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RESUMO 

 

 

INTRODUÇÃO: A anemia falciforme, é uma doença com grande variedade fenotípica, 

causada por uma mutação pontual no gene da cadeia da β-globina. Os polimorfismos 

associados à síntese de hemoglobina fetal (HbF), têm sido associados à modulação dos 

níveis de HbF (α2γ2), cuja variação desta pode minimizar ou acentuar a gravidade da 

anemia falciforme. A co-herança com a alfa-talassemia também é outro fator que pode 

modular o fenótipo da doença. OBJETIVO: Avaliar a associação de polimorfismos 

previamente descritos nos loci BCL11A (rs4671393, rs11886868 e rs766432) com a 

expressão da hemoglobina fetal e determinar a frequência da co-herança com a alfa-

talassemia e dos haplótipos da globina beta S, nos indivíduos com AF em 

acompanhamento na Universidade Federal do Triângulo Mineiro e Hemocentro Regional 

de Uberaba/Fundação Hemominas. METODOLOGIA: Os dados laboratoriais e clínicos 

foram retirados dos prontuários, a determinação da hemoglobina fetal foi realizada pela 

técnica de cromatografia liquida de alta eficiência (HPLC). A presença da co-herança da 

alfa-talassemia com a AF foi investigada pela técnica de Gap-PCR multiplex. Os 

haplótipos da globina beta S e a presença dos polimorfismos de único nucleotídeo (SNPs) 

em BCL11A (rs4671393; rs766432 e rs1186868) foram analisados pela técnica de PCR-

RFLP. RESULTADOS: A maioria dos pacientes possuem o haplótipo CAR, e os que 

possuem esse haplótipo em heterozigose fazem mais uso da terapia com Hidroxiuréia. O 

alelo A do SNP rs4671393 foi associado ao aumento relativo de HbF (p=0,0019). Em 

relação à co-herança com α-talassemia, dos 62 pacientes genotipados, 14 (22,6%) 

apresentaram co-herança, um homozigoto (-α3.7/-α3.7) e os demais heterozigotos para as 

deleções (12 foram –α3.7/αα e um –α4.2/αα), sem associação significativa com os 

parâmetros clinico-laboratoriais avaliados. CONCLUSÃO: Os parâmetros avaliados e 

descritos podem contribuir para um melhor acompanhamento clínico da Anemia 

Falciforme. A associação do rs4617393 com o aumento da HbF encontrada nesse estudo, 

confirma a importância da análise genômica na elucidação das variações fenotípicas, 

sugerindo que a presença do alelo A nesse SNP, possa conferir melhor prognóstico aos 

portadores de anemia falciforme devido ao aumento da HbF. 

 

Palavras-chaves: anemia falciforme; alfa-talassemia; hemoglobina fetal; polimorfismos 
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ABSTRACT 

 

 

INTRODUCTION: Sickle cell anemia (SCA) is a disease with a large phenotypic 

variety, caused by a point mutation in the β-globin chain gene. The polymorphisms 

associated with fetal hemoglobin synthesis (HbF) have been associated with modulation 

of HbF (α2γ2) levels, whose variation of this can minimize or accentuate the severity of 

sickle cell anemia. Co-inheritance with alpha-thalassemia is also another factor that can 

modulate the disease phenotype. OBJECTIVE: To evaluate the association of previously 

described polymorphisms in BCL11A loci (rs4671393, rs11886868 and rs766432) with 

fetal hemoglobin expression and to determine the frequency of co-inheritance with alpha-

thalassemia and globine beta S haplotypes in individuals with AF in follow-up at the 

Service of Hematology of Federal University of Triângulo Mineiro and 

cromatografiaUberaba Regional Blood Center. METHODOLOGY: Laboratory and 

clinical data were taken from the medical records. The determination of fetal hemoglobin 

was performed using efficiency liquid chromatography (HPLC). The presence of co-

inheritance of alpha-thalassemia with SCA was investigated by the multiplex Gap-PCR 

technique. The globin beta S haplotypes and the presence of single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) in BCL11A trait (rs4671393; rs766432 and rs1186868) were 

analyzed by the PCR-RFLP technique. RESULTS: Most patients have the CAR 

haplotype, and those with this haplotype in heterozygosity make more use of the therapy 

with Hydroxyurea. Allele A of the SNP rs4671393 was associated with the relative 

increase of HbF (p = 0.0019). With respect to co-inheritance with α-thalassemia, of the 

62 genotyped patients, 14 (22.6%) presented co-inheritance, one homozygote (-α3.7 / -

α3.7) and the other heterozygotes for the deletions (12 were -α3.7 / αα and one -α4.2 / 

αα), without significant association with the clinical-laboratory parameters evaluated. 

CONCLUSION: The parameters evaluated and described may contribute to a better 

clinical follow - up of Sickle Cell Anemia. The association of rs4617393 with the increase 

in HbF found in this study confirms the importance of genomic analysis in the elucidation 

of phenotypic variations, suggesting that the presence of the A allele in this SNP may 

give a better prognosis to patients with sickle cell anemia due to increased HbF. 

 

Keywords: sickle cell anemia; alpha-thalassemia; fetal hemoglobin; polymorphisms 
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1. INTRODUÇÃO 

 

  

 A anemia falciforme (AF) é uma doença causada por uma mutação pontual 

no gene da cadeia β-globina (βS), localizado no cromossomo 11, que leva à substituição 

da adenina (A) para timina (T) no códon 6 (GAG → GTG), resultando na troca do 

aminoácido ácido glutâmico para valina (STEINBERG, 1996).  

 O quadro clínico e hematológico pode variar de uma doença grave até formas 

assintomáticas.  Suas características hematológicas, bem como a gravidade clínica, são 

afetadas por variações nos níveis de hemoglobina fetal, presença simultânea de α-

talassemia, deficiência da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, haplótipos 

relacionados ao aglomerado gênico da β-globina e disfunção endotelial (MORENO et al, 

2002; GONÇALVES et al, 2003; RUSANOVA et al, 

2010).        

 O conjunto de regiões polimórficas de um cromossomo são denominados 

haplótipos, marcadores úteis para estudos antropológicos e definição do fluxo do alelo βS 

em populações humanas. Os haplótipos da globina βS têm origens étnicas e geográficas 

diferentes: a República Centro-Africana (CAR), ou tipo Bantu, na África Central e do 

Sul; o tipo Benin (BEN), originado no Centro-Oeste Africano; o tipo Senegal (SEN), 

característico da África Atlântica; o tipo Camarões (CAM), encontrado dentro das 

fronteiras geográficas daquele país e em uma pequena parte da costa oeste da África; e os 

árabes-indianos ou asiáticos, presentes na Península Arábica e na Índia (ANTONARAKIS 

et al, 1985).        

 Esses diferentes haplótipos estão relacionados a níveis variáveis de 

hemoglobina fetal (HbF) e, consequentemente, também a características clínicas 

variadas: o SEN e os Árabes-Indianos geralmente estão associados a níveis elevados de 

HbF (> 15%) e um curso clinico moderado da doença; BEN e CAM, estão associados a 

níveis medianos de HbF (5% a 15%) e quadro clínico intermediário; o Bantu ou CAR 

mostra níveis diminuídos de HbF (<5%) e sinais clínicos mais graves (EMBURY et al, 

1994; HIROKAWA et al, 1995).  

Além dos haplótipos, a co-herança com a α-talassemia também pode modular o 

fenótipo da AF. Alguns estudos, demonstraram que portadores da AF e da deleção dos 

genes α possuem sobrevida maior que os indivíduos com genes α normais, indicando que 

esta associação favorece uma clínica mais suave da doença (NAGEL e STEINBERG, 
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2001).           

 Nas últimas duas décadas, têm sido descritos a importância de polimorfismos 

associados à modulação dos níveis de HbF (α2γ2), cuja variação pode minimizar ou 

acentuar a gravidade da doença. Estudos de associação genômica, identificaram três 

importantes loci de características quantitativas (QTL) associados aos níveis de HbF: o 

polimorfismo de nucleotídeo único (SNPs), Xmn1-HBG2 no cromossomo 11p15; região 

intergênica do HMIP (HBS1-MYB) no cromossomo 6q23; e o locus BCL11A no 

cromossomo 2p16 (SANKARAN eWEISS, 2015). Esses três QTL são responsáveis por 

aproximadamente 20% a 50% da variação nos níveis de HbF na doença falciforme (DF), 

beta-talassemia e adultos saudáveis (LETTRE et al, 2008).   

 Diante dessas premissas e poucos relatos nessa área,  acreditamos que este estudo 

seja de relevância para um melhor entendimento dos fatores genéticos que podem 

modular o fenótipo da  AF, haja visto que a identificação precoce de determinantes de 

gravidade do quadro clínico, como polimorfismos associados à variação da HbF, 

haplótipos da globina βS e  co-herança com a alfa-talassemia, poderão contribuir para uma 

melhor compreensão da fisiopatogenia da AF com possíveis implicações prognósticas e 

abordagens terapêuticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16  

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 ESTRUTURA E SÍNTESE DA HEMOGLOBINA 

 

A hemoglobina é uma molécula de estrutura quaternária composta por quatro 

cadeias polipeptídicas globínicas e quatro grupamentos heme. O grupamento prostético 

heme, é constituído por um anel tetrapirrólico protoporfirina IX com um átomo de ferro 

incorporado ao centro (Figura 1). Na hemoglobina A, o grupo heme se associa a uma 

cadeia polipeptídica alfa, contendo 141 resíduos de aminoácidos e uma cadeia beta que 

possui 146 aminoácidos (BUNN; FORGET, 1986; MARENGO-ROWE, 2006). 

Figura 1-  Molécula da hemoglobina Fonte: Adaptado de BEIGUELMAN, 2006

 

As hemoglobinas humanas são formadas por cadeias globínicas: α (alfa), β 

(beta), γ (gama), δ (delta), ε (épsilon) e ξ (zeta), em diferentes estágios do 

desenvolvimento, sendo as cadeias α e ξ codificadas por genes localizados no 

cromossomo 16 e as demais, codificadas por genes no cromossomo 11 (Figura 2).

 No período fetal, a partir da quinta semana de gestação, ocorre a síntese de 

hemoglobina fetal (Hb F), formada por cadeias α2 e γ2 e transferência do sítio de 

eritropoiese para o fígado e baço. Nesse período, há o nítido predomínio de HbF e 

pequena quantidade de Hb A1. Na fase adulta, esta hemoglobina corresponde a uma 

proporção de 97%, seguida de 2% de A2 e 1% de HbF (STAMATOYANNOPOULOS 

et al. 1987; SCHECHTER, 2008).  
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A expressão do gene beta-globina, localizado no braço curto do 

cromossomo 11 (11p15.5), é regulada pela sua proximidade a um grupo que contêm 

pelo menos cinco segmentos de DNA denominados Locus Control Region (LCR) 

(SCHECHTER, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Organização dos genes da globina β, nos cromossomos 11 e switching de globinas ao longo do 

desenvolvimento ontogenético humano. Adaptado de WEATHERALL 2001.  

 

 

2.2 ANEMIA FALCIFORME 

 

 

 A anemia falciforme (AF), caracterizada pela homozigose da hemoglobina S 

(α2βS
2) que resulta de uma mutação pontual no gene da cadeia globínica β, localizado no 

cromossomo 11, que leva à substituição da base nitrogenada adenina (A) pela timina (T) 

no códon 6 (GAG → GTG), acarretando na mudança do aminoácido valina por ácido 

glutâmico na sexta posição da globina β (βS) (NAGEL e STEINBERG, 2001).  

 O ácido glutâmico é um aminoácido que tem sua cadeia lateral carregada 

negativamente, enquanto, a valina é considerada um aminoácido neutro. Essa troca 

modifica suas propriedades físico-químicas, levando a todas as alterações presentes na 

doença (NAOUM, 2000).         
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 Essa mutação provoca alterações na solubilidade e estabilidade da hemoglobina, 

levando à polimerização e distorção da membrana eritrocitária, que adquire o aspecto de 

foice, em situações de hipóxia. Essas células são destruídas prematuramente, levando a 

um aumento de bilirrubina indireta, desidrogenase láctica (DHL), reticulócitos, o que 

caracteriza um processo hemolítico crônico (ÂNGULO, 2003; BALLAS e 

MARCOLINA, 2006;). 

 As hemácias falcizadas podem se agregar no interior dos vasos capilares e 

ocasionar obstrução do fluxo, caracterizando a vaso-oclusão e consequentemente, induzir 

a crises dolorosas agudas, priapismo, embolia pulmonar, acidente vascular cerebral 

(AVC), síndrome torácica aguda e manifestações crônicas, como osteonecrose, úlceras 

maleolares, déficit do crescimento somático-sexual e comprometimento de vários órgãos 

e tecidos (ASHLEY-KOCH et al., 2000). 

 

 

2.2.1 Fisiopatogenia da Anemia Falciforme 

 

 

O dano isquêmico causado por obstrução mecânica devido a presença de hemácias 

rígidas e distorcidas, tem sido considerado, o principal componente responsável pela 

hemólise e pelas lesões agudas e crônicas observadas na doença. No entanto, pacientes 

com AF apesar de compartilharem a mesma alteração genética, podem apresentar 

heterogeneidade de manifestações clínicas e prognósticas (ROSSE et al., 2000; STUART 

e NAGEL, 2004; POWARS, 2005). 

A vaso-oclusão e a isquemia tecidual envolvem não somente a polimerização da 

Hb S, mas também interações entre os eritrócitos, endotélio, plaquetas, leucócitos e 

fatores plasmáticos. A polimerização da Hb S é o fator mais importante no ciclo da 

falcização, no entanto um aumento nos níveis de Hb Fetal (HbF), influenciado pelos 

haplótipos da globina βS e pelos polimorfismos associados à variação dessa hemoglobina, 

podem minimizar esse evento (VICHINSKI, 2002),   
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2.3 HAPLÓTIPOS DO GENE βS 

 

 

Os haplótipos são definidos como padrões de vários polimorfismos no DNA ao 

longo de uma região de um cromossomo, são utilizados para inúmeras finalidades, por 

exemplo, como marcadores para migração de populações em estudos antropológicos e 

para detectar “distâncias” genéticas entre os principais grupos étnicos em estudos sobre a 

origem das raças humanas (NAGEL e RANNEY, 1990). 

Os haplótipos βS representam diferentes origens étnicas e geográficas: o haplótipo 

Benin (BEN), originado na costa oeste Africana, alcança o norte da África (Argélia e 

Tunísia), oeste da Arábia e sul da Europa (Portugal, Sicília e Grécia). O haplótipo Bantu 

foi originalmente identificado na República da África Central (por essa razão, é algumas 

vezes conhecido como haplótipo CAR) e após, em várias populações de dialeto Bantu, 

em regiões geográficas separadas do sul da África. O haplótipo Senegal (SEN) originado 

no oeste da África Atlântica, o Camarões (CAM) ao longo da costa oeste da África e o 

haplótipo Árabe-indiano (ARAB) ocorre no subcontinente Indiano e a leste da península 

Árabe, sendo também chamado haplótipo Indo-Árabe (ZAGO et al., 1999; INATI et al., 

2003).            

 O Brasil possui uma população com origem étnica heterogênea, resultado do 

influxo de muitos grupos i migrantes diferentes e do comércio escravo dos séculos 

XVIII e XIX (FIGUEIREDO et al, 1996). As diferenças regionais foram marcantes em 

relação à quantidade e a origem dos escravos que foram recebidos por cada região do país 

(CURTIN, 1969; ESTIMATES DATABASE, 2010) (Figura 3). Segundo, Zago (1999), 

esses dados são concordantes com o perfil da frequência dos haplótipos βS, sendo a grande 

maioria composta pelos haplótipos CAR e Ben, e uma minoria pelos haplótipos Senegal, 

Camarões e Árabe-Indiano, conforme ilustrado na tabela 1. 
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Figura 3 – Rota do tráfico de escravos da África para o Brasil. Fonte: http www.sohistoria.com.br, acesso 

em 28/01/2019. 

 

 

 No Estado de Minas Gerais, um estudo de Belisário e colaboradores em 2010, 

realizado em um centro de referência na capital Belo Horizonte, revelou o predomínio do 

genótipo CAR/CAR (39,43%), seguidos por CAR/BEM com 33,17%, BEN/BEN com 

23,56% e CAR/ATP com a frequência de 0,96%. Em 2015, Leal e colaboradores, 

determinaram a frequência desses no interior do Estado, encontrando 64,8% para CAR, 

22,1% para BEN, 12, 3% atípicos e 0,8% CAM. Além desses, vários outros estudos foram 

realizados no Brasil para determinar a frequência variação, alguns deles resumidos na 

Tabela 1. 

A concentração de HbF está aumentada nos haplótipos Senegal e Árabe-Indiano 

e decresce nos haplótipos Bantu e Benin, provavelmente devido a uma taxa de trandução 

no sentido 5’→3’ e à substituição da HbF por HbS mais lenta nos primeiros do que nos 

dois últimos haplótipos (ZAGO, 1993). 

É importante destacar que as referências que se fazem relacionando a gravidade 

clínica com os haplótipos da HbS devem ser interpretadas com ressalvas, pois pelo menos 

dois fatores hereditários apresentam-se como interferentes: aumento da concentração de 

HbF e a interação com talassemia alfa (NAOUM, 2000). 
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A severidade das manifestações clínicas e hematológicas na AF, é muito variável, 

podendo ir de uma doença grave a uma condição quase assintomática detectada apenas 

acidentalmente. Suas características hematológicas, bem como gravidade clínica, são 

influenciadas por variações nos níveis de hemoglobina fetal, presença simultânea de α-

talassemia, deficiência na glicose-6-fosfato desidrogenase e os haplótipos ligados ao 

grupamento do gene da β-globina (MORENO et al., 2002).    

 Sintomas clínicos mais leves têm sido descritos em pacientes que apresentam α- 

talassemia e altos níveis de hemoglobina fetal (HbF), ligados à presença de haplótipos 

específicos (GONÇALVES et al., 2003). 

A morbidade na AF surge de eventos vaso-oclusivos ou danos teciduais 

resultantes da obstrução do fluxo sanguíneo. A oclusão, principalmente em pequenos 

vasos, determina a grande maioria dos sinais e sintomas presentes no quadro clínico dos 

pacientes com DF, tais como: crises álgicas, crises hemolíticas, úlceras de membros 

inferiores, síndrome torácica aguda, sequestro esplênico, priapismo, necrose asséptica de 

fêmur, retinopatia, insuficiência renal crônica, auto-esplenectomia, AVC, entre outros 

(ASHLEY-KOCH et al., 2000). 

As manifestações clínicas em pacientes árabes são geralmente mais leves que as 

manifestações clínicas em africanos, em parte devido à frequente co-herança de elevados 

níveis de Hb F, que inibe a polimerização da Hb S (INATi et al., 2003). 
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  Tabela 1 – Frequência dos haplótipos da globina βS no Brasil. 
Autor 

(Ano da Publicação) 

Local N º de 

Pacientes 

Haplótipos da globina βS  (%) 

CAR BEN CAM SEN ARAB ATP 

Zago  et al 

(1992) 

São Paulo (SP) 37 66,2 23,0 - 1,3 - 9,5 

         

Costa et al 

(1994) 

São Paulo (SP) 

Salvador (BA) 

37 

36 

61,0 

49,0 

38,0 

51,0 

- 

- 

- 

- 

- 1,0 

- 

         

Gonçalves et al 

(1994) 

São Paulo (SP) 

 

74 62,2 23,0 - 1,3 - 4,0 

         

Figuereido et al 

(1996) 

Ribeirão Preto 

(SP) 

67 73,1 25,4 - 1,5 - - 

         

Gonçalves et al 

(1996) 

Campinas (SP) 142 64,8 35,2 - - - - 

         

Wagner et al 

(1996) 

Porto Alegre 

(RS) 

27 79,6 18,4 - 2,0 - - 

Pante-de-Souza et al 

(1998) 

Belém (PA) 30 67,0 30,0 - 3,0 - - 

         

Pante-de-Souza et al 

(1999) 

Região 

Amazônica 

10 60,0 10,0 - 30,0  - 

         

Gonçalves et al 

(2003) 

Salvador (BA) 78 48,1 45,6 - 3,0  - 

         

Adorno et al 

(2004) 

Salvador (BA) 78 43,7 47,5 Outros haplótipos = 8,8% 

 

         

Galiza Neto et al 

(2005) 

Fortaleza (CE) 22 31,8 43,2 - 2,3 - - 

         

Cardoso e Guerreiro 

(2006) 

Belém (PA) 130 66,0 21,8 1,3 10,9 - - 

         

Fleury 

(2007) 

Rio de Janeiro 

(RJ) 

74 54,0 44,6 - 1,4 - - 

         

Bezerra et al 

(2007) 

Recife (PE) 127 81,1 14,2 - - - 22,7 

         

Adorno et al 

(2008) 

Salvador (BA) 125 41,6 55,2 1,2 0,4 0,4 1,2 

         

Silva et al 

(2009) 

Fortaleza (CE) 34 66,2 22,0 - - - 11,8 

         

Silva et al 

(2010) 

Recôncavo 

Baiano (BA) 

17 32,5 52,9 2,9 - - 11,8 

         

Cabral 

(2010) 

Natal e Mossoró 

(RN) 

53 75,5 11,3 6,6 - - 6,6 

         

Okimura 

(2013) 

 

Rio de Janeiro 

(RJ) 

295 72,9 20,3 0,57 0,19 0,28 5,7 

Camilo-Araújo 

(2014) 

 

São Paulo (SP) 117 57,3 33,3 0,0 0,43 0,85 8,1 

Watanabe 

(2017) 

Paraná  100 76 17,5 0,5 0,5 - 5,5 
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2.4 CO-HERANÇA COM A ALFA-TALASSEMIA 

 

 

 A denominação talassemia abrange um grupo heterogêneo de distúrbios genéticos 

da síntese de hemoglobina, caracterizado por redução na produção de uma ou mais 

cadeias polipeptídicas de globina, que resulta no desenvolvimento de uma anemia 

microcítica e hipocrômica (WEATHERAL Le CLEGG, 1981; TOME-ALVES et al, 

2000).          

 Indivíduos normais possuem quatro genes responsáveis pela produção de globinas 

alfa. As formas de talassemia alfa são resultantes da deficiência de um, dois, três ou quatro 

genes alfa. Seus portadores são caracterizados segundo o número de genes afetados em: 

portador silencioso (um gene alfa afetado); talassemia alfa heterozigota (dois genes alfa 

afetados); Doença de hemoglobina H (três genes alfa afetados) e Síndrome de Hidropsia 

Fetal por Hb Bart's (quatros genes alfa afetados) (NAOUM; BONINI-RODRIGUES, 

1998).            

  Na anemia falciforme (HbSS), a presença de talassemia alfa associada, níveis 

variáveis de hemoglobina fetal, assim como a herança de diferentes haplótipos do gene 

da globina beta S, têm sido considerados como fatores determinantes da gravidade clínica 

da doença. Acredita-se, que em pacientes com a co-herança (HbSS/alfa talassemia), 

ocorra a inibição da polimerização intracelular da hemoglobina S, diminuição da 

intensidade de hemólise e por consequência, melhora do quadro clínico (TOMÉ-ALVES 

et al, 2000). Porém, em relação a algumas manifestações clínicas, essa co-herança 

aumenta o risco de algumas manifestações como osteonecrose, esplenomegalia e crises 

de dor (BALLAS, 2001).       

 Segundo Belisário e Viana (2010), a prevalência da α-talassemia em indivíduos 

com AF é comum no Brasil. Manifestações graves, como a doença cerebrovascular, 

ocorre de forma menos frequente nos pacientes com essa co-herança, o que torna 

desejável a genotipagem para a α-talassemia em todos os pacientes com AF.  

 Adicionalmente, as características laboratoriais de indivíduos com AF são 

modificadas pela coexistência de α-Tal. Apesar de algumas divergências, a maioria dos 

estudos mostram aumento do número de hemácias, dos níveis de Hb total e hematócrito 

e a diminuição dos níveis de VCM, hemoglobina corpuscular média (HCM), 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), reticulócitos, contagem de 

leucócitos e do nível de hemólise. No entanto, a coexistência da co-herança parece não 
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interferir nos níveis de HbF e plaquetas e o real efeito sobre os níveis de bilirrubina e de 

HbA2 (BELISÁRIO e VIANA, 2010), 

 

2.5 HEMOGLOBINA FETAL 

 

A HbF tem sido o modulador genético mais estudado na AF e é considerada o mais 

potente modificador da doença, inibindo a polimerização da HbS quando em estado 

desoxigenado (STEINBERG, 2005). 

A maioria dos indivíduos saudáveis produz <0,6% de HbF, embora uma pequena 

proporção de pessoas produza até 5% (HIGGS; WOOD, 2008).  

Na AF, há uma mudança tardia da expressão do gene da gama-globina 

(HBG) para o gene da beta-globina (HBB) e a substituição de HbF por HbS, por isso, os 

níveis de HbF permanecem acima do normal na maioria dos pacientes, cuja concentração 

varia de 0,5% a 30%, com uma média de 8% e está relacionada com a variabilidade clínica 

e hematológica. Níveis mais elevados associam com redução dos eventos vaso- oclusivos, 

de sequestro esplênico, mortalidade precoce, redução do número de transfusões e 

hospitalizações (NAGEL e STEINBERG, 2001; STEINBERG, 2005; MOUSINHO-

RIBEIRO et al, 2008). 

 A identificação dos mecanismos de modulação da HbF, como os polimorfismos, 

é importante pois, envolve não somente a identificação das variantes causais e dos genes 

cuja expressão é alterada, mas também das consequências funcionais subsequentes 

(THEIN; MENZEL, 2009).       

 Segundo os mesmos autores, há dois mecanismos que parecem influenciar na 

variação da HbF: (1) efeito direto dos produtos do gene (ativação da transcrição ou 

inibição da repressão do HGB) e (2) aumento da quantidade de HbF por célula devido à 

alteração da cinética de maturação e diferenciação eritróide, com liberação acelerada de 

maior número de progenitores que produzem células F com quantidade variáveis de HbF.   
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2.6 POLIMORFISMOS DA HbF 

 

As regiões a 5' dos promotores dos genes globínicos fetais, Gγ-globina (HBG2) 

e Aγ-globina (HBG1), têm sido alvo de estudo devido ao seu papel regulador na 

expressão desses genes e substituição da síntese de HbF para HbA1. Estas regiões são 

conhecidas por conterem elementos de regulação a montante das sequências consenso 

do promotor (BARBOSA et al, 2010).      

 Estudos de associação genética têm revelado que a HbF está sob a influência de 

importantes loci de características quantitativas (QTLs) em portadores de AF, assim, a 

concentração de HbF nos adultos seria herdada como uma característica genética 

quantitativa; e a produção de células F é regulada por esses loci, que são regiões 

genômicas responsáveis pela expressão quantitativa de caracteres fenotípicos 

(MENZEL et al, 2007; CREARY et al, 2009).  

Os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) nesses três QTLs principais são: 

o polimorfismo Xmn1-HBG2 no cromossomo 11p15, locus BCL11A no cromossomo 

2p16 e a região intergênica do HMIP (HBS1-MYB) no cromossomo 6q23 (SANKARAN 

e WEISS, 2015). Esses polimorfismos presentes nesses QTLs são responsáveis por 

aproximadamente 20% a 50% da variação nos níveis de HbF na DF, beta-talassemia e em 

adultos (Figura 4) (MENZEL et al., 2007; LETTRE et al., 2008).   
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Figura 4 - Locus para globina β. Representação dos três loci genéticos responsáveis pelo aumento do nível 

de HbF: BCL11A atua no cluster da β-globina associado a um complexo proteico regulador da transcrição. 

A expressão de BCL11A reprime a expressão dos genes γ-globina, aumentando concomitantemente a 

expressão do gene β-globina. O loci HBS1L-MYB, designado HMIP, compreende uma região entre os genes 

HBS1L e MYB no cromossomo 6q23. Essa região é dividida em três blocos em desequilíbrio de ligação 

(HMIP 1, 2 e 3) e abrange aproximadamente 79 kb (quilobases), muitos SNPs em HMIP foram associados 

com o nível de Hb F e com o número de células-F. Diversas teorias sustentam a hipótese que esses três loci 

BCL11A, HBS1L-MYB e HBG2 (Xmn-1) explicariam cerca de 50% da variação nas concentrações de Hb F 

em pacientes com anemia falciforme, existem ainda outros genes regulatórios que podem atuar na 

comutação da globina δ para β (Adaptado Green; Barral, 2011).  

 

 

 

2.6.1 Oncogene BCL11A 

 

 

O gene BCL11A situa-se no braço curto do cromossomo dois (2p16) e codifica 

a proteína BCL11A (B-cell lymphoma/leukemia 11A) do tipo dedos de zinco. Durante 

a diferenciação de células hematopoiéticas, este gene é subexpresso. Nos progenitores 

eritróides, o fator BCL11A interage fisicamente com o complexo remodelador de 

cromatina NuRD, e os fatores de transcrição eritróides, GATA1 e FOG1. Quando 

estamos diante de níveis de HbF elevados, a expressão de BCL11A é reduzida. Já foram 

relatadas cinco variantes resultantes de splicing alternativo deste gene (Figura 5) 

(SANKARAN et al, 2010). 
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Apesar de não ser completamente conhecido como o fator de transcrição, o gene 

BCL11A exerce o seu efeito no switching globínico, sabe-se que quando este está 

presente, interage em conjunto com diversos fatores de transcrição referidos 

anteriormente, com o LCR (Locus Control Region). Dessa interação resulta a inibição 

da expressão dos genes Gγ- e Aγ-globina no período adulto, enquanto que na ausência 

de BCL11A é favorecida a expressão destes genes (SANKARAN et al, 2008). 

Algumas evidências indicam que o mecanismo de mediação silenciosa do gene 

BCL11A ocorre por meio da cooperação com um fator de transcrição de alta-mobilidade 

SOX6; e os genes BCL11A e SOX6 são co-expressos e interagem fisicamente (Figura 5) 

(SANKARAN et al, 2008; FAN et al, 2015).  

 

 

 

 

 

 

Estudos genéticos têm demonstrado a importância fundamental do BCL11A no 

silenciamento dos genes da globina β durante o switching e reativação da HbF em 

Figura 5 - Modelo de mediação silenciosa de BCL11A no gene da γ- globina por meio do complexo de 

fatores de transcrição. O fator de transcrição eritroide KLF1 ativa a transcrição de BCL11A, ligando-se a 

sua região promotora. Possivelmente, a expressão de KLF1 é regulada por MYB. GATA1 e TAL1 se 

ligam à região acentuadora de BCL11A, aumentando sua expressão. BCL11A participa de um complexo 

transcricional multiproteico que atua em precursores eritroides. Suas proteínas parceiras incluem fatores 

de transcrição (FT’s), como GATA1, FOG1 e FOX6, além de reguladores da cromatina e co-repressores 

transcricionais. Adaptada de Sankaran, Weiss (2015). 
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eritroblastos. Foi identificada uma sequência acentuadora (“enhancer”) específica de 

linhagens eritróides localizada no íntron 2 do gene BCL11A, responsável pela 

diminuição da expressão desse fator de transcrição e consequentemente pelo aumento 

nos níveis de HbF (SANKARAN et al, 2008; BAUER, 2013).  

 Entre os SNPs localizados na região íntron 2 de BCL11A, o rs4671393 parece 

ser o marcador genético com associação mais forte aos níveis de HbF. No entanto, outros 

SNPs (rs7599488, rs766432, rs11886868 e rs10189857) também estão associados à 

variação dos níveis de HbF (LETTRE et al, 2008; GALARNEAU et al, 2010). 

 

         

2.6.2 Região intergênica HBS1L-MYB (HMIP) 

 

 

O HMIP (polimorfismo intergênico - HBS1L-MYB) é um segmento de 79Kb, 

altamente polimórfico, localizado no cromossomo 6 entre o gene HBS1L e o oncogene 

MYB (6q23.3) que codifica um fator de transcrição essencial para a diferenciação 

eritróide (THEIN et al, 2007; LETTRE et al, 2008).     

 Thein e colaboradores (2007), verificaram que a expressão elevada de mRNA dos 

genes HBS1L e MYB em precursores eritróides está associada ao aumento de HbF. Foi 

comprovado que o gene HBS1L está relacionado com aumento da expressão dos genes da 

globina beta e contagem de eritrócitos, número de plaquetas e monócitos (MENZEL et 

al., 2007; TESTA, 2009). Estudos observaram que polimorfismos na região intergênica 

dos genes MYB-HBS1L (HMIP) estão associados à síntese de HbF e consequentemente 

redução de crises vaso-oclusivas em indivíduos HbSS (LETTRE et al., 2008; UDA et al., 

2008; MAKANI et al, 2011). 

O papel do gene HBS1L no desenvolvimento e maturação eritróide não está 

totalmente esclarecido, no entanto, sabe-se que o gene MYB codifica o fator de 

transcrição MYB, que tem uma função fundamental na regulação da expressão da HbF 

por ativar diretamente os genes BCL11A e KLF1, que são repressores da expressão de γ-

globina. O gene MYB, portanto, estabeleceria mecanismos moleculares de repressão da 

síntese de HbF por meio da estimulação dos genes BCL11A e KLF1 (VEGIOPOULOS 

et al, 2006; STADHOUDERS et al, 2014).       

 A região intergênica HMIP tem importante papel na regulação dos níveis de HbF 
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e pode se associar com parâmetros de diferenciação e maturação eritróide, leucocitária, 

plaquetária e percentual de HbA2. (STADHOUDERS et al, 2014). 

Os SNPs em HMIP existem em três blocos HMIP-1, HMIP-2, e HMIP-3, onde o 

genótipo em cada bloco pode influenciar o número de células F e os níveis de HbF.  O 

HMIP-2 é caracterizado por 11 SNPs (rs9376090, rs9399137, rs9402685, rs 11759553, 

rs4895440, rs4895441, rs9376092, rs9389269, rs9402686, rs11154792 e rs 9483788). 

(THEIN et al, 2009; GALARNEAU et al, 2010). 

 

 

2.7 A HIDROXIURÉIA NA ANEMIA FALCIFORME 

 

 

A HU é uma droga mielossupressora, inibidora de ribonucleotídeo redutase, 

enzima que impede a síntese de DNA. Ela é utilizada no tratamento de leucemias, 

policitemia vera e câncer de cabeça e pescoço (Rodriguez et al, 1998).  

 Inicialmente acreditava-se que a HU estava somente envolvida em aumentar os 

níveis de Hb F, atuando diretamente na síntese dos genes da γ-globina (STEINBERG e 

RODGERS, 2001). Atualmente, acredita-se que HU atua na medula óssea, selecionando 

uma população de precursores eritróides, capazes de sintetizar quantidades elevadas de 

Hb F, que exerce um efeito protetor na polimerização da HbS. Pacientes com níveis 

elevados de Hb F apresentam menos episódios de dor e síndrome torácica aguda e, por 

consequência maior sobrevida (GLADWIN e SCHECHTER, 2001; HALSEY e 

ROBERTS, 2003; HAYNES et al., 2004; KLINGS, 2006; MACHADO, 2007). 

A HU possui efeitos que podem beneficiar os pacientes com DF:  diminuição da 

adesão de células falcizadas ao endotélio vascular e do nível de expressão da molécula 

VCAM-1 solúvel, reduz a contagem de reticulócitos, plaquetas e leucócitos circulantes. 

Ainda, pode causar efeito cito redutivo em neutrófilos e aumento do teor de água, 

plasticidade, melhora do fluxo microvascular e menor adesão de hemácias ao endotélio 

vascular (SALEH et al., 1999; ALIYU et al., 2006; FRENETTE E ATWEH, 2007).  
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3. OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a influência de polimorfismos nos loci BCL11A, co-herança com a alfa-

talassemia e haplótipos do grupamento de genes da β-globina em características clínicas-

laboratoriais de indivíduos com anemia falciforme em acompanhamento no Serviço de 

Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal do Triângulo Mineiro e no 

Hemocentro Regional de Uberaba/Fundação Hemominas; 

 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 

(1) Caracterizar e descrever a amostra estudada quanto ao uso de Hidroxiuréia; 

(2) Genotipar e determinar a frequência dos haplótipos do agrupamento de genes da 

βS -globina e dos genótipos de α-tal (-α3.7, - α4.2, --SEA, --FIL, --THAI, - (α)20.5 e --MED) na 

casuística analisada;  

(3)  Descrever e comparar parâmetros laboratoriais e número de internações por crise 

vaso-oclusiva segundo os haplótipos da globina βS
, alfa-talassemia e SNPs em BCL11A; 

(4)  Descrever as frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos rs4671393, 

rs766432, rs1186868, na população estudada; 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Todos os pacientes ou seus responsáveis, após a leitura e o esclarecimento, 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento. O projeto de pesquisa foi 

aprovado pelo Comitê de Ética da UFTM, conforme protocolo 1949/2011 (Anexo 1). E 

também, pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Hemominas sob o registro número 

324/2011 (Anexo 2).  

 

4.2 DELINEAMENTOS E CASUÍSTICA 

 

Trata-se de um estudo descritivo e observacional.     

 Esse estudo, teve a participação total de 87 pacientes com diagnostico de Anemia 

Falciforme obtido pelo Teste do Pezinho ou por estudo familiar. Como critério de exclusão, 

os pacientes não poderiam estar em esquema de hipertransfusão. Todos eles estavam em 

acompanhamento no Serviço de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal do 

Triângulo Mineiro (UFTM) e Hemocentro Regional de Uberaba.    

 As frequências dos haplótipos do gene da globina βS foram obtidas a partir do banco 

de dados da dissertação do mestrado (“Haplótipos da βS-globina e sua correlação clínica-

hematológica em portadores de anemia falciforme atendidos no serviço de Hematologia da 

Universidade Federal do Triângulo Mineiro/Hemocentro Regional de Uberaba” e 

classificados em CAR/CAR, CAR heterozigoto e não-CAR.    

 Em relação à terapia com Hidroxiuréia, os pacientes foram divididos em dois 

grupos, os que faziam uso por mais de 06 meses e os que não faziam uso da medicação. 

 

4.2.1 Leitura dos prontuários 

 

Os parâmetros hematológicos avaliados foram coletados a partir de registros nos 

prontuários. Para os dados hematológicos: hemoglobina total (método: automatizado – 

Aparelho XN3000/Sysmex Japan), hemoglobina fetal (método: Cromatografia líquida de 

alta eficiência), Desidrogenase Láctica ou (método: cinético automatizado no aparelho 

Cobas 6000/Roche Diagnostic, USA) e reticulócitos (método: citometria de fluxo 



32  

fluorescente no aparelho XN1000/Sysmex Japan).      

  Visando uma maior credibilidade, foram colhidos todos os resultados desses 

parâmetros laboratoriais no período de 2016 a 2018, porém os valores quando o paciente 

se encontrava em crise dolorosa ou havia recebido transfusão sanguínea foram excluídos. 

 Para os pacientes que faziam uso de Hidroxiuréia, a média dos valores para HbF 

obtidos se referem ao período de dois anos antes do início da terapia. Em relação, os dados 

referentes às crises vaso-oclusivas, consideramos todos os eventos ocorridos de 2016 a 

2018 que culminaram com internação. 

 A análise molecular para determinação dos polimorfismos da HbF e das mutações 

mais comuns da α-talassemia, foi realizada no Laboratório de Pesquisas em Hematologia 

da UFTM,  

 

 

4.2.2 Estudo Molecular 

 

4.2.2.1 Obtenção da Amostra 

 

Foi coletado de cada participante 10 ml de sangue periférico, por venopunção, em 

tubos de coleta a vácuo estéril contendo EDTA.  

 

4.2.2.2 Extração do DNA 

 

A extração do DNA foi realizada pelo método Fenol-Clorofórmio segundo 

Sambrook (1989). O sangue de cada participante foi colocado em um tubo cônico de 50 ml 

e adicionado uma solução de lise celular (TE 20:5- Tris HCl 1M, EDTA 0,5M pH=8,0 e 

H2O miliQ) até completar 30 ml. As amostras foram submetidas a uma agitação em vórtex 

para que as hemácias fossem lisadas mais facilmente. Em seguida, foi centrifugado a 3500 

força G durante 15 minutos a 10°C. O sobrenadante foi desprezado e o procedimento 

repetido três vezes até a obtenção de um pellet de leucócitos livre de hemácias. Esse 

sedimento foi transferido para um microtubo Bio free de 2 ml (SARSTEDT), livre de 

enzimas, como DNAses e RNAses, que poderiam comprometer o DNA a ser extraído. Foi 

adicionado, um ml de tampão TE 20:5 e as amostras armazenadas a -20ºC para posterior 

extração de DNA genômico. 
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O pellet armazenado foi transferido para um tubo de 15ml, adicionado 200 µL de 

Tris EDTA (TE), 25µL de SDS (dodecil sulfato de sódio) 10% e 10L da solução de 

proteinase K20 g/ml). As amostras foram incubadas overnight em banho Maria à 37°C até 

a dissolução completa do pellet. No dia seguinte, as amostras foram agitadas em vórtex até 

o deslocamento do sedimento.  

 Foram adicionados 40 µL de acetato de sódio 0,2M, 1 ml de fenol: 

clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1) e a mistura foi homogeneizada em um agitador 

orbital por 20 minutos. Em seguida, centrifugação a 3000 força G por 20 minutos a 4°C. O 

DNA solubilizado que estava no sobrenadante (fase a) foi retirado com o auxílio de uma 

pipeta, com o cuidado para que a camada branca (camada proteica) não fosse recolhida 

junto. Acrescentou-se 1 ml de clorofórmio-álcool islamítico (24:1) e o tubo foi novamente 

levado ao agitador orbital por 15 minutos e centrifugado a 3500 força G por 15 minutos a 

4°C. A fase superior foi novamente recolhida com cuidado e acrescentou-se 1 ml de etanol 

100%. O tubo foi então invertido lentamente e o DNA precipitado recolhido e transferido 

para um micro tubo de dois ml contendo etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a 

15000 força G por dois minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e 

o micro tubo ficou overnight para secagem. Em seguida, o DNA foi ressuspenso em 

200 µL de água pura. Em seguida, as amostras foram estocadas em freezer a -20ºC.  

 A quantificação e avaliação da qualidade do DNA foi realizada por meio do 

aparelho GeneQuant® (USA). 

 

4.2.2.3 Determinação dos haplótipos da globina β 

 

A determinação dos haplótipos foi realizada por meio da técnica de PCR (Reação 

em Cadeia da Polimerase) e RFLP (Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restrição) 

em seis sítios polimórficos, seguindo a metodologia de Sutton et al (1989), de acordo com 

a tabela 2. 
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Tabela 2 – Tamanho dos fragmentos de DNA amplificados após clivagem com as     

respectivas enzimas de restrição, usados na determinação dos haplótipos da βS. 

 
   Fonte: Sutton et al, 1989 

 

 A sequência dos oligonucleotídeos (primers) utilizados estão listados na tabela 3. 

 

Tabela 3 – Sequência dos primers usados na determinação dos haplótipos da βS. 

Fonte: Sutton et al, 1989 

 

 As condições para cada PCR das regiões amplificadas estão descritas nas tabelas 4 

e 5. 
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Tabela 4 – Reagentes das reações de PCRs para amplificação das regiões polimórficas do 

cluster da globina β 

 

Fonte: Sutton et al, 1989. 

 

 

Tabela 5 - Condições das reações de PCRs para amplificação das regiões polimórficas do 

cluster da globina β 

Fonte: Sutton et al, 1989. 
 

Os produtos de PCR foram submetidos à digestão e os componentes utilizados nas 

digestões estão representados na tabela 6. O mix resultante foi colocado em banho-maria a 

37ºC por 2 horas. 

 A identificação dos fragmentos de DNA amplificados e a análise dos fragmentos 

após a clivagem pelas endonucleases de restrição foi realizada por meio da técnica de 
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eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampão TBE 1X sob diferença de potencial de 90V 

por aproximadamente 75 minutos. Em cada gel de eletroforese foi aplicado 2 μL do padrão 

de tamanho molecular “100 pb DNA Ladder” (Biolabs) corados pelo GelRed e posterior 

aplicação no gel de agarose. As imagens foram feitas pelo sistema de captura de imagens 

(L- PIX®) 

O genótipo de cada participante foi determinado pelo tamanho dos fragmentos 

digeridos e de acordo com o perfil de restrição para as regiões polimórficas do cluster da 

globina β, os haplótipos βS foram definidos e tomando esses haplótipos como padrão 

(Tabela 7), qualquer outra combinação diferente da presença e/ou ausência desses sítios o 

haplótipo foi classificado como atípico. 

 

 

Tabela 6 – Reagentes das reações de digestão enzimática utilizadas para análise dos 

polimorfismos do cluster da globina β. 

Fonte: Adaptado de Sutton et al, 1989. 
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 Tabela 7 – Padrão de polimorfismos para cada haplótipo 

 

 

 

4.2.2.4 Análise dos polimorfismos da Hb fetal 

 

 Após a extração do DNA genômico, foi realizada as técnicas de PCR-RFLP, com 

utilização de primers específicos pré-desenhados segundo Ferreira (2011) e Pereira (2013), 

para determinação dos polimorfismos existentes no gene BCL11A no cromossomo 2p15 

(rs4671393, rs766432 e rs11886868).  As condições para cada PCR das regiões 

amplificadas estão descritas nas tabelas 8 a 10, as concentrações utilizadas para o 

desoxinucleotídeos (dNTP) foi de 100µM, para as proteínas estabilizantes (BSA) foi de 

10mg/ml, para o cloreto de magnésio (MgCl2) foi 1,5 µM e para os primers foi 25pmol/ml. 
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Tabela 8 -  Primers e condições de PCR para a amplificação da região que contém o SNP 

rs4671393     

 
 

 

 

 

Tabela 9 – Primers e condições de PCR para a amplificação da região que contém o SNP 

rs766432 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCAGTGGTGGGTGTTTTGTT 
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Tabela 10 – Primers e condições de PCR para a amplificação da região que contém o 

SNP rs11886868 

 

 

Os produtos de PCR foram submetidos à digestão e os componentes utilizados nas 

digestões estão representados na tabela 11, o mix resultante foi colocado em banho-maria 

a 37ºC por 16 ou 24 horas. 

 

 

 

 

Os produtos da RFLP foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% a 90 volts 

por 40 minutos, em cuba contendo o tampão TAE 1x e, posteriormente visualizados em 

fotocumentador de luz ultravioleta (L-PIX Molecular Imaging Loccus) para interpretação dos 

resultados. 

 

 

SNP 

Posição 

Tamanho dos 

fragmentos 

amplificados na PCR 

(pb) 

Enzima de 

restrição 

Temperatura Tempo Tamanho dos 

Fragmentos 

digeridos (pb) 

 

rs 4671393 

 

 

533 

 

Acu I 

 

37°C 

 

24h 

 

533 – 334- 199 

 

rs 766432 

 

 

203 

 

Acc I 

 

37°C 

 

16h 

 

110- 93 

93-64-46 

 

 

rs 11886868 

 

 

440 

 

Mbo II 

 

37°C 

 

24h 

  

440-383-218-57 

Tabela 11 – Enzimas e condições utilizados na técnica de RFLP para os SNPs da HbF 
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4.2.2.5  Análise molecular da co-herança com a alfa-talassemia 

 

O método de Gap-PCR multiplex em tubo único (QIAGEN® Multiplex PCR kit, 

QIAGEN, EUA) (TAN et al., 2001) foi realizado para a amplificação do gDNA e 

identificação das deleções mais comuns da α-tal (-α3.7, - α4.2, --SEA, --FIL, --THAI, - (α)20.5 e -

-MED). Essa metodologia utiliza primers (oligonucleotídeos) específicos (Tabela 12) que 

contêm sequências complementares a região de interesse no grupamento de genes da α 

globina para cada uma das sete deleções investigadas (Figura 6).  A reação também conta 

com os primers referente ao gene LIS como controle de funcionamento do ensaio, além 

disso, foram utilizados controles positivos para as deleções -α3.7 e - α4.2 para garantir a 

especificidade e sensibilidade da técnica. 

 

Tabela 12 - Primers utilizados no PCR multiplex em tubo único para analises de α 

talassemia (deleções -α3.7, - α4.2, --SEA, --FIL, --THAI, --MED e –α20.5)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Chong et al, 2000. 
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Os experimentos foram realizados usando 100 μM de cada dNTP, 0,75 μM MgCl2 

e 1,25U da enzima HotStar Taq DNA polimerase, primers sintéticos em diferentes 

concentrações (Tabela 1), 1x Q solution QIAGEN®, 100 a 200 ng de gDNA, num volume 

final de 12,5 μL.  Os ciclos para a reação de PCR foram realizados da seguinte forma: 96°C 

por 15 minutos para ativação da enzima HotStar e desnaturação inicial, 30 ciclos de 98°C 

por 45 segundos (s) para desnaturação do DNA, 62°C por 90s para anelamento dos primers, 

72°C por 135s para ação da DNA polimerase, seguido de 5 minutos a 72°C para realização 

da extensão final.  

Os fragmentos amplificados (amplicons) foram visualizados em gel de agarose 1% 

contendo brometo de etídio (1,5μg/ml). Para tal, foram aplicados no gel 10 μL do produto 

de PCR com 1 μL de loading buffer 5x em seguida, foi realizada eletroforese. 

A corrida de eletroforese foi condicionada a 90 volts durante 2 horas em cuba 

contendo tampão TAE 1X. O gel foi visualizado no Foto documentador de luz ultravioleta 

(L-PIX Molecular Imaging, Loccus®) para análise dos fragmentos. 

O perfil genotípico do paciente foi estabelecido conforme o tamanho dos 

fragmentos amplificados comparados com o padrão de peso molecular (1 Kb) e com os 

controles positivos ou negativos.  

 

4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

A análise estatística foi realizada no programa Bioestat 5.0, a normalidade dos 

dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade pelo teste de Bartlett, 

e posteriormente, os testes de variância de Kruskal-Wallis e Anova.   

 O teste qui-quadrado foi utilizado para o determinar o equilíbrio de Hardy-

Weinberg e para comparar as variáveis categóricas entre os grupos de interesse e análise 

Figura 6 – Representação esquemática do grupamento gênico da α globina, sítio de anelamento dos 

primers e extensão das deleções investigadas. Fonte: Chong et al, 2000. 
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de variância seguida de teste de comparações múltiplas de acordo com a normalidade dos 

dados. 

           O nível de significância estatística considerado para todos os testes foi de 95% 

(p<0,05). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERÍSTICAS DA POPULAÇÃO DO ESTUDO 

 

 Foram avaliados no total 87 indivíduos portadores de AF, sendo 52 (60%) do 

gênero feminino e 35 (40%) do masculino. A idade do grupo variou entre 7 e 57 anos, com 

uma mediana de 23 anos.         

 Quanto ao tratamento, 43 (49,4%) estavam em terapia com Hidroxiuréia e 44 

(49,6%) não.  A associação do uso de HU com os parâmetros clínico-hematológicos, 

revelou uma diferença significativa entre a média de hemoglobina total basal e DHL.

 Dos 62 pacientes genotipados para α-talassemia, 48 (77,4%) não tinham co-

herança, desses verificamos uma diferença significativa naqueles que faziam uso de HU 

(60,4%), comparados àqueles com co-herança (22,6%) (Tabela 13). 

 

Tabela 13 - Caracterização da amostra estudada quanto ao uso de HU 

USO DE HU 

 Não (43) Sim (44)  

 
Média±DP  

(min - mediana - 

máximo) 

Média±DP  

(min - mediana - 

máximo) 

Valor p 

(a) 

Hb total basal (g/dl) 

8,31±1,56 

(6,00-8,30-13,00) 

 

9,06±1.41 

(6,00-9,00-12,00) 

 

0,018* 

HbF basal (%) 

7,12± 4,30 

(1,00-6,00-17,00) 

 

7,10± 3,64 

(2,00-7,00-21,00) 

 

0,875 

Reticulócitos (%) 

7,60±4,37 

(1,00-6,93-20,0) 

 

 

6,07±2,68 

(1,00-6,00-11,00) 

 

0,210 

DHL (U/L) 

683,72±434,29 

(188,00-558,00-2768,00) 

 

459,00±189,94 

(208,00-459,00-983,00) 

 

0,046* 

 

Número de Internações por CVO 

 

 

1,11±2,36 

(0-0-15) 

 

0,58±1,11 

(0-0-6) 

 

0,145 

USO DE HU 

 Não (27) Sim (35) 
Valor p 

(b)  No. (%) No. (%) 

Co-herança com a α-talassemia 

 
8 (29,6%) 6 (17,1%) 

 

0,015* 
Sem co-herança com a α-talassemia 19 (70,8%) 29 82,6%) 

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis (a) e qui –quadrado (b), *p< 0,05.  
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Em nosso estudo, o uso de HU levou ao aumento da hemoglobina basal e redução 

de DHL, como esperado, semelhante a um estudo realizado por Scoot et al. (1996) que 

verificou um aumento na taxa de hemoglobina total com significativa redução nos níveis 

de reticulócitos, indicando desse modo a redução do processo hemolítico, melhora no curso 

da doença e maior expectativa de vida em crianças.    

 Observamos também, uma tendência à diminuição do número de hospitalizações e 

redução da taxa de reticulócitos nos pacientes que faziam uso de HU, indicando uma 

melhora do quadro clínico. A redução dos níveis de hemoglobina total associada ao 

aumento de reticulócitos caracteriza a gravidade da anemia hemolítica, assim a redução no 

número de reticulócitos e DHL durante o tratamento, pode sugerir diminuição das crises 

hemolíticas (Andrade et aL, 2001).       

 Ao contrário do descrito na literatura, não encontramos uma relação direta e 

significativa entre o uso de HU e o aumento da hemoglobina fetal (HbF), uma possível 

causa para isso, pode estar relacionado ao fato de que não avaliamos a adesão do paciente 

ao tratamento. No entanto, Covas e colaboradores em 2004, demostrou que a HU tem 

efeitos múltiplos sobre a linhagem eritrocitária, isto é, promove elevação de Hb F em cerca 

de 60% dos pacientes, eleva o nível de hemoglobina, do volume corpuscular médio (VCM) 

e reduz o número de reticulócitos e a concentração da Hb F apresenta correlação com 

redução das crises dolorosas durante o tratamento, e por consequência, diminuição do 

número de internações devido a essas crises de dor.     

 Quanto à co-herança com a alfa-talassemia, os indivíduos que possuíam as duas 

heranças genéticas,  faziam uso de HU em menor número do que os que não tinham a co-

herança, uma relação estatisticamente significante (p<0,015), resultado já esperado porque 

de acordo com a  literatura, a talassemia alfa é um dos fatores genéticos capazes de 

modificar a gravidade da AF, independentemente dos níveis de HbF, já que os indivíduos 

com um traço alfa-talassêmico tendem a apresentar um menor quadro hemolítico, devido 

à microcitose e à diminuição da concentração corpuscular média de HbS que ocorre na 

talassemia alfa e por consequência menos crise vaso-oclusiva, o que pode justificar a 

ausência do tratamento com HU (STEINBERG, 1984; ADAMS et al.,1994). 

 

5.2 HAPLÓTIPOS DA BETA-GLOBINA 

 

A frequência dos haplótipos encontrados no estudo foi: 24 (49,0%) eram 

CAR/CAR, 8 (16,3%) CAR/ATP; 7 (14,3%) CAR/BEN, 6 (12,2%) BEN/BEN, 2 
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BEN/ATP (4,1%) e 2 (4,1%) ATP/ATP. 

O perfil hematológico e número de internação por CVO foi associado aos 

haplótipos, que foram divididos em CAR homozigoto, CAR heterozigoto e não-CAR. O 

único achado significativo foi em relação ao nível de hemoglobina aumentado nos 

indivíduos não-CAR, porém também foi observado uma tendência de aumento do número 

de internações para os pacientes CAR/CAR (Tabela 14). 

 

Tabela 14 – Parâmetros clínico-laboratoriais de acordo com os haplótipos do gene da globina 

βS 

 HAPLÓTIPOS  

 CAR Homozigoto (24) CAR Heterozigoto (15) Não CAR (10)  

 Média ± Desvio Padrão  
(mínimo - mediana – máximo) 

 

Valor 

p 

Hb total 

basal (g/dl) 

8,24±1,46 

(6,00-8,35-11,00) 

6,07±3,52 

(6,00-7,90-10,00) 

 

8,79±1,74 

(7,00-8,80-11,0) 

 

0,030* 

HbF basal 

(%) 

6,07± 1,15 

(1,00-4,85-14,00) 

6,78±4,62 

(2,00-5,80-21,00) 

 

5,38±1,76 

(4,00-4,55-9,00) 

 

0,063 

Reticulócitos 

(%) 

7,44±3,68 

(2,37-6,42-16,40) 

7,35±4,54 

(1,90-7,93-20,00) 

 

9,40±3,29 

(3,91-10,05-13,00) 

 

0,130 

DHL (U/L) 
670,75±488,64 

(343,00-543,50-2768,00) 

1008,20±1276,35 

(282,00-645,00-5511,00) 

 

746,30±356,98 

(310,00-734,00-1395,00) 

 

0,463 

Número de 

Internações 

0,83±1,05 

(0-1-3) 

0,33±0,49 

(0-0-1)) 

0,10±0,32 

(0-0-1) 
0,068 

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05. 

 

Em relação aos haplótipos, encontramos uma maior frequência de indivíduos com 

haplótipos CAR, tanto em homozigose ou heterozigose. Resultados semelhantes a outros 

estudos realizados no Brasil (GONÇALVES et al, 2003; FIGUEIREDO et al,1996; 

FLEURY, 2007; WAGNER et al, 1996; BEZERRA et al, 2007; CABRAL et al, 2010; 

ROBENHORST, 2009; BELISÁRIO et al, 2010).      

 No presente estudo não foi encontrada diferença significante na comparação entre 

os níveis de HbF com os haplótipos, resultados discordantes com a literatura, em que os 

estudos demonstram uma queda significante da HbF no haplótipo CAR em relação aos 

demais haplótipos (NAGEL et al., 1984; RIEDER et al.,1991; STEINBERG et al., 1995; 

STEINBERG et al., 1997). Já em 2010, Belisário e colaboradores avaliaram a influência 
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dos haplótipos do cluster da βs-globina no perfil clínico e nos parâmetros hematológicos 

em crianças brasileiras com AF, e não encontrou associação significativa entre os 

haplótipos do cluster da βs-globina com a Hb, HbF, VCM, HCM, contagem dos leucócitos 

e dos reticulócitos.        

 Verificamos que os pacientes com menores níveis de HbF, apresentaram maior 

contagem de reticulócitos, similares aos achados de Murray e colaboradores (1988) que 

descreveram uma associação de níveis elevados de HbF com aumento de hemoglobina total 

e menores taxas de reticulócitos.         

 A crise vaso-oclusiva é a mais comum e dramática manifestação da anemia 

falciforme, sendo a maior causa de internação hospitalar, seguida por infecção (ADEKILE 

e HAIDER,1996). Nossos dados demonstram uma tendência de maior número de 

internação devido à crise vaso-oclusiva nos indivíduos que possuíam o haplótipo 

CAR/CAR, de acordo com Costa e colaboradores (2006), o haplótipo CAR é o de pior 

prognóstico, com maior gravidade das intercorrências clínicas, consequentemente maior 

número de internações e aumento da morbidade e mortalidade.    

 Em relação ao uso de Hidroxiuréia, realizamos uma análise relativa, entre os 

indivíduos que possuíam um ou dois cromossomos CAR e aqueles que não possuíam 

nenhum cromossomo CAR (denominados NÂO-CAR). Dos indivíduos CAR/CAR, 62,5% 

faziam uso da medicação. Ao contrário, seis (60%) pacientes NÃO-CAR não realizam 

tratamento com essa medicação (Tabela 15 e Figura 7).  

 

Tabela 15 – Associação entre o uso de Hidroxiuréia e os haplótipos do gene da globina βS 

 HAPLÓTIPOS  

 

CAR. Homozigoto (24) 

No. (%) 

CAR Heterozigoto (15) 

No. (%) 

NÃO CAR (10) 

No. (%) 
Valor p 

Uso de HU 15 (62,5%) 5 (33,3%) 4 (40%) 
0,287 

Não uso de HU 9 (37,5%) 10 (66,7%) 6 (60%) 

A comparação entre os grupos foi realizada pelo teste de qui-quadrado (*p<0,05). 
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Figura 7 – Uso de HU em relação a classificação dos haplótipos da βS  globina (Homo-CAR;Hetero-CAR 

e Não-CAR).   Valor de p obtido pelo Teste Exato de Fisher. 

 

 
Figura 8 - Uso de HU em relação a classificação dos haplótipos da βS  globina (CAR/CAR versus outros 

haplótipos). Valor de p obtido pelo Teste Exato de Fisher. 

 

A figura 7 demonstra uma tendência onde os indivíduos com o haplótipo CAR, em 

homozigose tendem a fazer maior uso de Hidroxiuréia em comparação aos indivíduos 

heterozigotos e àqueles que não possuem nenhum cromossomo do tipo CAR.  
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  Ao reclassificar os haplótipos em dois grupos: CAR/CAR e outros, que inclui todos 

os outros tipos de genótipos que não possuem o haplótipo CAR em homozigose, foi 

observado que os indivíduos CAR/CAR apresentaram um aumento significativo do uso de 

HU (p = 0,02*) em relação aos outros (Figura 8). Esses achados estão de acordo com a 

literatura que descreve que os pacientes CAR/CAR apresentam os menores níveis de HbF 

(5%) e tendem a ter quadro clínico mais grave e consequentemente dependentes da terapia 

com HU (NAGEL 1984; COSTA et al,2006; CANÇADO, 2007; SILVA FILHO et al, 

2012).  

 

5.3 CO- HERANÇA COM ALFA-TALASSEMIA – Deleção –α3.7 e –α4,2 

 

Sessenta e dois pacientes com AF foram genotipados para verificar a presença das 

deleções mais comuns da α-tal (-α3.7, - α4.2, --SEA, --FIL, --THAI, - (α)20.5 e --MED). Quatorze 

(22,6%) apresentaram co-herança com a alfa-talassemia sendo que um (1,6%) era 

homozigoto para a deleção 3.7 (-α3.7/-α3.7) e o restante (n=13; 21,0%) era heterozigoto para 

as deleções 3.7 ou 4.2 (12 -α3.7/αα e 1 era  -α4.2/αα).      

 Os parâmetros hematológicos e número de internação por CVO avaliados estão 

ilustrados abaixo (Tabela 16) e não mostraram diferenças significativas entre os grupos 

com e sem co-herança com a alfa-talassemia. 

 

Tabela 16 – Parâmetros clínico-hematológicos quanto à co-herança com α-talassemia 

CO-HERANÇA COM ALFA-TALASSEMIA 

 Não (48) Sim (14)  

  
Média ± Desvio Padrão  

(mínimo - mediana – máximo) 

Valor 

p 

Hb total basal (g/dl) 
8,89±1,56 

(6,00-8,80-13,00) 

8,40±1,36 

(6,00-7,85-11,0) 
0,232 

    

HbF basal (%) 
6,29±3,59 

(1,00-5,85-17,00) 

7,26±3,76 

(3,00-7,15-15,00) 
0,381 

    

Reticulócitos (%) 
7,35±2,79 

(1,28-7,60-13,00) 

7,81±3,68 

(2,37-6,82-15,57) 
0,620 

    

DHL (U/L) 
586,60±255,36 

(188,00-552,5-1200,00) 

527,35±142,13 

(291,00-537,00-800,00) 
0,631 

    

Número de Internações por CVO 
0,6±4,06 

(0-0-3) 

0,86±0,94 

(0-1-3) 
0,292 

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05. 
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Não encontramos associação significativa entre os parâmetros estudados e a 

presença ou não da co-herança com a alfa-talassemia, no entanto, outros estudos relatam 

que a co-herança leva ao aumento da hemoglobina total e diminuição dos reticulócitos e 

por consequência diminuição da hemólise (EMBURY et al, 1982; STEINBERG et al, 

1995).            

  Acreditamos que o fato de não termos encontrado essa associação deva-se ao 

tamanho da amostra ou devido ao uso de HU, 6 (17,1%) dos pacientes com a co-herança 

saem da medicação.         

 O quadro hemolítico atenuado apresentado pelos pacientes com co-herança de α-

talassemia (deleção 3.7Kb) tem sido considerada como característica importante para a 

apresentação dos subfenótipos hemolíticos e vaso-oclusivo (KATO et al, 2007), fato que 

aponta para a importância desse marcador.        

 A co-herança da talassemia alfa na AF leva a muitos questionamentos acerca da 

atenuação clínica ou melhor prognóstico (BELISÁRIO, VIANA, 2010). Adicionalmente, 

outros estudos abordam que a talassemia causa impacto nos parâmetros laboratoriais, 

sobrevida dos pacientes e eventos clínicos. As alterações são encontradas, principalmente 

nos achados laboratoriais, que em sua maioria, denota aumento no número de hemácias, 

concentração de Hb total e hematócrito, diminuição nas concentrações de VCM, HCM, 

CHCM, reticulócitos, contagem de leucócitos e intensidade da hemólise (NAGEL e 

STEINBERG, 2001; RUMANEY et al., 2014).      

 Adicionalmente, Nagel (1991) relatou que a α-talassemia exerce três principais 

impactos nos pacientes portadores de AF: modifica os parâmetros laboratoriais; afeta a 

sobrevida geral e modula de maneira diferenciada a frequência de complicações clínicas.

 A prevalência de α-Tal em indivíduos com AF no Brasil é comum, sendo que 

algumas manifestações graves, como a doença cerebrovascular, ocorrem com menor 

frequência nos pacientes que possuem a coexistência de ambas as alterações gênicas, o que 

torna interessante a genotipagem de a α-talassemia nesses indivíduos.  No entanto, apesar 

da importância da α-talassemia na modulação do fenótipo da AF, sua presença ou ausência 

não permite prever, isoladamente, as características clínicas da doença (BELISÁRIO e 

VIANA, 2010). 
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5.4 POLIMORFISMOS DA HEMOGLOBINA FETAL 

 

5.4.1 Frequências alélicas dos polimorfismos da HbF dos loci BCL11A 

 

No SNPs rs4671393, o alelo selvagem G se encontra em maior frequência, 

igualmente como para os SNPs rs766432 e rs11886868, em que o alelo selvagem está em 

predominância. Todos os alelos estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg  (Tabela 17). 

 

Tabela 17 -  Frequências alélicas dos polimorfismos da HbF dos loci BCL11A  
SNP 

Posição 

N Gene Frequência 

Alélica 

pHWE 

rs4671393 

NC_000002.12:g.60493816  

G > A 

 

75 

 

BCL11A 

G = 74% 

A = 26% 

 

0,5767 

 

rs766432 

NC_000002.12:g60492835 

A > C 

 

 

84 

 

 

BCL11A 

 

A= 64,3% 

C = 36,6% 

 

 

0,1184 

 
rs11886868 

        NC_000002.12: 61M..60M  

C > T 

 

 

 

75 

 

 

BCL11A 

 

C = 29% 

T= 71% 

 

0,1092 

pHWE = valor do equilíbrio para Hardy-Weinberg, valor de p obtido pelo Teste qui-quadrado. 

 

5.4.2 Frequência dos genótipos nos polimorfismos em BCL11A 

 

 Em relação aos polimorfismos localizados no loci BCL11A, para o rs4671393, 

rs766432 e rs11886868, observamos maior frequência do genótipo homozigoto GG, para 

o selvagem AA e o selvagem TT, respectivamente (Tabela 18). 
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Tabela 18 - Frequência dos genótipos nos polimorfismos em BCL11A 
 Número de observações (n) Frequência (%) 

Genótipo rs 4671393   (G > A)  

AA 06 8,0 

AG 27 36,0 

GG 42 56,0 

Total 75 100,0 

 rs 766432 (A > C)  

CC 14 16,7 

CA 32 38,1 

AA 38 45,2 

Total 84 100,0 

 rs 11886868 (C >T)  

CC 09 12,0 

CT 25 33,3 

TT 41 54,7 

Total 75 100,0 

 

5.4.3 Caracterizações dos níveis de Hb total basal, HbF basal e número de internações 

por crise vaso-oclusiva quanto aos polimorfismos estudados 

 

5.4.3.1 Polimorfismo rs 4671393 

 

Observamos diferença significativa entre os níveis de Hb F nos genótipos do SNP 

rs4671393 (p=0,0199*). A mediana de Hb F para o grupo AA foi 12,1%, para o grupo AG 

foi 6,9% e para GG foi 6,0%. Em relação, aos níveis de hemoglobina total basal e número 

de internações devido às crises vaso-oclusivas, não encontramos diferenças (Tabela 19).  

 

Tabela 19 – Parâmetros clínico-hematológicos em relação ao rs 4671393 

rs 4671393 

 AA AG GG  

  Média ± Desvio Padrão  
(mínimo - mediana – máximo) 

Valor de p 

 Hb total basal 

(g/dl) 

8,78±1,06 

(7,00-8,90-10,30) 

 

8,44±1,62 

(5,70-8,30-11,90) 

8,54±1,42 

(5,50-8,45-11,60) 

0,8770 

HbF basal (%) 11,80±3,90 

(5,90-12,10-17,10) 

6,36±3,10 

(1,90-6,9-15,30) 

6,78±3,73 

(1,30-6,00-15,00) 

 

0,0199* 

Número de 

Internações por 

CVO 

0,50±0,83 

(0-0-2) 

1,38±3,06 

(0-1-15) 

0,73±1,01 

0,0-3 

 

0,7343 

Valor de p obtido pelo Teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05. 

 

Em nosso estudo, o genótipo AA do polimorfismo rs4671393 foi associado com o 

aumento significativo da concentração relativa de HbF (p<0,02) quando comparado aos 
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demais genótipos (Figura 9). 

 

 

Figura 9 -  Valores de HbF em relação aos genótipos do rs4671393. 

 

 

       Esses achados foram similares aos descritos por Sankaran e colaboradores (2008), 

que relataram que a presença do alelo A, menos frequente nas populações, influencia no 

aumento do nível de HbF por reduzir a expressão do gene BCL11A, o que confere menor 

repressão e aumento da expressão dos genes γG e γA globina. Adicionalmente, outros 

estudos, demonstraram que a frequência do alelo A do SNP rs4671393, influencia na 

variação da hemoglobina fetal, conforme descritos no Brasil, EUA Tanzânia e Reino Unido 

(MA et al, 2007; LETTRE et al, 2008; CARDOSO et al, 2014). 

Em um estudo realizado numa população de indivíduos com DF na Tanzânia 

também se verificou um efeito acentuado dos alelos nos locus rs11886868 e rs4671393 

sobre os níveis de expressão de HbF, sendo que esta é notoriamente baixa quando ocorre 

a presença do alelo selvagem G em rs4671393 (3,7% para GG e 5,4% para AG 

comparativamente com 8,1% para AA (MAKANI et al, 2011).   

 Embora não tenha ocorrido uma associação significativa, foi possível observar 

que os indivíduos com o genótipo AA tiveram menor média de internação devido à crise 

vaso-oclusiva, o que está de acordo com os achados de Wonkam e colaboradores (2017) 

que demonstrou que os indivíduos com esse genótipo apresentaram menor frequência de 

crises vaso-oclusivas e número de internações. 

p = 0,0199* 

rs4671393 
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5.4.3.2 Polimorfismo rs766432 

 

 Encontramos associação estatisticamente significativa entre o número de 

internações para os diferentes genótipos (Figura 10), no entanto, não houve diferença para 

os níveis de Hb total e Hb F (Tabela 20).   

 

Tabela 20 - Parâmetros clínico-hematológicos em relação ao rs 766432 
                                               rs  766432 

 AA CA CC  

  Média ± Desvio Padrão  
(mínimo - mediana – máximo) 

Valor de p 

 Hb total 

basal (g/dl) 

8,74±1,42 

(6,50-8,50-13,00) 

 

8,92±1,57 

(5,50-9,00-11,90) 

8,34±1,52 

(5,70-8,25-12,10) 

0,2392 

HbF basal 

(%) 

7,74±3,65 

(1,20-7,75-13,90) 

 

6,06±2,83 

(1,90-5,50-12,80) 

7,31±4,31 

(1,30-6,40-17,10) 

0,3463 

Número de 

Internações 

por CVO 

1,28±1,26 

(0-1,5-3,0) 

 

1,37±2,81 

(0-0,5-15) 

0,29±0,46 

(0,0,1) 
0,0235* 

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05. 

    

 

 

   Figura 10 - Número de internações em relação aos genótipos do rs766432. 

 

 

Em relação aos valores de hemoglobina fetal, não encontramos diferenças entre os 

três genótipos do polimorfismo rs766432, enquanto, Bhatnagar e colaboradores (2011), 

relataram que o alelo selvagem A está associado a níveis diminuídos de células F e 

p = 0,0237* 

rs 766432 
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consequentemente menor taxa de HbF, onde os homozigotos CC apresentaram duas vezes 

mais células F, quando comparados aos AA.      

 Adicionalmente, Aleluia e colaboradores (2017), relataram que os homozigotos 

para o alelo C de rs766432 apresentaram maior contagem de hemácias, hematócrito, 

concentração de hemoglobina e níveis de HbF, demonstrando que na presença deste alelo 

nos pacientes apresentaram melhor quadro clínico. Em nosso estudo, também observamos 

que os homozigotos CC apresentaram menor taxa de internação devido às crises vaso-

oclusivas, corroborando com melhor quadro clinico nesses indivíduos. 

 

5.4.3.3 Polimorfismo rs11886868 

 

Em relação ao SNP rs11886868, não foi observada diferença significativa entre os 

valores das medianas de Hb F e os genótipos do rs11886868 (p=0,5430). A média de Hb F 

para o grupo CC foi 6,57±3,99, para o grupo CT foi 7,24±3,92 e para TT foi 6,28±4,38. 

Para os valores de hemoglobina total basal e número de internações, também não 

encontramos diferenças significativas (Tabela 21). 

 

Tabela 21 - Parâmetros clínico-hematológicos em relação ao rs11886868. 
rs  11886868 

 CC CT TT  

  Média ± Desvio Padrão  
(mínimo - mediana – máximo) 

Valor de p 

 Hb total basal (g/dl) 8,58±1,67 

(5,50-8,60-12,10) 

8,76±1,43 

(6,30-8,50-13,00) 

 

9,10±1,55 

(6,50-8,50-11,00) 

0,6706 

HbF basal (%) 6,57±3,99 

(1,30-5,90-20,60) 

 

7,24±3,92 

(1,20-8,00-17,10) 

6,28±4,38 

(2,30-4,10-13,60) 

0,5430 

Número de Internações 

por CVO 

0,63±1,22 

(0-0-6) 

0,88±0,93 

(0-1-3) 

0,66±0,86 

(0,0-2) 

 

0,3119 

Valores de p obtidos pelo teste de Kruskal- Wallis, *p< 0,05. 

 

 

 Para o polimorfismo rs11886868, não foi encontrado diferença estatística 

significativa entre os valores de HbF, diferentemente de um estudo realizado na Índia por 

Bhanushali et al (2015) que avaliaram a influência desse polimorfismo em 240 pacientes 

com AF e em 60 com o traço falciforme, onde os níveis de HbF obtidos foram de 20,4%; 

19,6% e de 16,8 para os genótipos CC, CT e TT, respectivamente.    

 Esse efeito protetor dos alelos selvagens CC, foi confirmado por Uda e 

colaboradores (2008) que constataram que o alelo C da região rs11886868 no gene 
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BCL11A está associada com um melhor fenótipo em pacientes com anemia falciforme, 

devido ao aumento da produção de hemoglobina fetal nos mesmos, nosso estudo, porém, 

não revelou esse mesmo efeito.        

  Adicionalmente, Chaouch e colaboradores (2016), demonstraram que o alelo C do 

rs11886868 e o alelo A do rs4671393 conferem um melhor fenótipo aos pacientes com AF. 

No entanto, em nosso estudo, apenas o alelo A do rs4671393 foi associado ao aumento da 

HbF, o que pode estar relacionado à grande miscigenação e heterogeneidade da amostra 

estudada. 

Um outro estudo de 2016, também demonstrou que BCL11A é um potente QTL 

associado aos níveis endógenos de HbF em uma coorte brasileira, no sul do país, onde os 

pacientes com SNPs em BCL11A (rs4671393e rs11886868) e além disso evidenciou que 

esse SNPs estão relacionados à maior eficácia terapêutica à Hidroxiuréia em relação a 

síntese de HbF (FRIEDRISCH et al, 2016). 
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6. CONCLUSÃO 

 

Esse estudo, avaliou no total, 87 indivíduos portadores de AF, sendo 60% do gênero 

feminino, a idade do grupo variou entre 7 e 57 anos, com uma mediana de 23 anos, 49% 

faziam uso de HU e esses apresentaram maior nível de Hb total basal e menor dosagem de 

DHL.            

 Demonstramos que os indivíduos com haplótipo CAR em homozigose são mais 

adeptos à terapia com Hidroxiuréa.       

 Em relação à co-herança com α-talassemia, dos 62 pacientes genotipados, 14 (22,6) 

apresentaram co-herança, sendo que um homozigoto (-α3.7/αα3.7) e o restante heterozigoto 

para as deleções (12 α3.7/αα e um era α4.2/αα).      

 Quanto aos polimorfismos associados à variação da HbF, foram avaliados os SNPs: 

rs4671393, rs766432 e o rs11886868, todos localizados no gene BCL11A.  

 Dos 75 indivíduos genotipados para o rs4671393, não encontramos associações 

significativas entre os níveis de Hb total basal e número de internações devido às crises 

vaso-oclusivas. A mediana da Hb F para o genótipo AA foi 12,10, e para AG e GG, foram 

6,9 e 6,0, respectivamente, com diferença significativa (p=0,0199*), igualmente a outros 

estudos, em que a presença alelo A associa com o aumento da HbF.  

 Em relação, aos 84 pacientes genotipados para o rs766432, encontramos associação 

estatisticamente significativa entre o número de internações.    

 A associação do SNP rs4617393 com o aumento da HbF encontrada nesse estudo, 

confirma a importância da análise genômica para melhor elucidação das variações 

fenotípicas, sugerindo que a presença do alelo A, possa conferir prognóstico nos pacientes 

com anemia falciforme. 

Diante das evidências sobre a alta variabilidade fenotípica na doença falciforme, a 

contribuição desse estudo, que foi o primeiro no interior do Estado de Minas Gerais, foi 

determinar a frequência da co-herança com a alfa-talassemia no Serviço de Hematologia e 

Hemoterapia da Universidade Federal do Triângulo/Hemocentro Regional de Uberaba,  

além de consolidar o efeito protetor do alelo A dos SNPs rs4671393 no aumento dos níveis  

de hemoglobina fetal, o que colaborar para o entendimento da modulação do fenótipo da 

doença e atuar como uma possível ferramenta de acompanhamento clínico e de 

prognóstico. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Avaliar o efeito do SNPs rs4617393 na resposta terapêutica com 

Hidroxiuréia e sua relação com a síntese da HbF; 

 Determinar os efeitos moduladores desse e de outros SNPs nos diferentes 

fenótipos para que possam ser utilizados como ferramentas de prognóstico e 

acompanhamento clínico; 
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ANEXO 01 - Parecer do CEP – UFTM 
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ANEXO 02 – PARECER DO CEP HEMOMINAS 
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ANEXO 03 –FOTOGRAFIAS DO ESTUDO MOLECULAR 

 

 Haplótipos βS 

Fotografia do gel de agarose 2% contendo produtos da PCR- RFLP, mostrando 

sujeitos com os genótipos (-/-) para o sítio de restrição da enzima XmnI. 

 

 
Fotografia do gel de agarose 2% contendo produtos da PCR-RFLP, os indivíduos 12, 25 apresentam 

genótipo (-/-), já os indivíduos 93,92 apresentam genótipos (+/-) para o sítio de restrição da enzima Hinf 

I. 
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 ALFA-TALASSEMIA: 

 

Fotografia de um gel eletroforético de agarose corado com brometo de etídio com 

os produtos amplificados da gap-PCR multiplex de 19 pacientes desse estudo. Nesta 

podemos visualizar as bandas referentes a amplificação do gene LIS; do alelo α 

normal e das deleções -α3.7 e -α4.2 em heterozigose conforme descrito na legenda.  

 

 

Fotografia de um gel de agarose 1% pós-eletroforese e exposto à luz ultravioleta para identificação 

dos produtos amplificados. A coluna 1 corresponde ao padrão de peso molecular 1 Kb (DNA Ladder, 

Invitrogen), as colunas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ás amostras de sujeitos com 

genótipo normal caracterizado pela banda de 1800 pb do gene α-globina. A banda de 2350pb em 

todas as canaletas é a do fragmento do gene LIS usado como controle positivo. Na canaleta 9 há 

uma amostra de indivíduo heterozigoto para a deleção -α3.7, na qual se notam três bandas, a do gene 

LIS, a do alelo híbrido de deleção do gene  α de 3,7 Kb de 2022/2029 pb e outra do alelo α normal 

de 1800 pb. As colunas 17 e 18 são de heterozigotos para as deleções -α3.7 e -α4.2 respectivamente, 

sendo que a canaleta 18 apresenta três bandas, a do gene LIS, a do alelo de deleção do gene α híbrido 

de 1628kb e a terceira do alelo α normal de 1800 kb. 
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Fotografia de gel de agarose 2% representativo do fragmento amplificado do gene BCL11A na região 

do polimorfismo rs4671393, digerido com Acu I.. Nos canais10, 11, 12 e 18 a enzima digeriu em 

apenas um dos alelos (genótipo AG). Nos canais 13,14,15,16 e 17 a enzima não digeriu na região 

do polimorfismo (genótipo GG). Peso molecular de 100 pb. 
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