 

capilares dificultando o fluxo sanguíneo (BEGLIOMINI, 2001; LEVEY; KUTLU; 

BIVALACQUA, 2012). 

 A maioria dessas complicações leva pessoas com DF a buscarem por tratamentos em 

centros de referência. Os tratamentos convencionais são a internação, seguida, ou não, de 

transfusão sanguínea. Outro tratamento para amenizar as complicações causadas pela DF é o 

uso de hidroxiureia (HU), um medicamento que, a princípio, era utilizado para aumentar as 

concentrações de Hb F, e consequentemente, eluir a Hb S nos eritrócitos. Porém, hoje já se 

sabe que a HU atua em outras vias, como na síntese do NO, contribuindo ainda mais para uma 



31 
1. INTRODUÇÃO 

melhora da morbidade da DF (ALMEIDA et al., 2012; COKIC et al., 2003). Entretanto, não 

são todos os indivíduos que respondem positivamente aos tratamentos existentes, e acredita-se 

que marcadores genéticos possam ser os responsáveis pela boa ou má resposta. Segue abaixo 

a descrição de alguns marcadores genéticos que serão estudados neste trabalho.   

 

1.5. Moduladores genéticos do perfil fenotípico em DF 

  

Haplótipos da globina beta-S 

Os haplótipos são combinações específicas de sítios polimórficos em uma única 

cromátide. Os haplótipos da globina beta-S (haplótipos β
S
) são fundamentados na análise de 

um conjunto de polimorfismos, localizados na família gênica da beta globina, no cromossomo 

11, reconhecidos por endonucleases específicas (ORKIN et al., 1982). O padrão de haplótipos 

é um fator que influencia na característica fenotípica dos pacientes com DF. Os mais 

estudados e correlacionados com as manifestações clínicas são os da globina beta-S. 

A descoberta dos haplótipos β
S
 foi importante para a detecção de riscos clínicos em 

pacientes com AF. Cinco haplótipos têm sido associados a diferentes grupos étnicos, de 

acordo com a região de origem e predomínio geográfico: o haplótipo Benin à África 

Ocidental; o Bantu à África Oriental Centro-Sul; o Senegal à África Atlântico Ocidental; o 

Índia-Arábia Saudita (Saudi) à Índia e Península Arábica Oriental e, o Camarões, restrito à 

África, mais especificamente, ao grupo étnico Eton na Costa Ocidental Africana (Figura 3) 

(NAGEL, 1984). A análise dos haplótipos β
S
 e a correlação com achados clínicos revelaram 

que os pacientes com haplótipo Senegal apresentam curso clínico mais brando, os com Benin 

têm clínica intermediária, e os Bantu, curso clínico mais grave (POWARS; HITI, 1993; 

POWARS, 1991). Segundo Nagel (1984), essa variação pode ser explicada pela evidência de 

que indivíduos com o haplótipo Bantu, sem tratamento, possuem níveis menores de Hb F (< 

5%) em relação aos pacientes portadores de outros haplótipos β
S
, nas mesmas condições. Os 

três haplótipos β
S
 mais comuns entre os brasileiros, com DF, são o Bantu, Benin e Senegal. 

Porém, o Bantu é o mais predominante e, essa herança, reforça a etnia da maioria dos 

Africanos que vieram para o Brasil, originários da África Oriental e Centro-Sul (OKUMURA; 

LOBO; BONINI-DOMINGOS, 2013; SILVA; GONÇALVES; RABENHORST, 2009; 

ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992). 

Alguns pacientes, no entanto, apresentam haplótipos β
S
 incomuns, com padrões de 

digestão enzimátia diferentes dos sítios que caracterizam os anteriormente descritos, e são 

denominados de atípicos. Os padrões diferenciados de haplótipos são gerados por diversos 
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mecanismos genéticos envolvendo os cromossomos β
S 

como: mutação pontual dos haplótipos 

típicos; recombinação dupla ou simples entre os cromossomos com um haplótipo β
S
 comum; 

e conversão gênica (ZAGO et al., 2000). 

 

Figura 3. Localização geográfica de origem dos haplótipos da globina beta-S 

 

O haplótipo Benin à África Ocidental; o Bantu à África Oriental Centro-Sul; o Senegal à África Atlântico 

Ocidental; o Índia-Arábia Saudita (Saudi) à Índia e Península Arábica Oriental e, o Camarões, que é restrito à 

África, mais especificamente, ao grupo étnico Eton na Costa Ocidental Africana. Fonte: (NAGEL, 1984; 

OKUMURA; BONINI-DOMINGOS, 2016). 

 

Polimorfismos genéticos ligados a vaso-atividade e coagulação 

 Como os eventos vaso-oclusivos são o ponto de partida para as crises de dor e, 

consequentemente, sequelas decorrentes dos danos celular e tecidual, compreender a ação na 

DF e a pré-disposição a essas manifestações clínicas pode levar a intervenções precoces com 

melhor sobrevida. Em decorrência desses fatos e de resultados de estudos de genomas amplos, 

destaca-se a importância de investigar alguns polimorfismos relacionados às vias metabólicas 

envolvidas com essa fisiopatologia. Nesse trabalho, os polimorfismos genéticos que iremos 

estudar estão envolvidos na via do Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona (SRAA), na via 

das purinas e inflamação que regula a vaso-atividade, e na coagulação sanguínea. 
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Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona e Enzimas Conversoras de Angiotensinas 

 

O SRAA tem como principal função a manutenção da homeostase da pressão 

sanguínea arterial, principalmente durante condições de baixo volume sanguíneo ou na 

presença de estímulos hipotensivos (SANCHO et al., 1976). Possui ação nos rins, mas suas 

enzimas podem modular vários outros tecidos, como os vasos sanguíneos e o coração. O 

SRAA é ativado com a diminuição da pressão sanguínea, e então, ocorre a síntese de renina 

pelos rins, a qual converte o angiotensinogênio em Angiotensina I (ou Ang 1-10, 

decapeptídeo inativo) (SAYED-TABATABAEI et al., 2006). Pela ação da Enzima 

Conversora de Angiotensina (ECA) I, ocorre a clivagem da Ang I, retirando dois aminoácidos 

e favorecendo a conversão em Ang II (ou Ang 1-8, octapeptídeo ativo). A Ang II é um 

hormônio importante para o SRAA. É por meio dele que ocorre o aumento da pressão arterial, 

por aumentar a atividade simpática dos rins; promover a síntese de aldosterona pela glândula 

supra-renal proporcionando a reabsorção de Na
+
 e Cl

-
 e excreção de K

+
, com consequente 

retenção de água pelo túbulo distal; causar vasoconstrição das arteríolas e aumentar a secreção 

de hormônio antidiurético (ADH), a vasopressina, com ação na retenção de água pelo túbulo 

distal coletor (BREWSTER; PERAZELLA, 2004) (Figura 4). O resultado de todo o processo 

é o aumento no volume sanguíneo, e consequentemente da pressão arterial com equilíbrio 

dessa e inibição na produção de renina pelos rins. Além de regular a pressão arterial, esse 

sistema contribui para a ocorrência de cardiopatias, em casos de mau funcionamento de suas 

partes, e também modula a função renal (ZHUO et al., 2013).  

As duas enzimas mais estudadas e atuantes no SRAA são a ECA I e a ECA II (Figura 

5). A ECA I hidrolisa dipeptídeos e a ECA II hidrolisa monopeptideos. A ECA I age em dois 

sistemas. No Sistema Cinina Calicreína a ECA I inativa o vasodilatador bradicinina (1-9) 

(Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) clivando o dipeptídeo do C-terminal (Phe-Arg) 

formando a bradicinina (1-7) e, em outra clivagem, a bradicinina (1-5) (SIVIERI et al., 2007). 

No SRAA a ECA I hidroliza a Ang I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu) clivando o 

dipeptídeo do C-terminal (His-Leu) formando a Ang II (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) e 

também converte a Ang 1-9 (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His) em Ang 1-7 (Asp-Arg-

Val-Tyr-Ile-His-Pro). A ECA II converte Ang I em Ang 1-9 e a Ang II em Ang 1-7 

(DANILCZYK et al., 2003; FLEMING; KOHLSTEDT; BUSSE, 2006). Estudo in vitro 

mostrou que a eficiência catalítica da ECA II na Ang II é 400 vezes maior que na Ang I 

(VICKERS et al., 2002). Portanto, na presença de ECA II há maior conversão de Ang II em 

Ang 1-7. 
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Os efeitos vasoconstritores e vasodilatadores da Ang II e Ang 1-7, respectivamente, 

ocorrem quando se ligam aos seus receptores de membranas que se encontram ligados nas 

proteínas G. O receptor da Ang II é o AT1 e o complexo formado (Ang II/AT1) causa 

disfunção endotelial, proliferação celular, hipertrofia, fibrose, aterosclerose e morte celular. Já 

o complexo formado entre Ang 1-7 e o receptor MAS (Ang 1-7/MAS) possui a função de 

contrabalancear os efeitos causados por AngII/AT1. Portanto, causa vasodilatação com a 

diminuição da proliferação celular, da hipertrofia, da fibrose e da trombose (SANTOS et al., 

2003, 2013). 

Os níveis de ECA I são modulados por polimorfismo de inserção (I) /deleção (D) de 

287 pb (rs1799752) (I/D 287pb) no gene ECA1 localizado no cromossomo 17q23.3. 

Indivíduos portadores do genótipo DD, apresentam cerca de duas vezes mais ECA I do que 

indivíduos com genótipo II e a herança dessa mutação em homozigose predispõem a 

complicações cardiovasculares (RIGAT et al., 1990; SAYED-TABATABAEI et al., 2006). O 

polimorfismo da ECA II, A1075G do gene da ECA2 (rs1978124) localizado no cromossomo 

Xp22, não possui relação com os níveis da enzima. Benjafield e colaboradores (2004) não 

encontraram relação do polimorfismo com a hipertensão, sugerindo modulação benéfica na 

presença do alelo mutante, sendo assim um efeito protetor para a herança (BENJAFIELD; 

WANG; MORRIS, 2004). 
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Figura 4. Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona 

 

Para aumentar a pressão arterial, a Renina produzida pelos rins, converte o Angiotensinogênio em Angiotensina I 

(Ang I). Esta por sua vez, é convertida em Angiotensina II (Ang II) pela Enzima Conversora de Angiotensina I 

(ECAI). A Ang II causa o aumento da atividade simpática dos rins, promove a síntese de Aldosterona, o qual, 

facilita a reabsorção de NA
+
 e Cl

-
 e excreção de K

+
 no túbulo distal promovendo a retenção de água aumentando 

o volume sanguíneo, causa vasoconstrição e aumenta a secreção de hormônio antidiurético (ADH), a 

vasopressina, que promove a diminuição da excreção de água pelo túbulo distal. Toda esta ação contribui para 

aumentar a pressão sanguínea arterial. Fonte: (ARIA-RAD, 2006). 

 

Figura 5. Ação da Enzima Conversora de Angiotensina I e II 

 

A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) I 

converte a Angiotensina (Ang) I em Ang II e inativa a 

bradicinina que possui ação vasodilatadora, 

contribuindo então, para a vasoconstrição. Também 

converte a Ang 1-9 em Ang 1-7 a qual possui ação 

vasodilatadora. A ECA II converte Ang I em Ang 1-

9, mas sua principal ação é na conversão de Ang II 

em Ang 1-7. A Ang II tem forte atração pelo receptor 

AT1 e causa vasoconstrição e outras ações deletérias. 

Já a Ang 1-7 se liga ao receptor de membrana MAS 

causando a vasodilatação e  contrabalanceando as 

ação da Ang II. Fonte: (SANTOS et al., 2013; 

SAYED-TABATABAEI et al., 2006). 
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Adenosina Deaminase 

 

A adenosina é um nucleosídeo com potente ação na vasoatividade e nos processos 

inflamatórios. Na vasoatividade, seus níveis estão relacionados com a inibição da Ang II, com 

a liberação do NO e consequentemente, ação como vasodilatador (SMITS et al., 1995), sendo 

encontrada em linfócitos, monócitos e macrófagos (CELIK et al., 2010). Em períodos de 

hipóxia celular ou estresse, a adenosina é liberada para as células na forma de ATP, ADP e 

AMP que são convertidas em adenosina por ectonucleotidases.  

Na DF, durante períodos de oclusão microvascular e isquemia tecidual, os níveis de 

adenosina induz a produção de 2,3 difosfoglicerato o qual diminui a afinidade de ligação da 

Hb S ao oxigênio aumentando a falcização, hemólise e danos teciduais (ZHANG et al., 2011). 

Os níveis de adenosina são modulados pela adenosina deaminase (ADA), uma enzima que 

participa do metabolismo das purinas e está relacionada à proliferação dos linfócitos durante a 

resposta celular (MORISSON; NEVES, 2008). A ADA possui a função de desaminar a 

adenosina em inosina e a desoxiadenosina em desoxinosina (Figura 6). Quando seus níveis 

estão diminuídos, pode causar a Síndrome da Imunodeficiência Combinada Grave, 

caracterizada pelo acumulo de metabólitos tóxicos no organismo (PACHECO et al., 2005). 

A ação catalítica da ADA é modulada por polimorfismo genético com troca de uma 

guanina por uma adenina no nucleotídeo 22 no exon 1 do gene da ADA (G22A - rs73598374) 

localizado em 20q13.12. A enzima modulada pelo alelo A22 (mutante) possui 35% menos 

ação catalítica que a modulada pelo alelo G22 (selvagem) (BATTISTUZZI et al., 1981). 

Portanto, na presença do alelo A22 são esperados níveis elevados de adenosina circulante. 
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Figura 6.  Metabolismo das purinas 

 

A adenosina, intracelular e extracelular, é formada pela degradação da adenosina trifosfato (ATP) e, por 

mecanismo inverso, pode formar a ATP. A adenosina intracelular, por um processo de hidrólise e desaminação, 

é convertida pela adenosina deaminase (ADA) em inosina, participando então do metabolismo das purinas que 

tem como principal produto o ácido úrico, o qual é excretado pelos rins. Fonte:  (LAYLAND et al., 2014). 

 

Coagulação e Fibrinólise 

 

O sistema de coagulação sanguínea caracteriza-se por uma sequência de reações 

químicas, representadas por uma cascata com fatores de coagulação, que resultam na 

formação do coágulo de fibrina. Após danos em células endoteliais, para que ocorra a 

restauração do tecido lesionado e, posteriormente, do fluxo sanguíneo, ocorre a coagulação, a 

qual é dividida em dois processos: a hemostasia primária e a secundária. A hemostasia 

primária tem a função de formar o tampão plaquetário. Quando um vaso é lesionado, ocorre a 
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vasoconstrição para diminuir o fluxo sanguíneo do local. Logo após as plaquetas se aderem ao 

colágeno exposto no endotélio lesionado, se ativam e se agregam formando um trombo 

plaquetário. Na hemostasia secundária há o estímulo da cascata de coagulação, em que fatores 

de coagulação agem para formar a fibrina. Para a restauração do vaso lesionado, o coágulo de 

fibrina deve ser degradado por um processo chamado fibrinólise. Por meio do ativador de 

plasminogênio tecidual (t-PA), ocorre a ativação do plasminogênio para formar a plasmina, a 

qual degrada a fibrina, e o fluxo sanguíneo é restaurado. Se o coágulo de fibrina não for 

degradado, partes dele (trombos) podem cair na corrente sanguínea e obstruir vasos, levando a 

eventos tromboembolíticos (SILVERTHORN, 2010).  

 Polimorfismos em genes específicos podem modular eventos tromboembolíticos por 

meio da coagulação e fibrinólise. Algumas das enzimas relacionadas são a cistationina-beta 

sintase (CβS) e o inibidor do ativador do plasminogênio tipo-1 (PAI-1), os quais estão 

envolvidos na via da homocisteína e da fibrinólise, respectivamente (KOHLER; GRANT, 

2000). A CβS, na via de transulfuração, degrada a homocisteína em cistationina, diminuindo 

os níveis plasmáticos de homocisteína, um aminoácido que em excesso provoca lesões ao 

endotélio vascular, prejudica a regulação vasomotora e acarreta trombose (TSAI et al., 1996) 

(Figura 7). A mutação de inserção de 68 pb (844ins68) no gene da CBS (21q22.3) contribui 

com altos níveis plasmáticos de homocisteína. Nos pacientes com DF, a presença da mutação 

no gene da CBS, é um fator de risco para episódios de vaso-oclusão (JACOB; BASTOS; 

BONINI-DOMINGOS, 2011).  

O PAI-1 possui a função de regular negativamente a via fibrinolítica, pois inibe o t-PA 

com diminuição na fibrinólise e aumento de coágulos de fibrina, com risco de ocorrência de 

doenças cardiovasculares (LIMA et al., 2011; NAUCK; WIELAND; MÄRZ, 1999; ZORIO et 

al., 2008). Assim, o coágulo de fibrina não é degradado (Figura 8). Níveis elevados de PAI-1 

são modulados pelo polimorfismo 4G na região promotora do gene PAI1 (-675 pb 4G/5G no 

cromossomo 7q22.1 - rs1799889) (ERIKSSON et al., 1995).  
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Figura 7. Metabolismo da homocisteína 

 

A homocisteína é formada a partir da metionina proveniente da dieta. Esta se liga a adenosina da adenosina 

trifosfato (ATP) formando a S-adenosil-metionina a qual é convertida em S-adenosil-homocisteína, que perde a 

adenosina formando a homocisteína. A homocisteína pode ser convertida novamente em metionina pela via da 

remetilação com ação da metionina sintetase, ou pode ser degradada pela via da transsulfuração com ação da 

cistationina beta-sintetase. Fonte: (BYDLOWSKI; MAGNANELLI; F, 1998). 

 

 

Figura 8. Processo de fibrinólise 

 
O ativador do plasminogênio tecidual (t-PA) se liga ao plasminogênio ativando-o e formando a plasmina, a qual 

degrada o coágulo de fibrina. O inibidor do ativador do plasminigênio tipo 1 (PAI-1) forma um complexo com o 

t-PA (t-PA/PAI-1) e inativa o t-PA consequentemente, inativa o plasminogênio, não há a formação de plasmina e 

não ocorre a degradação do coágulo de fibrina. Fonte: (KOHLER; GRANT, 2000). 
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As manifestações clínicas na DF são complexas e diversificadas. Variam entre os 

genótipos e ainda entre indivíduos com o mesmo genótipo. Polimorfismos genéticos estão 

envolvidos na resposta diferencial e individual na DF, assim como a presença do haplótipo 

Bantu, do alelo D para o gene da ECA1, do 4G para o PAI1 e da inserção de 68 pb no gene 

CBS. Assim hipotetizamos que esses polimorfismos podem estar relacionados com o aumento 

dos processos vasculares danosos aos pacientes com DF, conduzindo a alta morbidade e 

mortalidade e a presença do alelo G para ECA2 e do A22 para ADA, tornam os eventos vaso-

oclusivos menos frequentes, devido ao seu efeito vasodilatador, conferindo proteção à 

manifestação desta intercorrência clínica. Entender a DF desde seu início, com o estudo em 

recém-nascidos, comparando a característica genética com a evolução clínica de pacientes de 

diferentes idades, poderá contribuir com o prognóstico e a indicação do melhor e mais 

eficiente tratamento em cada caso, tanto para crianças quanto para adultos, diminuindo, 

consequentemente, a morbidade e a mortalidade desses indivíduos com DF. 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a influência de alguns marcadores genéticos, como, os genótipos da DF, os 

haplótipos da globina beta-S e os polimorfismos que regulam a vasoatividade - ADA (G22A), 

ECAI (I/D 287pb), ECAII (A1075G) - e a coagulação - CBS (844ins68) e PAI1 (-675pb 

4G/5G) - como moduladores do perfil fenotípico nas pessoas com doença falciforme. 

 

2.1. Objetivos Específicos 

 

- Comparar a frequência genotípica e alélica dos haplótipos da globina beta-S e dos 

polimorfismos nos genes ADA (G22A), ECAI (I/D 287pb), ECAII (A1075G), CBS (844ins68) 

e PAI1 (-675pb 4G/5G) entre as pessoas dos subgrupos Crianças I, Crianças II, Adolescentes 

e Adultos com DF; 

- Caracterizar o perfil fenotípico das pessoas com DF, em cada subgrupo, de acordo 

com as informações clínicas, em leve, moderado ou grave;  

- Avaliar a associação do genótipo da DF, dos haplótipos da globina beta-S e dos 

polimorfismos genéticos ADA (G22A), ECA1 (I/D 287pb), ECA2 (A1075G), CBS (844ins68) 

e PAI1 (-675pb 4G/5G) com o perfil fenotípico, em cada subgrupo amostral. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Casuística 

O grupo amostral foi composto por 451 pacientes com DF, provenientes do Instituto 

Estadual de Hematologia “Arthur de Siqueira Cavalcanti”- HEMORIO, Rio de Janeiro-RJ. O 

projeto de pesquisa caracterizou-se por ser observacional longitudinal do tipo coorte. Este 

estudo possuiu quatro subgrupos amostrais que foram divididos de acordo com o estudo 

longitudinal em: um estudo de coorte prospectivo para avaliar o grupo, denominado Crianças 

I, de 0 a 4 anos de idade (N=59); um estudo de coorte retrospectivo para avaliar grupos 

denominados Crianças II (5 a 10 anos; N=53), Adolescentes (11 a 19 anos; N=127) e Adultos 

(acima de 20; N=212) todos portadores de DF. Todas as amostras de sangue foram coletadas 

por punção venosa(4 ml), pela equipe do HEMORIO, em tubos contendo EDTA a 5%, para 

uso nos testes de triagem básica de Hb e investigação molecular quanto ao perfil 

hemoglobínico e presença dos polimorfismos, objeto desse estudo. 

 

 Estudo de coorte prospectivo 

 No período de maio de 2012 a dezembro de 2013 foram coletadas 106 amostras 

biológicas de recém-nascidos, identificadas pelos testes de triagem neonatal como portadores 

de DF, e acompanhados no HEMORIO pelo Programa de Triagem Neonatal, “Programa 

Primeiros Passos” (PPP). A coleta ocorreu após a autorização dos pais, ou responsável, e 

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), conforme normas da 

Resolução CNS 466/12. O termo de consentimento foi obtido pela médica pediatra que 

acompanha as crianças e/ou pesquisadora responsável pelo projeto, e somente após 

treinamento específico. As amostras foram enviadas ao Laboratório de Hemoglobinas e 

Genética das Doenças Hematológicas (LHGDH), sediada na Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho” - Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas Campus de São 

José do Rio Preto. A coleta de amostras foi realizada por profissionais da área especifica, no 

Hospital do HEMORIO. O levantamento clínico se baseou na investigação de cada consulta 

médica por meio da verificação dos prontuários, do banco de dados do HEMORIO (Sistema 

de Gestão para Hematologia - SASH), sob supervisão da pediatra responsável. Foram 

verificadas ocorrência das manifestações clínicas como: febre, sequestro esplênico (SE), 

esplenomegalia, pneumonia (PNM), STA, dactilite, crises álgicas entre outras. Avaliou-se 

também número de internações e de transfusões, que são reflexos da gravidade clínica. Além 
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disso, foram contabilizados o número de consultas realizadas, presenças e faltas, informações 

que, ajudaram a excluir pacientes que não compareceram a pelo menos 30% das consultas, 

caracterizando descontinuidade de tratamento (perda de 30% de seguimento). O último 

levantamento de informações ocorreu de 11 a 15 de abril de 2016.  

Das 106 amostras iniciais, somente 59 crianças, com média de idade de 40,5±4,5 

meses (mediana 41 meses, mínimo de 32 e máximo de 47 meses de idade), compõem o 

subgrupo amostral, pois durante o tempo de avaliação, muitas crianças foram direcionadas 

para tratamentos em outras unidades e, por isso excluídas desse estudo. Outro motivo de 

exclusão foi o pequeno volume de amostra sanguínea coletada dos recém-nascidos, que 

muitas vezes não foi o suficiente para a realização dos testes, principalmente da extração de 

DNA. A recoleta de amostras ficou inviabilizada devido a problemas poíticos e/ou 

econômicos. Três crianças vieram a óbito e foram retiradas das análises por não ser possível 

classificá-las quanto à gravidade clínica. As suas características foram relatadas no tópico 

“Óbito no subgrupo Crianças I” dos resultados.  

 

 Estudo de coorte retrospectivo 

 Fazem parte do estudo 392 pacientes com DF que são acompanhados no HEMORIO e 

estão cadastrados no banco de dados de nosso laboratório desde 2011 devido a participação 

em um amplo estudo, desenvolvido em colaboração entre o LHGDH (UNESP) e o 

HEMORIO intitulado: “Estudo de Polimorfismos em Pacientes portadores de Doença 

Falciforme e sua associação com complicações clínicas”, aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do HEMORIO, sob o número 151/08 em 2009 e vigente até a presente data. As 

informações foram repassadas pelos médicos responsáveis pelos pacientes. A média de idade 

desses pacientes foi de 25±14,4 (mediana 20 anos de idade, mínimo de cinco e máximo de 65 

anos) anos na coleta das amostras. As manifestações clínicas relacionadas a esses indivíduos 

foram levantadas em 2011, com base em ficha informativa (Apêndice II). Como se trata de 

um estudo retrospectivo, os indivíduos foram avaliados em 2011 e a partir desta data, 

retrospectivamente até o seu cadastro no HEMORIO, e as manifestações clínicas foram 

relacionadas. Como esse grupo é amplo e possui variação de idade, os pacientes foram 

separados por faixa etária, para não haver influência da idade na gravidade das manifestações 

aqui avaliadas. O grupo foi dividido em Crianças II (5 a 10 anos, N=53), Adolescentes (11 a 

19 anos, N=127) e Adultos (acima de 20, N=212) segundo a classificação de faixa etária da 

Organização Mundial da Saúde, e levando em conta as manifestações clínicas da DF. 
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 Avaliação das manifestações clínicas, internações e transfusão sanguínea 

O método de levantamento das manifestações clínicas foi semelhante para ambos os 

grupos amostrais, com o intuito de minimizar vieses, quando considerados os resultados 

finais. Para algumas manifestações somente a ocorrência já era um bom indicativo para a 

avaliação, como STA, AVE e priapismo. Osteonecrose, retinopatia e crises de dor, são 

manifestações crônicas. Se o paciente apresentar em alguma fase da vida, provavelmente 

continuará com ela. Estas manifestações foram relatadas como presentes ou ausentes. Para 

verificarmos se são mais graves ou não, avaliamos o número de vezes e o tempo das 

internações, e se realizam transfusão sanguínea regularmente.  

 

 Classificação do perfil fenotípico 

Todos os sujeitos da pesquisa foram classificados, de acordo com a gravidade das 

manifestações clínicas, em leve, moderado e grave. Para o grupo de estudo retrospectivo, foi 

utilizada a ferramenta online “Sickle Cell Disease Severity Calculator” (disponível em: 

http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects). Essa ferramenta foi desenvolvida por meio 

de uma modelagem de rede Bayesiana, usando 25 variáveis clínicas e laboratoriais, para 

estimar a gravidade da DF, em um estudo envolvendo 3.380 pacientes acompanhados pelo 

Estudo Cooperativo da Doença Falciforme (CSSCD). O modelo de rede calcula o risco de 

morte dentro de cinco anos, e considera esse risco como um escore de gravidade da doença, 

que varia de 0 (menos grave) a 1 (mais grave). O valor preditivo (ou seja, a precisão e 

previsão da morte, com base nos perfis clínicos e laboratoriais) do modelo, foi validado em 

dois conjuntos independentes de pacientes e apresentou alta especificidade e sensibilidade 

(SEBASTIANI et al., 2007). Escores de gravidade calculados para este estudo incluíram as 

variáveis recomendadas pela calculadora: idade, STA, bilirrubina total no soro (BT), 

transfusão de sangue, lactato desidrogenase (LDH), volume corpuscular médio (VCM), crises 

de dor, priapismo, reticulócitos absolutos, sexo, AVE, leucócitos totais, genótipo da DF e 

osteonecrose avascular. A utilização dessa ferramenta foi padronizada e validada para pessoas 

com DF no Brasil por nosso grupo de estudo utilizando os mesmos pacientes do presente 

estudo (BELINI JUNIOR et al., 2015). 

Para os sujeitos do estudo prospectivo, foi utilizado um método de classificação de 

gravidade descrito por Van Den Tweel e colaboradores 2010 (VAN DEN TWEEL et al., 

2010). Esse instrumento foi baseado no preenchimento de uma tabela contendo 12 itens, 

sendo seis referentes aos danos cumulativos aos órgãos, dois itens relacionados ao número de 

http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects
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ocorrência de complicações no período de dois anos e quatro itens relacionados aos dados 

laboratoriais (Tabela 1). A somatória dos escores proporciona a classificação de gravidade das 

crianças do subgrupo Crianças I. De 0 a 20 pontos clínica leve, de 21 a 60 pontos clínica 

moderada e acima de 60 clínica grave. 

 

Tabela 1. Itens para classificação segundo índice de gravidade 

Itens Classificação Escore (ponto máximo 280) 

Danos cumulativos a órgãos   

1. Necrose vascular Se presente 10 

2. Infarto cerebral Se presente 50 

3. Sequestro hepático Se presente 50 

4. Septicemia Se presente 50 

5. Priapismo Se presente 10 

6. Sequestro esplênico Se presente 50 

Complicações em dois anos   

1. Síndrome torácica aguda Ausente, presente ou 

ocorrência ≥ 2 

0; 10; 20 

2. Crises de dor Ausente, presente ou 

ocorrência ≥ 2 

0; 10; 20 

Valores laboratoriais   

1. Hemoglobina (g/dL) Se ≤ 6,6 (g/dL) 5 

2. Hb F (%) Se ≤ 3,0% 5 

3. LDH Se > 700,0 U 5 

4. Leucócitos (10
9
/L) Se ≥ 15,2 5 

Fonte:(VAN DEN TWEEL et al., 2010) 

 

Por ser uma ferramenta ainda não utilizada em pacientes no Brasil, o pediatra do 

HEMORIO classificou o perfil fenotípico das Crianças I sem o conhecimento prévio da 

classificação realizada pelo método de Van Den Tweel et al (2010). De acordo com o 

acompanhamento dos pacientes e da experiência rotineira, os indivíduos foram classificados 

em clínica leve, moderada e grave. Por fim, as classificações foram comparadas para validar, 

ou não, a utilização do método descrito por Van Den Tweel e colaboradores (2010). 

 

3.2. Considerações Éticas 

 A população do estudo foi composta por portadores da DF, independente do gênero e 

da etnia, provenientes do HEMORIO, Rio de Janeiro – RJ. Os sujeitos da pesquisa foram 

expostos somente a risco considerado mínimo, caracterizado pela possibilidade de hematoma 

no local da punção venosa para a coleta de sangue. Todas as informações fornecidas pelos 

sujeitos da pesquisa, após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), e 

os resultados obtidos nos exames laboratoriais são mantidos em sigilo, e de responsabilidade 

do pesquisador. Os resultados, em conjunto, são utilizados para divulgação em reuniões e 

revistas científicas. Os resultados dos testes laboratoriais serão informados aos clínicos 
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responsáveis pelos pacientes, por meio de laudo específico o qual ficará fixado no prontuário 

clínico. Os médicos hematologistas do HEMORIO acompanharam a consulta aos prontuários 

para a obtenção dos dados clínicos. Todas as análises moleculares foram realizadas na 

UNESP. As publicações resultantes desse estudo deverão conter o nome das duas instituições 

envolvidas. O presente trabalho foi aprovado para a utilização de amostras biológicas pelos 

sujeitos da pesquisa pelo CEP/IBILCE com o Certificado de Apresentação para Apreciação 

Ética número (CAAE) 26806914.6.0000.5466 (Anexo I).  

 

3.3. MÉTODOS  

Os testes laboratoriais foram realizados no LHGDH, do Departamento de Biologia, 

sediado na Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”-Instituto de Biociências 

Letras e Ciências Exatas (IBILCE) Câmpus de São José do Rio Preto, SP, conforme protocolo 

padrão para: 

 

3.3.1. Caracterização do perfil hemoglobínico dos pacientes 

 

As amostras coletadas passaram por testes clássicos da investigação de anemias 

hereditárias a fim de confirmar a presença da Hb S e quantificar as Hb presentes no adulto 

(Hb A, Hb A2, Hb F e possíveis Hb varianes), pelos métodos a seguir: 

 

 Análise, a fresco, da morfologia eritrocitária (BONINI-DOMINGOS, 2006)  

 

Os esfregaços sanguíneos foram confeccionados na forma de “esfregaço italiano” 

padronizado no LHGDH, no qual os eritrócitos são facilmente visualizados. Estes foram 

analisados ao microscópio óptico aumento de 40x, quanto ao tamanho (microcitose, 

macrocitose e anisocitose), forma (poiquilicitose) e quantidade de Hb (hipocromia e 

hipercromia). Os resultados foram expressos para cada um dos parâmetros avaliados em: 

 

- alterações discretas: (+)  - alterações moderadas: (++) 

- alterações acentuadas: (+++)  - células normais: (N) 

 

 

 

 

http://www.proz.com/kudoz/portuguese_to_english/medical_general/4978382-caae.html#11046310
http://www.proz.com/kudoz/portuguese_to_english/medical_general/4978382-caae.html#11046310
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 Preparação de hemolisados: 

 

Princípio 

Por meio de uma reação de lise da membrana dos eritrócitos, liberou-se as Hb 

presentes, as quais foram submetidas a procedimentos eletroforéticos. Os reagentes utilizados 

foram: 

 

Reagentes 

Hemolisado Rápido - com saponina (NAOUM, 1990). 

Reativo hemolisante: 

- Saponina P.A.      1 g 

- Água destilada       100 mL 

 

Procedimento: 

- Em placa de Kline foi colocado 50 μL de sangue com 100 μL de reativo hemolisante 

(1 volume de amostra para 2 volume de reagente), com posterior homogeneização até a 

hemólise completa;  

- O hemolisado pode ser utilizado após cinco minutos e, no máximo, até quatro horas 

após sua preparação, em temperatura ambiente (25º C). 

 

 Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino 8,6 (MARENGO-ROWE, 1965) 

 

Princípio: 

Técnica qualitativa utilizada para detecção de Hb normais e anormais, principalmente 

para as variantes. A leitura se baseia nas diferentes cargas elétricas das Hb, que acarretam em 

mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais.  

 

Reagentes: 

Tampão TRIS-EDTA-BORATO (TEB), pH 8,6 

- Tris hidroximetil aminometano        10,2 g 

- Ácido etilenodiaminotetracético        0,6 g 

- Ácido Bórico          3,2 g 



50 
3. MATERIAL E MÉTODOS 

- Água destilada q.s.p        1000 mL 

Conservado em 4º C. 

 

Procedimento: 

- As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampão TEB por 15 minutos, no 

mínimo, e seis horas, no máximo, antes da aplicação do hemolisado; 

- Após serem secas em folhas de papel absorvente, as fitas foram colocadas na cuba de 

eletroforese contendo o mesmo tampão utilizado para embeber as fitas, conectando-as com os 

compartimentos eletrolíticos por tecido absorvente (pano multi-uso); 

- A solução de Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fita em contato com o pólo 

negativo.  

- Passaram-se 300 volts por aproximadamente 30 minutos do pólo negativo para 

positivo; 

- As frações de Hb foram analisadas de acordo com o posicionamento na fita, e 

seguindo mapa de migração com padrão conhecido. No sentido da mais eletronegativa para a 

mais eletropositiva temos: Hb A2 mais eletronegativa, seguida das Hb S, Hb F e a Hb A como 

a mais eletropositiva. 

  

 Eletroforese de hemoglobinas em pH ácido 6,2 (VELLA, 1968) 

 

Princípio: 

Na eletroforese de Hb em pH alcalino, a Hb C migra na mesma posição que a Hb A2,e 

a Hb D na mesma posição que a Hb S. Assim, a eletroforese de Hb em pH ácido é utilizada 

para diferenciar alguns desses tipos de Hb que migram em posições semelhantes na 

eletroforese em pH alcalino. 

 

Reagentes: 

Tampão Fosfato pH 6,2 - Para uso nos compartimentos eletrolíticos e confecção do 

gel: 

- Na2HPO4          2,02 g 

- NaH2PO4.H2O         7,66 g 

- Água destilada q.s.p        1000 mL 

Conservar em 4º C. 
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Gel de Ágar-Fosfato 

- Ágar-agar          500 mg 

- Tampão fosfato pH 6,2        25 mL 

 

Procedimento: 

- Os componentes do gel de ágar-fosfato foram adicionados a um erlenmeyer de 250 

mL e levados ao forno micro-ondas por um minuto ou até completa dissolução, sendo o 

tempo interrompido de 10 em 10 segundos para evitar fervura e evaporação; 

- Foram pipetados 5,0 mL do gel, em lâminas de microscopia, para gelificarem em 

temperatura ambiente; 

- As amostras foram aplicadas na porção média da lâmina, inserindo o aplicador com 

cuidado para não partir totalmente o gel; 

- Para conexão, do gel com os compartimentos eletrolíticos, foi utilizado tecido 

absorvente (pano multi-uso); 

- Passaram-se 100 volts por 45 minutos no sentido do pólo positivo para o negativo; 

As frações de Hb foram analisadas de acordo com o posicionamento no gel segundo 

mapa de migração e padrão conhecido. No sentido da mais eletropositiva para a mais 

eletronegativa temos: Hb C, Hb S, Hb A e Hb F mais eletronegativa. 

 

 Perfil hemoglobínico e Quantificação das frações por Cromatografia líquida de Alta 

Performance  

 

Princípio: 

O equipamento utilizado foi o ULTRA 2 (Trinity Biotech) com o Kit Resolution 2. 

As análises consistem na cromatografia de troca iônica em um sistema fechado, no qual duas 

bombas de êmbolo duplo realizam a mistura de tampões de diluição com controles de 

gradientes pré-programados, que são submetidos à coluna na qual são detectadas as alterações 

de absorbância que são específicas e variáveis de acordo com o equipamento utilizado. As 

diferentes absorbâncias são monitoradas e exibidas como um cromatograma de absorbância 

versus tempo. Os dados de análise provenientes do detector são processados por um 

integrador embutido e impressos no relatório da amostra de acordo com o tempo de retenção. 

O tempo de retenção é o tempo transcorrido entre a injeção da amostra até o ápice do pico da 
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Hb. Cada Hb tem um tempo de retenção característico. No final da análise da amostra, uma 

cópia do cromatograma e os dados do relatório são automaticamente impressos. 

Procedimento: 

Para o procedimento as amostras foram inseridas no equipamento: 1) em tubo no 

qual a amostra foi coletada (tubo de EDTA – sangue total) quando nas condições exigidas 

pelo manual e/ou 2) amostras hemolisadas utilizando aproximadamente 5 μL de amostra em 

995 μL de solução hemolisante (presente no kit), em recipiente fornecido do fabricante. 

 

Interpretação: 

A quantificação das diferentes frações de Hb em uma amostra foi realizada a partir dos 

valores percentuais e do tempo de retenção, fornecidos pela calibração específica (FASC, 

Controle I e Controle II), e emitidos em modelo próprio, que incluiu valores numéricos e 

perfil cromatográfico. Os valores de Hb A2 considerados normais foram de 2,5 a 3,5% e os de 

Hb F até 1,3%, previamente estabelecidos. 

 

3.3.2. Análises moleculares para caracterização do grupo amostral 

 

 Extração do DNA (SAMBROOK; FRITSCH; MANATIS, 1989) 

 

Princípio: 

Técnica utilizada para extrair DNA genômico a partir de sangue total. Os tampões de 

lise rompem os eritrócito e glóbulos brancos. O fenol é utilizado para a remoção de proteínas 

e enzimas contaminantes. O DNA é precipitado com etanol. 

 

Reagentes:  

1. Solução de lise 1 para extração de sangue (tampão utilizado na lise de células vermelhas) 

- Sacarose 0,32 M        10,95 g 

- Tris HCl 10 mM       1 mL 

- MgCl2 5 mM        0,5 mL 

- Triton 1% 100x        1 mL 

- Água mili-Q autoclavada q.s.p.     100 mL 

2. Solução de lise 2 para extração de sangue (tampão utilizado na lise de células brancas) 

- 0,075 M de NaCl        2,19 g 

- 0,02 M de EDTA        20 mL 
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- Água mili-Q q. s. p.        500 mL 

3. Proteinase K (20 mg/mL) 

- Proteinase K        20 mg 

- Água mili-Q q.s.p.       1 mL 

Conservado em freezer. 

4. Fenol 

5. Clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) 

6. Etanol 70% 

7. KCl 2M 

 

Procedimento: 

Amostras de sangue periférico (800 μL), colhidas com EDTA, foram colocadas em 

microtubos e o volume completado para 1,5 mL com solução de lise 1 . Após 10 minutos de 

agitação, foi centrifugado por cinco minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi desprezado e ao 

precipitado foram acrescentados 1,0 mL de solução de lise 1, esse passo foi repetido por duas 

vezes. O sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se 450 μL de solução de lise 2; 25 μL de 

SDS à 10% e 5 μL de proteinase K 20 mg/mL para lise de proteínas restantes. Após 

homogeneização, o microtubo foi colocado em banho-maria por três horas a 42
o
C. 

Posteriormente, foram adicionados 500 μL de fenol. O material foi homogeneizado e 

centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. Após centrifugação, a fase superior foi 

transferida para outro microtubo, e adicionados 500 μL da solução de clorofórmio e álcool 

isoamílico na proporção 24:1 para a purificação da solução. O material foi homogeneizado e, 

novamente, centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. Esse último passo foi repetido por 

mais uma vez.  

O sobrenadante foi colocado em tubo cotendo 50 μL de solução de KCl 2M gelada e 

acrescentado 500 μL etanol 100% bem gelado para facilitar a precipitação do DNA. O tubo 

foi invertido várias vezes até a precipitação do DNA. 

O material foi novamente centrifugado por 30 segundos a 13000 rpm e o sobrenadante 

desprezado. O DNA no fundo do tubo foi lavado com 200 μL etanol 70% (gelado), para 

iniciar a hidratação, o sobrenadante, após centrifugação, foi desprezado. Após a evaporação 

do etanol, o DNA foi solubilizado com 50 μL de água ultra pura e conservado em freezer –

20ºC. 
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 Análise molecular para Hb S por PCR-RFLP (SAIKI et al., 1985- modificado) 

 

A detecção da mutação (HBB:c.20A>T – rs334) que altera o sexto códon da proteína 

(GAG > GTG - GLUβ6VAL) foi realizada por reação em cadeia da polimerase seguida de 

análise de restrição de polimorfismo de fragmento único (PCR-RFLP). Os oligonucleotídeos 

iniciadores utilizados para a amplificação que envolve o sexto códon foram: o P 277 (sense): 

5’ GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o P 278 (antisense): 5’ ACC TTA GGG TTG 

CCC ATA AC 3’. O protocolo de amplificação esta especificado na tabela 2. 

 

Tabela 2. Protocolo de amplificação para a PCR de Hb S 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 14,0 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 

MgCl2 50 mM 2,5 

dNTP 1,25 mM cada 1,0 

Primer P277 10,0 μM 1,5 

Primer P278 10,0 μM 1,5 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,2 

DNA 150 ng/μL 2,0 

Volume final da reação  25,0 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; 

mM: milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. 

Fonte: modificado por LHGDH de (SAIKI et al., 1985). 

 

A reação de amplificação obedeceu as seguintes condições: 94ºC a cinco minutos para 

a desnaturação inicial; um ciclo com 35 repetições de 30 segundos a 94ºC para a abertura da 

dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 55ºC para anelamento dos primers e 1 minuto a 72ºC 

para a extensão da fita por adição dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repetição de 10 

minutos a 72ºC para extensão final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 

36 ciclos de repetições. Após a amplificação, o fragmento de 382 pb foi digerido a 37 ºC por 

cinco minutos. A enzima utilizada foi a Dde I (C↓TNAG). O protocolo de digestão esta 

especificado na tabela 3. 

 

Tabela 3. Protocolo de digestão para a RFLP de Hb S 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 8,5 

Tampão FastDigest 10X 1,0 

DdeI 1U/μL 0,5 

PCR ---- 5,0 

Volume final da reação  15,0 

μL: microlitros. Fonte: LHGDH 
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A mutação no códon 6 (GAG → GTG) elimina um sítio de restrição para a enzima 

Dde I; assim após a digestão o alelo normal gerou 3 fragmentos de 201 pb, 88 pb e 87 pb e o 

alelo mutante gerou dois, um de 288 pb e outro de 88 pb. A digestão foi analisada por 

eletroforese em gel de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e 

visualizados sob luz UV, após coloração com brometo de etídio (Figura 9). 

 

Figura 9. Representação esquemática dos possíveis 

produtos de restrição da PCR-RFLP para HbS 

 
AA: homozigoto selvagem; AS: heterozigoto para Hb S; SS: 

homozigoto para Hb S; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH 

 

 Análise molecular para Hb C por PCR-RFLP 

A detecção da mutação (HBB:c.19G>A – rs33930165) que altera o sexto códon da 

proteína (GAG > AAG - GLUβ6LYS) foi realizada por PCR - RFLP. Os primers utilizados 

para a amplificação que envolve o sexto códon foram: o primer P 277 (sense): 5’ GGC AGA 

GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o primer P 278 (antisense): 5’ ACC TTA GGG TTG CCC 

ATA AC 3’. O protocolo de amplificação esta especificado na tabela 4. 

 

 

Tabela 4. Protocolo de amplificação para a PCR de Hb C 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 14,0 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 

MgCl2 50 mM 2,5 

dNTP 1,25 mM cada 1,0 

Primer P277 10,0 μM 1,5 

Primer P278 10,0 μM 1,5 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,2 

DNA 150 ng/μL 2,0 

Volume final da reação  25,0 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; 

mM: milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. 

Fonte: LHGDH 
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A reação de amplificação obedeceu as seguintes condições: 94ºC a cinco minutos para 

a desnaturação inicial; um ciclo com 35 repetições de 30 segundos a 94ºC para a abertura da 

dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 55ºC para anelamento dos primers e 1 minuto a 72ºC 

para a extensão da fita por adição dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repetição de 10 

minutos a 72ºC para extensão final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 

36 ciclos de repetições. Após a amplificação, o fragmento de 382 pb foi digerido a 37 ºC por 

três horas. A enzima utilizada foi a BseRI (C↓TNAG). O protocolo de digestão esta 

especificado na tabela 5. 

 

Tabela 5. Protocolo de digestão para a RFLP de Hb C 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 5,0 

Tampão BseRI 10X 1,0 

BseRI 10.000U/mL 1,5 

PCR ---- 3,0 

Volume final da reação  10,5 

U: unidade; mL: mililitros; μL: microlitros. Fonte: LHGDH 

 

A mutação no códon 6 (GAG → AAG) elimina um sítio de restrição para a enzima 

BseRI. Assim após a digestão o alelo normal gera dois fragmentos (278 e 104 pb) e o alelo 

mutante gera um fragmento (382 pb). A digestão foi analisada por eletroforese em gel de 

agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, após 

coloração com brometo de etídio (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Representação esquemática dos possíveis 

produtos de restrição da PCR-RFLP para HbC 

 
AA: homozigoto selvagem; AC: heterozigoto para Hb C; CC: 

homozigoto para Hb C; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH 
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 Análise molecular para Hb D-Los Angeles por PCR-RFLP 

A detecção da mutação (HBB:c.364G>C – rs33946267) que altera o 121º códon da 

proteína (GAA > CAA - GLUβ121GLN) foi realizada por PCR - RFLP. Os primers utilizados 

para a amplificação foram: o CD1 (sense) 5’ TGC CTC TTT GCA CCA TTC TA 3’ e o CD2 

(antisense) 5’ GAC CTC CCA CAT TCC CTT TT 3’. O protocolo de amplificação esta 

especificado na tabela 6. 

 

Tabela 6. Protocolo de amplificação para a PCR de Hb D 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 15,3 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 

MgCl2 50 mM 2,0 

Dntp 1,25 mM cada 1,0 

Primer CD1 10,0 μM 1,0 

Primer CD2 10,0 μM 1,0 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,2 

DNA 150 ng/μL 2,0 

Volume final da reação  25,0 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; 

mM: milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. 

Fonte: LHGDH 
 

A reação de amplificação obedeceu as seguintes condições: 94ºC a cinco minutos para 

a desnaturação inicial; um ciclo com 35 repetições de 30 segundos a 94ºC para a abertura da 

dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 55ºC para anelamento dos primers e 1 minuto a 72ºC 

para a extensão da fita por adição dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repetição de 10 

minutos a 72ºC para extensão final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 

36 ciclos de repetições. Após a amplificação, o fragmento de 564 pb foi digerido a 37 ºC por 

3 horas pela enzima EcoR I. O protocolo de digestão esta especificado na tabela 7. 

 

Tabela 7. Protocolo de digestão para a RFLP de Hb D 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

Tampão EcoR I 1X 5,0 

EcoR I 20.000U/mL 1,0 

PCR ---- 5,0 

Volume final da reação  11,0 

U: unidade; mL: mililitros; μL: microlitros. Fonte: LHGDH 

 

A mutação no códon 121 elimina um sítio de restrição da enzima EcoR I. Assim após 

a digestão o alelo normal gera dois fragmentos (296 e 268 pb) e o alelo mutante gera um 

fragmento (564 pb). A digestão foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob 

corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, após coloração com 

brometo de etídio (Figura 11). 
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Figura 11. Representação esquemática dos possíveis 

produtos de restrição da PCR-RFLP para HbD 

 
AA: homozigoto selvagem; AD: heterozigoto para Hb D; DD: 

homozigoto para Hb D; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH. 
 

 Análise molecular para Beta-Talassemia por PCR-AE 

Foi determinadas quatro mutações referentes à beta-talassemia por PCR alelo 

específico com primers específicos para cada mutação. As mutações são: CD 39 (HBB:c. 

118C>T – rs11549407), IVSI-110 (HBB:c.93-21G>A – rs35004220), IVSI-6 

(HBB:c.92+6T>C – rs35724775) e IVSI-1 (HBB:c.92+1G>A – rs33971440) (BERTHOLO, 

2005). As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores para análise dos polimorfismos da 

beta-talassemia são o mesmo: B5a (sense) 5’ GGC TGT CAT CAC TTA GAC CTC A 3’ e 

B5b (antisense) 5’ GGG TGG GAA AAT AGA CT 3’. Mudam os oligonucleotídeos 

específicos para cada mutação: CD39 (PS39W - selvagem) 5’ GAC TCA AAG AAC CTC 

TG 3’ e (PS39M – mutante) 5’ GAC TCA AAG AAC CTC TA 3’; IVSI-110 (TB110W – 

selvagem) 5’ GGG TGG GAA AAT AGA CC 3’ e (TB110M – mutante) GGG TGG GAA 

AAT AGA CT 3’; IVSI-6 (IVSI6W – selvagem) 5’ GTC TTG TAA CCT TGA TA 3’ e 

(IVSI6M - mutante) 5’ GTC TTG TAA CCT TGA TG 3’; IVSI-1 (IVSI1W – selvagem) 5’ 

GTG ACC TTG ATA CCA AC 3’ e (IVSI1M – mutante) 5’ GTG ACC TTG ATA CCA AA 

3’. O protocolo de amplificação do alelo selvagem e mutante estão especificados na tabela 8 e 

9. 
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Tabela 8. Protocolo de amplificação para o alelo selvagem da PCR-AE das mutações de beta-

talassemia 

Mix 
Concentração 

inicial 

Volume (μL)  

(CD39) (IVSI-110) (IVSI-6) (IVSI-1) 

H2O ---- 8,0 9,0 7,85 8,0 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 2,5 2,5 2,5 

MgCl2 50 mM 0,75 1,5 0,75 0,75 

DMSO * 1,0 1,0 1,0 1,0 

dNTP 1,25 mM cada 4,0 3,5 4,0 4,0 

Primer B5a 10,0 μM 2,5 2,0 2,5 2,5 

Primer B5b 10,0 μM 2,5 2,0 2,5 2,5 

Primer W 10,0 μM 2,5 2,0 2,5 2,5 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,25 0,1 0,4 0,25 

DNA 150 ng/μL 1,0 1,0 1,0 1,0 

Volume final da reação 25,0 25,0 25,0 25,0 

*A concentração de DMSO é 100% para CD39, IVSI-6 e IVSI-1. Para o IVSI-110 a concentração é de 30%. 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; mM: milimolar; μM: micromolar; μL: 

microlitros; ng: nanogramas. Fonte: LHGDH. 

 

 

Tabela 9. Protocolo de amplificação para o alelo mutante da PCR-AE das mutações de beta-

talassemia 

Mix 
Concentração 

inicial 

Volume (μL)  

(CD39) (IVSI-110) (IVSI-6) (IVSI-1) 

H2O ---- 8,0 9,0 7,85 8,0 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 2,5 2,5 2,5 

MgCl2 50 mM 0,75 1,5 0,75 0,75 

DMSO * 1,0 1,0 1,0 1,0 

dNTP 1,25 mM cada 4,0 3,5 4,0 4,0 

Primer B5a 10,0 μM 2,5 2,0 2,5 2,5 

Primer B5b 10,0 μM 2,5 2,0 2,5 2,5 

Primer M 10,0 μM 2,5 2,0 2,5 2,5 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,25 0,1 0,4 0,25 

DNA 150 ng/μL 1,0 1,0 1,0 1,0 

Volume final da reação 25,0 25,0 25,0 25,0 

*A concentração de DMSO é 100% para CD39, IVSI-6 e IVSI-1. Para o IVSI-110 a concentração é de 30%. 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; mM: milimolar; μM: micromolar; μL: 

microlitros; ng: nanogramas. Fonte: LHGDH. 
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A reação de amplificação obedeceu as seguintes condições descritas na tabela 10. 

 

Tabela 10. Condições das reações utilizadas para amplificação das regiões polimórficas da 

beta-talassemia 

Região 

Desnaturação 

Inicial 

Desnaturação Anelamento Extensão 
Extensão Final 

32 ciclos 

T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo 

CD39 95 7’ 94 50” 54 50” 72 50” 72 7’ 

IVSI-110 95 7’ 94 50” 58 1’ 72 50’’ 72 7’ 

IVSI-6 95 7’ 94 50” 54 50’’ 72 50’’ 72 7’ 

IVSI-1 95 7’ 94 50” 54 50’’ 72 1’ 72 7’ 

Fonte: LHGDH 

 

O amplificado de 659 pb foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob 

corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, após coloração com 

brometo de etídio. Dependendo da mutação avaliada, a banda mutada correspondente ao alelo 

com o mutande de beta-talassemia apresenta uma quantidade de pb. Para a mutação CD 39 a 

banda alterada apresenta 439 pb, para IVSI-110 337 pb, para IVSI-6 273 pb e para IVSI-1 268 

pb (Figura 12).   

 

Figura 12. Representação esquemática do resultado da PCR-AE para as mutações de beta-

talassemia 

 
Tubo W: com o primer selvagem; Tubo M: com o primer mutante; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH. 

 

 Análise dos Haplótipos S
 (SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989)  

 

A determinação dos haplótipos foi realizada por PCR-RFLP, por meio da análise de 

seis sítios polimórficos, e a classificação segundo Sutton e colaboradores (1989) (Figura 13). 
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Figura 13. Representação esquemática dos sítios polimórficos estudados na determinação dos 

haplótipos β
S
 

 

(+) indica presença do sítio polimórfico; (-) indica ausência do sítio polimórfico. Fonte: (OKUMURA; BONINI-

DOMINGOS, 2016). 

 

As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores para análise dos polimorfismos da 

família β estão listadas na tabela 11. 

 

Tabela 11. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificação de regiões da família β 

Oligonucleotídeo iniciador 
Sequência do oligonucleotídeo iniciador (5’ – 

3’) 
Direção Região 

H0 AACTGTTGCTTTATAGGATTTT → 
5’γ 

G
 

H1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC ← 

H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA  ← 
γ 

G
 

H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA → 

H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA → 
γ 

A
 

H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC ← 

H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA → 
Ψβ 

H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT ← 

H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC → 
3’ψβ 

H8 GGACCCTAACTGATATAACTA ← 

H9 CTACGCTGACCTCATAAATG → 
5’ β 

H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT ← 

→: sense ; ← anti-sense. Fonte: (SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989) 

 

Os reagentes, as concentrações utilizadas para a montagem da solução de reação e as 

condições de amplificação estão representadas nas tabelas 12 e 13, respectivamente. 
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   Tabela 12. Composição das reações utilizadas para amplificação das regiões polimórficas 

da família da globina β 

Componentes 

Volumes (μL) 

Xmnl I Hind III Hinc II Hinf I 

5’γ 
G
 γ 

G 
e γ 

A
 Ψβ e 3’ψβ 5’ β 

H2O 17,125 18,55 17,55 16,6 

Tampão (10X) 2,5 2,5 2,5 2,5 

MgCl2 (50 mM) 1,25 1,0 1,0 1,25 

dNTP’s (2 mM) 2,5 - - 2,5 

dNTP’s (10 mM) - 0,75 0,75 - 

Oligonucleotídeo iniciador 5’ (10 μM) - 0,5 0,5 0,5 

Oligonucleotídeo iniciador 3’ (10 μM) - 0,5 0,5 0,5 

Oligonucleotídeo iniciador 5’ (25 μM) 0,25 - - - 

Oligonucleotídeo iniciador 3’ (25 μM) 0,25 - - - 

Taq Polimerase (5U/μL) 0,125 0,20 0,20 0,20 

DNA (100 ng/ μL) 1,0 1,0 1,0 1,0 

Volume Final (μL) 25,0 25,0 25,0 25,0 

Fonte: LHGDH. 

 

 

Tabela 13. Condições das reações utilizadas para amplificação das regiões polimórficas da 

família da globina β 

Região 

Desnaturação 

Inicial 

Desnaturação Anelamento Extensão 
Extensão Final 

35 ciclos 

T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo T (ºC) Tempo 

5’γ 
G
 94 5’ 94 45” 60 45” 72 1’30” 72 7’ 

γ 
G
 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7’ 

γ 
A
 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7’ 

Ψβ 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7’ 

3’ψβ 94 5’ 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7’ 

5’ β 94 5’ 94 45” 57 45” 72 1’30” 72 7’ 

Fonte: LHGDH. 

 

O produto da PCR foi digerido, a 37ºC durante 3 horas, para a região 5’γ 
G
 e para as 

demais foi digerido por cinco minutos a 37ºC com endonucleases de restrição apropriadas 

para cada sítio polimórfico. O tamanho dos produtos de amplificação e após clivagem, podem 

ser observados na Tabela 14. 
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Tabela 14. Tamanho dos produtos amplificados e após a clivagem com as endonucleases de 

restrição 

Oligonucleotídeo 

iniciador 
Enzima Região 

Tamanho do 

fragmento 

amplificado 

Tamanho dos fragmentos 

após a clivagem 

H0 e H1 Xmn I 5’γ 
G
 657 pb 450 pb + 200 pb 

H2 e H3 Hind III γ 
G
 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb 

H3 e H4 Hind III γ 
A
 760 pb 400 pb + 360 pb 

H5 e H6 Hinc II Ψβ 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb 

H7 e H8 Hinc II 3’ψβ 590 p b 470 pb + 120 pb 

H9 e H10 Hinf I 5’ β 380 pb 240 pb + 140 pb 

Fonte: LHGDH. 

 

A identificação dos padrões de restrição que determinam os haplótipos foi realizada 

por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio e visualizado sob luz 

ultravioleta. 

Cada amostra foi marcada pela presença (+) ou ausência (-) dos sítios de restrição. De 

acordo com perfil de restrição para as seis regiões polimórficas da família da β-globina, foi 

possível definir os haplótipos β
S
. O padrão de digestão para todos os sítios polimórficos 

analisados é especificado na figura 14. 

 

Figura 14. Representação esquemática dos possíveis 

produtos de restrição da PCR-RFLP para os sítios 

polimórficos de haplótipo avaliados 

 
(+/+): homozigoto para a presença do sítio de restrição para a enzima; 

(+/-): heterozigoto para a presença do sítio de restrição para a enzima 

e (-/-): homozigoto para a ausência do sítio de restrição para a enzima. 

Fonte: LHGDH. 
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3.3.3. Análise molecular para os polimorfismos genéticos 

 

 Cistationina Beta Sintase (CβS) (TSAI et al., 1996) 

A detecção do polimorfismo de inserção de 68 pb (844ins68) no gene da CBS 

(21q22.3) foi realizada por PCR com a utilização de dois primers: o primer Cys A (sense) 

5’CTG GCC TTG AGC CCT GAA3’ e o primer Cys B (antisense) 5’ GGC CGG GCT CTG 

GAC TC 3’. O protocolo de amplificação para verificar a inserção ou a deleção de 68 pb esta 

especificado na tabela 15. 

 

Tabela 15. Protocolo de amplificação para CBS por PCR 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 18,0 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 

MgCl2 50 mM 0,8 

dNTP 1,25 mM cada 1,0 

Primer Cys A 10,0 μM 0,3 

Primer Cys B 10,0 μM 0,3 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,2 

DNA 150 ng/μL 2,0 

Volume final da reação  25,0 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; mM: 

milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte: 

LHGDH modificado de (TSAI et al., 1996). 

 

A reação de amplificação obedeceu as seguintes condições: 94ºC a cinco minutos para 

a desnaturação inicial; um ciclo com 30 repetições de 1 minuto a 94ºC para a abertura da 

dupla-hélice do DNA, 1 minuto a 60ºC para anelamento dos primers e 1 minuto a 72ºC para a 

extensão da fita por adição dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repetição de 7 minutos a 

72ºC para extensão final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 31 ciclos 

de repetições. 

O tamanho do fragmento sem a inserção é de 184 pb. Assim, após a amplificação o 

alelo normal gera um fragmento 184 pb e o alelo mutante gera um fragmento de 252 pb  

(TSAI et al., 1996). A amplificação foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob 

corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, após coloração com 

brometo de etídio (Figura 15).  
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Figura 15. Representação esquemática da PCR para CBS 

 
Ins-/Ins-: homozigoto sem a inserção de 68 pb; Ins-/Ins+: heterozigoto 

para a inserção de 68 pb e Ins+/Ins+: homozigoto para a inserção de 

68 pb; pb : pares de bases. Fonte: LHGDH. 
 

  Enzima Conversora de Angiotensina I (ECAI) (RIGAT et al., 1990) 

A detecção do polimorfismo de inserção/deleção de 287 pb (I/D 287pb - rs1799752) 

no gene ECA1  (17q23.3) é baseado em duas amplificações com primers diferentes. A 

primeira amplificação utiliza-se o primer ECA 1 (sense) 5’ CTG GAG ACC ACT CCC ATC 

CTT TCT 3’ e ECA 2 (antisense) 5’ GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T 3’. O 

protocolo da primeira amplificação esta especificado na tabela 16. 

 

Tabela 16. Protocolo da primeira amplificação para ECA1 por PCR 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 15,3 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 

MgCl2 50 mM 1,5 

dNTP 1,25 mM cada 2,5 

Primer 1 10,0 μM 0,5 

Primer 2 10,0 μM 0,5 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,2 

DNA 150 ng/μL 2,0 

Volume final da reação  25,0 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; mM: 

milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte: 

LHGDH modificado de (RIGAT et al., 1990). 

  

A reação de amplificação obedeceu as seguintes condições: 95ºC a cinco minutos para 

a desnaturação inicial; um ciclo com 30 repetições de 30 segundos a 95ºC para a abertura da 

dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 58ºC para anelamento dos primers e 1 minuto a 72ºC 

para a extensão da fita por adição dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repetição de 5 

minutos a 72ºC para extensão final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 

31 ciclos de repetições. 

O tamanho do fragmento com a inserção é de 490 pb. Assim, após a amplificação o 

alelo normal gera um fragmento 490 pb e o alelo mutante gera um fragmento de 203 pb  
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(RIGAT et al., 1990). A amplificação foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, 

sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, após coloração 

com brometo de etídio (Figura 16).  

 

Figura 16. Representação esquemática da primeira PCR para ECA1 

 
II: homozigoto para a inserção de 287 pb; ID: heterozigoto para a 

inserção de 287 pb e DD: homozigoto para a deleção de 287 pb. pb : 

pares de bases. Fonte: LHGDH. 

 

Nesta primeira amplificação, há uma preferência do alelo com inserção amplificar 

como deleção. Assim, aquelas amostras homozigotas para a deleção passaram por uma 

segunda amplificação para a separação do heterozigoto do homozigoto para a deleção. Os 

primers utilizados nesta segunda amplificação são: ECA 3 (sense) 5’ TGG GAC CAC AGC 

GCC CGC CAC TAC 3’ E ECA 4 (antisense) 5’ TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA TAA 

T 3’. O protocolo da segunda amplificação esta especificado na tabela 17. 

 

Tabela 17. Protocolo da segunda amplificação para ECA1 por PCR 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 15,8 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 

MgCl2 50 mM 1,5 

Dntp 1,25 mM cada 2,0 

Primer 3 10,0 μM 0,5 

Primer 4 10,0 μM 0,5 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,2 

DNA 150 ng/μL 2,0 

Volume final da reação  25,0 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; mM: 

milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte: 

LHGDH modificado de (RIGAT et al., 1990). 

 

A reação de amplificação obedeceu as seguintes condições: 95ºC a cinco minutos para 

a desnaturação inicial; um ciclo com 35 repetições de 30 segundos a 95ºC para a abertura da 

dupla-hélice do DNA, 30 segundos a 66ºC para anelamento dos primers e 1 minuto a 72ºC 
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para a extensão da fita por adição dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repetição de 5 

minutos a 72ºC para extensão final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 

36 ciclos de repetições. Após a amplificação, o alelo heterozigoto para a inserção apresenta 

uma banda em 335 pb e o homozigoto para a deleção não amplifica. A amplificação foi 

analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 

minutos e visualizados sob luz UV, após coloração com brometo de etídio (Figura 17). 

 

Figura 17. Representação esquemática da segunda PCR para ECA1 

 

ID: heterozigoto para a inserção e DD: homozigoto para a deleção. pb: 

pares de bases. Fonte: LHGDH. 

 

 Enzima Conversora de Angiotensina II (ECAII) (BENJAFIELD; WANG; MORRIS, 

2004) 

A detecção do polimorfismo no intron I (A1075G - rs1978124) do gene ECA2 (Xp22) 

foi avaliado por PCR-RFLP. O par de primers utilizados são: P1 5’ TAA CAA GTG CAA 

GGA TTT AGG 3’ e P2 5’ AAG CTG CAA TGA ATC ATG AT 3’. O protocolo da 

amplificação esta especificado na tabela 18. 

 

Tabela 18. Protocolo da amplificação para ECA2 por PCR 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 8,8 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 

MgCl2 50 mM 1,0 

dNTP 1,25 mM cada 2,0 

DMSO 100% 2,5 

Primer 1 10,0 μM 3,0 

Primer 2 10,0 μM 3,0 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,2 

DNA 150 ng/μL 2,0 

Volume final da reação  25,0 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; mM: 

milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte: 

LHGDH modificado de (BENJAFIELD; WANG; MORRIS, 2004). 
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A reação de amplificação obedece as seguintes condições: 94ºC a dez minutos para a 

desnaturação inicial; um ciclo com 10 repetições de 1 minuto a 94ºC para a abertura da dupla-

hélice do DNA, 1 minuto a 65ºC para anelamento dos primers e 1 minuto a 72ºC para a 

extensão da fita por adição dos dNTPs; um ciclo com 15 repetições de 1 minuto a 94ºC para a 

abertura da dupla-hélice do DNA, 1 minuto a 60ºC para anelamento dos primers e 1 minuto a 

72ºC para a extensão da fita por adição dos dNTPs; um ciclo de 20 repetições a 1 minuto a 

94ºC para a abertura da dupla-hélice do DNA, 1 minuto a 58ºC para anelamento dos primers e 

1 minuto a 72ºC para a extensão da fita por adição dos dNTPs; um ciclo final a 20 minutos a 

72ºC para extensão final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 36 ciclos 

de repetições. 

Após a amplificação, o fragmento de 471 pb foi digerido a 37 ºC por cinco minutos 

pela enzima AvaII. O protocolo de digestão esta especificado na tabela 19. 

 

Tabela 19. Protocolo de digestão para a RFLP de ECA2 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 8,5 

Tampão AvaII 10X 1,0 

AvaII 1 FDU/μL 0,5 

PCR ---- 5,0 

Volume final da reação  15,0 

μL: microlitros. Fonte: LHGDH. 

 

A mutação no intron I (A1075G) gera um sítio de restrição para a enzima AvaII e 

então, o alelo normal terá um fragmento de 471 pb e o mutante gerará dois fragmentos de 305 

pb e 166 pb (BENJAFIELD et al., 2004). A amplificação foi analisada por eletroforese em gel 

de agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, 

após coloração com brometo de etídio (Figura 18). 
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Figura 18. Representação esquemática dos possíveis 

produtos de restrição da PCR-RFLP para ECA2 

 
AA: homozigoto selvagem; AG: heterozigoto para ECAII; GG: 

homozigoto para ECAII; pb: pares de bases. Fonte: LHGDH. 
 

 Adenosina Deaminase (ADA) (SAFRANOW et al., 2007) 

A análise do polimorfismo (G22A exon 1 - rs73598374) do gene ADA (20q13.12) foi 

feita por PCR-HotStart seguida de RFLP, em que o DNA genômico é submetido a uma 

amplificação e uma digestão. Na amplificação, o par de primers utilizados são: A22 (sense): 

5’ GCC CGG CCC GTT AAG AAG AGC 3’ e G22 (antisense): 5’ GGT CAA GTC AGG 

GGC AGA AGC AGA 3’. A amplificação foi separada em duas etapas, pois a desnaturação 

inicial poderia degradar a Taq DNA polimerase utilizada. Primeiramente foi adicionado ao 

microtubo os reagentes especificados na tabela 20 e adicionados no termociclador.  

 

Tabela 20. Protocolo de amplificação para a PCR-HotStart de ADA: mix 1 
Mix 1 Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 12,0 

DMSO 100X 2,1 

Β-mercaptoetanol 200mM 1,0 

dNTP 1,25 mM cada 4,0 

Primer ADA 1 10,0 μM 0,2 

Primer ADA 2 10,0 μM 0,2 

DNA 150 ng/μL 2,0 

Volume final da reação  21,5 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; mM: 

milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte: LHGDH 

modificado de (SAFRANOW et al., 2007). 
 

Após a etapa de 15 minutos a 95ºC de desnaturação inicial, abrimos o termociclador e 

os tubos de reações e adicionamos os reagentes, especificados na tabela 21, referentes a Taq 

DNA polimerase. 
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Tabela 21. Protocolo de amplificação para a PCR-HotStart de ADA: mix 2 
Mix 1 Concentração inicial Volume (μL) 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 

MgCl2 50 mM 0,8 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,2 

Volume final da reação  3,5 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; mM: 

milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. Fonte: LHGDH 

modificado de (SAFRANOW et al., 2007) 
 

Após a etapa de desnaturação inicial, a reação de amplificação obedeceu as seguintes 

condições: um ciclo com 36 repetições de 40 segundos a 94ºC para a abertura da dupla-hélice 

do DNA, 80 segundos a 68ºC para anelamento dos primers e 80 segundos a 72ºC para a 

extensão da fita por adição dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repetição de 8 minutos a 

72ºC para extensão final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 37 ciclos 

de repetições. 

O amplificado de 397 pares de bases é então digerido com a enzima de restrição TaqI 

a 65ºC por três horas. A mutação elimina o sítio de restrição para a enzima, portanto o 

indivíduo normal (GG) gera dois fragmentos (245 e 152 pb) e o mutante (AA) um fragmento 

(397 pb) (SAFRANOW et al., 2007). A amplificação foi analisada por eletroforese em gel de 

agarose a 2%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, após 

coloração com brometo de etídio (Figura 19). 

 

Figura 19. Representação esquemática dos possíveis 

produtos de restrição da PCR-RFLP para ADA. 

 

A22/A22: homozigoto selvagem; A22/G22: heterozigoto para ADA; 

G22/G22: homozigoto para ADA; pb: pares de bases. Fonte: LHGDH. 
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 Inibidor do Ativador do Plasminogênio Tipo 1 (PAI1) (MARGAGLIONE et al., 

1998) 

O polimorfismo de inserção/deleção de 4G/5G (rs 1799889) na região promotora (-

675 pb) do gene PAI1 (7q22.1) foi avaliado por PCR- RFLP. Os pares de primers utilizados 

são: PAI 1 (sense) 5’ CAC AGA GAG AGT CTG GCC ACG T 3’, PAI  2 (antisense) 5’CCA 

ACA GAG GAC TCT TGG TCT  3’. O primer sense possui a alteração de uma base 

nitrogenada, a adenina (A) por citosina (C) para criar na região amplificada, o sítio de 

restrição para a enzima BselI (CCNNNNN ^ NNGG). O protocolo de amplificação esta 

especificado na tabela 22.  

 

Tabela 22. Protocolo de amplificação para a PCR-RFLP de PAI-1 
Mix Concentração inicial Volume (μL) 

H2O ---- 15,55 

Tampão sem MgCl2 10X 2,5 

MgCl2 50 mM 0,75 

Dntp 1,25 mM cada 2,0 

Primer PAI1-1 10,0 μM 1,0 

Primer PAI1-2 10,0 μM 1,0 

Taq Polimerase 5U/ μL 0,2 

DNA 150 ng/μL 2,0 

Volume final da reação  25,0 

MgCl2: cloreto de magnésio; dNTP: desoxirribonucleotídeos fosfatados; 

mM: milimolar; μM: micromolar; μL: microlitros; ng: nanogramas. 

Fonte: LHGDH modificado de (MARGAGLIONE et al., 1998). 
 

A reação de amplificação obedeceu as seguintes condições: 95ºC a cinco minutos para 

a desnaturação inicial; um ciclo com 35 repetições de 60 segundos a 95ºC para a abertura da 

dupla-hélice do DNA, 60 segundos a 62ºC para anelamento dos primers e 60 segundos a 72ºC 

para a extensão da fita por adição dos dNTPs; e um outro ciclo com uma repetição de 5 

minutos a 72ºC para extensão final da dupla hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 

36 ciclos de repetições. 

O amplificado de 98 pares de bases foi então digerido com a enzima de restrição BselI 

a 37ºC por 5 minutos. A mutação cria o sítio de restrição para a enzima, portanto o indivíduo 

normal (4G/4G) gera um fragmento (98 pb) e o mutante (5G/5G) gera dois fragmento (77 e 

22 pb) (MARGAGLIONE et al., 1998). A amplificação foi analisada por eletroforese em gel 

de agarose a 4%, sob corrente constante de 80 V por 40 minutos e visualizados sob luz UV, 

após coloração com brometo de etídio (Figura 20). 
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Figura 20. Representação esquemática dos possíveis 

produtos de restrição da PCR-RFLP para PAI1 

  

4G/4G: homozigoto selvagem; 4G/5G: heterozigoto para PAI-1; 

5G/5G: homozigoto para PAI-1; pb: pares de bases. Fonte: LHGDH. 

 

  As tabelas 23, 24 e 25 detalham as investigações moleculares para a caracterização dos 

grupos amostrais. 
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Tabela 23. Especificações da investigação molecular para as hemoglobinopatias 

Polimorfismo Primer 
Desnaturação 

inicial 

Ciclagem 

(ciclos) 
Desnaturação Annealing 

Extensão 

final 
Ciclo final 

Restrição 

enzimática 

Fragmento 

(pb) 
Eletroforese Genótipos 

Hb S 

HBB:c.2A>T 

(rs334) 

P1:5’GGCAGA

GCCATCTATT

GCTTA3’ 

P2:5’ACCTTA

GGGTTGCCC

ATAAC3’ 

94ºC/5min 35 94ºC/30seg 55ºC/30seg 72ºC/60 seg 72ºC/10min 
DdeI- 

37ºC/ 5min 

201,88,87 

 

288,201,88,8

7 

 

288,88 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

A/A 

 

A/S 

 

S/S 

Hb C 

HBB:c.19G>A 

(rs33930165) 

P1:5’GGCAGA

GCCATCTATT

GCTTA3’ 

P2:5’ACCTTA

GGGTTGCCC

ATAAC3’ 

94ºC/5min 35 94ºC/30seg 55ºC/30seg 72ºC/60 seg 72ºC/10min 
BseI- 

37°C/ 5min 

278,104 

 

382,278,104 

 

382 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

A/A 

 

A/C 

 

C/C 

Hb D 

HBB:c.364G>

C 

(rs33946267) 

P1:5’TGCCTC

TTTGCACCAT

TCTA3’ 

P2:5’GACCTC

CCACATTCCC

TTTT3’ 

94ºC/5min 35 94ºC/30seg 56ºC/30seg 72ºC/60 seg 72ºC/10min 
EcoRI 

37°C/ 3h 

296,268 

 

564.296,268 

 

564 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

A/A 

 

A/D 

 

D/D 

CD39 

HBB:c.118C>T 

(rs11549407) 

B5a:5’GGCTG

TCATCACTTA

GACCTCA3’ 

B5b:5’AGAAG

GGGAAAGAA

AACATCAA3’ 

W:5’GACTCA

AAGAACCTC

TG3’ 

M:5’GACTCA

AAGAACCTC

TA3’ 

95ºC/7min 32 94ºC/50seg 54ºC/50seg 72ºC/50 seg 72ºC/7min Não possui 

 

 

W:659,439; 

M:659 

 

W:659,439; 

M:659,439 

 

W:659 

M:659,439 

 

 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

 

 

Normal 

 

 

Heterozigoto 

 

 

Mutante 

IVSI-110 

HBB:c.93-

21G>A 

(rs35004220) 

B5a:5’GGCTG

TCATCACTTA

GACCTCA3’ 

B5b:5’AGAAG

GGGAAAGAA

95ºC/7min 32 94ºC/50seg 58ºC/60seg 72ºC/50 seg 72ºC/7min Não possui 

 

 

W:659,337; 

M:659 

 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

 

Normal 

 

 

Heterozigoto 
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AACATCAA3’ 

W:5’GGGTGG

GAAAATAGA

CC3’ 

M:GGGTGGG

AAAATAGAC

T3’ 

W:659,337; 

M:659,337 

 

W:659 

M:659,337 

 

 

Mutante 

IVSI-6 

HBB:c.92+6T>

C 

(rs35724775) 

B5a:5’GGCTG

TCATCACTTA

GACCTCA3’ 

B5b:5’AGAAG

GGGAAAGAA

AACATCAA3’ 

W:5’GTCTTGT

AACCTTGATA

3’ 

M:5’GTCTTGT

AACCTTGATG

3’ 

95ºC/7min 32 94ºC/50seg 54ºC/50seg 72ºC/50 seg 72ºC/7min Não possui 

 

 

W:659,273; 

M:659 

 

W:659,273; 

M:659,273 

 

W:659 

M:659,273 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

 

Normal 

 

 

Heterozigoto 

 

 

Mutante 

IVS-I-1 

HBB:c.92+1G>

A 

(rs33971440) 

B5a:5’GGCTG

TCATCACTTA

GACCTCA3’ 

B5b:5’AGAAG

GGGAAAGAA

AACATCAA3’ 

W:5’GTGACC

TTGATACCAA

C3’ 

M:5’GTGACC

TTGATACCAA

A3’ 

95ºC/7min 32 94ºC/50seg 54ºC/50seg 72ºC/60 seg 72ºC/7min Não possui 

 

 

W:659,268; 

M:659 

 

W:659,268; 

M:659,268 

 

W:659 

M:659,268 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

 

Normal 

 

 

Heterozigoto 

 

 

Mutante 

HBB: gene da beta globina; c. região codificante; > troca de nucleotídeos; c.92+6T>C e c.92+1G>A indicam mutações intrônicas em que, se a mutação for no início do intron 

descrever o último nucleotídeo do exon precedente, o sinal de + e o nucleotídeo do intron mutado; c.93-21G>A indicam mutações intrônicas em que, se a mutação for no fim do 

intron descrever a posição do nucleotídeo do exon seguinte, o sinal de – e o nucleotídeo do intron mutado. P1 e B5a: primer sense; P2 e B5b: primer anti-sense; W: selvagem; M: 

mutante. Fonte: LHGDH. 
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Tabela 24. Especificações da investigação molecular para os sítios polimórficos que caracterizam os haplótipos da beta globina 

Polimorfismo Primer 
Desnaturação 

inicial 

Ciclagem 

(ciclos) 
Desnaturação Annealing 

Extensão 

final 

Ciclo 

final 

Restrição 

enzimática 

Fragmento 

(pb) 
Eletroforese Genótipos 

5’γ 
G
 

(HBG1) 

H0:5’AACTGT

TGCTTTATAG

GATTTT 3’ 

H1:5’AGGAG

CTTATTGATA

ACTCAGAC 3’ 

94ºC/5min 35 94ºC/45seg 60ºC/45seg 72ºC/90seg 72ºC/7min 
Xmn I 

37ºC/5min 

657 

 

657,450,200 

 

450,200 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

-/- 

 

-/+ 

 

+/+ 

γ 
G

 

(HBG1) 

H2:5’AAGTGT

GGAGTGTGC

ACATGA 3’ 

H3:5’TGCTGC

TAATGCTTCA

TTACAA 3’ 

94ºC/5min 35 94ºC/30seg 55ºC/60seg 72ºC/60 seg 72ºC/7min 
Hind III 

37ºC/5min 

780 

 

780,430,340 

 

430,340 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

-/- 

 

-/+ 

 

+/+ 

γ 
A
 

(HBG2) 

H3:5’TGCTGC

TAATGCTTCA

TTACAA 3’ 

H4:5’TAAATG

AGGAGCATG

CACACAC 3’ 

94ºC/5min 35 94ºC/30seg 55ºC/60seg 72ºC/60 seg 72ºC/7min 
Hind III 

37ºC/5min 

760 

 

760,400,360 

 

400,360 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

-/- 

 

-/+ 

 

+/+ 

ψβ 

H5:5’GAACA

GAAGTTGAG

ATAGAGA 3´ 

H6:5´ACTCAG

TGGTCTTGTG

GGCT 3’ 

94ºC/5min 35 94ºC/30seg 55ºC/60seg 72ºC/60 seg 72ºC/7min 
Hinc II 

37ºC/5min 

701 

 

701,360,340 

 

360,340 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

-/- 

 

-/+ 

 

+/+ 

3’ψβ 

H7:5’TCTGCA

TTTGACTCTG

TTAGC 3’ 

H8:5’GGACCC

TAACTGATA

TAACTA 3’ 

94ºC/5min 35 94ºC/30seg 55ºC/60seg 72ºC/60 seg 72ºC/7min 
Hinc II 

37ºC/5min 

590 

 

590,470,120 

 

470,120 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

-/- 

 

-/+ 

 

+/+ 

5’ β 

(HBB) 

H9:5’CTACGC

TGACCTCAT

AAATG 3’ 

H10:5’CTAAT

CTGCAAGAG

94ºC/5min 35 94ºC/45seg 57ºC/45seg 72ºC/90seg 72ºC/7min 
Hinf I 

37ºC/5min 

380 

 

380,240,140 

 

240,140 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

-/- 

 

-/+ 

 

+/+ 
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TGTCT 3’ 

HBB: gene da beta-globina; HBG1: gene da gama glicina; HBG2: gene da gama alanina; ψ: pseudo; +: presença do sítio de restrição para a enzima; -: ausência do sítio de 

restrição para a enzima. -----: ciclagem a ser padronizada. Fonte: LHGDH. 
 

 

Tabela 25.  Especificações para a investigação molecular dos polimorfismos genéticos envolvidos na vaso-oclusão 

Polimorfismo Primer 
Desnaturação 

inicial 

Ciclagem 

(ciclos) 
Desnaturação Annealing 

Extensão 

final 
Ciclo final 

Restrição 

enzimática 

Fragmento 

(pb) 
Eletroforese Genótipos 

ECA1 

I/D 287pb 

(rs1799752) 

1ª Amplificação 

P1:5’CTGGAGA

CCACTCCCATC

CTTTCT3’ 

P2:5’GATGTGG

CCATCACATTC

GTCAGAT3’ 

 

95ºC/5min 30 95ºC/30seg 58ºC/30seg 72ºC/60seg 72ºC/5min Não possui 

490 

 

490,190 

 

190 

 

 

 

 

355 

 

 

0 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

 

 

 

 

 

Gel adarose 

2% 

80V, 30min 

I/I 

 

I/D 

 

D/D 

 

 

 

 

I/D 

 

 

D/D 

2ª Amplificação 

P1:5’TGGGACC

ACAGCGCCCG

CCACTAC3’ 

P2:5’TCGCCAG

CCCTCCCATGC

CCATAAT3’ 

95ºC/5min 35 95ºC/30seg 66ºC/30seg 72ºC/60seg 72ºC/5min Não possui 

ECA2 

A1075G 

(rs1978124) 

P1:5’TAACAAG

TGCAAGGATT

TAGG3’ 

P2:5’AGCTGCA

ATGAATCATG

AT3’ 

94ºC/10min 

10 

 

15 

 

20 

94ºC/60seg 

65ºC/60seg 

 

60ºC/60seg 

 

58ºC/60seg 

72ºC/60seg 72ºC/20min 
AvaII- 

37°C/ 5min 

471 

 

471, 305,166 

 

305, 166 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

A/A 

 

A/G 

 

G/G 

CBS 

844ins68 

P1:5’CTGGCCT

TGAGCCCTGA

A3’ 

P2:5’GGCCGGG

CTCTGGACTC3

’ 

94ºC/5min 30 94ºC/60seg 60ºC/60seg 72ºC/60seg 72ºC/7min Não possui 

252 

 

252,184 

 

184 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

Ins
+
/Ins

+
 

 

Ins
+
/Ins- 

 

Ins-/Ins- 

PAI1 

4G/5G 

(rs1799889) 

P1:5’CAC AGA 

GAG AGT CTG 

GCC ACG T 3´ 

95ºC/5min 35 95ºC/60seg 62ºC/60seg 72ºC/60seg 72ºC/5min BselI 

98 

 

98,77,22 

Gel agarose 

4% 

80V, 40 min 

4G/4G 

 

4G/5G 
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P2:5´CCA ACA 

GAG GAC TCT 

TGG TCT3’ 

 

77, 22 

 

5G/5G 

ADA 

G22A 

(rs73598374) 

P1:5’GCCCGGC

CCGTTAAGAA

GAGC3’ 

P2:5’GGTCAAG

TCAGGGGCAG

AAGCAGA3’ 

94ºC/15min 36 94ºC/40seg 68ºC/80seg 72ºC/80seg 72ºC/8min 
TaqI- 

37ºC/5min 

245, 152 

 

397, 245,152 

 

397 

Gel agarose 

2% 

80V, 30 min 

G/G 

 

G/A 

 

A/A 

> troca de nucleotídeos; P1: primer sense; P2: primer anti-sense. -----: ciclagem a ser padronizada. Fonte: LHGDH. 
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3.4.   Análises Estatísticas 

 

A comparação entre as frequências dos polimorfismos genéticos avaliados, de acordo 

com os subgrupos amostrais e com a gravidade clínica, foi analisado pelo teste de qui-

quadrado no software Statistica 9.0 (Statsoft Inc.). Para a análise de sobrevida foi utilizado o 

teste de Kaplan-Meier no software GraphPad Prism 5. Para avaliar o risco (grupo 

prospectivo) e a chance (grupo retrospectivo) de ocorrência das manifestações clínicas 

moderada e grave a partir do perfil genotípico dos indivíduos do estudo foi realizado a 

regressão logística múltipla (RLM) no software BioEstat.Ink 5.0 o qual apresenta o resultado 

em odds-ratio a partir de uma análise binominal (0=insucesso; 1=sucesso). O teste RLM 

também foi utilizado para verificar o risco e a chance de óbito de acordo com o perfil 

genotípico dos indivíduos. No subgrupo retrospectivo, a influência dos marcadores genéticos 

sobre o escore de gravidade (dados quantitativos) foi realizado pelo teste de General Linear 

Models (GLM) no software Statistica 9.0 (Statsoft Inc.). As informações de como as análises 

foram realizadas encontra-se nos resultados. Os gráficos foram realizados no GraphPad 

Prism 5. O nível de significância foi fixado em p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Frequência alélica e genotípica dos marcadores genéticos avaliados 

 

4.1.1.Genótipos da doença falciforme 

 

Nos 451 indivíduos avaliados, foram encontrados quatro genótipos da DF, sendo o 

mais frequente o SS com 85,4%, seguido do SC com 12,2%. Os genótipos Sβ-talassemia e SD 

apresentaram frequência semelhante com 1,3% e 1,1% respectivamente (Tabela 26). As 

mutações que causam a Sβ-talassemia foram investigadas e, das quatro crianças do subgrupo 

Crianças I, duas apresentam a combinação da Hb S com a mutação CD39, uma com a IVSI-6 

e uma não apresentou nenhuma das quatro mutações investigadas. O único indivíduo com Sβ-

talassemia do subgrupo Adolescentes, também não apresentou nenhuma das quatro mutações 

investigadas e o único Sβ-talassemia do subgrupo de Adultos apresentou a mutação IVSI-6. 

Na comparação entre as frequências genotípicas, devido ao número amostral de alguns 

genótipos, somente os indivíduos com genótipos SS e SC foram analisados. Para o genótipo 

SS a frequência foi semelhante entre os quatro subgrupos amostrais. Para o SC, a frequência 

mais elevada foi verificada no subgrupo Crianças I em comparação com Adolescentes 

(p=0,0081; teste Exato de Fisher) (Figura 21).  

 

Tabela 26. Frequência genotípica de DF entre os subgrupos amostrais 

Genótipos 

da Doença 

Falciforme 

Subgrupos de estudo 
Total 

Crianças I Crianças II Adolescentes Adultos 

N % N % N % N % N % 

SS 42 71,2
 

46 86,8 112 88,2 185 87,2 385 85,4 

SC 13 22,0
 

7 13,2
 

10 7,8
 

25 11,8
 

55 12,2 

SD 0 0 0 0 4 3,2 1 0,5 5 1,1 

Sβ 4 6,8 0 0 1 0,8 1 0,5 6 1,3 

Total 59 100 53 100 127 100 212 100 451 100 

Valor de p 
SS x SC (p=0,04)*  

Crianças I x Adolescentes (p<0,001)** 
  

*: Teste realizado: qui-Quadrado. Comparação realizada apenas entre SS e SC. **: Teste 

realziado: Exato de Fisher. Valor estatístico significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo 

autor. 
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Figura 21. Comparação entre as frequências dos genótipos SS e SC nos 

subgrupos amostrais avaliados 
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Teste realizado: Exato de Fisher. Valor estatístico significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo 

autor. 

 

4.1.2. Haplótipos da globina beta-S nos indivíduos com anemia falciforme 

 

 A investigação dos haplótipos da globina beta-S foi realizada somente para aqueles 

indivíduos com a AF sendo, portanto, 42 indivíduos do subgrupo Crianças I, 46 do Crianças 

II, 112 Adolescentes e 185 do subgrupo Adultos (Tabela 27). 

 Os genótipos mais frequentes foram o Bantu/Bantu, seguido do Bantu/Benin para os 

quatro subgrupos amostrais. Mesmo sendo raros em nossa população de estudo, encontramos 

os haplótipos Saudi, Senegal e Camarões. Os haplótipos atípicos também foram observados, 

formando o terceiro grupo mais frequente em combinação com o Bantu. Além disso, três 

indivíduos, sendo um do subgrupo Crianças I e dois do subgrupo Adultos apresentaram os 

haplótipos atípicos em homozigose. Os haplótipos Atípicos não serão detalhados de acordo 

com seu padrão de digestão enzimática, para não acrescentarmos outros subgrupos. Portanto, 

serão classificados somente como “Atípico”. Mesmo não sendo relacionados no presente 

trabalho, nós avaliamos a presença dos principais atípicos com os níveis de Hb F, perfil 

hematológico e hemolítico e gravidade clínica na AF. Essa avaliação gerou o artigo “Atypical 

beta-S haplotypes: classification and genetic modulation in patients with sickle cell anemia” 

submetido para a revista Journal of Medical Genetics (Apêndice I).  

 A comparação genotípica dos haplótipos entre os subgrupos amostrais foi realizada 

somente entre os genótipos mais frequentes, sendo Bantu/Bantu (54,6%), Bantu/Benin 
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(24,4%), Benin/Benin (6,8%) e Bantu/Atípico (8,6%) (Tabela 27 e Figura 22). Não houve 

diferença estatisticamente significativa entre a frequência dos haplótipos entre os subgrupos 

amostrais (p = 0,79). 

 

Tabela 27. Frequência genotípica dos haplótipos da globina beta-S somente para SS 

 Grupos de estudo  

Haplótipos da 

globina beta-S 

Crianças I Crianças II Adolescentes Adultos Total 

N % N % N % N % N % 

Bantu/Bantu 24 57,2 28 60,9 59 52,7 99 53,5 210 54,6 

Bantu/Benin 8 19,0 12 26,3 30 26,8 44 23,8 94 24,4 

Bantu/Saudi 1 2,4 1 2,1 0 0 2 1,1 4 1,0 

Bantu/Senegal 0 0 0 0 2 1,8 0 0 2 0,5 

Bantu/Camarões 0 0 0 0 1 0,9 1 0,5 2 0,5 

Bantu/Atípicos 4 9,5 1 2,1 10 8,9 18 9,7 33 8,6 

Benin/Benin 4 9,5 2 4,3 6 5,3 14 7,6 26 6,8 

Benin/Camarões 0 0 0 0 1 0,9 2 1,1 3 0,7 

Benin/Atípicos 0 0 2 4,3 3 2,7 3 1,6 8 2,1 

Atípicos/Atípicos 1 2,4 0 0 0 0 2 1,1 3 0,8 

Total (SS) 42 100 46 100 112 100 185 100 385 100 

Valor de p 0,79*   

*Comparação realizada somente entre os haplótipos Bantu/Bantu, Bantu/Benin, Bantu/Atípicos, 

Benin/Benin. Teste realizado: qui-quadrado. Valor estatístico significativo: p < 0.05. Fonte: 

elaborado pelo autor. 

 

Figura 22. Frequência genotípica dos haplótipos da globina beta-S 
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Frequência apresentada somente para os quatro grupos de haplótipos mais frequentes. Não houve 

diferença estatística significante da frequência dos haplótipos entre os subgrupos amostrais. Teste 

realizado: qui-quadrado. Fonte: elaborado pelo autor. 
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Quanto à frequência alélica, o alelo Bantu (72,1%) foi o mais encontrado, seguido do 

Benin (20,4%) e Atípicos (6,1%). A comparação entre os três haplótipos mais frequentes nos 

subgrupos amostrais foi realizada e não houve diferença estatisticamente significante (p = 

0,91) (Tabela 28). 

 

Tabela 28. Frequência alélica dos haplótipos da globina beta-S no grupo de estudo 

 Grupos de estudo 

Haplótipos 

(Hb S) 

Crianças I Crianças II Adolescentes Adultos  Total 

N % N % N % N % N % 

Bantu 61 72,6 70 76,1 161 71,9 263 71,1 555 72,1 

Benin 16 19,1 18 19,6 46 20,5 77 20,8 157 20,4 

Camarões 0 0 0 0 2 0,9 3 0,8 5 0,6 

Senegal 0 0 0 0 2 0,9 0 0 2 0,3 

Saudi 1 1,2 1 1,1 0 0 2 0,5 4 0,5 

Atípico 6 7,1 3 3,2 13 5,8 25 6,8 47 6,1 

Total 84 100 92 100 224 100 370 100 770 100 

Valor de p 0,91*   

*Comparação realizada somente entre os haplótipos Bantu, Benin e Atípicos. N= número 

amostral; %: porcentagem. Teste realizado: qui-quadrado. Valor estatístico significativo: p < 

0,05. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 4.1.3. Polimorfismos genéticos da vasoatividade 

 

A investigação dos polimorfismos genéticos para os genes CBS (844ins68), ECA1 (I/D 

287 pb), ECA2 (A1075G), PAI1 (-675pb 4G/5G) ADA (G22A) foi realizada para as 451 

pessoas do grupo amostral independente do genótipo para a DF. Para o polimorfismo ECA2 

(A1075G), a análise foi separada entre os gêneros devido a localização desse polimorfismo no 

cromossomo X (Xp22). Portanto a frequência genotípica foi apresentada somente para as 

pessoas do gênero feminino. As pessoas do gênero masculino terão somente a frequência 

alélica. 

Na comparação entre a frequência genotípica e alélica para os subgrupos amostrais, 

não foi verificada diferença estatística significante. Porém, foi possível observar que, para o 

polimorfismo da CBS o genótipo Ins-/Ins- apresentou-se de duas a três vezes mais frequente 

do que o genótipo heterozigoto (Ins-/Ins+), e o genótipo Ins+/Ins+ o de menor frequência. O 

alelo Ins- foi o mais frequente para os quatro subgrupos amostrais (Tabela 29). 
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Tabela 29. Frequência genotípica e alélica do polimorfismo 844ins68 no gene CBS 

CBS (844ins68)) 

Grupos de 

estudo 

Ins-/Ins- Ins-/Ins+ Ins+/Ins+ 
Total 

Ins- Ins+ 
Total 

N % N % N % N % N % 

Crianças I 45 76,3 13 22,0 1 1,7 59 103 87,3 15 12,7 118 

Crianças II 34 64,1 17 32,1 2 3,8 53 85 80,2 21 19,8 106 

Adolescentes 83 65,4 40 31,5 4 3,1 127 206 81,1 48 18,9 254 

Adultos 146 68,9 58 27,3 8 3,8 212 350 82,6 74 17,4 424 

Valor de p 0,76  0,42 

CBS: gene da Cistationina beta-sintase; Ins-: ausência da inserção de 68 pares de bases (pb); Ins+: presença da 

inserção de 68 pb. N= número amostral; %: porcentagem. Teste realizado: qui-quadrado. Valor estatístico 

significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo autor. 

  

 Para o polimorfismo -675 pb 4G/5G no gene PAI1, o genótipo selvagem apresentou-

se com a menor frequência em relação aos genótipos heterozigoto e homozigoto mutante. 

Com exceção do subgrupo Crianças I, o genótipo com maior frequência foi o 5G/5G. Para 

todos os grupos amostrais, o alelo 5G apresentou-se até duas vezes mais frequente que o 4G 

(Tabela 30). 

 

Tabela 30. Frequência genotípica e alélica do polimorfismo -675pb 4G/5G do gene PAI1 

PAI1 (-675pb 4G/5G) 

Grupos de 

estudo 

4G/4G 4G/5G 5G/5G 
Total 

4G 5G 
Total 

N % N % N % N % N % 

Crianças I 7 11,9 30 50,8 22 37,3 59 44 37,3 74 62,7 118 

Crianças II 8 15,1 17 32,1 28 52,8 53 33 31,1 73 68,9 106 

Adolescentes 13 10,2 49 38,6 65 51,2 127 75 29,5 179 70,5 254 

Adultos 35 16,5 76 35,8 101 47,7 212 146 34,5 278 65,5 424 

Valor de p 0,28  0,32 

PAI1: gene do Inibidor do Ativador do Plasminogênio Tipo 1. N= número amostral; %: porcentagem. Teste 

realizado: qui-quadrado. Valor estatístico significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo autor. 

  

Para o gene ECA1, o genótipo ID foi o mais frequente em todos os subgrupos 

amostrais, seguido do DD e o menos frequente foi o genótipo II. Quanto aos alelos, o alelo D 

apresentou-se mais frequente em todos os grupos (Tabela 31).  
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Tabela 31. Frequência genotípica e alélica do polimorfismo I/D 287pb do gene ECA1 

ECA1 (I/D 287 pb) 

Grupos de 

estudo 

II ID DD 
Total 

I D 
Total 

N % N % N % N % N % 

Crianças I 9 15,3 36 61,0 14 23,7 59 54 45,7 64 54,3 118 

Crianças II 10 18,9 26 49,0 17 32,1 53 46 43,4 60 56,6 106 

Adolescentes 29 22,8 53 41,8 45 35,4 127 111 43,7 143 56,3 254 

Adultos 34 16,0 105 49,5 73 34,5 212 173 40,8 251 59,2 424 

Valor de p 0,31  0,67 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; I: inserção de 287 pb; D: deleção de 287 pb. N= número 

amostral; %: porcentagem. Teste realizado: qui-quadrado. Valor estatístico significativo: p < 0,05. Fonte: 

elaborado pelo autor. 

 

 Para o polimorfismo no gene ECA2, separado por gênero, o genótipo AG foi o mais 

frequente nos subgrupos Crianças I e II, e o genótipo GG o mais frequente no subgrupo 

Adolescentes. No subgrupo Adultos, os genótipos AG e GG praticamente apresentaram a 

mesma frequência. Quanto a frequência alélica, o alelo G foi o mais frequente, sendo duas 

vezes mais frequente para o subgrupo Adolescentes (Tabela 32). 

 A frequência alélica do polimorfismo no gene ECA2 para os indivíduos do gênero 

masculino, com exceção do subgrupo Crianças I, o alelo G foi o mais frequente (Tabela 32). 

Interessantemente, foi observada a presença de três indivíduos com o genótipo heterozigoto, 

sendo um do subgrupo Crianças I, um do Adolescentes e um do Adultos.  
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Tabela 32. Frequência genotípica e alélica do polimorfismo A1075G no gene ECA2 

ECA2 (Feminino) A1075G 

Grupos de 

estudo 

AA AG GG 
Total 

A G 
Total 

N % N % N % N % N % 

Crianças I 4 15,4 13 50,0 9 34,6 26 21 40,4 31 59,6 52 

Crianças II 4 14,8 16 59,3 7 25,9 27 24 44,4 30 55,6 54 

Adolescentes 7 12,3 20 35,1 30 52,6 57 34 29,8 80 70,2 114 

Adultos 22 17,0 53 41,1 54 41,9 129 97 37,6 161 62,4 258 

Valor de p 0,31  0,25 

ECA2 (Masculino) A1075G 

Grupos de 

estudo 

A G Total AG 

N % N %  N % 

Crianças I 17 53,1 15 46,9 32 1 - 

Crianças II 12 46,1 14 53,9 26 0 - 

Adolescentes 25 36,2 44 63,8 69 1 - 

Adultos 33 40,3 49 59,7 82 1 - 

Valor de p 0,48  - 

ECA2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2. Teste realizado: qui-quadrado. N= número amostral; %: 

porcentagem. Valor estatístico significativo: p < 0,05. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Para o polimorfismo no gene ADA, o genótipo mais frequente foi o selvagem (GG) 

com quase 90,0% de frequência nos quatro subgrupos amostrais. O genótipo GA não foi 

frequente, e o AA foi verificado somente em um indivíduo do subgrupo Crianças I. Quanto a 

frequência alélica, o alelo G apresentou-se mais de 10X superior ao alelo A (Tabela 33).  

 

Tabela 33. Frequência genotípica e alélica do polimorfismo G22A no gene ADA 

ADA (G22A) 

Grupos de 

estudo 

GG GA AA 
Total 

G A 
Total 

N % N % N % N % N % 

Crianças I 50 84,7 8 13,6 1 1,7 59 108 91,5 10 8,5 118 

Crianças II 47 88,7 6 11,3 0 0 53 100 94,4 6 5,6 106 

Adolescentes 116 91,3 11 8,7 0 0 127 243 95,6 11 4,4 254 

Adultos 188 88,7 24 11,3 0 0 212 400 94,3 24 5,7 424 

Valor de p 0,63*  0,48 

ADA: gene da Adenosina Deaminase. N= número amostral; %: porcentagem. Teste realizado: qui-quadrado. 

Valor estatístico significativo: p < 0,05. *O indivíduo AA foi incluído com o GA no subgrupo Crianças I. Fonte: 

elaborado pelo autor. 
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4.2. Perfil fenotípico dos subgrupos amostrais 

 

Como as manifestações clínicas observadas para os indivíduos classificados como 

Crianças I são diferentes daquelas elencadas nos outros subgrupos amostrais, a caracterização 

do perfil de gravidade foi realizada separadamente. Somente após a caracterização, os dados 

foram utilizados para as comparações entre os subgrupos. 

 

4.2.1. Grupo Prospectivo 

 

- Manifestações clínicas nos indivíduos do subgrupo Crianças I 

 

Entre os anos de 2013 e 2016 foram realizados cinco levantamentos de prontuários 

para as informações clínicas, no subgrupo Crianças I. Por ser um estudo prospectivo, o 

levantamento das manifestações clínicas foi descritivo. Para cada criança foi possível relatar a 

quantidade de internações, transfusões sanguíneas, febres, PNM entre outras. Quatro crianças 

foram retiradas do estudo por não fazerem mais acompanhamento no HEMORIO, por mais de 

um ano. Portanto, o subgrupo Crianças I, a partir dessa análise, será composto por 55 

indivíduos. A tabela 34 mostra a ocorrência das manifestações clínicas e os procedimentos de 

rotina adotados para o tratamento das crianças. 

Observamos que todas as complicações clínicas elencadas foram encontradas em pelo 

menos uma criança com o genótipo SS. As ocorrências de dactilite, esplenomegalia, otite 

média aguda (OMA) e STA foram observadas somente nos indivíduos com o genótipo SS, 

sendo 10 com dactilite, três com esplenomegalia, seis com OMA e três com STA. Dessas 

ocorrências, a mais grave é a STA, que não foi observada nos genótipos SC e Sβ. Quanto aos 

procedimentos para tratamento dessas crianças, como a internação e a transfusão sanguínea, 

mais de 70,0% das crianças com AF foram submetidas à esses procedimentos. Além disso, 

seis crianças passaram por outros tipos de procedimentos com a finalidade de melhorar a 

sobrevida. Duas iniciaram o tratamento com HU, sendo uma menina com início a partir dos 

três anos de idade e um menino à partir dos quatro anos de idade. Quatro iniciaram regime de 

hipertransfusão, devido às ocorrências de SE: dois meninos com início aos dois anos de idade, 

um menino com início aos três anos de idade, que foi submetido à esplenectomia com a 

mesma idade, e uma menina com início também aos três anos de idade e também com 

esplenectomia. 
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Avaliando as ocorrências clínicas das crianças desse subgrupo amostral, foi verificado 

que, independente do genótipo da DF, as crianças foram mais suscetíveis a infecções, 

principalmente às pulmonares, resulatdno em PNM. A segunda ocorrência mais frequente foi 

a crise de dor, e aqui, pode ser incluída a dactilite, a qual foi verificada somente nos 

indivíduos com genótipo SS. A terceira ocorrência mais frequente foi o SE, principalmente 

nas crianças com AF. A ocorrência de febre também foi uma manifestação muito frequente 

em todos os genótipos, pois refletiu as manifestações clínicas como PNM e SE.   
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Tabela 34. Ocorrência de manifestações clínicas nos DF do grupo de estudo prospectivo (Crianças I) 

Genótipos SS (N=38) SC (N=13) Sβ (N=4) Total (55) 

Manifestações 

clínicas e 

procedimentos 

NI NO 
Média 

Ocor. 

Freq. 

(%) 
NI NO 

Média 

Ocor. 

Freq. 

(%) 
NI NO 

Média 

Ocor. 

Freq. 

(%) 
NI NO 

Média 

Ocor. 

Freq. 

(%) 

Febre 24 43 1,8 63,1 3 4 1,3 23,1 3 6 2,0 75,0 30 53 1,7 54,5 

PNM 25 76 3,0 65,7 7 10 1,4 53,8 3 5 1,6 75,0 35 91 2,6 63,6 

Crises de dor 23 51 2,2 60,5 2 4 2,0 15,4 3 6 2,0 75,0 28 61 2,1 50,9 

IVAS 23 34 1,5 65,8 7 11 1,6 53,8 2 3 1,5 50,0 32 47 1,5 58,2 

SE 15 27 1,8 39,5 1 3 3,0 7,7 - - - - 16 30 1,9 29,1 

Dactilite 10 17 1,7 26,3 - - - - - - - - 10 17 1,7 18,2 

Broncoespasmos 7 11 1,6 18,4 1 1 1,0 7,7 1 1 1,0 25,0 9 13 1,4 16,3 

Esplenomegalia 3 3 1,0 7,9 - - - - - - - - 3 3 1,0 5,4 

GEA 7 7 1,0 18,4 1 3 3,0 7,7 1 1 1,0 25,0 9 11 1,2 16,3 

OMA 6 6 1,0 15,8 - - - - - - - - 6 6 1,0 10,9 

Bronquiolite 1 1 1,0 2,6 1 1 1,0 7,7 - - - - 2 2 1,0 3,6 

STA 3 3 1,0 7,9 - - - - - - - - 3 3 1,0 5,4 

Internação 28 98 3,5 73,7 5 8 1,6 38,4 2 3 1,5 50,0 35 109 3,1 63,6 

Transfusão 30 106 3,5 78,9 1 3 3,0 7,7 1 1 1,0 25,0 32 110 3,4 58,2 

IVAS: infecção das vias aéreas superiores; PNM: pneumonia; SE: sequestro esplênico; STA: síndrome torácica aguda; OMA: otite média 

aguda; GEA: gastro enterite aguda; N: número total; NI: número de indivíduos; NO: número de ocorrências; Média Ocor.: Média de 

ocorrência por indivíduo (NO/NI); Freq.: frequência do NI em relação ao N. Fonte: elaborado pelo autor. 
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- Perfil de gravidade clínica do subgrupo Crianças I 

 

De acordo com o apresentado na metodologia, todas as crianças foram classificadas 

quanto ao perfil de gravidade clínica por dois métodos: 1) cálculo do escore de gravidade, 

conforme descrito por Van Den Tweel et al. (2010), e 2) validação dos dados segundo 

observação clínica do hematologista. A tabela 35 mostra a comparação dos perfis de 

gravidade realizados. 

 

Tabela 35. Perfil de gravidade clínico do subgrupo Crianças I de acordo com as metodologias 

de classificação 

 Métodos de classificação Ocorrência Classificação 

P
er

fi
l 

d
e 

g
ra

v
id

a
d

e 
cl

ín
ic

o
 

Van DenTweel et 

al., 2010 
Hematologista (Pediatra) HEMORIO N = 55 % Sem. (%) Diver. (%) 

Classificações Semelhantes 

Leve Leve 24 43,7 

61,8 

 

Moderado Moderado 2 3,6 - 

Grave Grave 8 14,5  

Classificações Divergentes 

Grave Moderado 10 18,2  

38,2 

Leve Moderado 7 12,8  

Moderado Grave 2 3,6 - 

Leve Grave 1 1,8  

Grave Leve 1 1,8  

N: número amostral; %: porcentagem; Sem.: semelhante; Diver.: divergente Fonte: elaborado pelo autor. 

 

De acordo com os dois métodos de classificação do perfil fenotípico de gravidade, foi 

possível verificar que ocorreu similaridade na classificação em 61,8% dos indivíduos e 

divergência em 38,2%. Avaliando as divergências, verificamos que àqueles indivíduos com o 

fenótipo moderado, foram os mais difíceis de serem classificados pelos dois testes.  

A classificação como “grave” por Van Den Tweel et al. (2010), em 10 indivíduos do 

grupo amostral que divergiram quanto à classificação, ocorreu devido ao evento SE. 

Apresentar SE para os autores é considerado grave e por isso, esse evento quando presente 

soma 50 pontos no índice de gravidade. O mesmo não foi observado pelos critérios de 

acompanhamento clínico do HEMORIO, e portanto, o hematologista as classificou com 

clínica moderada. A classificação dos sete indivíduos como “leve” ocorreu, pois a tabela de 

classificação de Tweel et al. (2010) não contabiliza a ocorrência de PNM. Pelo hematologista, 
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essas sete crianças foram classificadas como moderadas, pois seis apresentaram ocorrência de 

PNM e uma apresentou quatro ocorrências de IVAS. 

Os outros perfis que divergiram foram duas crianças classificadas com gravidade 

moderada segundo Van Den Tweel et al. (2010), e consideradas com perfil grave segundo o 

hematologista. Foram consideradas graves, pois ambas apresentam dactilite persistente, 

parâmetro não avaliado pelo método de Van Den Tweel et al. (2010). Uma criança foi 

classificada com clínica leve pelo método de Van Den Tweel et al. (2010) e para o 

hematologista trata-se de uma clínica grave por apresentar a ocorrência de dactilite e 

velocidade condicional alto para DTC. Uma última criança foi considerada com perfil 

fenotípico grave por Van Den Tweel et al. (2010) devido a ocorrência de SE, enquanto o 

hematologista a classificou com clínica leve, por apresentar com dois anos de idade uma 

ocorrência de SE, PNM com internação e uma transfusão. 

Devido às divergências nas classificações, para o presente trabalho optamos pela  

classificação realizada pelo hematologista do HEMORIO, por retratar mais a realidade 

brasileira e seguir os protocolos e orientações brasileiros. Assim, a classificação final se 

baseou em 25 (45,5%) crianças classificadas como leve, 19 (34,5%) como moderada e 11 

(20,0%) como grave (Tabela 36). 

 

Tabela 36. Perfil de gravidade clínica do subgrupo Crianças I 

Gravidade 
Feminino Masculino Total Mediana de idade (meses) 

Mín-Máx N % N % N % 

Leve 12 50,0 13 41,9 25 45,5* 40 (32 - 47) 

Moderado 8 33,3 11 35,5 19 34,5 42 (32- 47) 

Grave 4 16,7 7 22,6 11 20,0 43 (34 - 47) 

Total 24 100,0 31 100,0 55 100,0 41 (32 - 47) 

N: número amostral; %: porcentagem; Mín.: mínimo; Máx.: máximo. *Comparação realizada por 

qui-quadrado com diferença estatística significativa (p=0,001). Fonte: elaborado pelo autor. 

 

- Óbitos no subgrupo Crianças I 

 

Durante o período de acompanhamento dos indivíduos do subgrupo Crianças I, três 

crianças vieram a óbito, sendo duas meninas, uma com sete meses de idade (óbito por 

broncoaspiração) e outra com 15 meses (óbito por PNM e inflamação); e um menino com 10 

meses de idade (óbito por causa desconhecida).  
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A ocorrência de óbito no subgrupo Crianças I foi de 5,0%, mostrando que a sobrevida 

destas crianças está na faixa de 95,0% (Figura 23). Analisando a curva de sobrevida, o risco 

de óbito nas crianças com DF é maior até os 15 meses de idade. O perfil genotípico dessas 

crianças está apresentado na tabela 37. 

 

Figura 23. Análise de sobrevida das crianças do subgrupo Crianças I 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Tabela 37. Informações genotípicas das crianças que evoluíram para óbito do subgrupo 

Crianças I 

Criança Gênero 
Idade 

(meses) 
DF Haplótipo 

Genótipos 

CBS PAI1 ECA1 ECA2 ADA 

1 F 7 SS Bantu/Benin Ins-/Ins- 5G/5G DD AG Não 

2 M 10 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins- 4G/5G II GG GG 

3 F 15 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins+ 5G/5G ID Não GG 

F: feminino; M: masculino; DF: Doença Falciforme; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; Ins-: ausência da 

inserção de 68 pares de bases (pb); Ins+: presença da inserção de 68 pb. PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; I: inserção de 287 pb; D: deleção 

de 287 pb. ECA2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2. ADA: gene da Adenosina Deaminase; Não: 

não amplificou para o teste. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 As três crianças apresentavam AF e duas eram homozigotas para o haplótipo Bantu. 

Quanto aos polimorfismos de vasoatividade avaliados, não foi possível traçar um perfil que 

pudesse estar relacionado à causa de óbito das crianças. Porém, foi possível verificar que a 

criança 1 apresentava a homozigose para o alelo D (deleção de 287pb) para a ECA1; a criança 

2, um alelo 4G para o PAI1; a criança 3, um alelo D para ECA1.  
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 4.2.2. Grupo retrospectivo 

 

 - Manifestações clínicas nos subgrupos Crianças II, Adolescentes e Adultos 

 

 O levantamento das manifestações clínicas das pessoas com DF do grupo de estudo 

retrospectivo foi concluído em 2011. Todas as ocorrências clínicas foram levantadas e 

classificadas como “Sim”, quando o indivíduo apresentou a ocorrência, e “Não”, quando não 

apresentou a ocorrência. As manifestações clínicas elencadas foram àquelas que apresentam 

relação com a vasoatividade sendo AVE, retinopatia, STA, osteonecrose, crises de dor e 

priapismo. Quanto à retinopatia e ao priapismo, houve uma classificação de “Não se aplica” 

para aquelas que nunca foram a uma consulta com o especialista, e portanto, não há um 

diagnóstico que caracterize ter ou não estas manifestações. As classificadas como “Não se 

aplica” no priapismo são para as pessoas do gênero feminino. A classificação das crises de 

dor foi separada por ocorrência de crises no último ano antes da coleta da amostra sanguínea 

para o estudo. De 0 a 2 crises foi considerado brando, de 3 a 5 moderado e acima de 6 grave. 

 Na tabela 38 elencamos as manifestações clínicas observadas nos indivíduos dos 

subgrupos Crianças II, Adolescentes e Adultos. De acordo com os dados, podemos verificar 

que nenhum indivíduo do subgrupo Crianças II apresentou osteonecrose e priapismo. No 

subgrupo Adolescentes todas as manifestações foram observadas nos indivíduos com 

genótipo SS e, no subgrupo Adultos, as manifestações foram observadas em pelo menos um 

indivíduo com genótipos SS e SC. 

 A fim de verificarmos qual manifestação clínica foi mais frequente entre os subgrupos 

amostrais, comparamos as ocorrências somente entre os genótipos SS e SC, devido ao número 

amostral reduzido para os outros genótipos. A tabela 39 resume os resultados. 

Os indivíduos com genótipo SS do subgrupo Adolescentes apresentaram quase duas 

vezes mais ocorrência de AVE (26,8%) em relação aos indivíduos do subgrupo Adultos 

(15,7%). Já os indivíduos com AF do subgrupo Adultos apresentaram aproximadamente, 

quatro vezes mais ocorrência de osteonecrose (15,1%) em relação aos indivíduos do subgrupo 

Adolescentes (3,6%). Quanto aos indivíduos com genótipo SC, foi encontrado somente 

diferença estatística significante para a retinopatia, sendo esta mais frequente no subgrupo 

Adultos (44,0%) em relação ao de Adolescentes (10,0%). A Figura 24 apresenta as diferenças 

estatísticas encontradas por genótipo em relação aos subgrupos amostrais. 
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Tabela 38. Ocorrência de manifestações clínicas nos DF do grupo de estudo retrospectivo 

Sub. 

Am. 
Genótipos 

Manifestações clínicas 

AVE Retinopatia STA Osteonecrose Priapismo Crises de Dor 

C
ri

a
n

ça
s 

II
 (

N
=

5
3

) 

SS 

(N=46) 

 

N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 8 17,4 1 2,2 25 54,3 0 0 0 0 0-2 31 67,4 

Não 38 82,6 29 63,0 21 45,7 46 100,0 22 100,0 3-5 13 28,2 

NA - - 16 34,8 - - - - 24 - >6 2 4,4 

SC 

(N=7) 

 N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 0 0 1 14,3 3 42,8 0 0 0 0 0-2 4 57,1 

Não 7 100,0 4 57,1 4 57,2 8 100,0 5 71,4 3-5 3 42,9 

NA - - 2 28,6 - - - - 2 28,6 >6 0 0 

A
d

o
le

sc
en

te
s 

(N
=

1
2

7
) 

SS 

(N=112) 

 N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 30 26,8 10 8,9 65 58,0 4 3,6 12 10,7 0-2 81 72,3 

Não 82 73,2 67 59,8 47 42,0 108 96,4 43 38,4 3-5 23 20,5 

NA - - 35 31,3 - - - - 57 50,9 >6 8 7,2 

 

SC 

(N=10) 

 N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 0 0 1 10,0 2 20,0 0 0 0 0 0-2 7 70,0 

Não 10 100,0 8 80,0 8 80,0 10 100,0 7 70,0 3-5 3 30,0 

NA -  1 10,0 - - - - 3 30,0 >6 0 0,0 

 

SD 

(N=4) 

 N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 1 25,0 0 0 2 50,0 0 0 0 0 0-2 3 75,0 

Não 3 75,0 3 75,0 2 50,0 4 100,0 3 75,0 3-5 1 25,0 

NA - - 1 25,0 - - - - 1 25,0 >6 0 0 

 

Sβ 

(N=1) 

 N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 0 0 0 0 1 100,0 0 0 0 0 0-2 1 100,0 

Não 1 100,0 1 100,0 0 0 1 100,0 1 100,0 3-5 0 0 

NA - - - - - - - - - - >6 - - 

A
d

u
lt

o
s 

(N
=

2
1

2
) 

SS 

(N=185) 

 N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 29 15,7 16 8,6 115 62,2 28 15,1 22 11,9 0-2 116 62,7 

Não 156 84,3 99 53,6 70 37,8 157 84,9 46 24,9 3-5 43 23,2 

NA - - 70 37,8 - - - - 117 63,2 >6 26 14,1 

 

SC 

(N=25) 

 N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 1 4,0 11 44,0 6 24,0 5 20,0 2 8,0 0-2 9 36,0 

Não 24 96,0 10 40,0 19 76,0 20 80,0 11 44,0 3-5 14 56,0 

NA - - 4 16,0 - - - - 12 48,0 >6 2 8,0 

 

SD 

(N=1) 

 N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 0 0 1 100,0 1 100,0 0 0 1 100,0 0-2 1 100,0 

Não 1 100,0 0 0 0 0 1 100,0 0 0 3-5 0 0 

NA - - - - - - -  - - >6 0 0 

 

Sβ 

(N=1) 

 N % N % N % N % N % Ocor. N % 

Sim 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0-2 1 100,0 

Não 1 100,0 1 100,0 1 100,0 1 100,0 1 100,0 3-5 0 0 

NA - - - - - - - - - - >6 0 0 

Sub. Am.: subgrupo amostral; AVE: acidente vascular encefálico; STA: síndrome torácica aguda; 0-2: de zero a 

duas crises de dor por ano; 3-5: de três a cinco crises de dor por ano; >6: acima de seis crises de dor por ano; 

NA: não avaliado; N: número amostral; %: porcentagem; Ocor.: ocorrência no último ano. Fonte: elaborado pelo 

autor. 
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Tabela 39. Comparação das ocorrências das manifestações clínicas entre os subgrupos 

amostrais 

AVE: acidente vascular encefálico; STA: síndrome torácica aguda; 0-2: de zero a duas crises de dor por 

ano; 3-5: de três a cinco crises de dor por ano; >6: acima de seis crises de dor por ano; Teste realizado: 

qui-quadrado; * valor de p significativo <0,05. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Comparações (valor de p) 

Genótipos 
Manifestações 

clínicas 

Crianças II 

X 

Adolescentes 

Adolescentes 

X 

Adultos 

Crianças II 

X 

Adultos 

SS 

AVE 0,22 0,02* 0,82 

Retinopatia 0,17 1,0 0,19 

STA 0,72 0,54 0,39 

Osteonecrose - <0,01 - 

Priapismo - 0,22 - 

Dor (0-2) 0,56 0,10 0,61 

Dor (3-5) 0,41 0,66 0,57 

Dor (>6) 0,72 0,09 0,08 

SC 

AVE - - - 

Retinopatia 1,0 0,04* 0,33 

STA 0,59 1,0 1,0 

Osteonecrose - - - 

Priapismo - - - 

Dor (0-2) 0,64 0,13 0,40 

Dor (3-5) 0,64 0,26 0,67 

Dor (>6) - - - 
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Figura 24. Frequência das manifestações clínicas com diferença estatística significante 

entre os subgrupos do estudo retrospectivo 

 

A. Frequência de AVE nos indivíduos com AF do subgrupo Adolescentes foi maior em relação aos indivíduos 

do subgrupo Adultos; B. Frequência de osteonecrose nos indivíduos com AF do subgrupo Adultos foi maior em 

relação aos indivíduos do subgrupo Adolescentes; C. Frequência de retinopatia nos indivíduos com SC do 

subgrupo Adultos foi maior em relação aos indivíduos do subgrupo Adolescentes. Teste realizado: qui-quadrado; 

valor de p significativo <0,05. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

- Perfil fenotípico de gravidade do grupo retrospectivo 

 

O perfil fenotípico do grupo de estudo retrospectivo foi classificado utilizando a 

ferramenta online “Sickle Cell Disease Severity Calculator”, como descrito no item 

“Classificação do perfil fenotípico”. A tabela 40 apresenta a classificação para os três 

subgrupos amostrais.  
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Tabela 40. Classificação do perfil fenotípico dos indivíduos do grupo de estudo retrospectivo 

Perfil fenotípico Gênero 

Crianças II  

(N=53) 

Adolescentes 

 (N=127) 

Adultos  

(N=212) 

N % N % N % 

Leve 

F 25 55,5 30 41,6 11 61,1 

M 20 44,5 42 58,4 7 38,9 

Total 45 84,9 72 56,7 18 8,5 

Moderado 

F 2 25,0 16 44,4 53 56,4 

M 6 75,0 20 55,6 41 43,6 

Total 8 15,1 36 28,3 94 44,4 

Grave 

F 0 0 11 57,9 65 65,0 

M 0 0 8 42,1 35 35,0 

Total 0 0 19 15,0 100 47,1 

N: número amostral; %: frequência; F: feminino; M: masculino; *comparação realizada somente entre os 

indivíduos do subgrupo Adolescentes e Adultos. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

O perfil fenotípico leve e moderado foi verificado nos três subgrupos amostrais. Já o 

Perfil “grave” não foi verificado no subgrupo Crianças II. Na comparação da gravidade 

clínica entre os quatro subgrupos amostrais, como apresentado na tabela 41 e figura 25, os 

indivíduos do subgrupo Crianças II, apresentaram a maior frequência para o perfil fenotípico 

“leve”, e os perfis “moderado” e “grave” foram frequentes no subgrupo adultos. Para os 

subgrupos Crianças I e Adolescentes, a maioria dos indivíduos cursa com a clínica leve e 

moderada.  

 

Tabela 41. Comparação entre o perfil fenotípico nos quatro subgrupos amostrais 

Perfil fenotípico 

Crianças I 

(N=55) 

Crianças II  

(N=53) 

Adolescentes 

 (N=127) 

Adultos  

(N=212) 
Valor de 

p 
N % N % N % N % 

Leve 25 45,5 45 84,9 72 56,7 18 8,5 

<0,0001 Moderado 19 34,5 8 15,1 36 28,3 94 44,4 

Grave 11 20,0 0 0 19 15,0 100 47,1 

N: número amostral; %: frequência. Teste realizado: qui-quadrado; valo de p significativo <0,05. Fonte: 

elaborado pelo autor. 
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Figura 25. Comparação da gravidade clínica entre os subgrupos amostrais 
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Os “*” indicam o subgrupo com maior ocorrência da clínica leve, moderado e 

grave. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Interessante destacar que, dentro do subgrupo Adultos, há seis indivíduos com idade 

acima de 60 anos (média de idade de 62±2,07), destes cinco com AF (Hb SS) e um com Hb 

SC. Provavelmente, a expectativa de vida dessas pessoas se deva à boa aderência ao 

tratamento, e/ou interação de alguns polimorfismos genéticos que os beneficiam melhorando 

a sobrevida. Assim, elencamos as características genéticas desses pacientes observadas nesse 

estudo (Tabela 42). 

 

Tabela 42. Características genéticas do grupo de adultos com idade acima de 60 anos 

Idade Gênero Genótipo Haplótipo ECA1 ECA2 CBS ADA PAI1 
Gravidade 

clínica 

65 F SS Bantu/Bantu ID AG Ins-/Ins- GG 4G/4G Moderado 

64 F SS Bantu/Bantu II AG Ins+/Ins+ GG 5G/5G Moderado 

63 M SS Bantu/Bantu DD A Ins-/Ins- GG 4G/5G Moderado 

62 M SS Bantu/Bantu ID G Ins-/Ins- GG 4G/5G Moderado 

60 F SS Benin/Camarões ID AG Ins-/Ins- GG 4G/4G Grave 

60 F SC ---- II AG Ins-/Ins- GA 5G/5G Grave 

F: feminino, M: masculino; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; ECA1: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (Obs.: Os indivíduos do gênero 

masculino só apresentam um alelo, pois o polimorfismo encontra-se no cromossomo X);  ADA: gene da 

Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do Plasminogênio Tipo 1. Ins-: ausência da inserção 

de 68 pares de bases (pb); Ins+: presença da inserção de 68 pb; I: inserção de 287 pb; D: deleção de 287 pb. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Dentre os seis indivíduos, quatro apresentaram gravidade clínica moderada e dois 

graves. Destes, somente um apresentou o genótipo SC para a DF, o restante apresentaram a 

forma mais grave (AF). Quanto aos haplótipos, a maioria apresentou homozigose para o 

Bantu e um a combinação Benin/Camarões. Para o indivíduo SC o haplótipo não foi 



99 
4. RESULTADOS 

realizado. Quanto aos polimorfismos genéticos, para ECA1 o alelo mais frequente foi o I 

(58,3%), para ECA2 os alelos apresentaram a mesma frequência (50,0%), para CBS o alelo 

Ins- foi o mais frequente (83,3%), para o ADA foi o G (91,6%) foi o mais frequente e para o 

PAI1 os alelos apresentaram a mesma frequência (50,0%).   

 

- Óbito no grupo de estudo retrospectivo: Crianças II, Adolescentes e Adultos 

 

Durante a última ida ao HEMORIO em abril de 2016, foi possível acessar o registro de 

óbitos que ocorrem dentro do hospital. Assim, verificamos se algum dos indivíduos que 

compõem o grupo retrospectivo havia falecido depois de 2011 (ano da coleta de amostra). 

No subgrupo Crianças II não verificamos nenhum óbito dos indivíduos. No subgrupo 

Adolescentes cinco indivíduos (3,9%) vieram a óbito e no subgrupo Adultos 18 indivíduos 

(8,5%) vieram a óbito. Os dados dos indivíduos, a característica genética e a causa do óbito 

encontram-se na tabela 43. 

Dos cinco indivíduos que vieram a óbito do subgrupo Adolescentes, quatro eram do 

gênero feminino e um, masculino. A média de idade foi de 18,6 ± 0,9 anos (mediana de 18, 

mínimo 18 anos de máximo de 20 anos de idade). Todos os indivíduos apresentavam a 

homozigose para a Hb S e para os haplótipos da globina beta-S, somente um apresentava a 

homozigose para o haplótipo Bantu. De acordo com os polimorfismos avaliados, para a CBS e 

ADA não foi verificada a presença do alelo que poderia agravar a clínica do indivíduo (Ins+ e 

A22, respectivamente); para a ECA1 foi equilibrada a frequência do alelo I e D e para o PAI1 

foi verificado 40.0% da presença do alelo 4G. Quanto a gravidade clínica, somente um 

apresentava a clínica grave.  

No subgrupo Adultos dos 18 indivíduos que vieram a óbito, 13 (72,2%) eram 

femininos, e cinco (27,8%) masculinos. A média de idade era de 45,7 ± 12,0 anos (mediana 

de 45, mínimo de 21 e máximo de 62 anos). Todos os indivíduos apresentavam AF, sendo 

nove (50,0%) com homozigose para o haplótipo Bantu, seis (33,3%) com haplótipo 

Bantu/Benin e três (16,7%) com haplótipo Bantu/Atípico. Quanto aos polimorfismos 

avaliados, para a CBS o alelo mais frequente foi o Ins- com 91,6% (N=33). Para ECA1, a 

frequência do alelo I foi de 44,4% (N=16) e do alelo D de 55,6% (N=20). Para a ECA2, dos 

cinco homens do grupo, três apresentavam o alelo G (60,0%) e dois o alelo A (40,0%). 

Quanto as mulheres o alelo G apresentou uma frequência de 57,7% (N=15) e o alelo A de 

43,3% (N=11). Para o PAI1, o alelo 4G apresentava uma frequência de 33,3% (N=12) e o 5G 

de 66,7% (N=24). Para o polimorfismo da ADA, foi verificado somente a presença de um 
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alelo A (2,7%). Quanto a gravidade clínica a maioria dos indivíduos haviam sido classificados 

com clínica grave (72,2%). 

No subgrupo Adolescentes a maior causa de óbito foi a septicemia responsável por 

60,0% dos casos. Um indivíduo veio à óbito por STA e um não foi possível saber a causa 

correta. No subgrupo Adultos, a STA foi responsável pela maioria dos óbitos com 44,4% dos 

casos. Problemas cardíacos foram responsáveis por 16,6%; septicemia e insuficiência hepática 

aguda apresentaram a mesma frequência de ocorrência com 11,1% cada e, menos frequente, a 

ocorrência de AVE, morte súbita e morte durante crise álgica. 
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Tabela 43. Informações genotípicas e clínicas dos óbitos nos subgrupos Adolescentes e Adultos 

Adolescentes 

ID Gênero Idade Genótipo Haplótipo CBS ECA1 ECA2 PAI1 ADA 
Grav. 

Clin. 
Causa do óbito 

1 F 18 SS Benin/Benin Ins-/Ins- II GG 4G/5G GG Leve Septicemia 

2 M 20 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins- DD G 5G/5G GG Mod. - 

3 F 18 SS Bantu/Atp Ins-/Ins- II GG 4G/5G GG Leve STA 

4 F 18 SS Bantu/Benin Ins-/Ins- DD AG 4G/5G GG Grave Septicemia 

5 F 19 SS Bantu/Benin Ins-/Ins- ID GG 4G/5G GG Leve Septicemia 

Adultos 

ID Gênero Idade Genótipo Haplótipo CBS ECA1 ECA2 PAI1 ADA 
Grav. 

Clin. 
Causa do óbito 

1 F 61 SS Bantu/Atp Ins-/Ins- DD GG 4G/4G GG Grave Septicemia 

2 F 59 SS Bantu/Benin Ins-/Ins- ID GG 5G/5G GG Mod. STA 

3 F 56 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins- II AA 4G/5G GG Grave Arritmia cardíaca 

4 M 62 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins- ID G 4G/5G GG Mod. STA 

5 F 39 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins- ID AG 4G/5G GG Grave Insuficiência cardíaca congestiva 

6 F 48 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins- ID AA 4G/5G GG Mod. Morte súbita 

7 F 40 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins+ DD GG 5G/5G GG Grave STA 

8 M 21 SS Bantu/Benin Ins-/Ins- DD G 4G/5G GG Grave AVE 

9 F 31 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins+ ID GG 5G/5G GG Grave STA 

10 F 32 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins+ ID GG 4G/4G GG Grave Morte durante crise álgica 

11 M 45 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins- II A 5G/5G GG Grave STA 

12 F 45 SS Bantu/Atp Ins-/Ins- ID AG 4G/5G GG Mod. STA 

13 F 34 SS Bantu/Benin Ins-/Ins- DD AG 5G/5G GG Mod. STA 

14 F 53 SS Bantu/Bantu Ins-/Ins- ID AG 5G/5G GG Grave STA 

15 F 41 SS Bantu/Atp Ins-/Ins- ID AA 4G/5G GG Grave Insuficiência hepática aguda 

16 M 40 SS Bantu/Benin Ins-/Ins- DD G 5G/5G GA Grave Insuficiência hepática aguda 

17 F 59 SS Bantu/Benin Ins-/Ins- II AG 4G/5G GG Grave Choque cardiogênico 

18 M 58 SS Bantu/Benin Ins-/Ins- ID A 5G/5G GG Grave Septicemia 

ID: identificação; F: feminino; M: masculino; Atp.: Atípico; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; ECA1: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2 (Obs.: Os indivíduos do gênero masculino só apresentam um alelo, pois o 

polimorfismo encontra-se no cromossomo X);  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do Plasminogênio Tipo 1. 

Ins-: ausência da inserção de 68 pares de bases (pb); Ins+: presença da inserção de 68 pb; I: inserção de 287 pb; D: deleção de 287 pb. Grav. Clin.: 

gravidade clínica; Mod.: Moderado; - causa desconhecida. Fonte: elaborado pelo autor. 
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No gráfico de sobrevida (Figura 26) desenhado a partir dos três subgrupos amostrais 

do estudo retrospectivo foi possível verificar que até os 20 anos de idade, os indivíduos com 

DF apresentam uma taxa de sobrevida de quase 100,0 %. Após os 20 anos até aos 40 anos de 

idade, esta taxa decai um pouco, mas fica ao redor de 90,0% de sobrevida. Entre os 40 anos 

até os 60 anos de idade, a sobrevida diminui muito variando de 50,0 a 80,0%. Após os 60 

anos de idade, a sobrevida dos indivíduos com DF fica abaixo de 40,0%.  

 

Figura 26. Curva de sobrevida do grupo de estudo retrospectivo 
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A porcentagem de sobrevida mostra que o risco de morte aumenta depois dos 40 

anos de idade. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

4.3. Avaliação dos marcadores genéticos em relação ao perfil fenotípico de gravidade 

 

A fim de verificar a influência dos polimorfismos genéticos no perfil de gravidade 

clinica dos subgrupos amostrais, foi utilizado o teste de RLM, o qual verifica a probabilidade 

de um evento ocorrer em função de outros fatores, por meio de dados qualitativos. As análises 

foram realizadas separadas, de acordo com o estudo prospectivo e retrospectivo, pois o 

resultado dado em odds ratio (OR) é interpretado como risco de ocorrência para o grupo 

prospectivo, e chance de ocorrência para o grupo retrospectivo. 

Todas as análises de RLM foram padronizadas para gênero (0= feminino; 1= 

masculino); genótipo da DF (0= genótipo não SS; 1= genótipo SS) e haplótipo da globina 

beta-S (0= haplótipo não Bantu/Bantu; 1= haplótipo Bantu/Bantu). A idade foi inserida como 

variável contínua, e o teste considera a idade para corrigir os resultados obtidos. Foram 

realizados dois tipos de análise de acordo com o modelo recessivo de herança dos 
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polimorfismos genéticos (homozigoto mutante versus homozigoto selvagem + heterozigoto) e 

modelo dominante de herança (homozigoto mutante + heterozigoto versus homozigoto 

selvagem). Para os indivíduos do gênero masculino o polimorfismo do gene ECA2 (A1075G) 

foi considerado sendo no modelo recessivo e dominante o alelo A como 0 e o alelo G como 1. 

Quanto a gravidade clínica, foram consideradas duas combinações para as análises de RLM: 

1ª combinação: 0 = leve, 1 = moderado + grave; 2ª combinação: 0 = leve + moderado, 1 = 

grave. 

 

4.3.1. Marcadores genéticos e perfil de gravidade no grupo prospectivo 

 

Na primeira análise de RLM realizada para o grupo prospectivo, considerando o 

modelo recessivo de herança dos polimorfismos genéticos e a gravidade clínica leve como 

insucesso e moderada e grave como sucesso, foi possível verificar que a única variável 

independente que interferiu foi o genótipo da DF (Tabela 44). Com este resultado podemos 

inferir que o risco de uma criança com DF apresentar clínica moderada ou grave é cerca de 17 

vezes maior quando possui o genótipo SS, ou seja a AF. Na segunda análise de RLM 

considerando a gravidade clínica leve e moderada como insucesso e grave como sucesso, não 

foi possível verificar a influência dos polimorfismos genéticos como moduladores do perfil 

fenotípico das crianças (Tabela 45). 

 

Tabela 44. Risco de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos (Grupo prospectivo) 

Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,78 1,21 0,30 - 4,87 

Idade 0,63 1,32 0,42 - 4,24 

Genótipos da DF 0,005 16,90 2,28 - 125,07 

Haplótipo 0,43 0,50 0,09 - 2,84 

CBS 0,95 13332,67 0,00 - infinito 

PAI1 0,21 2,43 0,59 - 10,03 

ECA1 0,66 1,38 0,32 - 5,95 

ECA2 0,05 0,22 0,05 - 1,01 

ADA 0,95 0,0001 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
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Tabela 45. Risco de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos (Grupo prospectivo) 

Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,26 3,19 0,42 - 24,27 

Idade 0,08 0,16 0,02 - 1,27 

Genótipos da DF 0,72 265250,95 0,00 - infinito 

Haplótipo 0,11 0,16 0,02 - 1,53 

CBS 0,93 0,000 0,00 - infinito 

PAI1 0,21 0,25 0,03 - 2,19 

ECA1 0,18 0,21 0,02 - 2,09 

ECA2 0,05 0,12 0,01 - 1,02 

ADA 0,98 0,11 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 Nas análises realizadas com o modelo dominante de herança dos polimorfismos 

genéticos, foram verificadas a influência do genótipo da DF com um risco de 

aproximadamente 23 vezes de uma criança com DF apresentar clínica moderada ou grave 

quando possui o genótipo SS (Tabela 46). Porém, este risco não ocorreu quando considerado 

o perfil leve e moderado como insucesso e grave como sucesso (Tabela 47). 

 

Tabela 46. Risco de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos (Grupo prospectivo) 

Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,86 0,86 0,17 - 4,50 

Idade 0,33 1,84 0,53 - 6,38 

Genótipos da DF 0,008 22,81 2,22 - 234,84 

Haplótipo 0,40 0,43 0,06 - 3,14 

CBS 0,27 0,34 0,05 - 2,32 

PAI1 0,33 2,71 0,36 - 20,26 

ECA1 0,07 6,06 0,86 - 42,85 

ECA2 0,06 0,17 0,003 - 1,11 

ADA 0,70 1,47 0,20 - 10,61 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
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Tabela 47. Risco de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos (Grupo prospectivo) 

Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,85 1,19 0,18 - 7,85 

Idade 0,36 0,45 0,08 - 2,53 

Genótipos da DF 0,77 33349,44 0,00 - infinito 

Haplótipo 0,47 0,52 0,09 - 3,01 

CBS 0,33 0,32 0,03 - 3,22 

PAI1 0,62 0,60 0,08 - 4,51 

ECA1 0,94 0,91 0,06 - 14,50 

ECA2 0,18 0,29 0,05 - 1,82 

ADA 0,85 0,0002 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 Devido a influência do genótipo SS como modulador do perfil fenotípico das crianças 

com DF, fizemos as mesmas análises considerando somente os indivíduos com AF para 

verificar se os polimorfismos genéticos estudados apresentariam alguma influência no perfil 

fenotípico de gravidade destes indivíduos.  

 De acordo com as análises apresentadas nas tabelas 48, 49, 50 e 51, foi possível 

verificar somente um resultado significativo para o polimorfismo da ECA2 (p=0,03; 

OR=0,11; IC 95% = 0,02 - 0,87). Este resultado pode sugerir que este polimorfismo apresenta 

um efeito protetor para a criança com AF, pois o risco de uma criança com AF apresentar 

clínica moderada ou grave é menor quando possui o alelo G rm homozigose (GG) para o 

polimorfismo A1075G da ECA2 (Tabela 48).  
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Tabela 48. Risco de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos para os indivíduos com AF (Grupo prospectivo) 

Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,77 1,31 0,20 - 8,44 

Idade 0,74 1,30 0,26 - 6,51 

Haplótipo 0,34 0,38 0,05 - 2,81 

CBS 0,64 0,43 0,01 - 15,26 

PAI1 0,24 3,23 0,45 - 23,19 

ECA1 0,44 2,23 0,28 - 17,64 

ECA2 0,03 0,11 0,02 - 0,87 

ADA 1,0 1,42 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

 

Tabela 49. Risco de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos para os indivíduos com AF (Grupo prospectivo) 

Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,26 3,17 0,42 - 24,18 

Idade 0,08 0,16 0,02 - 1,28 

Haplótipo 0,11 0,17 0,02 - 1,55 

CBS 0,89 0,000 0,00 - infinito 

PAI1 0,21 0,25 0,03 - 2,19 

ECA1 0,19 0,21 002 - 2,14 

ECA2 0,05 0,12 0.01 - 1,04 

ADA 1,0 557466,71 0,00 - inifito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
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Tabela 50. Risco de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos para os indivíduos com AF (Grupo prospectivo) 

Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,88 0,86 0,12 - 6,28 

Idade 0,54 1,62 0,33 - 7,92 

Haplótipo 0,43 0,44 0,06 - 3,40 

CBS 0,92 0,89 0,09 - 9,06 

PAI1 0,30 2,89 0,38 - 22,2 

ECA1 0,22 4,06 0,41 - 39,84 

ECA2 0,17 0,24 0,03 - 1,87 

ADA 0,72 1,67 0,10 - 28,46 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

 

Tabela 51. Risco de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos para os indivíduos com AF (Grupo prospectivo) 

Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,85 1,19 0,18 - 7,85 

Idade 0,36 0,45 0,08 - 2,53 

Haplótipo 0,47 0,52 0,09 - 3,01 

CBS 0,33 0,32 0,03 - 3,22 

PAI1 0,62 0,60 0,08 - 4,51 

ECA1 0,94 0,91 0,06 - 14,51 

ECA2 0,8 0,29 0,05 - 1,82 

ADA 0,90 0,00 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
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4.3.2. Marcadores genéticos e perfil de gravidade clinica no grupo retrospectivo 

 

Antes de iniciar as análises de RLM no grupo retrospectivo, foi verificado se o uso de 

HU interferiria na evolução clínica das pessoas com DF e o resultado foi negativo (Tabela 

52). Devido a isso, as análises de RLM foram realizadas não considerando essa variável. 

 

Tabela 52. Comparação do uso de HU em relação a gravidade clínica 

Gravidade Clínica 
HU+ HU- 

p-valor 
N % N % 

Leve 60 35,3 75 33,9 

0,92 Moderado 60 35,3 77 34,8 

Grave 50 29,4 69 31,3 

Total 170 100,0 221 100,0  

HU+: em uso de HU; HU-: sem uso de HU; N: número amostral; %: 

porcentagem. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Nas análises de RLM realizadas para o grupo retrospectivo, independente do modelo 

recessivo ou dominante de herança dos polimorfismos genéticos, foi possível verificar que o 

genótipo SS, ou seja, a AF influencia na gravidade clínica dos indivíduos, sendo que a chance 

de ocorrência de clínica moderada ou grave é cerca de nove vezes maior no modelo recessivo 

(Tabela 53) e sete vezes maior no modelo dominante de herança (Tabela 55) e a chance 

ocorrência de clínica grave é cerca de quatro vezes maior tanto para modelo o recessivo 

(Tabela 54) quanto para o de dominância de herança dos polimorfismos genéticos (Tabela 

56).  
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Tabela 53. Chance de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos (Grupo retrospectivo) 

Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,38 1,27 0,74 - 2,21 

Idade <0,0001 1,23 1,18 - 1,29 

Genótipos da DF 0,0001 8,97 2,90 - 27,73 

Haplótipo 0,95 1,01 0,58 - 1,77 

CBS 0,90 0,92 0,25 - 3,38 

PAI1 0,63 0,88 0,52 - 1,50 

ECA1 0,78 1,08 0,61 - 1,90 

ECA2 0,65 1,13 0,66 - 1,95 

ADA 1,0 23,25 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

 

Tabela 54. Chance de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos (Grupo retrospectivo) 

Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,31 0,77 0,47 - 1,28 

Idade <0,0001 1,06 1,04 - 1,08 

Genótipos da DF 0,003 3,94 1,56 - 9,94 

Haplótipo 0,97 0,99 0,60 - 1,63 

CBS 0,53 1,47 0,43 - 5,08 

PAI1 0,41 1,21 0,76 - 1,96 

ECA1 0,26 1,32 0,81 - 2,17 

ECA2 0,88 1,03 0,64 - 1,67 

ADA 1,0 5,67 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de comfiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
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Tabela 55. Chance de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos (Grupo retrospectivo) 

Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,29 1,36 0,77 - 2,42 

Idade <0,0001 1,19 1,15 - 1,25 

Genótipos da DF 0,0002 7,60 2,60 - 22,23 

Haplótipo 0,88 1,04 0,58 - 1,86 

CBS 0,27 0,72 0,41 - 1,29 

PAI1 0,66 0,83 0,38 - 1,84 

ECA1 0,92 1,03 0,53 - 2,02 

ECA2 0,66 1,15 0,60 - 2,20 

ADA 0,57 1,31 0,51 - 3,34 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

 

Tabela 56. Chance de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos (Grupo retrospectivo) 

Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,55 0,85 0,51 - 1,43 

Idade <0,0001 1,06 1,04 - 1,08 

Genótipos da DF 0,0049 3,85 1,51 - 9,79 

Haplótipo 0,96 1,01 0,61 - 1,66 

CBS 0,63 1,13 0,68 - 1,89 

PAI1 0,80 1,09 0,55 - 2,16 

ECA1 0,89 0,95 0,52 - 1,76 

ECA2 0,26 1,38 0,78 - 2,46 

ADA 0,09 1,86 0,91 - 3,82 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
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Tendo em vista a influência do genótipo SS como modulador do perfil fenotípico de 

gravidade dos indivíduos do grupo retrospectivo, as mesmas análises foram realizadas 

somente para os indivíduos com AF, e não foi possível verificar a influência dos marcadores 

genéticos na gravidade clínica (Tabelas 57, 58, 59 e 60).  

 

Tabela 57. Chance de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos para os indivíduos com AF (Grupo retrospectivo) 

Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,31 1,38 0,73 - 2,60 

Idade <0,0001 1,27 1,20 - 1,36 

Haplótipo 0,76 1,09 0,59 - 2,04 

CBS 0,59 0,66 0,15 - 3,03 

PAI1 0,60 0,85 0,46 - 1,57 

ECA1 0,79 1,09 0,57 - 2,09 

ECA2 0,85 1,05 0,57 - 1,97 

ADA 1,0 44,30 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

 

Tabela 58. Chance de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos para os indivíduos com AF (Grupo retrospectivo) 

Modelo Recessivo (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,52 0,84 0,49 - 1,43 

Idade <0,0001 1,07 1,05 - 1,09 

Haplótipo 0,98 1,00 0,60 - 1,67 

CBS 0,99 1,00 0,26 - 3,85 

PAI1 0,42 1,22 0,74 - 2,04 

ECA1 0,15 1,46 0,87 - 2,48 

ECA2 0,79 1,07 0,64 - 1,78 

ADA 1,00 8,86 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
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Tabela 59. Chance de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos para os indivíduos com AF (Grupo retrospectivo) 

Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve; 1= moderado + grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,22 1,49 0,78 - 2,86 

Idade <0,0001 1,27 1,20 - 1,36 

Haplótipo 0,77 1,09 0,58 - 2,07 

CBS 0,25 0,68 0,36 - 1,32 

PAI1 0,90 0,94 0,38 - 2,36 

ECA1 0,95 1,01 0,49 - 2,13 

ECA2 0,45 1,32 0,64 - 2,74 

ADA 0,55 1,37 0,49 - 3,89 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

Tabela 60. Chance de ocorrência da gravidade clínica de acordo com marcadores 

genéticos para os indivíduos com AF (Grupo retrospectivo) 

Modelo Dominante (Gravidade: 0= leve + moderado; 1= grave) 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,86 0,95 0,55 - 1,65 

Idade <0,0001 1,07 1,05 - 1,09 

Haplótipo 0,90 1,03 0,65 - 1,72 

CBS 0,63 1,14 0,66 - 1,96 

PAI1 0,90 1,04 0,51 - 2,12 

ECA1 0,95 1,01 0,53 - 1,94 

ECA2 0,18 1,50 0,82 - 2,78 

ADA 0,08 1,93 0,91 - 4,13 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 A gravidade clínica leve, moderada e grave dos indivíduos do grupo retrospectivo, 

apresenta também um escore de gravidade apresentado como variável quantitativa (como 

informado na metodologia). Devido a isso, foi possível realizar o teste de GLM o qual verifica 

a influência de dados qualitativos em relação aos dados quantitativos. O teste foi realizado 

somente para os indivíduos com AF e foi corrigido para gênero, idade e uso de HU. Além da 

influência dos polimorfismos genéticos, foi possível verificar a interação entre eles os quais 
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foram agrupados de acordo com a via de ação sendo CBS + PAI1, ECA1+ECA2 e ADA. Os 

resultados obtidos não apresentaram influência dos polimorfismos genéticos quanto os 

escores de gravidade clínico nos indivíduos com AF (Tabela 61). 

 

Tabela 61. Resultado do teste GLM realizado nos indivíduos com AF do grupo 

retrospectivo 

CBS + PAI1 ECA1 + ECA2 ADA 

 p-valor  p-valor  p-valor 

Gênero 0,85 Gênero 0,44 Gênero 0,95 

Idade 0,000 Idade 0,000 Idade 0,000 

HU 0,15 HU 0,09 HU 0,09 

CBS 0,76 ECA1 0,19 ADA 0,39 

PAI 0,06 ECA2 0,29   

CBS+PAI1 0,29 ECA1+ECA2 0,33   

CBS: gene da Cistationina beta-sintase; ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; 

ECA2: gene da Enzima Conversora de Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; 

PAI1: gene do Inibidor do Ativador do Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

4.3.3. Marcadores genéticos e óbito nos grupos prospectivo e retrospectivo 

 

 A fim de verificar se os marcadores genéticos influenciaram nos óbitos dos indivíduos 

do grupo prospectivo e retrospectivo, a análise de RLM foi realizada tomando como sucesso 

os indivíduos que evoluíram para o óbito. Tanto no modelo recessivo, quanto no modelo 

dominante, para os dois grupos de estudo, não foi verificada a influência dos marcadores 

genéticos em relação ao óbito nos indivíduos com DF (Tabela 62, 63, 64 e 65).  
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Tabela 62. Risco de morte de acordo com marcadores genéticos para os 

indivíduos com DF (Grupo prospectivo) 

Modelo Recessivo  

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,47 0,35 0,02 - 6,09 

Idade 0,66 4119,36 0,00 - infinito 

Genótipo da DF 0,63 10029035,91 0,00 - infinito 

Haplótipo 0,49 0,41 0,03 - 5,20 

CBS 0,95 0,0001 0,00 - infinito 

PAI1 0,22 9,93 0,24 - 406,53 

ECA1 0,70 0,000 0,00 - infinito 

ECA2 0,76 0,61 0,02 - 15,29 

ADA 0,94 1594,13 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

Tabela 63. Risco de morte de acordo com marcadores genéticos para os 

indivíduos com DF (Grupo prospectivo) 

Modelo Dominante 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,77 0,65 0,04 - 11,84 

Idade 0,49 757450,86 0,00 - infinito 

Genótipo da DF 0,47 496945,83 0,00 - infinito 

Haplótipo 0,49 0,37 0,02 -6,37 

CBS 0,55 0,000 0,00 - infinito 

PAI1 0,84 3821,88 0,00 - infinito 

ECA1 0,69 696874,39 0,00 - infinito 

ECA2 0,74 4354,33 0,00 - infinito 

ADA 0,56 2644,92 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 



115 
4. RESULTADOS 

Tabela 64. Chance de ocorrência de morte de acordo com marcadores genéticos 

para os indivíduos com DF (Grupo retrospectivo) 

Modelo Recessivo  

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,33 0,60 0,22 - 1,67 

Idade <0,0001 1,06 1,03 - 1,10 

Genótipo da DF 0,67 8467,26 0,00 - infinito 

Haplótipo 0,33 0,64 0,26 - 1,57 

CBS 0,83 0,0002 0,00 - infinito 

PAI1 0,64 0,80 0,32 - 2,01 

ECA1 0,80 0,88 0,33 - 2,35 

ECA2 0,54 1,32 0,54 - 3,26 

ADA 1,00 741135,76 0,00 - infinito 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

Tabela 65. Chance de ocorrência de morte de acordo com marcadores genéticos 

para os indivíduos com DF (Grupo retrospectivo) 

Modelo Dominante 

Variáveis independentes p-valor OR IC 95% 

Gênero 0,49 0,68 0,23 - 2,02 

Idade <0,0001 1,06 1,03 - 1,10 

Genótipo da DF 0,67 8150,43 0,00 - infinito 

Haplótipo 0,36 0,65 0,27 - 1,63 

CBS 0,12 0,36 0,10 - 1,31 

PAI1 0,21 2,71 0,56 - 13,22 

ECA1 0,97 1,01 0,34 - 3,07 

ECA2 0,83 1,2 0,36 - 3,53 

ADA 0,45 0,45 0,06 - 3,65 

OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; CBS: gene da Cistationina beta-sintase; 

ECA1: gene da Enzima Conversora de Angiotensina - 1; ECA2: gene da Enzima Conversora de 

Angiotensina 2;  ADA: gene da Adenosina Deaminase; PAI1: gene do Inibidor do Ativador do 

Plasminogênio Tipo 1. Fonte: elaborado pelo autor. 
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O foco principal do presente trabalho foi verificar a influência de marcadores 

genéticos no perfil fenotípico de gravidade clínica nos indivíduos com DF, e como essa 

modulação se apresenta e evolui de acordo com as fases de desenvolvimento. Os marcadores 

genéticos avaliados neste estudo foram selecionados por estarem envolvidos diretamente ou 

indiretamente em vias metabólicas importantes que controlam a vasoatividade, como a ECA1 

e ECA2 presentes no SRAA que regula a pressão sanguínea por ações vasodilatadoras e 

vasoconstritoras; a CBS com ação no metabolismo da homocisteína e o PAI1 com ação na 

fibrinólise, sendo que ambos modulam a coagulação; e a ADA que age no metabolismo das 

purinas, e apresenta importante papel como vasodilatadora e no sistema imune. A ação destes 

polimorfismos genéticos juntamente com os genótipos da DF e os haplótipos da globina beta-

S podem modular a vasoatividade dos indivíduos com DF. 

Mesmo não obtendo resultados significativos para os marcadores avaliados, este 

trabalho tem importância para a rede pública de saúde, por apresentar dados epidemiológicos 

dos indivíduos com DF em quatro períodos da vida e contribui também para o entendimento 

da complexidade genética envolvida nessa doença. A discussão abaixo será apresentada em 

tópicos, cada um referente aos objetivos específicos.  

 

5.1. Marcadores genéticos avaliados 

 

O estudo foi composto por quatro subgrupos amostrais organizados de acordo com a 

idade sendo: de 0 a 4 anos (Crianças I), de 5 a 10 anos (Crianças II), de 11 a 19 anos 

(Adolescentes) e acima de 20 anos (Adultos). Para todos os subgrupos amostrais foi 

verificado que o genótipo mais frequente da DF foi o SS seguido do SC. Interessantemente no 

subgrupo Crianças I, o genótipo SC foi mais frequente que nos outros subgrupos amostrais, 

com diferença estatística entre os indivíduos que compunham o subgrupo Adolescentes. 

Provavelmente, a clínica branda que a Hb C proporciona nesses indivíduos acarreta na não-

necessidade de tratamento e acompanhamento clínico quando atingem a adolescencia. Estudo 

mostra que os indivíduos com o genótipo SC apresentam as complicações da doença em 

época mais tardia do que os indivíduos com o genótipo SS (NAGEL; FABRY; STEINBERG, 

2003). Portanto, quando adultos, esses indivíduos sem tratamento, sofrem as consequências da 
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doença, e buscam novamente os cuidados médicos, como é observado no aumento da 

frequência do genótipo SC no subgrupo Adultos. 

Na avaliação da frequência dos haplótipos da globina beta-S para os indivíduos com 

AF, foi verificado que a combinação mais frequente foi a Bantu/Bantu seguida do 

Bantu/Benin para os quatro subgrupos amostrais. A elevada frequência do haplótipo Bantu na 

população de estudo, retrata a migração dos povos africanos durante a formação da população 

brasileira, principalmente no estado do Rio de Janeiro. Essa herança reforça a etnia da maioria 

dos africanos que vieram para o Brasil, originários da África Oriental e Centro-Sul (SILVA; 

GONÇALVES; RABENHORST, 2009; ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992). Dependendo 

da região do Brasil, essa frequência haplotípica varia. Na região Nordeste, o haplótipo Benin 

ultrapassa a frequência do haplótipo Bantu, segundo estudos realizados em populações de 

Salvador (BA) (ADORNO et al., 2004, 2008) e Fortaleza (CE) (GALIZA NETO et al., 2005). 

No presente trabalho foi observado a frequência de outros haplótipos típicos como Senegal, 

Saudi e Camarões, porém com menor frequência, e os haplótipos atípicos foram o terceiro 

haplótipo mais frequente com 6.1%.  

A origem dos haplótipos atípicos ocorre por vários mecanismos genéticos envolvendo 

haplótipos beta-S comuns como Bantu e Benin (ZAGO et al., 2000). Além disso, estudos 

mostram que o cluster da beta-S globina compreende uma região “hot spot” localizada desde 

a região promotora do gene HBBP, até o final do gene HBB e essa região é caracterizada por 

ocorrência de mutações até 100 vezes superior ao normal (CHAKRAVARTI et al., 1984; 

HANCHARD et al., 2007), o que contribuiria para a formação de haplótipos atípicos da 

globina beta-S. Segundo Zago e colaboradores (2000), cerca de 5% a 10% dos cromossomos 

com a mutação para a globina beta-S possuem um haplótipo β
S
 atípico. 

Quanto aos polimorfismos ligados à vasoatividade, não foi observada diferença nas 

frequências genotípicas e alélicas entre os subgrupos amostrais. A frequência encontrada para 

o polimorfismo 844ins68 da CBS foi semelhante aos relatados de outros pesquisadores 

brasileiros. Em 2010, Jacob e colaboradores avaliaram o polimorfismo da CBS (844ins68) e 

do gene metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR - C677) em indivíduos com DF do estado 

de Goiás e encontraram a maior frequência do genótipo selvagem (Ins-/Ins-) da CBS, seguido 

do heterozigoto (Ins-/Ins+) e o menos frequente o homozigoto mutante (Ins+/Ins+) (JACOB; 

BASTOS; BONINI-DOMINGOS, 2011). Frequência semelhante foi observada em mulheres 

com história de aborto, em Salvador (BA) (BOAS et al., 2015) e em uma população de 

Vitória (ES) de pacientes com câncer oral (BARBOSA et al., 2016). Também no México a 
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frequência foi semelhante entre as pessoas com câncer de mama e o grupo controle 

(GALLEGOS-ARREOLA et al., 2014). 

Para o polimorfismo do PAI1 (-675pb 4G/5G) geralmente o genótipo 4G/5G está 

presente em aproximadamente 50.0% das populações estudadas e o 5G/5G em 25.0% 

(LIGUORI et al., 2014) como foi observado em crianças com OMA e um grupo controle da 

Holanda (EMONTS et al., 2007), e em pessoas com infarto do miocárdio da Espanha 

(MARTINEZ-QUINTANA et al., 2014). No presente trabalho, o relatado acima não foi 

verificado para os subgrupos Crianças II, Adolescentes e Adultos, e sim a elevada frequência 

do genótipo 5G/5G. A provável explicação estaria na relação do alelo 5G, principalmente em 

homozigose, com os níveis diminuídos de PAI-1 circulante. Menores níveis de PAI-1 

proporcionam aumento na ação do sistema fibrinolítico devido a ativação do plaminogênio, 

formação da plasmina e degradação do coágulo de fibrina (LIMA et al., 2011; 

SILVERTHORN, 2010). Um sistema fibrinolítico ativado e eficiente para as pessoas com DF, 

pode contribuir para a melhora das patologias, principalmente às relacionadas com reparo 

tecidual. Com isso, pode-se inferir que a frequência elevada do genótipo 5G/5G ocorreu 

devido a uma seleção positiva nos indivíduos com DF, por ser observado principalmente 

naqueles com idade acima de cinco anos. 

Para o polimorfismo ECA1 (I/D 287pb) a frequência do presente trabalho foi 

semelhante ao encontrado na população Sudanense com AF e sem AF (MAHJOUB et al., 

2016) e na Espanha em pessoas com infarto do miocárdio (MARTINEZ-QUINTANA et al., 

2014) em que o genótipo mais frequente foi o ID, seguido do DD e o menos frequente o II. O 

presente resultado diferiu da população chinesa em que o genótipo mais frequente foi o 

heterozigoto, porém, o intermediário foi o selvagem (II) e o menos frequente o homozigoto 

mutante (DD) em pessoas com doença renal e no grupo controle (YANG et al., 2015). A 

elevada frequência do alelo I na Ásia e do alelo D na África, Europa e América, pode ser 

explicada devido a evolução do alelo D e sua disseminação para o mundo à partir do 

continente Africano. A presença do alelo D proporciona ao indivíduo propensão a reter sais e 

água, consequentemente aumentando a pressão sanguínea. Antes da expansão “out-of-Africa” 

os indivíduos com alelo D apresentavam vantagens na adaptação por habitarem um ambiente 

quente e seco. Depois do “out-of-Africa”, algumas regiões do mundo apresentavam climas 

frios e úmidos, e a característica de reter sais e água já não era mais vantajosa. Assim, o alelo 

D passou a ser deletério por estar relacionado com a hipertensão e outras doenças 

cardiovasculares (LI et al., 2011). Portanto, o alelo D é mais frequente em países com clima 

quente e seco, do que em países frios e úmidos. O presente resultado corrobora essa hipótese.  
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Quanto ao polimorfismo A1075G da ECA2 a avaliação da frequência ocorreu 

separado por gênero, devido a este gene estar localizado no cromossomo X. Mesmo assim, 

independente do gênero, este polimorfismo apresentou variação quanto a sua frequência, e em 

todos os subgrupos amostrais, o genótipo AA ou o alelo A apresentaram menor frequência. 

Essas divergem das encontradas em chineses com alta pressão arterial (ZHONG et al., 2006) e 

com doenças renais (YANG et al., 2015), os quais apresentam elevada frequência dos 

genótipo AA e AG, sendo o alelo A o mais frequente. A população de estudo apresenta 

frequência semelhante a encontrada por Palmer e colaboradores 2008 em pessoas com 

síndrome coronariana de origem europeia (PALMER et al., 2008). Um achado interessante 

nos indivíduos masculinos dos subgrupos Crianças I, Adolescentes e Adultos, foi que um 

indivíduo de cada subgrupo apresentou a heterozigose para o polimorfismo A1075G. Não foi 

possível informar se eles apresentam a Síndrome de Klinefelter.  

Para o polimorfismo G22A no gene ADA, as frequências relatadas foram muito 

semelhantes às encontradas na população de São José do Rio Preto com espondilite 

anquilosante (CAMARGO et al., 2012) e em uma população do Irã com ovário policístico 

(SALEHABADI et al., 2016). O genótipo menos frequente foi o homozigoto mutante (AA), e 

no estudo de Camargo e colaboradores 2012, este nem foi encontrado. Indivíduos com alelo A 

apresentam baixa expressão de ADA em relação aos indivíduos com alelo G. Níveis 

diminuídos de ADA estão relacionados com a Síndrome da Imunodeficiência Combinada, e 

devido a isso, provavelmente os indivíduos homozigotos para o alelo A são mais propensos à 

infecções (DA CUNHA, 1991; LAWRENCE EDWARDS, 1985) e, provavelmente durante a 

evolução humana, este genótipo pode ter sido marcado como deletério.  

Devido as frequências genotípicas e alélicas dos marcadores genéticos avaliados não 

diferirem entre os subgrupos amostrais do presente trabalho, pode-se sugerir uma ação 

semelhante destes nas quatro fases de desenvolvimento dos indivíduos com DF.   

5.2. Perfil fenotípico e gravidade clínica nas pessoas com DF 

 

As manifestações clínicas nos indivíduos com DF são ocasionadas por eventos vaso-

oclusivos e hemolíticos que causam danos a vários órgãos, e muitas vezes esses danos são 

irreversíveis (BENDER; SEIBEL, 2014). As primeiras ocorrências iniciam por volta dos três 

meses de idade, e perduram por toda a vida (FERNANDES; AVENDANHA; VIANA, 2016). 

No presente estudo foi possível verificar que as principais manifestações que 

ocorreram nas crianças que compunham o subgrupo Crianças I foram relacionadas com 
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infecções, como PNM e IVAS; crises de dor, incluindo a dactilite; e o SE. Essas 

manifestações resultaram em internações e necessidades transfusional em mais de 50% das 

crianças, sendo que aproximadamente 70% eram de indivíduos com AF (Hb SS). As crianças 

que não apresentavam melhora com a transfusão sanguínea e sempre procuravam a 

emergência, tiveram outros tipos de intervenções no tratamento como o uso de HU, regime de 

hipertransfusão e, nos casos de SE, a esplenectomia. A transfusão sanguínea e o uso de HU 

são os dois tratamentos para a DF, e o transplante da medula óssea é a única chance de cura 

(SHETH; LICURSI; BHATIA, 2013). Porém, o regime de transfusão sanguínea a longo 

prazo, pode trazer complicações como a sobrecarga de ferro (PORTER; GARBOWSKI, 

2013). Mesmo após 20 anos de uso da HU como tratamento para a DF, seu uso ainda é 

restrito, principalmente nas crianças. Um estudo de 2013 com pacientes pediátricos do 

HEMORIO mostrou a eficácia do tratamento com a HU em crianças, principalmente na 

diminuição do risco de óbito e, com estes resultados, os autores tentam encorajar os 

hematologistas a prescreverem a HU para crianças com menos de três anos de idade, ou 

mesmo, para aqueles sujeitos que não apresentam complicações graves da DF (LOBO et al., 

2013). Prevenir a ocorrência de manifestações clínicas graves pode ser a melhor maneira de 

aumentar a sobrevida das pessoas com DF. 

A partir dos dados hematológicos e clínicos coletados nos indivíduos do subgrupo 

Crianças I, foi possível classificá-los quanto ao perfil de gravidade clínica em leve, moderado 

e grave. O método de classificação descrito por Van Den Tweel et al. (2010), não foi validado 

para a população de estudo por não apresentar uma semelhança robusta com a classificação 

realizada pelo hematologista do HEMORIO. No início do delineamento do presente estudo 

(2013), o índice de gravidade de Van Den Tweel et al. (2010) apresentava requisitos 

importantes por considerar, além dos dados clínicos, também dados laboratoriais, e por ser 

uma classificação relativamente recente. Os próprios autores concluem o trabalho sugerindo 

que, para a validação do índice, é necessário utilizá-lo em um estudo de coorte prospectivo de 

pacientes diagnosticados com DF na triagem neonatal. Porém, após a finalização da 

classificação e a comparação com a classificação do hematologista responsável, o índice não 

refletiu a realidade das crianças do subgrupo Crianças I no Brasil. Os vieses que podem ter 

interferido nessa incongruência seria a criação do índice de Van Den Tweell et al. (2010) em 

uma população pediátrica, que eles consideraram sendo de 0 a 18 anos de idade na Holanda, 

um país Europeu, com características diferentes no Brasil. Outros interferentes foram que o 

índice de Van Den Tweell et al. (2010) não considera a ocorrência de PNM e dactilite, as 

quais estiveram presentes em 63,6% e 18,2% das crianças avaliadas, respectivamente. 
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Também não avaliam o resultado do DTC. Já a ocorrência de SE para eles foi considerada 

como grave, sendo que, o SE apresenta eventos menores, como crescimento do baço sem a 

redução drástica da Hb, não sendo considerada como grave (MEIER; MILLER, 2012). 

Devido a esses fatores, foi utilizada para a caracterização da gravidade clínica das crianças do 

subgrupo Crianças I, a classificação apresentada pelo hematologista. A gravidade clínica leve 

foi a mais frequente nesse subgrupo amostral seguida da moderada e grave. 

Três crianças vieram a óbito durante o estudo prospectivo, sendo uma por 

broncoaspiração, uma por PNM e inflamação e uma por causa desconhecida.  As infecções 

em crianças com DF são as principais causas de morte no estado de Minas Gerais 

(FERNANDES; AVENDANHA; VIANA, 2016; SABARENSE et al., 2015), e no Rio de 

Janeiro, a principal causa de morte até os cinco anos de idade é por STA (LOBO et al., 2014). 

A ocorrência de óbito nesse grupo foi de 5% e de sobrevida 95%. Um estudo com uma coorte 

de recém-nascidos de Dallas, estimou que 95% das crianças com AF sobrevivem até a 

primeira década de vida (QUINN; ROGERS; BUCHANAN, 2004). No clinical trials de 2010 

(QUINN et al., 2010) os autores acompanharam a mesma coorte de 2004 e verificaram a 

incidência de morte de 5.2%, sendo a causa mais comum a STA. Além disso, afirmaram que o 

risco de morte aumenta quando ocorre a mudança no tratamento pediátrico para o adulto.  

No estudo retrospectivo foi possível observar que a ocorrência de STA começa a 

aumentar no subgrupo Crianças II, quando apresentam idade de cinco anos e, continua 

frequente, até a idade adulta. A ocorrência de AVE foi maior nos indivíduos com AF do 

subgrupo Adolescentes do que em Adultos, e os Adultos com AF apresentaram mais 

osteonecrose do que Adolescentes. Já os Adultos com o genótipo SC apresentaram mais 

retinopatia do que os Adolescentes. As complicações pulmonares são muito comuns na DF 

(MILLER; GLADWIN, 2012), provavelmente, por haver várias etiologias para a STA como 

infecções pulmonares, crises vaso-oclusivas, causando inflamação vascular e obstrução por 

células falcizadas, e trombos (BALLAS et al., 2010; MEIER; MILLER, 2012; MILLER; 

GLADWIN, 2012). 

A DF é caracterizada por manifestações clínicas que causam danos cumulativos aos 

órgãos. Assim, com o aumento da idade, as complicações clínicas se acumulam, e cada vez 

mais graves, como pode ser observado pelas ocorrências de AVE e osteonecrose nos 

indivíduos do subgrupo Adulto. É estimado que aproximadamente 50% dos indivíduos com 

DF apresentam alguma manifestação neurológica até os 14 anos de idade, sendo mais 

frequente em crianças e idosos (BERNAUDIN et al., 2011). Tanto o AVE quanto a 

osteonecrose são complicações da DF que prejudicam muito a sobrevida dos indivíduos. O 
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AVE pode danificar o sistema neurológico, como a fala e os movimentos, como o andar. A 

osteonecrose causa uma dor crônica, que ocorre principalmente na cabeça do fêmur, e 

também prejudica o caminhar (PACE, 2007; STEINBERG, 2008).  Já a retinopatia é mais 

comum nos indivíduos com genótipo SC, pois a Hb C em combinação com a Hb S causa 

aumento na viscosidade sanguínea agravando os efeitos oclusivos. Além disso, a retina, 

especialmente a porção temporal, é altamente suscetível aos efeitos intravasculares dos 

eritrócitos falcizados por apresentar uma variação do diâmetro vascular, predispondo a 

oclusão. Pode ocorrer o bloqueio permanente das veias ou a sua recanalização, gerando ou 

não uma hemorragia. O tampão de eritrócitos pode deixar o local em até 12 horas, mas a 

reconstrução vascular leva meses ou anos para ocorrer (BALLAS et al., 2010; BONANOMI; 

LAVEZZO, 2013). 

A classificação da gravidade clínica do grupo retrospectivo ocorreu por meio da 

calculadora online “Sickle Cell Disease Severity Calculator” descrito por Sebastiani et al., 

2007. Essa calculadora foi validada por nosso grupo de estudo em 2015 em pessoas com DF 

do HEMORIO (BELINI JUNIOR et al., 2015). De acordo com a classificação, foi verificado 

que a clínica leve foi observada em maior frequência no subgrupo Crianças II. Já as clínicas 

moderada e grave foram mais frequentes no subgrupo Adultos. A clínica grave nos adultos 

com DF já era esperada, pois esses indivíduos quando chegam a idade adulta apresentam 

manifestações clínicas que aumentam a sua comorbidade (PACE, 2007). Em 1960, a DF foi 

considerada uma doença que requer principalmete cuidados pediátricos, pois poucas crianças 

sobreviviam até a idade adulta. Como resultado disso, os cuidados e tratamentos com os 

adultos não tem evoluído muito e devido a comorbidades que a doença proporciona ao 

indivíduo, faz-se necessário um acompanhamento com psicólogo e assistente social (PACE, 

2007). 

Mesmo com as complicações que as DF causam, a sobrevida dos pacientes aumentou, 

sendo em média de 55 a 60 anos de idade (WIERENGA; HAMBLETON; LEWIS, 2001). No 

presente estudo, seis indivíduos apresentaram idade igual ou superior a 60 anos. Devido ao 

número amostral reduzido, não foi possível confirmar se os marcadores genéticos podem ter 

influenciado a sobrevida elevada, mas foi observado uma maior frequência do alelo I para a 

ECA1, do alelo Ins- para CBS  e do alelo G para ADA nesses indivíduos, e a presença desses 

alelos estão relacionados com uma melhora na vasoatividade. 

Quanto ao óbito não foi observado nenhum caso no subgrupo Crianças II. A taxa de 

óbito no subgrupo Adolescentes foi de 3.9% sendo a maioria por septicemia (60%), e no 

subgrupo Adultos a taxa de ocorrência de óbito foi de 8.5% com STA sendo a causa maior 
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(44.4%). De acordo com a análise de sobrevida, após os 60 anos de idade a taxa cai para 

aproximadamente 40.0%. Desde a descoberta da DF em 1910 (HERRICK, 2001), a 

expectativa de vida desses paciente vem aumentando. Na década de 80, com o início da 

penicilina profilática, a expectativa de vida era de aproximadamente 25 anos de idade. Na 

década de 90 a HU foi aprovada para o uso no tratamento da DF e a expectativa de vida 

passou a ser de 35 anos. No final da década de 90, a terapia com transfusão sanguínea foi 

utilizada na prevenção de AVE, e a média de idade aumentou para 45 anos. No século 21, o 

transplante de células tronco foi um sucesso para a cura do indivíduo, e também iniciou os 

estudos com a terapia gênica (THEIN; IGBINEWEKA; THEIN, 2017). Adultos com DF com 

sete décadas de vida foram relatados em 1995 (STEINBERG et al., 1995). Devido a várias 

intervenções como diagnóstico precoce, educação dos pacientes e terapia moderna 

(MCKERRELL; COHEN; BILLETT, 2004), muios indivíduos com DF estão chegando a 

idade adulta e passando a ser idosos. Mesmo assim, faz-se necessário estudos nesses 

indivíduos para melhorar a gestão e encontrar terapias mais eficazes para esses pacientes 

(THEIN; IGBINEWEKA; THEIN, 2017). 

 

5.3. Influência dos marcadores genéticos no perfil fenotípico de gravidade clínica 

 

A preseça da Hb S em homozigose aumenta a formação de polímeros dentro dos 

eritrócitos, os quais são deformados causaando a vaso-oclusão e hemólise, e esses eventos 

agravam a clínica dos indivíduos com AF (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; 

STEINBERG, 2008). No presente estudo foi verificado que o genótipo SS contribuiu para a 

ocorrência das clínicas moderada e grave tanto para o grupo prospectivo, quanto para o grupo 

retrospectivo.  

Devido a isso foram avaliados somente os indivíduos com AF, com o intuito de 

verificar a interferência dos marcadores genéticos na gravidade clínica. Para o grupo 

retrospectivo, os marcadores genéticos não apresentaram relação com a gravidade clínica. 

Porém, para o grupo prospectivo foi observado que o genótipo GG da ECA2 apresentou efeito 

protetor para a ocorrência de clínica moderada e grave. Até o presente momento, nenhum 

estudo relacionou o polimorfismo A1075G da ECA2 com as manifestações clínicas de 

indivíduos com DF. Poucos são os trabalhos que investigaram esse polimorfismo, e os 

resultados são controversos. Na população chinesa, o genótipo GG apresentou relação com a 

hipertensão em mulheres com síndrome metabólica (ZHONG et al., 2006) e em homens no 

estágio 2 de hipertensão (NIU et al., 2007). Já na população européia, o alelo A apresentou 
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associação com a mortalidade em pessoas com síndrome coronariana aguda (PALMER et al., 

2008). 

A interação entre os marcadores genéticos foi avaliada nos indivíduos do grupo 

retrospectivo e não foi verificada a influência dos polimorfismos, quando em conjunto, na 

gravidade clínica desses indivíduos. Estudos genéticos e de associação de genoma tem 

explicado a pequena fração dessa variabilidade fenotípica encontrada entre os indivíduos com 

DF (SEBASTIANI et al., 2010; SERJEANT, 2013; STEINBERG, 2005). Talvez isso se deva 

a outros fatores que podem modular a característica fenotípica da doença, como os ambientais 

(PIEL et al., 2016). Piel et al, (2006) avaliaram por cinco anos pessoas com DF (genótipos SS 

e SC) que eram admitidos nos hospitais de Londres e Paris, e fizeram relação com variáveis 

climáticas. Preceberam que a precipitação, velocidade do vento e pressão atmosférica são os 

principais fatores ambientais que influenciam na admissão hospitalar. Como o Brasil é um 

país tropical, caracterizado pela  maior parte do ano sendo seco e quente, as pessoas com DF 

precisam tomar alguns cuidados, principalmente com a desidratação. 

Quanto ao óbito nesses indivíduos, também não foi verificada a interferência dos 

marcadores genéticos, nem mesmo do genótipo SS. O resultado da influência dos marcadores 

genéticos na gravidade clínica das pessoas com DF mostrou que esses indivíduos apresentam 

semelhança na presença desses polimorfismos genéticos nas fases de desenvolvimento, como 

verificado na comparação entre as frequências genotípicas e alélicas. Provavelmente, 

relacionar esses polimorfismos genéticos com algumas manifestações clínicas da DF podem 

gerar resultados interessantes. Embora esse não tenha sido o foco do presente estudo, essas 

avaliações serão realizadas para a redação de artigos futuros.  

Podemos concluir que o perfil fenotípico de gravidade da DF é muito complexo por 

apresentar envolvimento de muitos fatores genéticos e ambientais. Entretanto, estudos que 

buscam entender essa complexidade em diversas fases da vida, podem ser úteis para prevenir 

eventos graves que ocorrem de acordo com o desenvolvimento do indivíduo.  
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6. Conclusão 

 

Este foi o primeiro trabalho que relacionou os marcadores genéticos com a gravidade 

clínica da DF, e as conclusões são as seguites: 

 

1. O genótipo SS é o mais frequente em todos os subgrupos amostrais, porém o genótipo SC é 

mais frequente em crianças de até quatro anos de idade do que nos adolescentes (11 a 19 

anos), em ambiente hospitalar, refletindo a baixa adesão ao tratamento da DF entre os 

adolescentes. O haplótipo mais frequente é o Bantu/Bantu seguido do Bantu/Benin, além de 

haplótipos Atípicos. Os polimorfismos genéticos avaliados - ADA (G22A), ECA1 (I/D 

287pb), ECA2 (A1075G), CBS (844ins68) e PAI1 (-675pb 4G/5G) - não diferem nas 

frequências genotípicas e alélicas entre os subgrupos amostrais. 

 

2. O perfil fenotípico leve é mais frequente nas crianças de 0 a 10 anos de idade, e o 

moderado e grave é mais frequente nos indivíduos acima de 20 anos de idade.  

 

3. A ocorrência de clínica moderada e grave é mais comum em indivíduos com genótipo SS, 

de todas as idades, em relação aos demais genótipos da DF. O genótipo GG para o 

polimorfismo A1075G da ECA2 tem um efeito protetor no perfil clínico de crianças com AF 

até quatro anos de idade. Os haplótipos da globina beta-S e os polimorfismos genéticos 

avaliados - ADA (G22A), ECA1 (I/D 287pb), CBS (844ins68) e PAI1 (-675pb 4G/5G) - não 

interferem no perfil de gravidade clínica dos indivíduos com DF. 

 

Concluímos que o fenótipo clínico da DF apresenta-se com gravidade variável nas 

diferentes fases de vida dos indivíduos, e que essa gravidade é influenciada, principalmente, 

pela idade, adesão ao tratamento e genótipo para a doença. Encontramos interação gênica 

entre o genótipo SS e o polimorfismo A1075G da ECA2 como moduladores clínicos em 

crianças com AF. No entanto, muitos outros fatores genéticos e ambientais, não abordados 

nesse trabalho, podem estar envolvidos na complexidade da doença e modulação diferencial 

dos fenótipos. Dessa forma, estudos a cerca da complexidade da DF ao longo da vida dos 

portadores podem ser úteis para prevenir eventos graves já previstos para cada faixa etária. 
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8.1. APÊNDICE I: Artigo científico relacionado com o projeto de doutorado 
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8.2. APÊNDICE II: Questionário do projeto de Pesquisa “Estudo de Polimorfismos em 

Pacientes portadores de Doença Falciforme e sua associação com complicações clínicas”. 
 

Data: ______/______/______     Matrícula:_______________________ 

Nome completo: __________________________________________________________________ 

Sexo: (   ) feminino        (   ) masculino                   Data de nascimento: ______/______/________ 

 

História Clínica: Complicações Agudas e Crônicas 

Nº de crises de dor por ano no último ano:  0 a 2  3 a 5                maior ou igual a 6 

Nº de infecções por ano no último ano:   0 a 2  3 a 5  maior ou igual a 6 

Nº de internações por ano no último ano:  0 a 2  3 a 5  maior ou igual a 6 

 

Complicações clínicas na doença falciforme SIM NÃO Quantidade 

Neurológicas Acidente vascular cerebral    

Pulmonares 
Síndrome Torácica Aguda    

Hipertensão Pulmonar   não aplicável 

Oftálmicas Retinopatia   não aplicável 

Cardíacas Cardiomegalia   não aplicável 

Hepatobiliar 
Colecistomizado   não aplicável 

Litíase biliar   não aplicável 

Renal/Geniturinária 
Priapismo   não aplicável 

Preteinúria   não aplicável 

Osteoarticular 

Necrose fêmur: estágio I   não aplicável 

Necrose fêmur: estágio II   não aplicável 

Necrose úmero: estágio I   não aplicável 

Necrose úmero: estágio II   não aplicável 

Ósseas Alterações faciais    

Cutânea 

Úlcera isquêmica: estágio I    

Úlcera isquêmica: estágio II    

Úlcera isquêmica: estágio III    

Complicações esplênicas 
Esplenectomizado   não aplicável 

Sequestros esplênicos    

 

Histórico Transfusional 

-Nº de unidades de concentrado de hemácias transfundidas até o início do estudo? 

       menor 10                 10 a 20                 21 a 30                 31 a 10                  maior que 40 

- Em regime regular de transfusão de hemácias? 

      Não      Sim  Intervalo:_________ Data início da transfusão:____________ 

                                                                                                              Data da última transfusão: ___________ 

                                                                                                              Número de transfusão: ______________ 

Medicamentos em uso 

- Hidroxiureia:                       Não    Sim     Início (data):______       Dose diária:___ 

- Desferroxamina (Desferal):                      Não    Sim     Início (data):______       Dose diária:___ 

- Deferiprona (Ferriprox):                      Não    Sim     Início (data):______       Dose diária:___ 

- Deferasirox (Exjade):                      Não    Sim     Início (data):______       Dose diária:___ 

- Ácido fólico:        Não    Sim     Início (data):________ 

- Vitaminas:        Não    Sim  Quais?_______________________ 

- Analgésicos:        Não    Sim  Quais?_______________________ 

- Outros:                        Não    Sim  Quais?_______________________ 
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           Dados Bioquímicos 

           - Sobrecarga de ferro:        Não        Sim     Órgão afetado: ____________________ 

           - Nível de ferritina: _______________ 

           - Saturação de ferritina: ___________ 

           - T2*: _________________________ 

 

Observações: ______________________________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________________________________ 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. ANEXOS



172 
9. ANEXO 

9.1. ANEXO I: Parecer CEP da UNESP/IBILCE 
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