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“A ciência não pode prever o que vai acontecer. 

Só pode prever a probabilidade de algo 

acontecer.” 

César Lattes   
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Resumo 

 

A doença cerebrovascular (DCV) é uma complicação grave associada à anemia falciforme. O 

doppler transcraniano (DTC) anormal identifica algumas criança sob alto risco de 

desenvolvimento, mas outros marcadores seriam úteis. Objetivo: Este estudo de coorte teve 

como objetivo avaliar os efeitos de marcadores clínicos, laboratoriais e genéticos no risco de 

desenvolvimento de DCV em crianças de Minas Gerias, Brasil. Um objetivo secundário foi 

identificar as mutações de beta-talassemia causadoras de Sβ-talassemia na coorte de recém-

nascidos do estado de Minas Gerais. Métodos: Os desfechos estudados foram acidente 

vascular cerebral isquêmico clinicamente manifesto (AVC) e DTC alto risco. Os possíveis 

marcadores genéticos foram genotipados por PCR/RFLP. Os dados clínicos e hematológicos 

foram retirados dos prontuários médicos das crianças. A determinação da atividade da enzima 

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) foi realizada usando um ensaio enzimático 

colorimétrico. A análise molecular do gene HBB foi realizada por sequenciamento de DNA. 

Resultados: De 440 crianças, 395 (89,8%) tiveram o genótipo Hb SS, 28 (6,4%) eram Hb 

Sβ
0
-talassemia (Sβ

0
-tal), 13 (3%) eram Hb S/persistência hereditária de hemoglobina fetal e 

quatro (0,9%) eram Hb Sβ
+
-talassemia (Sβ

+
-tal). Nas crianças Hb SS, a incidência cumulativa 

de AVC aos 8 anos de idade foi 7,4% (IC 95%, 4,66%–10,14%) e a incidência cumulativa de 

DTC alto risco aos 11,5 anos de idade foi 14,2% (IC 95% 8,91%–19,49%). Artigo 1: 

Nenhum efeito do polimorfismo VCAM-1 c.1238G>C no risco de AVC ou DCV foi 

encontrado. A incidência cumulativa de AVC foi significativamente maior em crianças com o 

alelo TNF-α -308A (p=0,02) e menor em crianças com deleções nos genes HBA (p=0,02). 

Entretanto, não foi encontrada associação entre DCV e o polimorfismo TNF-α -308G>A. A 

incidência cumulativa de DCV foi significativamente menor em crianças com deleções nos 

genes HBA (p=0,004). Artigo 2: A frequência de AVC foi nula (0/83) em crianças com o 

genótipo ENPP1 KK, 6,8% (7/103) para crianças com o genótipo QQ e 7,7% (16/209) para 

crianças com o genótipo KQ (P=0,037). A probabilidade cumulativa de AVC foi 

significativamente maior em crianças com o genótipo QQ quando comparado com as crianças 

com o genótipo KK (P=0.015). Resultados semelhantes foram obtidos quando comparado os 

genótipos QQ/KQ versus o genótipo KK. Nenhuma associação entre GOLGB1 Y1212C ou 

PON1 Q192R e AVC ou risco de AVC foi encontrada. Artigo 3: O modelo multivariado final 

de risco de AVC incluiu contagem de leucócitos, contagem de reticulócitos, taxa de síndrome 

torácica aguda e os polimorfismos TEK rs489347 e TNF-α rs1800629. O modelo para DTC de 

alto risco incluiu contagem de reticulócitos e os polimorfismos TEK rs489347 e TGFBR3 

rs284875. Artigo 4: a prevalência global de deficiência molecular de G6PD foi 4,3% (IC95% 

2,3%-6,3%). A média da atividade de G6PD foi 16,88 U/g Hb [erro padrão da média (EPM) 

0,28] no grupo sem deficiência molecular de G6PD e 8,43 U/g Hb (EPM 1,01) no grupo com 

deficiência molecular G6PD A
-
. A presença de deficiência molecular de G6PD não 

influenciou o nível médio de parâmetros hematológicos. Não foi detectado nenhum efeito da 

deficiência molecular de G6PD no risco de ocorrência de AVC ou DTC de alto risco. A média 

da atividade de G6PD foi similar nas crianças que apresentaram AVC e nas sem AVC. 

Resultados similares foram obtidos na análise comparando crianças que tiveram DTC de alto 

risco e as crianças sem DTC de alto risco. Artigo 5: Treze crianças forma incluídas, nove 

(69,2%) tiveram o genótipo Hb S/HPFH-2 e quatro (30,8%) tiveram Hb S/HPFH-1; onze 

crianças (84,6%) eram αα/αα e duas (15,4%) αα/-α
3.7

. A concentração media de Hb e Hb F foi 

12,52 ± 0,56 g/dl e 42,31% ± 1,97%, respectivamente. Todas as crianças tiveram DTC de 

baixo risco. Artigo 6: a análise dos haplótipos de IL-10 na nossa coorte mostrou que 99 

(25,1%) crianças eram GCC/ATA, 85 (21,5%) ACC/ATA, GCC/ACC 79 (20%), GCC/GCC 

50 (12,7%) ATA/ATA 47 (11,9%), ACC/ACC 34 (8,6%), e uma (0,3%) criança apresentou 
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um haplótipo incomum (GCC/GTA). Não houve diferença significativa nas frequências dos 

polimorfismos na região promotora do gene de IL-10 entre as crianças com e sem AVC ou 

DTC de alto risco. Do mesmo modo, nenhuma associação entre os haplótipos de IL-10 e AVC 

ou DTC de alto risco foi encontrada. Artigo 7: De 54 crianças Sβ-tal, 14 (25,9%) 

apresentaram a mutação códon 39 (C>T), 12 (22,2%) a mutação IVS-I-1 (G>A), oito (14,8%) 

a mutação IVS-I-6 (T>C), cinco (9,3%) a mutação -29 (A>G TATA box), três (5,6%) a 

mutação IVS-II-1 (G>A), três (5,6%) a mutação IVS-I-110 (G>A), duas (3,7%) a mutação -

92 (C>T), duas (3,7%) apresentaram as mutações IVS-II-844 (C>A) e IVS-II-839 (T>C) em 

cis, duas (3,7%) a mutação IVS-I-5 (G>A), uma (1,9%) a mutação -88 (C>T), uma (1,9%) a 

mutação poly A signal (T>C) e uma (1,9%) criança apresentou a mutação IVS-I-2 (T>C). 

Artigo 8: Duas crianças tiveram a mutação -92 (C>T) e duas apresentaram as mutações IVS-

II-844 (C>A) e IVS-II-839 (T>C) em cis. A média da concentração de hemoglobina foi 

12,0±0,7 g/dL e a média da concentração de hemoglobina A foi 40,4±1,1%. Todas as crianças 

foram oligossintomáticas e nenhum teve complicações clínicas atribuíveis à doença 

falciforme. As mutações -92 (C>T) e IVS-II-844 (C>A)/IVS-II-839 (T>C) associadas ao alelo 

β
S
 causam formas silenciosas de Sβ

+
-tal. Conclusões: Nosso estudo identificou fatores de 

risco clínicos, laboratoriais e moleculares para o desenvolvimento de AVC e DCV em 

crianças com anemia falciforme da coorte de recém-nascidos do estado de Minas Gerais. 

Minas Gerais é o segundo estado brasileiro mais heterogêneo em termos de mutações 

causadoras de beta-talassemia e tem um padrão relativamente diferente quando comparado 

com as outras regiões brasileiras. 
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Abstract 

 

Cerebrovascular disease (CVD) is a severe complication associated with sickle cell anemia 

(SCA). Abnormal transcranial Doppler (TCD) identifies some children at high risk, but other 

markers would be helpful. Objectives: This cohort study was aimed at evaluating the effects 

of clinical, laboratorial, and molecular biomarkers on the risk of developing CVD in children 

from Minas Gerais, Brazil. A secondary aim was to identify the β-thal mutations causing Sβ-

thalassemia in the newborn cohort of Minas Gerais state. Methods: Outcomes studied were 

overt ischemic stroke, and high-risk TCD. Possible genetic markers were genotyped by 

PCR/RFLP. Clinical and hematological data were retrieved from children’s records. The 

quantitative determination of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) activity was 

performed using an enzymatic colorimetric assay. The molecular analysis of HBB was 

performed by DNA sequencing. Results: Out of 440 children, 395 (89.8%) had Hb SS 

genotype, 28 (6.4%) had Hb Sβ
0
-thal, 13 (3%) had Hb S/hereditary persistency of fetal 

hemoglobin (HPFH), and four (0,9%) Hb Sβ
+
-thal. In Hb SS children, the cumulative 

incidence of clinical ischemic stroke by 8.0 years of age was 7.4% (95% CI, 4.66–10.14%) 

and that of high-risk TCD by 11.5 years of age was 14.2% (95% CI, 8.91–19.49%).  Paper 1: 

No effect of VCAM-1 c.1238G>C single nucleotide polymorphism (SNP) on stroke or CVD 

risks was detected. Cumulative incidence of stroke was significantly higher for children with 

TNF-α -308A allele (p=0.02) and lower for children with HBA deletion (p=0.02). However, 

no association between CVD and TNF-α -308G>A was found. CVD cumulative incidence 

was significantly lower for children with HBA deletion (p=0.004). Paper 2: The frequency of 

stroke was null (0/83) for children who harbored the ENPP1 KK genotype, 6.8% (7/103) for 

those with QQ genotype, and 7.7% (16/209) for children with KQ genotype (P=0.037). The 

cumulative probability of stroke was significantly (P=0.015) higher for children with the QQ 

genotype than for those with the KK genotype. Similar results were obtained comparing 

QQ/KQ genotypes as one group with the KK group. No association between GOLGB1 

Y1212C or PON1 Q192R and stroke or stroke risk was detected. Paper 3: The final 

multivariate model for stroke risk included high white blood cell count and reticulocyte count, 

acute chest syndrome rate, and the single nucleotide polymorphisms (SNPs) TEK rs489347 

and TNF-α rs1800629. The model for high-risk TCD included high reticulocyte count and the 

SNPs TEK rs489347 and TGFBR3 rs284875. Paper 4: The prevalence of molecularly-defined 

deficiency was 4.3% (95%CI: 2.3%–6.3%). The mean G6PD activity was 16.88 U/g Hb 

[standard error of the mean (SEM) 0.28] in the group without G6PD molecular deficiency and 

8.43 (SEM 1.01) U/g Hb in the group with G6PD A
−
 molecular deficiency. G6PD molecular 

deficiency was not associated with any hematological features. No effects of G6PD molecular 

deficiency on clinical ischemic stroke or high-risk TCD were detected. The mean G6PD 

activity was similar in children who had clinical ischemic stroke and in those without stroke. 

Similar results were obtained in analyses comparing children who had high-risk TCD and 

those without high-risk TCD. Paper 5: Thirteen children were included, nine (69.2%) had the 

Hb S/HPFH deletion type 2, and four (30.8%) had deletion type 1; eleven children (84.6%) 

were αα/αα, and two (15.4%) αα/-α
3.7

. The mean concentration of total hemoglobin (Hb) and 

Hb F was 12.52 ± 0.56 g/dl and 42.31% ± 1.97%, respectively. All children were classified as 

having low-risk transcranial Doppler. Paper 6: Analysis of IL-10 haplotype in our cohort 

showed that 99 (25.1%) children were GCC/ATA, 85 (21.5%) ACC/ATA, GCC/ACC 79 

(20%), GCC/GCC 50 (12.7%) ATA/ATA 47 (11.9%), ACC/ACC 34 (8.6%), and one (0.3%) 

child presented an uncommon haplotype (GCC/GTA). There was no significant difference in 

the frequencies of SNPs in the promoter region of IL-10 gene between children with and 

without stroke or high-risk TCD. Likewise, no association was observed between IL-10 
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haplotypes and stroke or high-risk TCD. Paper 7: Out of 54 Sβ-thal children, 14 (25.9%) 

children had the codon 39 (C>T) mutation, 12 (22.2%) had IVS-I-1 (G>A), eight (14.8%) had 

IVS-I-6 (T>C), five (9.3%) had -29 (A>G TATA box), three (5.6%) had IVS-II-1 (G>A), 

three (5.6%) had IVS-I-110 (G>A), two (3.7%) had -92 (C>T), two (3.7%) had IVS-II-844 

(C>A) and IVS-II-839 (T>C) in cis mutations, two (3.7%) had IVS-I-5 (G>A), one (1.9%) 

had -88 (C>T), one (1.9%) had poly A signal (T>C), and one child (1.9%) had IVS-I-2 (T>C) 

mutation. Paper 8: Two children had a 92 (C>T) mutation and two had IVS-II-844 (C>A) 

plus IVS-II-839 (T>C) in cis mutations. The mean hemoglobin concentration was 12.0±0.7 

g/dL and the mean hemoglobin A concentration was 40.4±1.1%. All the children were 

clinically oligosymptomatic and none of them had complications attributable to sickle cell 

disease. The 92 (C>T) and IVS-II-844 (C>A)/IVS-II-839 (T>C) mutations associated with 

the β
S
 allele lead to a silent form of Sβ

+
-thal. Conclusions: Our study identified clinical, 

laboratorial, and molecular risk factors for stroke and CVD development in children from the 

Minas Gerais state SCA newborn cohort, Brazil. The Minas Gerais state is the second most 

heterogeneous state in Brazil in terms of β-thal mutations and has a relatively different 

molecular pattern when compared to other Brazilian regions. 
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1. Apresentação 

 

Esta tese representa o produto final de um projeto de pesquisa desenvolvido pelo 

programa de pós-graduação em Ciências da Saúde, área de concentração Saúde da 

Criança e do Adolescente, da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG) e com a parceria da Fundação Centro de Hematologia e Hemoterapia 

de Minas Gerais (Hemominas). Baseando-se na resolução 03 de 05 de fevereiro de 2010 

que regulamenta o formato de teses e dissertações no âmbito do programa de pós-

graduação em Ciências da Saúde, área de concentração Saúde da Criança e do 

Adolescente, serão apresentadas uma introdução e as justificativas da execução do 

trabalho, seguida de uma revisão de literatura ampla sobre o tema abordado. A seção 

seguinte descreverá os objetivos e a metodologia utilizada no desenvolvimento do 

estudo. Posteriormente, serão apresentados artigos científicos que contêm os resultados 

obtidos no trabalho. Finalizando, uma conclusão breve, sumarizando os principais 

achados do estudo. 

 

 

2. Introdução e Justificativa 

 

 

A anemia falciforme (MIM#603903) (1), uma hemoglobinopatia hereditária 

pertencente ao grupo das doenças falciformes, é causada por uma única mutação de 

ponto no gene da globina beta (HBB- MIM#141900, locus 11p15.4) e produz uma 

diversidade de expressões fenotípicas nos pacientes acometidos (2). Dentre elas, as 

complicações cerebrais são extremamente graves (3). 

Eventos neurológicos em pacientes com doença falciforme foram relatados 

poucos anos depois da primeira descrição da doença. Em 1924, o caso de uma criança 

com doença falciforme, convulsões e hemiparesia aguda foi publicado (4). Vários 
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outros casos envolvendo o sistema nervoso de indivíduos com doença falciforme foram 

relatados posteriormente e não demorou muito até que a doença cerebrovascular fosse 

reconhecida como uma manifestação clínica importante da doença (5).  

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é complicação grave da doença 

falciforme, podendo causar sequelas cognitivas e físicas permanentes (6). Apesar da 

história natural do AVC associado à doença falciforme estar bem descrita (7, 8), a 

fisiopatologia do evento ainda não é totalmente entendida (6). Com exceção da 

velocidade aumentada do fluxo sanguíneo cerebral detectado pelo Doppler 

Transcraniano Cerebral (DTC) (9), poucos fatores de risco são conhecidos.  

Apesar de o DTC ser reconhecido como preditor sensível do risco de AVC, essa 

técnica de rastreamento é relativamente pouco específica e seu valor preditivo positivo é 

baixo. Cerca de 60% dos indivíduos de alto risco de AVC detectado pelo DTC não terão 

o evento e seriam submetidos, pela conduta atualmente vigente, ao regime de transfusão 

crônica e expostos, de forma desnecessária, aos efeitos adversos dessa terapêutica (10, 

11). Não há métodos para predição de qual criança com DTC de alto risco não terá 

AVC e, então, não seria beneficiada pelo regime de transfusões crônicas. Pesquisas para 

identificar quais crianças irão desenvolver o AVC após o teste de DTC anormal são 

necessárias (12). Em estudo realizado na Nigéria, nenhuma das 17 crianças que tiveram 

DTC de alto risco e permaneceram sem tratamento, por opção dos pais ou responsáveis, 

desenvolveram AVC após acompanhamento médio de 27,3 ± 11,1 meses (13). Somente 

cerca de 10% dos indivíduos com o DTC de alto risco sofrerão AVC um ano após a 

realização do exame (14). Além disso, estima-se que, para evitar a ocorrência de um 

episódio de AVC, seria necessário colocar sete crianças em regime de transfusão 

crônica (15). Falhas na recomendação do regime de transfusão crônica para prevenção 

primária do AVC baseado no exame do DTC aconteceram e permanecem acontecendo 

(16). 

Por outro lado, o AVC ainda ocorre em cerca de 19% das crianças com DTC 

normal (10, 14) e há uma variabilidade intra-individual relativamente grande (17). Além 

disso, o acesso ao DTC e à terapia transfusional crônica são limitados (18, 19), 

especialmente em países em desenvolvimento (19, 20). Existe resistência quando o risco 

vs benefício em relação à terapia transfusional por parte de hematologistas e, 

principalmente, dos pais ou responsáveis. Os motivos para rejeição do regime de 



24 
 

transfusões crônicas são diversos e incluem, principalmente, o alto custo do tratamento, 

indisponibilidade de sangue e a duração indeterminada do programa (13).  

A terapia transfusional traz riscos para os pacientes como reações transfusionais, 

infecções (21), aloimunização e sobrecarga de ferro. Dos efeitos adversos do regime de 

transfusão crônica, destaca-se a alta prevalência de aloimunização. Recentemente, um 

estudo realizado na Filadélfia mostrou que 57,7% dos pacientes com doença falciforme 

em regime de transfusão crônica tornam-se aloimunizados apesar da utilização de 

compatibilização estendida (22). O risco de sobrecarga e o valor exorbitante do 

tratamento da quelação do ferro também merecem destaque quando se avalia as 

desvantagens do regime de transfusão crônica (23). Há poucos dados sobre a sobrecarga 

de ferro em crianças com doença falciforme, assim como do efeito na mortalidade do 

uso em longo prazo do regime de transfusões crônicas (12).  

A identificação antecipada de crianças com alto risco de desenvolver AVC 

permitiria a realização de intervenções, tais como, regime de transfusão crônica, 

transplante de medula óssea e a terapia com hidroxiureia (HU), antes do 

desenvolvimento de possíveis sequelas motoras e neurocognitivas. Além disso, predição 

de risco mais apurada poderia evitar a indicação de terapias potencialmente tóxicas e 

arriscadas em pacientes com risco reduzido.  

Além das dificuldades citadas anteriormente, os programas de rastreamento pelo 

DTC apresentam, em todo o mundo, problemas de adesão ao procedimento (18, 20, 24-

26). Pesquisa realizada nos Estados Unidos da América (EUA) mostrou que apenas 

42% das crianças com anemia falciforme e Sβ
0
-talassemia (Sβ

0
-tal) entre 2 a 12 anos de 

idade foram rastreadas pelo DTC no ano anterior ao estudo (24). Estudo similar 

realizado no Reino Unido mostrou que menos da metade das crianças possuem acesso 

ao DTC (18). Em um estudo retrospectivo realizado em um grande centro pediátrico 

americano, a média da taxa anual de DTC foi de 45% (26). Mais recentemente, estudo 

realizado com crianças do Tennessee (EUA) mostrou que, apesar da adesão ao 

protocolo de rastreamento ter aumentado consideravelmente, cerca de um terço das 

crianças não havia realizado nenhum teste de DTC durante o período de estudo (1997 a 

2008) (25).  

A dificuldade na realização do exame está ligada, principalmente, ao não 

comparecimento aos exames agendados. Há pouca disponibilidade de técnicos treinados 
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na realização dos exames e os disponíveis seriam de baixa qualificação. Também 

existem poucos profissionais que sabem interpretar adequadamente os resultados (24). 

Além disso, muitos serviços não possuem o programa de rastreamento pelo DTC 

implementado.  

Por causa da heterogeneidade clínica da doença falciforme, há grande interesse 

em predizer quais pacientes seriam mais gravemente afetados. Entretanto, atualmente, 

os pediatras hematologistas permanecem incapazes de predizer quais crianças terão 

doença clinicamente mais grave durante a infância (27). Se os pacientes sob alto risco 

puderem ser identificados, intervenções preventivas poderiam ser realizadas para evitar 

a ocorrência e consequências das manifestações clínicas graves (28).  

Biomarcadores podem ter papel importante no acompanhamento de pacientes 

com doença falciforme, incluindo diagnóstico precoce de complicações, detecção de 

dano crônico a órgãos, monitoramento de resposta a tratamento e identificação de 

indivíduos sob risco de manifestações clínicas graves. Entretanto, atualmente não há 

marcadores validados em crianças que possam ser utilizados para prever manifestações 

graves da doença (29).    

Vários estudos de associação genética têm sido feitos para tentar associar 

polimorfismos de nucleotídeo único (Single Nucleotide Polymorphism – SNP) com 

complicações da doença falciforme. Entretanto, a maioria das associações genéticas é 

ainda preliminar e são necessários estudos de confirmação (2). Apesar de vários estudos 

previamente publicados terem associado SNPs com o risco de AVC em indivíduos com 

doença falciforme, poucos foram validados, principalmente porque a interpretação 

desses estudos fica prejudicada pela amostra relativamente pequena e/ou ausência de 

coortes de pacientes para a validação dos resultados (30).  

Como o AVC em indivíduos com doença falciforme é complicação multifatorial, 

a análise do efeito combinado de múltiplas variáveis pode resultar em maior sucesso na 

identificação de indivíduos com alto risco de AVC. Seria possível, dessa forma, reduzir 

a incidência, a morbidade e a mortalidade do evento, e consequentemente, melhorar a 

qualidade e aumentar a expectativa de vida das crianças acometidas pela doença.  

Além disso, poder-se-ia evitar o aumento considerável de custo para o Sistema 

Único de Saúde (SUS), gerado no tratamento e acompanhamento ambulatorial dos 
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indivíduos acometidos pelo AVC. O custo do programa de transfusão com quelação tem 

sido estimado em 40.000 dólares/ano com deferoxamina (31) e 45.000 euros/ano com 

deferasirox (32). Mais ainda, um episódio de AVC requer custos adicionais de 

reabilitação de 40.000 dólares/ano, além do programa transfusional com quelação por 

toda a vida (33).  

Dessa forma, o estudo de marcadores de prognóstico pode complementar o teste 

do DTC, fornecendo maior segurança com relação à indicação de terapias preventivas, 

bem como na avaliação da desnecessidade das mesmas.   

 

 

3. Revisão de Literatura 

 

 

3.1 Doença falciforme: definição, incidência e prevalência   

 

A doença falciforme constitui um conjunto de desordens genéticas autossômicas 

recessivas, caracterizadas pela presença de, pelo menos, um alelo mutante β
S
 do gene 

HBB que codifica a cadeia beta globina da hemoglobina (Hb) (2, 34). Os genótipos de 

doença falciforme mais comuns em Minas Gerais são Hb SS, Hb SC, Hb Sβ
+
-tal e Hb 

Sβ
0
-tal (35). Nesse grupo destaca-se a anemia falciforme, geneticamente determinada 

pela homozigose do alelo mutante β
S
 (Hb SS). Esse genótipo apresenta maior gravidade 

clínica e hematológica, e maior morbidade e mortalidade (34, 36).  

A distribuição global do alelo β
S
 é consequência de dois fatores: 1) pressão 

seletiva exercida em regiões que no passado, ou ainda atualmente, são endêmicas para 

malária; e 2) migração (Figura 1) (2). Em 2007, o Ministério da Saúde estimou a 

prevalência de 25.000 a 30.000 indivíduos com anemia falciforme no País e a incidência 

de 3.500 novos casos a cada ano (37). No Estado de Minas Gerais, estima-se a 

incidência de uma criança com doença falciforme a cada 1.400 nascidos vivos e uma 

com anemia falciforme (somente a forma Hb SS) a cada 2.500 nascidos vivos (35). 
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Portanto, a doença falciforme é problema de saúde pública de impacto significativo em 

Minas Gerais e no Brasil.  

 

 

Figura 1 – Distribuição global do alelo β
S
 e da malária  

(A) Este mapa mostra a distribuição do alelo β
S
. As figuras indicam as estimativas anuais do 

número total de indivíduos afetados pelos genótipos Hb SS, Hb SC ou Hb S/β-talassemia, 

por regiões da Organização Mundial de Saúde. 

(B) Este mapa mostra a distribuição global de malária (vermelho) antes de intervenções para 

controle da infecção.  

Fonte: modificado de (2) 

 

A figura 2 ilustra a incidência da anemia falciforme em nascidos vivos no estado 

de Minas Gerais, de acordo com as diretorias regionais de saúde (DRS). Até março de 

2012, 5.813 pacientes com doença falciforme estavam cadastrados na Fundação 

Hemominas para acompanhamento clínico, sendo que 3.319 possuíam o genótipo 

homozigoto Hb SS (38). 
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Figura 2 - Incidência da anemia falciforme (*) no estado de Minas Gerais em nascidos vivos, por 

Diretorias Regionais de Saúde. 

Fonte: (35) 

 

3.2 Fisiopatologia da Doença Falciforme 

 

A Hemoglobina S (Hb S) é gerada quando ocorre uma mutação de ponto no 

sexto códon do gene da globina beta (HBB:c.20A>T, p.E6V), levando a substituição de 

um aminoácido normal hidrofílico (ácido glutâmico) por um aminoácido hidrofóbico 

(valina) na superfície da cadeia beta da globina variante (β
S
 globina). Como o resíduo 

de valina interage com sítios complementares adjacentes das cadeias de globina, a 

proteína resultante é propensa à polimerização (36, 39).  

Em determinadas situações como hipóxia, desidratação e acidose, as moléculas 

de Hb S formam polímeros alongados que modificam o citoesqueleto das hemácias, 

dando origem à forma característica de foice (falcização). A polimerização da Hb S 

causa diversas modificações físico-químicas nas hemácias e é o evento primário, 

indispensável para a patogênese da doença falciforme (36, 40). A taxa e a extensão da 

polimerização das Hb S é proporcional à extensão e à duração da desoxigenação da Hb, 

à concentração de Hb S e hemoglobina fetal (Hb F) na hemácia (2).    
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Quando uma concentração crítica de polímero de Hb S acumula na hemácia, 

ocorre lesão celular e, consequentemente, as manifestações fenotípicas da doença 

falciforme, caracterizada por anemia hemolítica crônica grave e vaso-oclusão (41). A 

lesão celular inclui dano à membrana e aumento da sua rigidez, além de desidratação e 

aumento da expressão de moléculas de adesão (29).  

As hemácias falcizadas tornam-se mais aderentes e ligam-se umas às outras, a 

hemácias não-falcizadas, a células nucleadas, plaquetas e ao endotélio vascular 

causando a vaso-oclusão (Figura 3). A aderência de células falcizadas ao endotélio pode 

dimuinuir o fluxo sanguineo, o suficiente para que o processo sucessivo de 

polimerização de Hb S, falcização e vaso-oclusão ocorra antes que a passagem de 

sangue através da microvasculatura se complete (36, 40). A obstrução microvascular 

causa isquemia tecidual, resultando em uma cascata de eventos patológicos, incluindo 

hemólise, disfunção endotelial, inflamação, hipercoagulabilidade, extresse oxidativo, 

reperfusão, hipóxia, infarto e lesão por esquemia-reperfusão em vários órgãos e tecidos 

(2, 39).    

    

 

Figura 3 – Fisiopatologia da vaso-oclusão. (A) Substituição de uma única base. (B) 

Polimerização das Hb S. (C) Mudança no formato da hemácia. (D) Corte transversal de 

bifurcação microvascular. R= reticulócito. N = leucócito. EC = endotélio. N::O = 

biodisponibilidade de óxido nítrico. A obstrução de do lúmen inicia-se pela ligação de 

reticulócitos pró-adesivos ao endotélio com ligações secundárias de hemácias falciformes 



30 
 

irreversíveis. Os leucócitos participam da formação de agregados heterocelulares e a 

biodisponibilidade de óxido nítrico, crucial para vasodilatação, é prejudicada.    

Fonte: modificado de (36) 

 

A hemácia falciforme, com conteúdo e membrana anormais, interage com 

endotélio vascular. Essa interação danifica e estimula tanto o endotélio, como as células 

circundantes. A rigidez, a adesividade e o estresse oxidativo das hemácias falciformes 

são estimulantes e provocam resposta inflamatória. Os tecidos não são apenas 

subperfundidos, mas também expostos a citocinas inflamatórias, fatores de crescimento 

e a ações das células ativadas que produzem e respondem a essas moléculas (42). 

A falcização também leva à anemia hemolítica crônica. A hemólise crônica das 

hemácias causa um quadro de anemia persistente por que a sobrevida encurtada das 

hemácias não é contrabalançada de forma plena pela eritropoiese aumentada. A 

polimerização expõe antígenos de membrana, o que aumenta a destruição das hemácias 

circulantes. A sobrevida média das hemácias passa a ser de 17 dias, em contraste com 

os 120 habituais (43).  

Além disso, o grau de hemólise afeta a biodisponibilidade de óxido nítrico (NO), 

um regulador do tônus vascular. A hemoglobina livre consome o NO e afeta a sua 

função vascular homeostática. As hemácias lisadas também liberam arginase, que 

destrói a L-arginina, substrato para produção de NO. A hemoglobina, o grupo heme e o 

ferro livres catalisam a produção de radicais livres de oxigênio, potenciais consumidores 

de NO e ativadores do endotélio (44) A diminuição da biodisponibilidade de NO e a 

formação de radicais livres levam à disfunção endotelial e contribuem para um estado 

de hipercoagulabilidade.  

Portanto, os fenômenos vaso-oclusivos e a hemólise crônica, acompanhados dos 

processos inflamatórios deles decorrentes, são os principais determinantes das 

manifestações clínicas da doença falciforme (2). 

 

3.3 Manifestações Clínicas da Doença Falciforme 
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Apesar de ser moléstia fundamentalmente do sangue, a doença falciforme afeta o 

corpo inteiro (Quadro 1) e as manifestações clínicas começam muito cedo na infância 

(39). Os sintomas da doença falciforme têm início quando a síntese de cadeias da gama 

globina é substituída pela síntese de cadeias beta, aumentando progressivamente a 

concentração relativa de Hb S. Níveis patológicos de Hb S podem ser alcançados após a 

oitava semana de vida em alguns indivíduos. Complicações potencialmente fatais 

podem acontecer a partir dessa idade (34).  

 

Quadro 1 – Patologia da doença falciforme 

Características patológicas da doença falciforme  

Cardíaco 

Aumento do débito cardíaco 

Cardiomegalia 

Cardiomiopatia 

Hipertrofia ventricular esquerda 

Infarto agudo do miocárdio 

Arritmia 

Insuficiência cardíaca congestiva 

Pulmonar 

Infecção 

Embolia gordurosa ou de medula óssea 

Edema pulmonar 

Doença falciforme pulmonar 

Hipertensão pulmonar 

Hepatobiliar 

Hepatomegalia 

Sequestro hepático 

Coletasse intra-hepática 

Colelitíase 

Sobrecarga de ferro 

Hepatites virais 

Esplênico 

Sequestro esplênico 

Esplenomegalia, hipoesplenia, asplenia 

Infarto esplênico 

Renal 

Falência renal aguda e crônica 

Pielonefrite 

Carcinoma renal medular 

Musculoesquelético 

Infarto 
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Necrose 

Mudanças degenerativas 

Osteomielite 

Artrite séptica 

Osteonecrose 

Osteopenia/Osteoporose 

Neurológico 

Aneurisma 

AVC isquêmico 

Ataque isquêmico transitório 

AVC hemorrágico 

Infarto silencioso 

Déficit cognitivo 

Oftalmológico 

Isquemia da retina periférica 

Retinopatia proliferativa 

Hemorragia vítrea 

Descolamento da retina 

Alterações não proliferativas da retina 

Endocrinológico 

Hipogonadismo primário 

Hipopituitarismo 

Insuficiência hipotalâmica 

Todos os sistemas e órgãos 

Atraso no crescimento e desenvolvimento 

  Fonte: modificado de (43) 

 

O período de proteção propiciado pelo nível relativamente alto de Hb F permite, 

após o diagnóstico pela triagem neonatal, realização de intervenções precoces, como o 

uso de penicilina profilática e imunizações (39). Essas medidas têm diminuído 

significativamente a mortalidade em crianças com anemia falciforme (45).  

As manifestações clínicas mais comuns em crianças são as crises álgicas, a 

síndrome torácica aguda (STA), a anemia aguda (sequestro esplênico agudo e anemia 

aplástica aguda), infecções e o AVC (27). O sequestro esplênico e a dactalite podem 

ocorrer no primeiro ano de vida, mas a maioria das outras complicações tende a ocorrer 

após um ano de vida (39). 

A doença falciforme cursa de forma crônica, pontuada por eventos agudos que 

diminuem a expectativa de vida dos pacientes acometidos (40). Após período de anos 

ou décadas, a isquemia e a hemólise crônica promovem lesões progressivas em órgãos 
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como o pulmão, o coração, o cérebro, o rim, os ossos, dentre outros. A lesão pode não 

se manifestar até a vida adulta, tendo curso clínico aparentemente benigno durante a 

infância. A lesão a órgãos pode ser aguda ou crônica, sintomática ou silenciosa, 

episódica ou progressiva (28). Hipertensão pulmonar, osteonecrose, insuficiência renal 

crônica e disfunções cognitivas são exemplos de complicações crônicas graves da 

doença falciforme.  

 

3.4 Características Laboratoriais da Doença Falciforme 

 

A maioria dos pacientes com doença falciforme apresenta anemia persistente. 

Entretanto, a anemia nem sempre é sintomática, pois o organismo compensa a 

destruição precoce das hemácias, acelerando a eritropoiese na medula óssea. Assim 

sendo, percussores imaturos de hemácias são liberados da medula óssea 

prematuramente. Outra consequência das altas taxas de hemólise e eritropoiese é a 

acumulação de bilirrubina indireta ou não conjugada.  

O quadro 2 lista os achados laboratoriais mais comuns em pacientes com doença 

falciforme (46).  A concentração total de Hb F varia significativamente entre os 

pacientes com doença falciforme, assim como a sua distribuição nas hemácias (47). 

 

Quadro 2 – Características laboratoriais da doença falciforme   

Achados laboratoriais mais comuns 

Característica laboratorial Etiologia 

Hemoglobina e hematócrito diminuídos  Hemólise 

VCM elevado Aumento da contagem de reticulócitos 

Contagem global de leucócitos elevado Inflamação e aumento da eritropoiese 

Contagem de plaquetas elevada Aumento da eritropoiese 

Desidrogenase lática elevada Hemólise 

Hepatoglobina elevada Hemólise 

Fosfatase alcalina sérica elevada nas crises Aumento da eritropoiese 

Fragilidade osmótica diminuída  Desidratação celular 

Fragilidade térmica e mecânica aumentada Alterações da membrana eritrocitária 

Hematúria frequente Necrose das papilas renais 

Ácido úrico sérico pode estar elevado Aumento do metabolismo do DNA 

Urobilinogênio urinário elevado Aumento de bilirrubina 
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Urobilinogênio fecal elevado Aumento da bilirrubina 

Fonte: modificado de (46, 48) 

 

3.5 Gravidade clínica    

 

Além do amplo espectro de manifestações clínicas, o curso clínico da doença 

apresenta variação substancial entre os indivíduos afetados (2). Dessa forma, fatores 

ambientais e genéticos têm sido usados para explicar essa diversidade fenotípica (49).   

Fatores ambientais como o local onde vive o paciente, prevalência de doenças 

infectocontagiosas, condições socioeconômicas e acesso e qualidade da assistência 

médica podem influenciar no fenótipo da doença (50). Entretanto, os fatores ambientais 

são pouco caracterizados, mas podem ser responsáveis por grande parte da variabilidade 

fenotípica da doença falciforme. A maior gravidade da doença falciforme em pacientes 

africanos é um forte indicativo a favor dessa hipótese (2).   

Apesar de originar-se a partir da substituição de um único nucleotídeo, o 

fenótipo da doença falciforme é o produto de muitos genes (49). Os dois maiores 

modificadores genéticos estabelecidos na literatura são os determinantes da 

concentração e distribuição de Hb F e a coexistência de talassemia alfa (α-Tal) (2, 47). 

Ambos os fatores diminuem a polimerização, evento molecular fundamental na 

fisiopatologia da doença.  

As manifestações clínicas dos pacientes acometidos pela doença falciforme são 

influenciadas por três tipos de genes: 1) o gene HBB, que abriga a mutação primária, ou 

seja, o alelo β
S
; 2) genes pleiotrópicos, que estão envolvidos na fisiopatologia 

secundária, sendo indispensável à presença da primeira mutação, cada um com o 

potencial de modificar a extensão e a característica das manifestações clínicas do 

paciente (ex: hemólise, hiperplasia eritróide na medula óssea, necrose óssea e outros); e 

3) genes epistáticos, que modulam significativamente a fisiopatologia da doença em um 

paciente em particular. Esses eventos secundários contribuem de forma significativa 

para o fenótipo e explicam parcialmente as diferenças interindividuais marcantes na 

gravidade da doença (51).  
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3.6 A Doença Cerebrovascular na Doença Falciforme 

 

3.6.1 Definições 

 

A doença cerebrovascular na doença falciforme é um termo amplo que inclui 

eventos que afetam o cérebro de várias maneiras, tanto estruturalmente como 

funcionalmente (39). Não existe padronização para o termo doença cerebrovascular na 

literatura e definições diferentes têm sido utilizadas (32, 52-57). As definições dos 

principais eventos usualmente considerados na literatura como doença cerebrovascular 

são listadas abaixo: 

AVC isquêmico: evento neurológico agudo com duração de mais de 24 horas, 

secundário à oclusão de uma artéria, resultando em isquemia e déficit neurológico (52).  

Ataque isquêmico transitório: sinais neurológicos com distribuição vascular, no 

qual os sintomas se resolvem dentro de 24 horas (ou 48 horas, se o sistema basilar 

estiver envolvido) (52).  

Infarto silencioso: evidência de infarto cerebral na ressonância magnética de 

imagem (MRI) em paciente sem história compatível de evento cerebrovascular (58).  

Doppler transcraniano de alto risco: velocidade média máxima (VMM) maior ou 

igual a 200 cm/s na artéria cerebral média (ACM) ou na artéria carótida interna (ACI), 

detectada pelo DTC (9).   

Angioressonância Magnética (MRA) alterada: estenose ou oclusão aparente de 

qualquer vaso ou tortuosidade arterial (59).  

AVC hemorrágico: evento neurológico agudo com duração de mais de 24 horas, 

secundário a hemorragia de uma artéria, resultando em isquemia e déficit neurológico 

(52). 

 

3.6.2 Incidência e prevalência   
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A doença cerebrovascular é uma das complicações mais graves da doença 

falciforme e afeta quase metade das crianças até os 14 anos (32). A prevalência global 

de doença cerebrovascular estimada pelo “Cooperative Study of Sickle Cell Disease” 

para todos os pacientes foi de 3,75% (52). Entretanto, a frequência do evento depende 

do genótipo da doença, da idade e da população estudada. A maior incidência ocorre em 

homozigotos Hb SS (0,61 por 100 pacientes-ano), seguido dos indivíduos Hb SC (0,15 

por 100 pacientes-ano), Hb Sβ
+
-tal (0,09 por 100 pacientes-ano) e Hb Sβ

0
-tal (0,08 por 

100 pacientes-ano) (Figura 4) (52). 

 

 

Figura 4 – Idade quando do primeiro evento de doença cerebrovascular por genótipo da doença 

falciforme; (–) SS; (...) SC; (---) Sβ
+
-tal; (- -) Sβ

0
-tal.  

Fonte: modificado de (52) 

 

Crianças com anemia falciforme possuem o risco 300 vezes maior de 

apresentarem AVC quando comparadas com crianças sem a doença, fazendo da anemia 

falciforme a causa mais comum de ocorrência de AVC na infância (52, 60). Sem 

medidas preventivas, 11% de pacientes apresentarão AVC sintomático até 20 anos de 

idade e 24% até 45 anos (52). O pico de incidência do primeiro AVC isquêmico ocorre 

na primeira fase da infância, entre dois e cinco anos de idade (1,02 por 100 pacientes-

ano), havendo diminuição da incidência em pacientes de seis a nove anos (0,79 por 100 
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pacientes/ano). A menor incidência ocorre entre os 20 a 29 anos, período de maior 

incidência de AVC hemorrágico. Um novo pico de incidência de AVC isquêmico 

ocorre após os 29 anos (Figura 5).  

 

 

Figura 5 – Risco de AVC isquêmico e hemorrágico em pacientes Hb SS por idade. Linha 

contínua: AVC isquêmico; Linha tracejada: AVC hemorrágico.  

Fonte: modificado de (52) 

 

Dados do Dallas Pediatric Sickle Cell Program mostraram que a taxa global de 

AVC entre os indivíduos Hb SS e Hb Sβ
0
-tal (n=448) foi de 0,85 por 100 paciente-ano 

em indivíduos acompanhados até 18 anos de idade. O mesmo estudo mostrou que as 

probabilidades estimadas de sobrevida livre do primeiro AVC com 2, 6 e 10 anos são de 

99,5 (IC95% 98,8-100), 94,3 (IC95% 91,8-96,8) e 91,6 (IC95% 88,4-94,5) em crianças 

Hb SS e Hb Sβ
0
-tal (61). 

Pacientes que tiveram AVC isquêmico possuem risco muito elevado de 

recorrência, principalmente nos primeiros anos após o primeiro evento. Quando a 

terapia profilática não é realizada após o primeiro AVC isquêmico, o risco de 

recorrência observado em estudos de coorte variou entre 46% e 67% (8, 62). A 
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mortalidade por AVC hemorrágico nos primeiros dias após o evento é 

aproximadamente de 25%. Entretanto, no AVC isquêmico, o óbito é raro (52, 63). 

A prevalência de DTC alterado também varia conforme a população estudada. 

No estudo multicêntrico STOP (Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Disease), 

realizado nos EUA e Canadá, cerca de 9% dos participantes apresentaram exame de alto 

risco (≥ 200 cm/s), 15% de risco condicional (170 cm/s a 199 cm/s) e 70% baixo risco 

(<170 cm/s) (64). Em outro estudo realizado no EUA, das 249 crianças estudas 78,3% 

apresentaram DTC de baixo risco, 11,7% condicional e 10% alto risco (65). Na França, 

14,8% das 237 crianças Hb SS apresentaram DTC de alto risco (66). Em outro estudo 

realizado na França, incluindo 373 crianças, 16,6% apresentaram DTC de alto risco 

(67). No Reino Unido, 6,5% das 155 crianças estudadas apresentaram DTC de alto risco 

e 8,4% DTC condicional (68). Em africanos, dos 601 indivíduos estudados 6,99% 

apresentaram DTC de alto risco, 4,16% risco condicional e 88,85%, baixo risco (69). 

Na Nigéria, das 237 crianças submetidas ao DTC, 69,2% apresentaram DTC de baixo 

risco, 21,9% risco condicional e 8,4%, risco alto (20). 

No Hemocentro de Belo Horizonte (HBH) da Fundação Hemominas, foi 

analisada uma coorte de 262 crianças triadas pelo PTN-MG, com perfil hemoglobínico 

FS, nascidas entre março de 1998 e dezembro de 2005 e acompanhadas até maio de 

2009. As crianças foram classificadas de acordo com o protocolo do estudo STOP (9), 

sendo de baixo risco 189 crianças (74,7%); 19 risco intermediário baixo (7,6%); 7 risco 

intermediário alto (2,8%) e 8 risco alto (3,2%); 29 (11,6%) dos exames foram 

inadequados. Treze crianças (5%) haviam sofrido AVC isquêmico antes da realização 

do DTC. A prevalência global de AVC isquêmico foi de 5% e a incidência de 0,77 por 

100 criança-ano. A probabilidade acumulada de ter AVC até 10 anos de idade foi de 

8,3%; a de AVC ou DTC risco alto 15,6% (70).  

Em estudo multicêntrico realizado no Brasil, o DTC foi de baixo risco em 681 

(88,1%) das crianças, condicional em 54 (7%) e anormal em 31 (4%) crianças. Sete 

(0,9%) crianças tiveram o DTC inadequado (71). 

A prevalência de MRA alterada foi de 10,3% em uma série de 516 pacientes 

com anemia falciforme americanos (57).  Na França, em uma coorte de 132 pacientes 

submetidos ao exame, a probabilidade cumulativa de apresentar MRA anormal até 14 

anos de idade foi de 22,6% (32). 
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A prevalência de infartos silenciosos em crianças com anemia falciforme varia 

consideravelmente na literatura. Prevalências de 17% (72), 18,3% (73), 21,8% (74), 

27% (58), 35,3% (75), 37% (32), 41,5% (57) já foram relatadas na literatura. O notável 

aumento de prevalência observado ao longo dos anos se deve a modificações na 

definição do evento, bem com a melhoria nas técnicas de MRI (76).  

 

3.6.3 Fisiopatologia do AVC Isquêmico  

 

Nenhum mecanismo único explica todos os eventos de AVC em indivíduos com 

doença falciforme (63). Os dois principais mecanismos responsáveis pelo AVC em 

indivíduos acometidos pela doença são: 1) arteriopatia oclusiva em que existe 

proliferação das células musculares lisas e aumento de fibroblastos na camada íntima da 

parede das artérias e, como consequência, estreitamento segmentar progressivo da 

porção distal da artéria carótida interna e ramos proximais das principais artérias 

intracranianas (polígono de Willis); 2) agregação das células falciformes e, 

consequentemente, oclusão do lúmen de pequenos vasos (77).  

A principal hipótese de causa de AVC isquêmico em pacientes com doença 

falciforme seria a viscosidade aumentada das hemácias falciforme causando estase e, 

consequentemente, isquemia (76). Entretanto, essa hipótese explica parcialmente a 

fisiopatologia do evento. Mecanismos múltiplos estão envolvidos, de acordo com 

hierarquia e cronologia que não estão bem estabelecidas (78). 

Assim sendo, é necessário esclarecer como a fisiopatologia da doença falciforme 

cria a vasculopatia de grandes artérias que leva ao AVC isquêmico. Entretanto, o 

esquema proposto por Platt (2005) é uma boa aproximação do que se acredita acontecer 

nas grandes artérias do cérebro antes do evento (Figura 6) (79). O diagrama mostra os 

fatores que poderiam iniciar e promover a vasculopatia envolvendo grandes artérias 

cerebrais na doença falciforme. As setas sólidas representam a progressão e as setas 

tracejadas representam o efeito presumido da transfusão, que poderia impedir ou 

reverter o processo, se for iniciada antes da produção de estenoses graves. Em certo 

ponto do processo, a estenose torna-se detectável por meio da ultrassonografia com 

DTC ou exame de MRA. A causa da obstrução final é desconhecida (3).   
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Figura 6 – Lesão e cura de artéria cerebral na doença falciforme. Danos a artérias cerebrais 

resultam na ligação de reticulócitos e hemácias maduras nas células endoteliais através de 

ligantes específicos. Essas células são expostas a agentes oxidantes, fazendo com que elas sejam 

ativadas (Painel A). Células endoteliais ativadas tornam-se cada vez mais aderentes a hemácias, 

leucócitos e plaquetas. Algumas células endoteliais são desalojadas da matriz subjacente (Painel 

B). Quanto mais células aderem e são ativadas, uma "nuvem" de mediadores inflamatórios, 

quimioatrativos, moléculas de adesão, fatores de crescimento, pró-coagulantes e hemoglobina 

livre são produzidos. Células do músculo liso migram e proliferam, causando uma lesão 

hiperplásica que invade a lúmen da artéria (Painel C). A lesão, embora assintomática, torna-se 

detectável à ultrassonografia, utilizando doppler transcraniano (Painel D). Um regime de 

transfusão crônica, mantendo o nível de Hb S no abaixo de uma determinada concentração (30 a 

40%), impede a falcização aguda e o acidente vascular cerebral (Painel E) e promove a reversão 

do dano. Quando o regime de transfusão é interrompido, a lesão (e o risco de acidente vascular 

cerebral) retorna. 

Fonte: modificado de (79). 
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Hemácias falciformes aderem em grau mais acentuado ao endotélio vascular por 

meio de várias pontes hemácia-endotélio, algumas necessitando de uma proteína 

intermediadora (como trombospondina) e outras diretamente (como VCAM, P-

selectina) (63, 78). Acredita-se que o fator inicial na patogênese do AVC na doença 

falciforme seja a adesão de hemácias falcizadas ao endotélio vascular, com consequente 

ativação e dano endotelial (79).  

Alta expressão de moléculas de adesão endotelial e de moléculas de adesão de 

hemácias relacionadas à patogênese da vaso-oclusão tem sido observada em pacientes 

com doença falciforme, incluindo integrinas, selectinas endoteliais, moléculas de adesão 

solúveis e membros da família das imunoglobulinas (76). A adesão de hemácias 

falciformes na microvasculatura causa o aprisionamento de células mais densas e menos 

deformáveis, diminuindo o fluxo sanguíneo e aumentando o tempo de trânsito nos 

capilares. Isso favorece e retroalimenta a polimerização das Hb S e causa a vaso-oclusão 

(63, 78).  

Moléculas de adesão, quimioatrativos e citocinas atraem leucócitos para o local, 

podendo causar obstrução microvascular e isquemia (76). O estado ativado de 

leucócitos causado pelo estado inflamatório crônico típico da doença falciforme faz com 

que número significativo de leucócitos exiba níveis elevados de moléculas que podem 

se ligar ao endotélio. A adesão anormal de hemácias e leucócitos ocorre principalmente 

em vênulas pós-capilares onde as tensões de cisalhamento são suficientemente baixas 

para permitir a adesão de células do sangue à parede vascular. A adesão celular ao 

endotélio também pode ocorrer em grandes artérias. Entretanto, não se sabe se a adesão 

anormal de hemácias e leucócitos ocorre em grandes artérias cerebrais de pacientes com 

doença falciforme, culminando na ocorrência de AVC (6). Alternativamente, a adesão 

anormal aconteceria em vênulas de grandes artérias e o processo fisiopatológico 

aconteceria da parte externa para dentro do vaso. 

Em resposta à anemia crônica e hipóxia, o fluxo de sangue no cérebro é 

significativamente aumentado na doença falciforme (80). Qualquer decréscimo no fluxo 

sanguíneo cerebral por razões fisiológicas ou patológicas acarreta um risco de 

desequilíbrio entre oferta e demanda de oxigênio no cérebro, e o risco de doença 

cerebrovascular ocorre (6). O aumento da hipóxia e a incapacidade da vasculatura 

cerebral em se dilatar levam à isquemia (80).  
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Além disso, a hipóxia e isquemia podem aumentar a expressão de vários 

receptores de moléculas de adesão (VCAM1, ICAM1, E-selectina) no endotélio 

microvascular do cérebro humano. A transcrição aumentada de vários genes envolvidos 

na angiogênese, inflamação, regulação do tônus vascular, proliferação celular, apoptose 

e coagulação em situações de hipóxia poderiam contribuir para o desenvolvimento da 

vasculopatia cerebral (6).  

Após a exposição temporária à hipóxia seguida pela reoxigenação para induzir 

falcização reversível, camundongos transgênicos exibem uma resposta inflamatória 

excessiva, caracterizada por aumento da adesão e extravasamento de leucócitos na 

microvasculatura e evidência de produção de oxidantes no endotélio vascular (63).  Esse 

estado pró-inflamatório leva a hiperplasia da camada íntima, fibrose e, por fim, oclusão 

do lúmen (79). A proliferação da camada íntima induz estenose progressiva das porções 

intracraniana da artéria afetada (Figura 7) (78).  Dessa forma, é indiscutível a 

importância do papel da inflamação, hipóxia e do processo anormal de adesão vascular 

na fisiopatologia do AVC isquêmico.  

 

 

Figura 7 – Vasculopatia e AVC na doença falciforme. A hemácia falciforme é determinante no 

desenvolvimento da doença cerebrovascular, como resultado da adesão anormal ao endotélio vascular (1) 

e hemólise (2). Esses fatores resultam em um estado pró-inflamatório, manifesto em parte pela adesão de 

leucócitos (3) e agregação plaquetária. Secreção aumentada de endotelina (ET-1) e sequestro do óxido 

nítrico (NO) pela hemoglobina livre resulta em tônus vasomotor aumentado (4). Ocorre o estreitamento 

do lúmen como consequência da proliferação das células da musculatura lisa e fibroblastos dentro da 

camada íntima da artéria (5). O resultado final é a vasculopatia (7) e a oclusão (8).  
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Fonte: modificado de (63).   

 

O papel da hemólise é evidente na fisiopatologia da doença cerebrovascular. A 

hemoglobina livre resultante da hemólise crônica e aguda, características típicas da 

doença falciforme, interfere no metabolismo do NO. A liberação de Hb livre no plasma 

causa consumo do NO local. A liberação de arginase oriunda da hemólise consome a L-

arginina, substrato para produção de NO. A hemoglobina livre, o heme e o ferro heme 

catalisam a produção de radicais livres de oxigênio, potenciais consumidores de NO e 

ativadores do endotélio.  A diminuição da biodisponibilidade de NO e a formação de 

radicais livres levam à disfunção endotelial, aumentam a inflamação e contribuem para 

um estado de hipercoagulabilidade da doença falciforme. Além disso, a diminuição da 

biodisponibilidade de NO limita o relaxamento da musculatura lisa dos vasos 

sanguíneos, causando aumento da resistência vascular (6, 44).  

A diminuição da biodisponibilidade de NO reduz a vasodilatação e prejudica a 

inibição da ativação e agregação plaquetária relacionada ao NO, e também inibe a 

repressão da transcrição de moléculas de adesão celular (44).  Apesar de não estar claro 

o papel da modificação da via da regulação do tônus vascular na fisiopatologia do AVC, 

há evidências que dão suporte a seu envolvimento, tais como a redução do nível de 

hemoglobina livre no plasma e a redução da hemólise causadas pela terapia 

transfusional crônica (76). O efeito protetor da coexistência de α-Tal também seria uma 

evidência nesse mesmo sentido (78).  

Anormalidades no sistema da coagulação têm sido relatadas em pacientes com 

doença falciforme, gerando um estado de hipercoagulabilidade. Marcadores de 

coagulação e fibrinólise estão aumentados no estado basal de pacientes com doença 

falciforme e mais ainda durante crises de vaso-oclusão (63). Entretanto, a relação desses 

marcadores com AVC não está totalmente elucidada (76, 78). A concentração baixa de 

proteína C e S foram associadas ao histórico de AVC (81), bem como concentração alta 

de Dímero D (82). 

 

3.6.4 Prevenção do Risco 
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O Doppler transcraniano cerebral (DTC), que mede as velocidades de fluxo 

sanguíneo nos vasos cerebrais, é importante ferramenta na detecção precoce de 

indivíduos com doença falciforme em risco de sofrer AVC isquêmico. Comparado com 

o teste padrão ouro, angiografia cerebral, ele apresenta sensibilidade de 90% e 

especificidade de 100% na detecção de estenose. O DTC subsidia a inclusão dos 

indivíduos de alto risco em regime de transfusão crônica para evitar a ocorrência do 

primeiro episódio de AVC (3).  

O estudo STOP, um ensaio clínico controlado e randomizado realizado em 

crianças com anemia falciforme e risco elevado de desenvolvimento de AVC detectado 

pelo DTC (velocidade média máxima na artéria carótida interna ou cerebral média ≥ 

200 cm por segundo), mostrou uma diferença de 92% no risco do primeiro AVC 

comparando-se o grupo tratado em regime de transfusão regular crônica com o grupo 

submetido ao tratamento padrão (observacional). Crianças com a velocidade do fluxo 

sanguíneo cerebral na arterial cerebral média ou na artéria carótida interna igual ou 

superior a 200 cm/s possuem risco de 10% ao ano de desenvolverem AVC, que pode ser 

reduzido para menos de 1% com o regime de transfusão crônica (9). O estudo STOP foi 

interrompido devido a essa evidência. Baseando-se nos resultados do estudo, o National 

Institute of Health (NIH) recomendou o rastreamento de crianças com anemia 

falciforme pelo DTC para avaliação do risco de desenvolvimento de AVC isquêmico e 

o regime de transfusões crônicas como medida preventiva para as crianças sob alto 

risco.   

Consequentemente, houve redução de 45% da incidência de hospitalizações por 

causa de AVC nos EUA, assim como redução de 45% do tempo de internação e de 24% 

das taxas hospitalares atribuídas ao AVC, quando foram comparadas as era pré e pós 

publicação do estudo STOP (83).     

Com a introdução do rastreamento pelo DTC, diversos trabalhos realizados em 

regiões diferentes do mundo têm sido publicados relatando a adesão ao protocolo, bem 

como a diminuição da incidência de AVC isquêmico em crianças com anemia 

falciforme (32, 84-87). Dados recentes do Centre Hospitalier Intercommunal, França, 

mostraram que o DTC aliado à intensificação terapêutica (regime de transfusão regular, 

transplante de medula óssea ou terapia com HU) reduziu o risco de AVC até os 18 anos 

de 11% para 1,9% (32). 
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O estudo STOP 2 avaliou a possibilidade de interrupção do regime de transfusão 

crônica após normalização da velocidade do fluxo sanguíneo cerebral em crianças com 

anemia falciforme e risco elevado de desenvolvimento de AVC detectado pelo DTC. O 

estudo também teve que ser interrompido após evidências de que a interrupção do 

regime de transfusões poderia causar a reversão da velocidade de fluxo sanguíneo 

cerebral para níveis de risco elevado ou AVC isquêmico (88). 

Recentemente, o NIH interrompeu o ensaio clínico TWiTCH (Transcranial 

Doppler with Transfusions Changing to Hydroxyurea) antes do previsto pois os 

desfechos estabelecidos foram alcançados. O objetivo desse estudo foi avaliar se o 

tratamento com hidroxiureia (HU) diminui a VMM de fluxo sanguíneo em crianças com 

doença falciforme em um grau similar ao regime de transfusões crônicas. Crianças com 

doença falciforme em regime de transfusões crônicas para prevenção de AVC (tempo 

médio de 4,6 anos) foram randomizadas para continuar recebendo o regime de 

transfusões ou interromper as transfusões e iniciar o tratamento com HU. Apesar dos 

resultados ainda não terem sido publicados, sabe-se que a HU não foi inferior ao regime 

de transfusões crônicas na redução das velocidades de fluxo sanguíneo cerebral em 

crianças com doença falciforme sob alto risco de desenvolvimento de AVC (89).     

 

3.6.5 Tratamento do AVC isquêmico  

 

Na fase aguda do AVC isquêmico é necessária transfusão sanguínea de troca 

imediata para reduzir a Hb S para níveis inferiores a 30%, seguida de programa 

transfusional continuado para manter a concentração abaixo desse nível. Essa terapia 

reduziu a taxa de reincidência de 50% para cerca de 10%, em um estudo com três anos 

de acompanhamento (90). Em estudo de coorte onde participaram pacientes de 14 

centros de referência no EUA, a frequência de recorrência em pacientes que receberam 

transfusão por no mínimo cinco anos foi de 22% (2,2 por 100 pacientes/ano) (91). Em 

outro estudo realizado nos Estados Unidos, nenhum dos 15 pacientes submetidos a essa 

terapia tiveram recorrência do evento durante 1.023 pacientes/meses de terapia (92). A 

diminuição dos níveis plasmáticos da hemoglobina livre reduziria os efeitos tóxicos dos 

produtos da degradação da hemoglobina na disfunção endotelial, com aumento da 



46 
 

biodisponibilidade do óxido nítrico. Isso ajudaria a explicar o papel das transfusões na 

prevenção do AVC (93).    

A terapia transfusional, infelizmente, traz riscos para os pacientes. Como a 

retirada do tratamento transfusional pode acarretar a recorrência de AVC, a terapia com 

HU tem sido aventada como alternativa, sendo o uso iniciado antes do fim do período 

de transfusões (19, 94). Entretanto, a terapia com HU possui eficácia reduzida na 

prevenção da recorrência de AVC, quando comparada com o programa transfusional 

continuado (95, 96).   

 

3.6.6 Fatores de risco genéticos, laboratoriais e clínicos para o desenvolvimento 

de AVC isquêmico 

 

Vários estudos têm sido realizados para tentar estabelecer fatores de risco ou, 

inversamente, protetores ao desenvolvimento de AVC em indivíduos com doença 

falciforme. Entretanto, a associação da vasculopatia subjacente ao AVC com esses 

fatores não está bem estabelecida.  

A patogênese do AVC na doença falciforme provavelmente envolve uma 

combinação entre a mutação no gene beta da globina (HBB:c.20A>T), genes 

modificadores e fatores ambientais. A predisposição genética ao AVC na doença 

falciforme tem sido sugerida pelo fato de a ocorrência de AVC entre irmãos e gêmeos 

estar aumentada (65, 97).  

O risco de AVC em indivíduos com doença falciforme pode envolver muitos 

genes, dentro e fora do locus do HBB. Genes relacionados ao processo de inflamação, 

resposta imune, coagulação, adesão celular, metabolismo de lipídios, regulação da 

pressão sanguínea, hipóxia, entre outros, são candidatos a estarem envolvidos com o 

desenvolvimento de AVC. Esses genes têm sido associados com maior suscetibilidade 

ou proteção à ocorrência do evento (98). Há evidências de que o processo de inflamação 

seria o mais implicado no desenvolvimento de AVC nas artérias do polígono de Willis 

(99). Entretanto, apesar de muitos outros marcadores genéticos terem sido propostos, 

existe controvérsia entre os resultados dos estudos e há necessidade de confirmação e 
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validação. O efeito protetor de α-Tal contra o desenvolvimento de doença 

cerebrovascular está bem estabelecido na literatura (32, 52-54, 56, 67, 69, 100-102).  

Com relação aos parâmetros laboratoriais, destaca-se na literatura a relação dos 

marcadores de hemólise com a ocorrência de doença cerebrovascular, tais como, nível 

da hemoglobina total, reticulócitos e lactato desidrogenase (LDH) (10, 18, 32, 52, 53, 

56, 67-70, 103, 104).    

Sobre as características clínicas associadas ao desenvolvimento de doença 

cerebrovascular, fatores que acarretam em desequilíbrio entre oferta e demanda de 

oxigênio no cérebro são críticos. Como exemplo, pode-se citar a aplasia medular 

associada à infecção pelo eritrovírus B19 (105), hipoxemia noturna (106) e ocorrência 

de síndrome torácica aguda (52).    

O quadro 3 sintetiza características e resultados de estudos que avaliaram a 

influência de fatores genéticos, laboratoriais e/ou clínicos na ocorrência de doença 

cerebrovascular em indivíduos com doença falciforme. Estudos abordando fatores de 

risco para infartos silenciosos e AVC hemorrágico isoladamente não foram incluídos.  
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Quadro 3 – Estudos publicados na literatura científica que avaliaram fatores de risco para doença cerebrovascular em indivíduos com doença 

falciforme  

    Características da população estudada Fatores estudados 

Referência Tipo de estudo Desfecho(s) estudado(s) Número  Genótipo Média de idade, anos  Fatores de risco Fatores protetores 

Powars et al., 1991  (107) Coorte 

Infarto cerebral ou hemorragia 

intracraniana 785 SS Casos: 13,1 (0,6 a 47,1) Haplótipo βS  CAR  Talassemia alfa 

Balkaran et al., 1992 (62) Coorte Infarto cerebral  310 SS 9 a 17 ↑Hb A2, ↑Leucócitos   

Adams etl al., 1992 (108) Coorte 

Infarto cerebral  

190 SS 8,9 ± 4,2 (3 a 18) 

Alta velocidade do fluxo sanguíneo 

cerebral   

 

Ultra-sonografia positiva (≥170 
cm/s) Infarto cerebral    

Rodgers et al 1993 (109) Caso controle AVC 89 SS 7 a 44 

↑pressão arterial sistólica, ↑pressão 

arterial diastólica   

de Montalembert et al., 1993 

(110) Caso controle Acidente cerebrovascular 444 SS ou SC 1 a 43 Meningite bacteriana   

Adams etl al., 1994 (111) Coorte 

Infarto cerebral ou hemorragia 

intracraniana 300 SS 

AVC: 7,5 ± 3,5  

Sem AVC: 7,7 ± 4,7 

Ausência de talassemia alfa, ↓talassemia 

alfa, ↓Hct, ↑HCM, ↑CHCM, 

↑reticulócitos, ↓HbF   

Gill el al., 1995 (100) Coorte Acidente cerebrovascular 310 SS 

Idade de entrada: 3,0 ± 
1,4 (acompanhamento 4,2 

± 2,6)   Talassemia alfa 

Tam 1997 (81) Caso controle AVC 13 SS 12,6 ± 2,9 ↓Proteína C,↓proteína S    

Houston et al., 1997 (112) Transversal AVC isquêmico 99 SS ou Sβ0-tal 19 (1 a 58) ↑Homocisteina   

Adams etl al., 1997 (10) Coorte 

Infarto cerebral ou hemorragia 
intracraniana 

315 SS ou Sβ0-tal 8,8 ± 4,2 (3 a 18,8) 

TAMM (ACM/ACI) ≥ 200 cm/s    

TAMM ≥ 200 cm/s ↓idade, ↓Hct, ↑leucócitos, ↑reticulócitos   

Pegelow et al., 1997 (113) Coorte AVC oclusivo 3317 SS ou SC 2 a 44 ↑pressão arterial sistólica   
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Kahn et al., 1997 (114)  Coorte Histórico de AVC 82 

SS, SC ou 

Sβ+-tal 10,5 (48 dias a 31 anos) ↑idade, SS genótipo SC genótipo 

Ohene-Frempong et al., 1998 

(52)  Coorte Infarto cerebral completo 3.943 

SS, SC, Sβ+, 

ou Sβ0 14,2 ± 12,7 

AIT prévio, ↓Hb, STA, ↑pressão arterial 

sistólica Talassemia alfa 

Neonato et al., 2000 (102) Coorte AVC (oclusivo ou hemorrágico) 299 SS 10,1 ± 5,8   Talassemia alfa 

Styles et al., 2000 (115) Caso controle Infarto cerebral  53 SS 12,9 ± 5,6 

Alelos HLA B*5301, DRB1*0301, 

DRB1*0302, DQB1*0201 

Alelos HLA B*4501, 

DRB1*1501, DRB1*1503, 

DQB1*0602 

Hoppe et al., 2001 (116) Caso controle Infarto cerebral  69 SS 

Casos 7.1 ± 3.5  

Controles 16.5 ± 8.7   CBS 278thr 

Kirkham et al., 2001 (106) Coorte 

Eventos do sistema nervoso 

central (AVC, AIT ou 
convulsões) 149 

SS, SC ou 
Sβ-tal Mediana 7,7 (1-23,1) 

↑velocidade ACI ou ACM durante o 

sono,  genótipo SS, ↑Hb,  ↓ SaO2 
noturna ↑Oxigênio médio 

Tang et al., 2001 (117) Caso controle Acidente cerebrovascular 63 

Não 

informado 2 a 21 

Alelos do gene do angiotensinogênio 

sz22 e/ou sz24   

Sarnaik et al., 2001 (118) Série de casos Infarto cerebral  41 SS 5,6 ± 3,2 

Gênero feminino; Haplótipo βS  

Ben/CAR, atípico, CAR/CAR  Talassemia alfa 

Miller et al., 2001 (119) Coorte AVC isquêmico 248 SS 8,3 ± 1,9 

Infartos silenciosos, AIT prévio 
(associação marginal), meningite 

bacteriana (associação marginal), ↑Hct,  

↑aspartato aminotransferase   

Taylor et al., 2002 (120) Caso controle AVC sintomático 102 SS 17,1±7,4 (casos)   SNP VCAM-1 G1238C 

Taylor et al., 2002 (121) Caso controle AVC sintomático 102 SS 17,1±7,4 (casos) ↑Leucócitos   

Hoppe et al., 2003 (98) Coorte 

Infarto cerebral em grandes 

vasos 

231 SS 13,1 ± 2,9 

Alelos HLA HLA-A*0102 e HLA-

A*2612 Alelos HLA HLA-A*3301 

Infarto cerebral em pequenos 

vasos Alelos HLA DPB1*0401 Alelos HLA DPB1*1701 

Hsu et al., 2003 (53) 

Dados do estudo 

STOP  DTC anormal (≥ 200 cm/s) 225 SS ou Sβ0-tal 2 a 16 ↓Idade, ↓Hb Talassemia alfa-2, ↓VCM 

Driscoll et al., 2003 (97) Coorte 
AVC clínico (oclusivo ou 
hemorrágico) 2353 SS ≤21 Irmão com histórico de AVC   

Kwiatkowski et al., 2003 (65) Coorte DTC positivo (≥170 cm/s) 249 SS ou Sβ0-tal 10,1 ± 4,9 (1,9 a 20,9) Irmão com histórico de DTC positivo ↑Hb 
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Hoppe el al., 2004 (122) Coorte 

Infarto cerebral em grandes 

vasos 

230 SS 8,4 ± 1,7 

IL4R 503P, HLA-A ADRB2 27E, TNF-α -308A 

Infarto cerebral em pequenos 
vasos 

VCAM1 (-1594)C, Homozigose de 
alelos HLA  LDLR (éxon18) Ncol- 

Romana et al., 2004 (123) Coorte Acidente cerebrovascular 156 SS 2 a 18 Alelo sz28 do gene angiotensinogênio   

Sebastiani et al., 2005 (124) Coorte AVC sintomático 1398 SS  

Uma rede bayesiana de 69 SNPs em 20 
genes descrevendo associação conjunta 

com AVC foi estabelecida. Desses, 25 
SNPs em 11 genes foram diretamente 

associados ao evento.  

Kwiatkowski et al., 2006 

(125) 

Dados do estudo 

STOP  AVC 1.975 SS ou Sβ0-tal 8,1 ACA ≥ 170 cm/s   

Hoppe et al., 2007 (126) 
Dados do estudo 
STOP  

Doença dos grandes vasos 
(estenose ou obstrução) 96 SS 9,5 ± 4,2 (1,8 to 17,7) Alelo IL4R 503P  

Alelos TNF(-308)A e 
LTC4S(-444)C  

Bernaudin et al., 2008 (67) Coorte DTC anormal (≥ 200 cm/s) 373 SS 

3,1 (1,5 to 8,3) idade 
mediana no momento do 

DTC 

Ausência de talassemia alfa, deficiência 

de G6PD,  ↑LDH ↑Hb 

Rees et al., 2008 (18) Coorte Velocidade média máxima 96 SS 2 a 16 

Correlação positiva: AST 

Correlação negativa: Hb, idade   

Quinn et al., 2008 (127) 

Caso controle 

aninhado AVC clinicamente manifesto 412 SS ou Sβ0-tal 

casos 8,5 

controles 9,5 ↓SpO2, ↓idade   

Chang Milbauer et al., 2008 

(99) Experimental 

DTC anormal (≥200 cm/s), 

MRA anormal ou AVC 

isquêmico clínico 20 SS ou Sβ0-tal 4 a 19 

Sistema de sinalização biológico da 

inflamação   

Hellani et al., 2009 (128) Caso controle DTA anormal 48 SS 37,6 Deficiência G6PD    

Rees et al., 2009 (68) Coorte 

DCV (DTC anormal, DTC 

condicional, MRA anormal ou 
AVC) 218 SS Crianças ↑HCM, ↑LDH   

Quinn et al., 2009 (129) Transversal 

Velocidade média máxima 

181 SS ou Sβ0-tal 8,0 (3,2 to 13,5) 

Correlação positiva: "proxy" de medida 
de estenose 

Correlação negativa: SpO2 diurno, 

idade, Hct    

DTC anormal (≥200 cm/s) ↓SpO2 diurno   

Makani et al., 2009 (130) Coorte 
Velocidade do fluxo sanguíneo 
cerebral alta 105 SS 7,4 ± 4,0 

histórico de 3 ou mais episódios de febre 
e SpO2 ≤ 95% periférica   
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Belisario et al., 2010 (54) Coorte 

DCV (AVC isquêmico ou DTC 

≥ 170 cm/sec) 208 SS 6,5± 2,3 (2,5 a 10,4) Ausência de talassemia alfa   

Pavlakis et al., 2010 (131) 

Dados do estudo 

BABY HUG  Velocidade média máxima 192 

SS ou Sβ0-

thal 12,6 meses (7 a 17) 

Correlação positiva: idade, reticulócitos  

Correlação negativa: Hb    

Deane et al., 2010 (132) Coorte 

Velocidade média máxima nas 

artérias carótidas internas 
extracranianas 

236 SS  2 a 16 

Correlação positiva: LDH 
Correlação negativa: idade   

AVC isquêmico Estenose extracraniana   

Cajado et al., 2011 (133) Transversal AVC 210 SS 9,3 ± 4,5     

Silva et al., 2011 (70) Transversal 

DCV (AVC isquêmico ou DTC 

de alto risco) 262 SS ou Sβ0-tal mediana 6,2 (2 a 11,2) ↑Contagem de reticulócitos   

Flanagan et al., 2011 (101) Caso controle AVC isquêmico 233 SS 

Casos: 5,8 ± 2,8 

Controles: 10,2 ± 3,5  

ANXA2 (rs11853426), TEK (rs489347), 

TGFBR3 (rs284875) 

Talassemia alfa, ADCY9 

(rs2238432) 

Filho et al., 2011 (55) Caso controle 
DCV (AVC isquêmico, AIT ou 
DTC de alto risco) 94 SS 6,6 (3,2 a 15) Haplótipo βS Car/Atp   

Bernaudin et al., 2011 (32) Coorte 

DTC anormal 217 

SS, Sβ0, ou 

SD-Punjab 

Média de seguimento: 7,7 

± 5,0 

Deficiência G6PD, ausência de 

talassemia alfa, ↑contagem de 

reticulócitos   

MRA anormal 132 Deficiência G6PD, ↑LDH  

 
Vasculopatia cerebral (AVC, 

DTC anormal, MRA anormal 

ou infarto silencioso) 217 ↑contagem de reticulócitos, ↑LDH   

Vicari et al., 2011 (103) Transversal 

MRA anormal 

49 SS mediana 23 (13 a 55) 

↓Hb, ↑LDH   

Estenose arterial na MRA     

Hyacinth et al., 2012 (104) 

 

Estudo 
transversal 

prospectivo, 

aninhado 

DTC anormal 

40 

Sujeitos: SS 

e Sβ0  
Controles: 

SS e 

saudáveis 

Controles: 9,6 ± 1,7  

SS com DTC normal: 8,8 
± 2,3  

SS com DTC anormal: 

8,1 ± 3,1 

↑BDNF, ↑PDGF-AA, ↑reticulócitos, 

↓Hb   

AVC ↑PDGF-AA, ↑leucóticos   

Ataga et al., 2012 (82) Coorte AVC 52 

SS, Sβ0 ou 

SD 37,5 (26,75 to 46,25) ↑Dímero D   

Thangarajh et al., 2012 (57) 

Dados do estudo 

SIT  

vasculopatia intracraniana 

definida por MRA 

516 (Análise 

genética 191 

homens) SS ou Sβ0-tal 9,1 (5 a 15) Infarto silencioso, Deficiência G6PD   
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Leite et al., 2012 (71) Transversal DTC anormal ou condicional 773 

SS, SC e 

Sβ0-tal 6,5 (1,8 to 15,8) 

Genótipo SS, Complicações da doença 
falciforme, anormalidades laboratoriais, 

DTC como método de triagem Coexistência de talassemia 

Flanagan et al., 2013 (134) 

GWAS e WES 

em coorte AVC clínico primário 677 SS 

Grupo com AVC: 12,1 ± 

4,1 
Grupo sem AVC:  12,9 ± 

3,7     

Foram identificadas 22 

variantes não sinonimas. 

Mutações GOLGB1 
Y1212C e ENPP1 K173Q 

foram validadas. 

Domingos  et al., 2014 (56) Coorte 

Susceptibilidade ao AVC (AVC 

primário ou DTC com 
velocidade ≥ 170 cm/s) 

261 SS Não informado 

Gênero feminino, ↓hemácias, ↓Hb, 

↑reticulócitos, ↓bilirrubina indireta, 
↑LDH, ↓Hb F    

AVC primário  Haplótipo βS  CAR/CAR Hb F, Talassemia alfa 

AVC primário ou DTC com 

velocidade ≥ 170 cm/s Haplótipo βS  CAR/CAR Talassemia alfa 

Cox et al., 2014 (69) Coorte 
Velocidade do fluxo sanguíneo 
cerebral 601 SS 9,76 ± 3,86 (0,6 a 22,6) Correlação negativa: Idade, Hb Talassemia alfa 

Meier et al., 2014 (135) Coorte AVC 354 SS 145 ± 33 dias na entrada ↑reticulócitos  

Lagunju et al., 2014 (20) Coorte 

Velocidade média máxima 

elevada 237 SS 101,8 ± 47,9 meses ↓idade, ↓Hb,↓Hct,  ↓SpO2    

Belisário et al., 2015 (136) Coorte 

AVC isquêmico 

386 SS 9,63 ± 2,99 

TNF-α -308G>A Talassemia alfa 

DCV   Talassemia alfa 

Joly et al., 2015 (137) Coorte 

Vasculopatia cerebral (AVC, IS 
ou DTC anormal) 

121 SS 

Grupo sem 

Vasculopatia=8,6 ± 4,3 ; 

Grupo com 

vasculopatia=9,1 ± 4,5 

Ausência de talassemia alfa 
Ausência de deficiência de 
G6PD 

Meier et al., 2015 (138) Coorte 

DTC alto risco ou condicional 

121  SS 
5,8±3,0 

↑reticulócitos, ↓Hb  

*Quando os estudos apresentavam análises univariada e multivariada, apenas o resultado da análise multivariada foi levado em consideração. ACA significa artéria cerebral 

anterior; ACI, artéria carótida interna; ACM, artéria cerebral média; ADCY9, adenilato ciclase 9; ADRB, beta adrenergic receptor; AIT, ataque isquêmico transitório; 

ANXA2, anexina A2; AST, aspartato aminotransferase; Atp, atípico; AVC, acidente vascular cerebral; BDNF, brain derived neurotropic factor; Ben, Benin; CAR, Central 

African Republic; CBS, cystathionine β-synthase; CHCM, Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média; DTC, Doppler transcraniano; ENPP1, ectonucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase 1; GOLGB1, golgina B1; GWAS, genome-wide association study; Hb, hemoglobina; HCM, hemoglobina corpuscular média; Hct, hematócrito; 
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HLA, Human leukocyte antigen; IL4R, receptor de interleucina 4; IS, infarto silencioso; LDH, Lactato Desidrogenase; LDLR, low density lipoprotein receptor; MRA, 

magnetic resonance angiogram; PDGF, platelet derived growth factor; SpO2, saturação periférica de oxigênio; STA, síndrome torácica aguda; STOP, Stroke Prevention Trial 

in Sickle Cell Disease; TEK, tirosina quinase; TGFBR3, receptor do fator de transformação do crescimento beta III; TNF-α, fator de necrose tumoral alfa; e WES, whole-

exome sequencing. 
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4. Objetivos 

 

 

4.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar a influência de marcadores genéticos, laboratoriais e clínicos na 

ocorrência de doença cerebrovascular em crianças com anemia falciforme triadas pelo 

Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais e acompanhadas no Hemocentro de 

Belo Horizonte da Fundação Hemominas. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 

 Verificar a prevalência e incidência de AVC isquêmico e DCV na casuística 

estudada.  

 Genotipar e determinar a frequência dos marcadores genéticos de 

prognóstico na casuística estudada: 

 Marcadores genéticos associados com o risco de AVC em outros 

estudos anteriormente publicados: alfa-talassemia, SNPs dos genes 

ADCY9, ANXA2, ENPP1, GOLGB1, IL-4R S503P, PON1, TEK, 

TGFBR3, TNF G-308A, VCAM G1238C, variantes de G6PD A
-
 

(G202A, T968C, G680T e A542T) e G6PD B
-
 (C563T e G844C); 

 Haplótipos do gene da interleucina 10 (gene IL-10): SNPs -592, -819 

e -1082; 

 Verificar se há associação entre a ocorrência de AVC isquêmico ou DCV 

com os possíveis marcadores genéticos supracitados na casuística estudada. 

 Verificar se há associação entre a ocorrência de AVC isquêmico ou DVC 

com os seguintes parâmetros laboratoriais na casuística estudada: 

concentração de hemoglobina total; concentração de Hb F; leucometria; 
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plaquetometria; contagem reticulocitária no sangue periférico; volume 

corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média; e atividade funcional 

in vitro da enzima G6PD. 

 Verificar se há associação entre a ocorrência de AVC ou DCV com as 

seguintes características clínicas na casuística estudada: gênero; idade; 

histórico da ocorrência de síndrome torácica aguda; pressão arterial sistólica; 

pressão arterial diastólica; histórico de ocorrência de AIT.     

 Mensurar a atividade da enzima G6PD na casuística estudada e verificar sua 

associação com a ocorrência das variantes genéticas G6PD A
-
 e G6PD B

-
. 

 Verificar se há associação entre deficiência de G6PD com os seguintes 

parâmetros hematológicos: concentração de hemoglobina total; níveis de Hb 

F; leucometria; plaquetometria; contagem reticulocitária no sangue 

periférico; volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média; 

 Genotipar e determinar a frequência de mutações causadoras de Sβ-

talassemia na casuística estudada. 

 Genotipar e determinar a frequência de deleções do cluster do gene da beta 

globina, causadoras do genótipo Hb S - Persistência hereditária da 

hemoglobina fetal (S/HPFH) na casuística estudada. 

 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.1 Desenho e local de realização do estudo 

 

Tratou-se de um estudo do tipo coorte retrospectiva realizado com crianças com 

doença falciforme, diagnosticadas pelo PTN-MG, nascidas entre 1999 e 2008 e 
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acompanhadas no ambulatório do Hemocentro de Belo Horizonte (HBH) da Fundação 

Hemominas. 

 

5.2 Caracterização da casuística e metodologia de seleção 

 

 A casuística dos participantes da pesquisa abrangeu o período entre 01 de 

janeiro de 1999 e 31 de dezembro de 2008, quando 1.066 crianças com o perfil de 

hemoglobina FS foram triadas pelo PTN-MG no Estado de MG. Destas 1.066 crianças, 

554 haviam sido encaminhadas para acompanhamento clínico no ambulatório do HBH. 

Foram excluídas 49 crianças que já haviam falecido quando o presente estudo se iniciou 

(março de 2011), 32 crianças que haviam sido transferidas para tratamento em outro 

ambulatório e uma criança que realizava acompanhamento clínico em clínica privada. 

Os motivos das exclusões foram a indisponibilidade para coleta da amostra biológica, 

impossibilidade de esclarecimento e obtenção do termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) e a falta de informações relativas ao acompanhamento clínico-

laboratorial. As 472 crianças restantes foram preliminarmente admitidas no estudo. A 

inclusão de participantes na pesquisa finalizou em dezembro de 2014. Das 472 crianças 

elegíveis, os pais de seis não permitiram a participação no estudo, quatro foram 

transferidas para tratamento em outro ambulatório após o início do estudo, quatro 

faleceram durante a realização do estudo, uma criança fazia acompanhamento irregular 

(foi excluída devido à falta de dados clínicos e hematológicos) e 16 não foram 

encontradas para coleta de amostras de sangue e/ou TCLE. Adicionalmente, uma 

criança que teve AVC hemorrágico de causa desconhecida foi excluída. A figura 8 

representa, graficamente, o procedimento de seleção adotado. 

Dessa forma, os critérios de inclusão utilizados nessa pesquisa foram: 

 crianças triadas pelo PTN-MG, com perfil hemoglobínico compatível com 

anemia falciforme (padrão neonatal FS, SF ou SS determinado por HPLC e/ou 

eletroforese com focalização isoelétrica) e acompanhadas no HBH, nascidas 

entre 01 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro de 2008; 

 Consentimento livre e esclarecido dos pais ou responsáveis e assentimento da 

criança, quando aplicável. 
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Os critérios de exclusão utilizados nessa pesquisa foram: 

 crianças com perfil hemoglobínico compatível com outros subtipos de doença 

falciforme, ou seja,  FSC e FSA (Sβ
+
-talassemia); 

 crianças que foram a óbito por qualquer razão; 

 crianças que não puderam ser encontradas durante o período de realização do 

estudo, para obtenção do consentimento e/ou amostra biológica; 

 crianças transferidas para acompanhamento em outro ambulatório; 

 crianças cujo pais ou responsáveis não aceitaram a participação no estudo.  

 

Figura 8 – Fluxograma da seleção da casuística estudada 

 

As informações utilizadas na seleção da casuística foram retiradas do banco de 

dados do PTN-MG.  

Foram utilizadas informações referentes ao acompanhamento clínico e 

laboratorial da casuística de estudo no período compreendido entre 01 de janeiro de 

1999 (início do acompanhamento da coorte) e 31 de dezembro de 2014 (término do 

acompanhamento da coorte), de modo que todas as crianças foram acompanhadas, por 

no mínimo, seis anos. Dessa forma, evitou-se ao máximo incluir crianças cujo risco de 
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AVC ou DVC fosse muito pequeno, uma vez que a maior incidência de AVC isquêmico 

ocorre entre dois e cinco anos de idade (52). Todas as informações pessoais, 

laboratoriais e clínicas dos participantes do estudo foram retiradas dos prontuários 

médicos arquivados no ambulatório do HBH e lançadas em um banco de dados 

elaborado na plataforma do programa Microsoft Access®.  

 

5.2.1 Casuística de crianças com o perfil hemoglobínico sugestivo de Sβ
+
-talassemia 

 

 Com intuito de identificar as mutações causadoras de Sβ-talassemia (Sβ-tal) em 

Minas Gerais, uma casuística adicional de crianças foi incluída no estudo. A casuística 

adicional foi retirada do período compreendido entre 01 de janeiro de 1997 e 31 de 

dezembro de 2013. As crianças com resultados da triagem neonatal e testes 

complementares sugestivos de Sβ
+
-talassemia ou Sβ

0
-talassemia foram selecionadas 

para participação no estudo. Das 96 crianças elegíveis, 59 foram incluídas no estudo 

após consentimento livre e esclarecido. Todas as crianças fazem acompanhamento 

clínico no ambulatório do HBH da Fundação Hemominas. 

 

5.3 Coleta de amostra, extração e quantificação do DNA genômico 

 

As amostras de sangue para utilização no estudo foram derivadas de coleta para 

exames de rotina do acompanhamento clínico das crianças selecionadas, não sendo 

necessárias amostras exclusivas para a pesquisa. Dessa forma, o volume de sangue 

coletado foi variável, dependendo da quantidade utilizada para realização dos exames de 

rotina. Aproximadamente 1-3 ml de sangue foram obtidos de cada paciente por meio de 

punção venosa e preservados em tubo contendo EDTA. 

A extração do DNA genômico (gDNA) das amostras de sangue foi realizada 

com o uso do kit comercial (QIAamp, DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Hilden, 

Germany), de acordo com instruções do fabricante.  

Para leitura da concentração e do grau de pureza do DNA, a amostra foi 

incubada à 56
o
C durante cinco minutos em banho seco e homogeneizado posteriormente 
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para garantir que o DNA estivesse solúvel. Dois L da amostra de DNA foram 

depositados no espectrofotômetro (NanoVue plus, GE Healthcare, Buckinghamshire, 

UK), calibrado anteriormente com tampão AE, e a leitura realizada. A concentração do 

DNA em ng/L e a relação do grau de pureza (razão da absorvância em 260 nm / 

absorvância em 280 nm) foram determinadas. O DNA foi diluído para uma 

concentração de 50 ng/L e armazenado a menos 20°C até o momento do uso.  

 

5.4 Variáveis resposta analisadas   

 

Os desfechos foram estudados: 1) AVC isquêmico; 2) AVC clinicamente 

manifesto; 3) DCV; e 4) DTC alto risco.  

 Para os fins propostos neste trabalho, as seguintes definições foram utilizadas: 

 AVC isquêmico: síndrome neurológica aguda causada por oclusão vascular, 

com isquemia resultante e sintomas neurológicos focais ou sinais que 

duraram mais de 24 horas (9). O diagnóstico do evento foi feito pelo 

hemotologista responsável pelo acompanhamento clínico da criança, com 

base em informações clínicas e resultados de exames de imagem. O 

diagnóstico de AVC isquêmico foi confirmado por exames de imagem em 

todos os casos. AVC hemorrágico não foi considerado evento para efeito 

deste estudo.   

 AVC clinicamente manifesto: ocorrência de pelo menos um dos eventos 

clínicos neurológicos seguintes: AVC isquêmico ou ataque isquêmico 

transitório (AIT), definido como presença de sinais neurológicos após 

interrupção do fluxo vascular, que se resolveram em menos de 24 horas ou 

48 horas se o sistema basilar estiver envolvido (52). 

 Doença cerebrovascular (DCV): ocorrência de pelo menos um dos eventos 

clínicos neurológicos seguintes: 1) AVC isquêmico; 2) DTC de alto risco 

como definido originalmente pelos investigadores do estudo STOP (VMM ≥ 

200 cm/s na ACM ou ACI; o teste foi considerado anormal após exame 

confirmatório realizado dentro de três semanas) (9); 3) exame de MRA 

anormal, definido como presença de estenose ou oclusão aparente de 
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qualquer vaso, tortuosidade arterial ou doença de Moyamoya (59); 4) dois 

exames de DTC consecutivos mostrando VMM ≥ 170 cm/s na artéria 

cerebral anterior (ACA) (139); ou 5) histórico de ataque isquêmico 

transitório (AIT). Como alguns participantes da pesquisa tiveram vários 

eventos de DVC, o primeiro evento foi usado para datar a ocorrência desse 

desfecho. Para os participantes da pesquisa que foram submetidos a dois ou 

mais exames de DTC, o último exame foi considerado para definição e para 

datar a ocorrência de DVC.  Para crianças que entraram em regime de 

transfusão sanguínea crônica, tratamento com hidroxiureia ou transplante de 

medula óssea, o resultado do último DTC antes do início da terapia foi 

considerado para efeito de censura dos dados.   

 DTC de alto risco: VMM maior ou igual a 200 cm/s na ACM ou ACI, 

detectada pelo DTC como originalmente definido pelos pesquisadores do 

estudo STOP (9).  

 

5.4.1 Doppler transcraniano 

 

 Os resultados dos exames de DTC utilizados na definição de DCV foram 

obtidos do acompanhamento clínico dos participantes do estudo. A determinação da 

velocidade do fluxo sanguíneo cerebral nas grandes artérias do Polígono de Willis foi 

executada por meio da ultrassonografia transcraniana, com a utilização do Doppler 

pulsado de 2 MHz, com sonda acústica infantil (modelo EME TC 2000, Nicolet, 

Madison, EUA). Os exames foram realizados e interpretados por um único observador 

(Dra. Célia Maria Silva), após treinamento no Medical College of Georgia, EUA. O 

rastreamento pelo Doppler transcraniano tem sido oferecido a todas as crianças em 

acompanhamento no HBH, a partir dos dois anos de idade, com a criança estando sem 

evento clínico, na ausência de febre e em vigília. O protocolo do estudo STOP (9) tem 

sido utilizado desde 2007, quando o rastreamento pelo DTC foi implantado ambulatório 

do HBH.  

 O exame de MRA tem sido recomendado para complementação do teste de DTC 

nos seguintes casos: 1) crianças apresentando exame considerado inadequado pela 

médica responsável; 2) crianças com VMM em uma das ACA ≥ 170 cm/s (139); 3) 

crianças com VMM ≥ 130 cm/s na artéria basilar (70). 
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 Os resultados dos testes do DTC foram estratificados de acordo com a 

classificação proposta pelo estudo STOP (9): 

a. Teste Doppler Normal = baixo risco: todas as velocidades médias máximas de 

fluxo sanguíneo cerebral inferiores a 170 cm/s, sendo imprescindível a 

insonação das artérias cerebrais médias, artérias carótidas internas, artérias 

cerebrais anteriores e artéria basilar. 

b. Teste Doppler Condicional ou Intermediário Baixo = certo aumento de 

risco: velocidade média máxima entre 170-184 cm/s em uma das cerebrais 

médias ou em uma das carótidas internas. 

c. Teste Doppler Condicional ou Intermediário Alto = aumento significativo 

de risco: velocidade média máxima entre 185-199 cm/s em uma das cerebrais 

médias ou em uma das carótidas internas. 

d. Teste Doppler Anormal = risco alto: velocidade média máxima maior ou igual 

a 200 cm/s em uma das cerebrais médias ou em uma das carótidas internas. 

e. Teste Doppler Inadequado = risco indefinido: ausência de insonação de uma 

das artérias cerebrais médias de ambos os lados ou de um dos lados, estando o 

lado contralateral normal. Se a velocidade máxima média na artéria 

contralateral houver sido superior ou igual a 200 cm/s, o exame foi considerado 

anormal (risco alto). Velocidade do fluxo sanguíneo cerebral nas artérias 

cerebrais médias abaixo de 70 cm/s também foi considerada como exame 

inadequado. 

 Para ser considerado como anormal (risco alto), o valor elevado tinha de ser 

confirmado por outro exame com intervalo de uma a quatro semanas. Se a criança fosse 

então considerada como de alto risco para desenvolvimento de AVC isquêmico, ela era 

encaminhada para tratamento preventivo primário do evento, seguindo as orientações 

das diretrizes brasileiras para doppler transcraniano em crianças e adolescente com 

doença falciforme (140). 

 

5.5 Variáveis explicativas  
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 As variáveis explicativas estudadas foram divididas em três grupos: variáveis 

genéticas, laboratoriais e clínicas.   

 

5.5.1 Variáveis genéticas 

 

As características e condições das reações de biologia molecular usadas para 

genotipagem das variáveis genéticas estudadas estão descritas abaixo e resumidas na 

tabela 1.  
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Tabela 1 – Condições das reações de genotipagem das variáveis genéticas estudadas e a forma de interpretação dos resultados 

Variante 

Técnica 

molecular 

Oligonucleotídeo  5'-3'/ 

endonuclease Termociclagem 

Quantidade 

de MgCl2 Interpretação dos resultados 

Alelo βS PCR/RFLP D: TGATGGTATGGGGCCAAGA 95°C, 5 min 3 mM  AA 201 + 180 + 45 + 27 + 22 + 13  

  
R: GGGTGGGAAAATAGACCAATA 95°C, 30 seg; 52°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 30 ciclos 

 
AT 381 + 201 + 180 + 45 + 27 + 22 + 13  

  

5U DdeI; 37°C, por 15 min 72°C, 5 min 

 

TT 381 + 45 + 27 + 22 + 13  

Talassemia alfa 
gap-PCR 
múltipla Tabela 2 96°C, 15 min NA αα/αα 1800 

   

98°C, 45 seg; 62°C, 90 seg; 72°C, 135 seg X 30 ciclos 

 

αα/-α3.7 1800 + 2022/2029  

   

72°C, 5 min 

 

α-3.7/-α3.7 2022/2029  

ADCY9 PCR/RFLP D: AGTTGTCCGGTCGGAGTTGTA 95°C, 5 min 2,5 mM  GG 146 + 60 + 49 + 19 + 8  

rs2238432 

 

R: TGGCTCTGGCTGTCCTGAT 95°C, 30 seg; 61°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 35 ciclos 

 

GA 209 + 146 + 60 + 49 + 19 + 8 

  

2U BsmFI; 37°C, overnight 72°C, 5 min 

 

AA 209 + 49 + 19 + 8 

ANXA2 PCR/RFLP D: AATCATGTAGCAGGGCCCG 95°C, 5 min 1 mM  CC 356 + 351 

rs11853426 

 

R: TGGAGTGTAGTGGTGCGATCA 95°C, 45 seg; 68°C, 45 seg; 72°C, 45 seg X 35 ciclos 

 

CT 707 + 356 + 351  

  

5U HpyCH4IV; 37°C, overnight 72°C, 5 min 

 

TT 707 

ENPP1 PCR/RFLP D: AGCAGGGAAAAAAGTGGAGT 95°C, 5 min 2 mM  CC 1109 + 261 

rs1044498 

 

R: TTATGAAGCTGGGTGATGGGT 95°C, 30 seg; 64°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 35 ciclos 

 

CA 1370 + 1109 + 261 

  

5U AvaII; 37°C, overnight 72°C, 5 min 

 

AA 1370 

GOLGB1 PCR/RFLP D: TTTGCTCCAAGCAGAAATCAG 95°C, 5 min 2,0 mM  AA 268 + 221 + 106 

rs3732410 

 

R: AATCTGGGCAACAGAAGTTCC 95°C, 30 seg; 61°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 30 ciclos 

 

AG 268 + 202 + 221 + 106 + 19 

  

5U HpyCH4III; 37°C, overnight 72°C, 5 min 

 

GG 268 + 221 + 202 + 106 + 19 

IL-4R S503P  PCR/RFLP D: CTTACCGCAGCTTCAGCGAC 95°C, 5 min 2,5 mM  TT 120 + 20 

rs1805015 

 

R: CACAGTGGTTGGCTCAGAGA 94°C, 30 seg; 60°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 40 ciclos 

 

TC 140 + 120 + 20 

  

5U HpyCH4III; 37°C, overnight 72°C, 5 min 

 

CC 140 

IL-10 A-1082G PCR/RFLP D:CCAAGACAACACTACTAAGGCTTCTTGAGGA 95°C, 10 min 2,5 mM  AA 360 

rs1800896 

 

R: AGGTAGTGCTCACCATGACC 95°C, 30 seg; 64°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 35 ciclos 

 

AG 360 + 320 + 40 



64 
 

  

6U BseRI; 37°C, overnight 72°C, 10 min 

 

GG 320 + 40 

IL-10 C-819T PCR/RFLP D: ATCCAAGACAACACTACTAA 95°C, 5 min 2,5 mM  CC 292 + 216+82 

rs1800871 

 

R: GGCTAAATATCCTCAAAGTT 95°C, 30 seg; 56°C, 30 seg; 72°C, 60 seg X 30 ciclos 

 

CT 508+292 + 216+82 

  

5U MaeIII; 37°C, overnight 72°C, 3 min 

 

TT 508+82 

IL-10 C-592A  PCR/RFLP D: ATAAAATAGAGACGGTAGGG 95°C, 5 min 2 mM  CC 269 

rs1800872 

 

R: GGCTAAATATCCTCAAAGTT  95°C, 30 seg; 50°C, 30 seg; 72°C, 45 seg X 30 ciclos 

 

CA 269 + 201 + 68 

  

5U RsaI; 37°C, 15 min 72°C, 5 min 

 

AA 201 + 68 

PON1 PCR/RFLP D: TGGGAGTTAGTTCTATGTGAGCC 95°C, 5 min 2,5 mM  GG 502 + 489 

rs662 

 

R: TGGTACAAATTCCTCATCTTGTC 94°C, 30 seg; 58°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 30 ciclos 

 

GA 991 

  

5U AlwI; 37°C, overnight 72°C, 5 min 

 

AA 991 + 502 + 489 

TEK PCR/RFLP D: GCTTCTGGGAATGTTTGCTA 95°C, 5 min 2,5 mM  GG 340 + 131  

rs489347 

 

R: GAGTTAATTTCAGTTTGGGGC 95°C, 30 seg; 64°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 35 ciclos 

 

GC 340 + 197 + 143 + 131 

  

5U DdeI; 37°C, por 15 min 72°C, 5 min 

 

CC 197 + 143 + 131 

TGFFR3 PCR/RFLP D: TTGCCTAAACCTGGGAAGCA 95°C, 5 min 2,5 mM  CC 299 

rs284875 

 

R: TTTTGGCATGGCCTTCAAAG 95°C, 30 seg; 59°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 35 ciclos 

 

CT 299 +181 + 118 

  

5U Hpy188I; 37°C, overnight 72°C, 5 min 

 

TT 181 + 118 

TNF-α -308G>A  PCR/RFLP D: AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 95°C, 5 min 

 

GG 87 + 20  

rs1800629 

 

R: TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 94°C, 60 seg; 60°C, 60 seg; 72°C, 60 seg X 35 ciclos 2,5 mM  GA 107 + 87 + 20  

  

5U NcoI; 37°C, overnight 72°C, 5 min 

 

AA 107 

VCAM-1 PCR/RFLP D: CGTTTTTGCTTGCGATTTG 95°C, 5 min 2,5 mM  GG 251 

rs3783613 

 

R: CCAGTATCTTCAATGGTAGGGATG 94°C, 30 seg; 55°C, 30 seg; 72°C, 30 seg X 40 ciclos 

 

GC 251 + 195 + 56 

  

2U Cac8I; 37°C, overnight 72°C, 3 min 

 

CC 195 + 56 

HPFH 1 gap-PCR  D: AGAATGTCACACTTAGAATGTG  2 mM  Homozigoto selvagem 1616 

  

R: CACTTTAATTCTGTTCTACCTGAA 94°C, 60 seg; 55°C, 60 seg; 72°C, 90 seg X 30 ciclos 

 

Heterozigoto 1616 + 1193 

  

R: ACTGTGATGTTGGAAATGGAC 72°C, 10 min 

 

Homozigoto mutante 1193 

HPFH 2 gap-PCR  D: GACATGGACTATTGTTCAATGA 95°C, 4 min 1,25 mM  Homozigoto selvagem 2206 

  
R: TTTATATATGAAATGCTACTGATT 94°C, 60 seg; 55°C, 60 seg; 72°C, 90 seg X 30 ciclos 

 
Heterozigoto 2206 + 1950 
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R: TGCTATGCCAACTCACTACC 72°C, 10 min 

 

Homozigoto mutante 1950 

HPFH 3 gap-PCR  D: GACATGGACTATTGTTCAATGA 95°C, 4 min 1,25 mM  Homozigoto selvagem 841 

  

R: CTTTGCTGTTCAGGCTTAATTT 94°C, 60 seg; 59°C, 60 seg; 72°C, 120 seg X 30 ciclos 

 

Heterozigoto 841 + 607 

  

R: GACACAGAGCAGTGATTGGTGCA 72°C, 10 min 

 

Homozigoto mutante 607 

G6PD A376G PCR/RFLP D: TGGCCAGTACGATGATGCAG 94°C, 10 min 1,5 mM  AA 90 

rs1050829 

 

R: GGCCAGGTAGAAGAGGCGGT 94°C, 45 seg; 58°C, 45 seg; 72°C, 45 seg X 30 ciclos 

 

AG 90 + 58 + 32 

  

5U FokI; 37°C, 15 minutos 72°C, 7 min 

 

GG 58 + 32 

G6PD G202A  PCR/RFLP D: GTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTG 94°C, 10 min 2 mM  GG 109 

rs1050828 
 

R: CTTGAAGAAGGGCTCACTCTGTTTG 94°C, 45 seg; 61°C, 45 seg; 72°C, 45 seg X 30 ciclos 
 

GA 109 + 63 + 46 

  
5U NlaIII; 37°C, 15 minutos 72°C, 7 min 

 
AA 63 + 46 

G6PD T968C  PCR/RFLP D: TCCCTGCACCCCAACTCAAC 94°C, 10 min 1,5 mM  TT 282  

rs76723693 
 

R: CCAGTTCTGCCTTGCTGGGC 94°C, 45 seg; 65°C, 45 seg; 72°C, 45 seg X 30 ciclos 
 

TC 282 + 162 + 120 

  
5U NciI; 37°C, overnight 72°C, 7 min 

 
CC 162 + 120 

G6PD G680T  PCR/RFLP D: ACATGTGGCCCCTGCACCAC  94°C, 10 min 1,5 mM  GG 213 + 29 

rs137852328 
 

R: GTGACTGGCTCTGCCACCCTG 94°C, 45 seg; 69°C, 45 seg; 72°C, 45 seg X 30 ciclos 
 

GC 213 + 115 + 98 + 29 

  
5U BstNI; 37°C, overnight 72°C, 7 min 

 
CC 115 + 98 + 29 

G6PD A542T  PCR/RFLP R: TGGCCAGTACGATGATGCAG 94°C, 10 min 1,5 mM  AA 891 + 456 

rs5030872 
 

D: GTGACTGGCTCTGCCACCCTG 94°C, 45 seg; 69°C, 45 seg; 72°C, 45 seg X 30 ciclos 
 

AT 1347 + 891 + 456 

  
10U AhdI; 37°C, overnight 72°C, 7 min 

 
TT 1347 

G6PD C563T  PCR/RFLP D: TGGCCAGTACGATGATGCAG 94°C, 10 min 1,5 mM  CC 516 + 450 + 219 + 162 

rs5030868 
 

R: GTGACTGGCTCTGCCACCCTG 94°C, 45 seg; 69°C, 45 seg; 72°C, 45 seg X 30 ciclos 
 

CT 612 + 516 + 450 + 219 + 162 

  
7U BseRI; 37°C, overnight 72°C, 7 min 

 
TT 612 + 516 + 219 

G6PD G844C  PCR/RFLP D: ACATGTGGCCCCTGCACCAC 94°C, 10 min 1,5 mM  GG 312 + 305 + 219 + 201 + 142 + 131 + 9  

rs137852318  
 

R: CCAGTTCTGCCTTGCTGGGC 94°C, 45 seg; 69°C, 45 seg; 72°C, 45 seg X 30 ciclos 
 

GC 447 + 312 + 305 + 219 + 201 + 142 + 131 + 9  

    8U Hpy188I; 37°C, overnight 72°C, 7 min   CC 447 + 312 + 219 + 201 + 131 + 9 
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5.5.1.1 Alelo β
S
 

 

A detecção do alelo β
S
 foi realizada por meio de PCR-RFLP (polimorfismo de 

tamanho de fragmento de restrição – “restriction fragments length polymorphisms”) 

(Anexo 1).  

 

5.5.1.2 Talassemia Alfa  

 

O diagnóstico molecular de α-Tal foi realizado por meio de gap PCR múltipla, 

utilizando protocolo previamente publicado com modificações (141) (Anexo 2). A α-Tal 

é um dos principais moduladores genéticos do fenótipo da doença falciforme. Vários 

estudos anteriormente publicados encontraram associação entre a α-Tal e a diminuição 

do risco de doença cerebrovascular ou AVC (32, 52-54, 56, 67, 69, 100-102, 136). A α-

Tal foi incluída neste estudo para confirmação do efeito protetor sugerido na literatura e 

se esse efeito é mantido na análise multivariada juntamente com outras variáveis 

genéticas, variáveis laboratoriais e clínicas.  

 

5.5.1.3 SNP no gene codificador de adenilato ciclase 9 (ADCY9)  

 

A determinação genotípica referente ao SNP no gene ADCY9 (rs2238432) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP (Anexo 3). O polimorfismo ADCY9 rs2238432 foi 

associado à ocorrência de AVC pela primeira vez em um estudo que estabeleceu e 

validou uma rede bayesiana para predição do risco de ocorrência desse evento em 

indivíduos com anemia falciforme (124).  Esse mesmo polimorfismo foi associado à 

redução do risco de AVC em crianças com anemia falciforme em outro estudo (101). A 

ADCY9 é uma enzima ligada a membrana que catalisa a conversão de ATP em AMPc. 

O tipo 9 é amplamente distribuído e é estimulado pela ativação de receptor beta 

adrenérgico (142). O gene ADCY9 possui maior expressão no cérebro e é crítico na 

sinalização neuronal (101). O polimorfismo ADCY9 rs2238432 está localizado na região 

3´ UTR (região não traduzida – untranslated region) do gene ADCY9 e não existe uma 

explicação acerca de qual seria a influência que esse polimorfismo teria sobre as 
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funções biológicas do indivíduo que o levaria a ter risco reduzido de ocorrência de 

AVC. Esse polimorfismo foi incluído neste estudo com intuito de validar a associação 

previamente descrita na literatura, em uma população de indivíduos com anemia 

falciforme distinta, pois os dois estudos que encontraram associação foram 

desenvolvidos com indivíduos provenientes do EUA. Além disso, verificou-se o efeito 

na análise multivariada juntamente com outras variáveis genéticas, variáveis 

laboratoriais e clínicas. 

 

5.5.1.4 SNP no gene codificador de anexina A2 (ANXA2) 

 

A determinação genotípica referente ao SNP no gene ANXA2 (rs11853426) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP (Anexo 4). Assim como ADCY9 rs2238432, o 

polimorfismo ANXA2 rs11853426 foi associado ao aumento do risco de AVC em 

indivíduos com anemia falciforme no estudo que estabeleceu a rede bayesiana (124) e 

foi validado posteriormente em outro estudo (101). ANXA2 é uma proteína ligada à 

fosfolípide de membrana regulada por cálcio que desempenha um papel na regulação do 

crescimento celular e em vias de transdução de sinal. Essa proteína funciona como um 

fator autocrino que aumenta a formação de osteoclastos e a reabsorção óssea (142). 

Além disso, ANXA2 tem um papel regulador na geração de plasmina (143). Não existe 

uma explicação sobre o impacto que esse polimorfismo teria sobre as funções 

biológicas do indivíduo que o levaria a ter risco aumentado de ocorrência de AVC. Esse 

polimorfismo foi incluído neste estudo com intuito de validar a associação previamente 

descrita na literatura, em uma população de indivíduos com anemia falciforme distinta, 

pois os dois estudos que encontraram associação foram desenvolvidos com indivíduos 

provenientes do EUA. Além disso, verificou-se o efeito na análise multivariada 

juntamente com outras variáveis genéticas, variáveis laboratoriais e clínicas. 

 

5.5.1.5 SNP no gene codificador de ectonucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase 1 

(ENPP1) 

 

A determinação genotípica referente ao SNP no gene ENPP1 (rs1044498) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP (Anexo 5). O polimorfismo ENPP1 rs1044498 foi 
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associado à ocorrência de AVC em um estudo de associação ampla do genoma 

(genome-wide association study – GWAS) e sequenciamento completo do exoma 

(whole-exome sequencing – WES) realizado nos EUA (134). A glicoproteína 

transmembrana ENPP1 possui a função de clivar diversas substâncias, incluindo 

fosfodiéster, ligações de pirofosfato de nucleotídeos e açúcares nucleotídeos, ou seja, 

um potente gerador de pirofosfato. Mutações no gene ENPP1 com perda de função 

resultam em depleção extracelular de pirofosfato.  Baixos níveis de pirofosfato causa 

calcificação arterial. A variante ENPP1 Q173 teria atividade aumentada, tanto no 

espaço intracelular como no soro. A proteção contra o AVC conferida pela variante 

Q173 estaria relacionada ao aumento da geração de pirofosfato. Vale ressaltar que a 

variante Q173 não foi associada a infartos silenciosos e ao DTC de alto risco, ou seja, a 

variante estaria associada à doença cerebrovascular mais grave (134). Esse 

polimorfismo foi incluído neste estudo com intuito de validar a associação previamente 

descrita, pois nenhum outro estudo foi realizado para confirmar os resultados após a 

primeira descrição da associação. Além disso, verificou-se o efeito na análise 

multivariada juntamente com outras variáveis genéticas, variáveis laboratoriais e 

clínicas.  

 

5.5.1.6 SNP no gene codificador de golgina B1 (GOLGB1) 

 

A determinação genotípica referente ao SNP no gene GOLGB1 (rs3732410) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP (Anexo 6). Assim como ENPP1 rs1044498, o 

polimorfismo GOLGB1 rs3732410 foi associado à proteção contra AVC, infartos 

silenciosos e DTC de alto risco em um estudo de GWAS e WES (134). GOLGB1 é uma 

proteína associada ao complexo de golgi. A função melhor caracterizada de GOLGB1 é 

ligar-se a proteína de revestimento 1 (coat protein 1 – COP1), permitindo o seu 

transporte bidirecional através da pilha de golgi. De acordo com análises in silico, a 

mutação Y1212C (rs3732410) tem efeito deletério na função da proteína. Entretanto, 

não há hipóteses formuladas e razão aparente que explicaria por que a variante C1212 

protegeria contra AVC, infartos silenciosos e DTC de alto risco (134). Esse 

polimorfismo foi incluído neste estudo com intuito de validar a associação previamente 
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descrita, pois nenhum outro estudo foi realizado para confirmar os resultados após a 

primeira descrição da associação.    

 

5.5.1.7 SNP no gene codificador do receptor de interleucina 4 (IL-4R S503P) 

 

A determinação genotípica referente a variante IL-4R S503P (rs1805015) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP, conforme protocolo descrito previamente (144) 

(Anexo 7). IL-4R é uma proteína transmembrana do tipo I que se liga a IL-4 ou IL-13 

para regular a produção de IgE ou promover a diferenciação de linfócitos Th2. Uma 

forma solúvel da proteína pode ser produzida por proteólise da proteína ligada à 

membrana e essa forma solúvel pode inibir a proliferação celular mediada por IL-4 e a 

regulação ascendente de IL-5 por células T (142). A variante IL-4R P503 foi associado 

com predisposição ao AVC isquêmico em grandes vasos em crianças com doença 

falciforme em dois estudos realizados pelo mesmo grupo de pesquisadores (122, 126). 

Os autores sugeriram possíveis vias imunomediadas para a ocorrência de AVC. Como o 

grupo encontrou associação de alguns alelos HLA com o risco de ocorrência do evento, 

sugeriu-se que o AVC aconteceria através da modulação da expressão de HLA nas 

células T ativadas dependente de interleucina. Os autores propõe o desenvolvimento de 

novos estudos para determinar os fatores etiológicos envolvidos na ocorrência de AVC 

na anemia falciforme (122). O polimorfismo IL-4R S503P (rs1805015) foi incluído 

neste estudo com intuito de validar a associação previamente descrita em uma 

população diferente de indivíduos com doença falciforme. Além disso, verificou-se o 

efeito na análise multivariada juntamente com outras variáveis genéticas, variáveis 

laboratoriais e clínicas. 

 

5.5.1.8 SNPs no gene codificador de interleucina 10 – Haplótipos de IL-10 

 

5.5.1.8.1 IL-10 A-1082G 
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A determinação genotípica referente ao SNP IL-10 A-1082G (rs1800896) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP, utilizando protocolo previamente publicado com 

modificações (145) (Anexo 8).  

 

5.5.1.8.2 IL-10 C-819T 

 

A determinação genotípica referente ao SNP de IL-10 C-819T (rs1800871) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP (Anexo 9). Devido ao absoluto desequilíbrio de 

ligação entre o polimorfismos IL-10 C-819T e IL-10 C-592A (146), somente 70 

participantes da pesquisa foram genotipados para esse polimorfismo. 

 

5.5.1.8.3 IL-10 C-592A  

 

A determinação genotípica referente ao SNP IL-10 C-592A (rs1800872) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP, utilizando protocolo previamente publicado (147) 

(Anexo 10).  

 

5.5.1.8.4 Determinação dos haplótipos de IL-10  

 

Os SNPs na região promotora do gene IL-10 (A-1082G, IL-10 C-819T e C-

592A) estão em desequilíbrio de ligação e formam haplótipos que influenciam 

diretamente na expressão da proteína. Os haplótipos GCC, ACC e ATA foram 

associados com alta, intermediária e baixa produção de IL-10 em estudos previamente 

publicados (148, 149). Assim sendo, os participantes da pesquisa tiveram o haplótipo de 

IL-10 definido.      

A IL-10 é uma citocina produzida principalmente por monócitos e, em menor 

quantidade, por linfócitos. IL-10 possui efeito pleiotrópico na imunoregulação e 

inflamação. Sabe-se que IL-10 regula descendentemente a expressão de citocinas de 

linfócitos Th1, HLA de classe 2 e moléculas coestimulatórias de macrófagos. Além 

disso, essa citocina aumenta a sobrevida dos linfócitos B, bem como a proliferação e a 
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produção de anticorpos (142). Recentemente, dados da Arabian Gulf University 

mostraram uma associação entre níveis reduzidos de IL-10 e a frequência, gravidade e 

duração de crises vaso oclusivas em indivíduos com doença falciforme (150). Esses 

dados sugerem que a variação no nível de IL-10 pode modular manifestações clínicas da 

doença falciforme. 

Os haplótipos de IL-10 já foram anteriormente associados à ocorrência de 

diversos tipos de doença (151-154). Baseando-se nos conhecimentos atuais sobre a 

fisiopatologia da doença cerebrovascular (6), aventou-se que fatores que influenciam e 

modificam a resposta inflamatória poderiam proteger ou predispor pacientes com 

doença falciforme ao AVC. Por esse motivo o estudo dos haplótipos de IL-10 foi 

incluído neste trabalho. Até onde sabemos nenhum outro estudo avaliou a influência 

desses haplótipos na ocorrência de doença cerebrovascular em indivíduos com doença 

falciforme.         

 

5.5.1.9 SNP no gene codificador de paraoxonase 1 (PON1) 

 

A determinação genotípica referente ao SNP no gene PON1 (rs662) foi realizada 

por meio de PCR-RFLP (Anexo 11). A variante PON1 Q192R (PON1 rs662) foi 

identificada como um fator de risco para AVC pelo estudo de WES (134). Essa variante 

causa uma mudança de aminoácido na posição 192 da enzima (glutamina por arginina), 

que normalmente tem função de oxonase e esterase. PON1 Q192R foi anteriormente 

associada com metabolismo do folato alterado e AVC isquêmico em adultos em 

diversas populações. Os autores que descreveram a associação consideram fundamental 

a avaliação em outras coortes independentes de pacientes com anemia falciforme para 

confirmar a associação da variante PON1 R192 com risco aumentado de AVC (134). 

Dessa forma, essa variante foi incluída neste estudo com intuito de validar a associação 

previamente descrita em uma população diferente de indivíduos com doença falciforme.    

 

5.5.1.10 SNP no gene codificador de tirosina quinase (TEK) 
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A determinação genotípica referente ao SNP em TEK (rs489347) foi realizada 

por meio de PCR-RFLP (Anexo 12). O polimorfismo TEK rs489347 foi associado pela 

primeira vez com aumento do risco de AVC em indivíduos com anemia falciforme pelo 

estudo que estabeleceu a rede bayesiana (124) e foi validado posteriormente em outro 

estudo (101). Esse polimorfismo está localizado na região do intron do gene que 

codifica uma tirosina quinase expressa em células endoteliais e em células progenitoras 

hematopoéticas. Não existe uma explicação sobre o impacto que esse polimorfismo teria 

sobre as funções biológicas do indivíduo que o levaria a ter risco aumentado de 

ocorrência de AVC. Entretanto, o gene TEK ajudou a prevenir e recuperar eventos de 

AVC em indivíduos sem doença falciforme (101). Esse polimorfismo foi incluído neste 

estudo com intuito de validar a associação previamente descrita na literatura, em uma 

população de indivíduos com anemia falciforme distinta, pois os dois estudos que 

encontraram associação foram desenvolvidos com indivíduos provenientes do EUA. 

Além disso, verificou-se o efeito na análise multivariada juntamente com outras 

variáveis genéticas, variáveis laboratoriais e clínicas. 

 

 

5.5.1.11 SNP no gene codificador do receptor do fator de transformação do 

crescimento beta III (TGFBR3) 

 

A determinação genotípica referente ao SNP em TGFFR3 (rs284875) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP (Anexo 13). Assim como TEK rs489347, TGFFR3 

rs284875 foi associado com aumento do risco de AVC em indivíduos com anemia 

falciforme pelo estudo que estabeleceu a rede bayesiana (124) e foi validado 

posteriormente em outro estudo (101).  TGFFR3 é um proteoglicano de membrana que 

funciona como um co-receptor juntamente com outros membros da superfamília de 

receptores de TGF-beta. Ectodomínio do derramamento produz TGFFR3 solúvel, que 

pode inibir a sinalização de TGF-beta (142). O AVC foi diretamente associado a 

variantes de TGFFR3 e indiretamente associado com variantes de TGFFR2, que 

possuem papeis essenciais e não redundantes na sinalização de TGF-β. BMP6 (Bone 

morphogenetic protein 6) faz parte da superfamília TGF-β e também foi associada ao 

AVC. A associação desses genes com papeis funcionais na sinalização de TGF-β sugere 

que essa via pode estar envolvida com aumento do risco de AVC (124). Entretanto, o 
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polimorfismo TGFFR3 rs284875 está localizado em um intron do gene TGFFR3 e não 

se sabe qual modificação que esse polimorfismo causaria sobre as funções biológicas do 

indivíduo que o levaria a ter risco aumentado de ocorrência de AVC. Sabe-se que 

mutações no gene TGFFR3 têm sido associadas com doença cerebrovascular em 

indivíduos sem doença falciforme (155). Esse polimorfismo foi incluído neste estudo 

com intuito de validar a associação previamente descrita na literatura, em uma 

população de indivíduos com anemia falciforme distinta, pois os dois estudos que 

encontraram associação foram desenvolvidos com indivíduos provenientes do EUA. 

 

5.5.1.12 SNP no gene codificador do fator necrose tumoral alfa (TNF-α) 

 

A determinação genotípica referente ao SNP TNF-α -308G>A (rs1800629) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP, utilizando protocolo previamente publicado com 

modificações (145) (Anexo 14). O TNF-α é uma citocina proinflamatória 

multifuncional secretada principalmente por macrófagos. Ela pode ligar-se e, então, 

exercer suas funções através de seus receptores TNFRSF1A/TNFR1 e 

TNFRSF1B/TNFBR. Essa citocina está envolvida na regulação de vários processos 

biológicos, incluído proliferação celular, diferenciação celular, metabolismo de lipídios 

e coagulação (142). O polimorfismo TNF-α -308G>A é alvo de muitas pesquisas e já 

foi associado à ocorrência de várias doenças (156-158). Sabe-se que o alelo mutante 

está associado a maiores níveis de transcrição do gene TNF-α (159) e a maiores níveis 

da citocina, inclusive em crianças brasileiras com anemia falciforme (133). A literatura 

científica é controversa quanto o efeito do polimorfismo TNF-α -308G>A no risco de 

ocorrência de doença cerebrovascular em indivíduos com anemia falciforme. Alguns 

estudos relataram associação do alelo G com aumento do risco de AVC (122, 126), 

enquanto outros não confirmaram essa relação (56, 101). Esse polimorfismo foi incluído 

neste estudo com intuito de contribuir para esclarecer qual é o seu real efeito no risco de 

ocorrência de doença cerebrovascular em indivíduos com doença falciforme. Além 

disso, verificou-se o efeito na análise multivariada juntamente com outras variáveis 

genéticas, variáveis laboratoriais e clínicas.    
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5.5.1.12 SNP no gene codificador da molécula de adesão celular-vascular-1 (VCAM-

1) 

 

A determinação genotípica referente ao SNP VCAM-1 c.1238G>C (rs3783613) 

foi realizada por meio de PCR-RFLP, conforme protocolo descrito previamente (120) 

(Anexo 15). VCAM-1 é uma sialoglicoproteína de superfície celular membro da 

superfamília das imunoglobulinas. Essa molécula é expressa pelo endotélio ativado por 

citocina e media a adesão entre leucócitos e endotélio (142).  A mutação não sinônima 

VCAM-1 c.1238G>C leva ao uma mudança conservativa de aminoácido na 413ª posição 

no domínio 5 da molécula de VCAM1. Um estudo anteriormente publicado demostrou 

que o alelo C poderia exercer um efeito protetor contra o AVC em indivíduos com 

anemia falciforme (120). Os autores sugerem que esse polimorfismo poderia influenciar 

o nível de leucócitos, um conhecido fator de risco para AVC, já que foi encontrada uma 

associação entre o genótipo CC e menor nível de leucócitos. Entretanto, nenhum outro 

trabalho foi feito para confirmar esse achado. Esse polimorfismo foi incluído neste 

estudo com intuito de validar a associação previamente descrita na literatura 

 

5.5.1.13 Persistência Hereditária de Hemoglobina Fetal (HPFH) 

 

A detecção molecular de HPFH foi realizada nas crianças com o valor basal de 

Hb F superior ou igual a 30%, sugerindo o genótipo de duplo heterozigose para S/HPFH 

(160).  

A determinação genotípica referente às deleções HPFH 1, HPFH 2, HPFH 3 no 

cluster do gene beta da globina foi realizada por meio de gap-PCR, utilizando protocolo 

previamente publicado com modificações (161) (Anexo 16). A identidade de cada 

deleção foi obtida pela determinação do tamanho do fragmento amplificado em cada 

reação. Os oligonucleotídeos utilizados geraram a produção de um único fragmento 

específico na presença da deleção ou um fragmento controle de tamanho diferente na 

presença do alelo selvagem. A amplificação do alelo selvagem juntamente com a 

amplificação de um alelo de deleção, indicava que a deleção encontrava-se em 

heterozigose.  
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Levando em consideração a maior prevalência da deleção HPFH 2, seguida da 

deleção HPFH 1, em indivíduos Hb S/HPFH (160), as reações de diagnóstico molecular 

de HPFH seguiram o  fluxo descrito na figura 9. 

 

Figura 9 – Fluxo de diagnóstico molecular de HPFH  

 

5.5.1.14 Variantes de Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) 

 

A deficiência da enzima G6PD possui herança ligada ao cromossomo X. 

Homens são hemizigotos para o gene G6PD, enquanto as mulheres podem ter expressão 

gênica normal, ser heterozigotas ou homozigotas para a deficiência. Mulheres 

heterozigotas constituem mosaico genético, resultante da inativação aleatória de um dos 

cromossomos X e podem apresentar os mesmos fenômenos fisiopatológicos que 

homens hemizigotos e mulheres homozigotas para a deficiência (162).  

O gene G6PD possui cerca de 20 kb, divididas em 13 exons e 12 introns. 

Codifica 515 aminoácidos (162). O produto do gene selvagem é denominado G6PD B 

(isoforma B) e é o mais comum no mundo. A G6PD A (isoforma A) é uma variante 

normal de origem africana, que apresenta cerca de 90% da atividade enzimática, quando 

comparada com a atividade da G6PD B selvagem (163). Todas as mutações até hoje 
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identificadas que resultam em deficiência de G6PD afetam a sequência codificadora do 

gene. Aproximadamente 160 mutações já foram descritas, sendo a grande maioria 

causada por substituição de única base, resultando em substituição de aminoácido na 

proteína.   

A enzima G6PD catalisa o primeiro passo da via das pentoses fosfato. No 

eritrócito, a conversão de glicose-6-fosfato em 6-fosfogluconolactona catalisada pela 

G6PD é uma fonte muito importante de produção de NADPH (reduced nicotinamide 

adenine nucleotide phosphate – fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídeo 

reduzido). O NADPH atua reduzindo a glutationa (ou glutatião) e estabilizando a 

catalase, dois compostos que possuem propriedades antioxidantes nos eritrócitos. Dessa 

forma, a atividade da enzima G6PD auxilia o eritrócito a suportar o estresse oxidativo. 

A deficiência da enzima G6PD prejudica a capacidade do eritrócito em remover 

espécies reativas de oxigênio, levando à lise prematura (164).   

O primeiro estudo a descrever associação entre a deficiência de G6PD e a 

ocorrência de doença cerebrovascular em indivíduos com anemia falciforme foi 

realizado na França (67). Nessa oportunidade, a deficiência enzimática foi associada ao 

DTC anormal (VMM ≥ 200 cm/s). Após a publicação desse trabalho, vários outros 

estudos foram conduzidos com objetivo de confirmar a associação e esclarecer o papel 

da deficiência de G6PD na fisiopatologia da doença cerebrovascular. Desde então, a 

associação foi confirmada por outros estudos, incluindo um trabalho do mesmo grupo 

Francês (32, 57, 128, 137). Entretanto, outros estudos não confirmaram a associação 

(56, 68, 101, 165, 166) e o efeito da deficiência de G6PD na ocorrência de doença 

cerebrovascular permanece controversa (6). Dessa forma, a deficiência de G6PD foi 

incluída neste estudo com intuito de contribuir para esclarecer qual é o seu real efeito no 

risco de ocorrência de doença cerebrovascular em indivíduos com doença falciforme.  

 

5.5.1.14.1 Determinação genética da isoforma de G6PD 

 

A isoforma A da G6PD é causada por uma mutação no 376º nucleotídeo do gene 

que codifica a enzima, resultando em uma troca de aminoácido (Asn376Asp) que causa 

uma mobilidade eletroforética mais rápida que a isoforma B (167).  
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A determinação genotípica referente a isoforma de G6PD (A376G; rs1050829) 

foi realizada por meio de PCR-RFLP, utilizando protocolo previamente publicado com 

modificações (167) (Anexo 17).  

 

5.5.1.14.2 Variantes G6PD A
-
 

 

5.5.1.14.2.1 G6PD G202A 

 

 A variante G6PD A
-
 G202A é a variante mais comum na África sub-sahariana e 

no Brasil (164, 168).  Essa variante de G6PD apresenta cerca de 12% da atividade 

residual da enzima, quando comparada com a atividade de G6PD B selvagem (167, 

169). A determinação genotípica referente à variante G6PD A
-
 G202A (rs1050828) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP, utilizando protocolo previamente publicado com 

modificações (167) (Anexo 18).  

 

5.5.1.14.2.2 G6PD T968C  

 

A variante de G6PD A
-
 T968C apresenta cerca de 5% da atividade residual da 

enzima, quando comparado com a atividade de G6PD B selvagem (169). A 

determinação genotípica referente à variante G6PD A
-
 T968C (rs76723693) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP, utilizando protocolo previamente publicado com 

modificações (167) (Anexo 19).  

 

5.5.1.14.2.3 G6PD G680T 

 

A variante de G6PD A
-
 G680T apresenta cerca de 10% da atividade residual da 

enzima, quando comparada com a atividade de G6PD B selvagem. A determinação 

genotípica referente à variante G6PD A
-
 G680T (rs137852328) foi realizada por meio 
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de PCR-RFLP, utilizando protocolo previamente publicado com modificações (167) 

(Anexo 20). 

 

5.5.1.14.2.4 G6PD A542T – Santamaria 

 

A variante de G6PD A
-
 A542T Santamaria apresenta cerca de 2% da atividade 

residual da enzima, quando comparada com a atividade de G6PD B selvagem (169). A 

determinação genotípica referente à variante G6PD A
-
 A542T (rs5030872) foi realizada 

por meio de PCR-RFLP (Anexo 21). 

 

5.5.1.14.3 Variantes G6PD B
-
 

 

5.5.1.14.3.1 G6PD C563T – Mediterranean  

 

A variante de G6PD B
-
 C563T apresenta cerca de 2% da atividade residual da 

enzima, quando comparada com a atividade de G6PD B selvagem (169). A 

determinação genotípica referente à variante G6PD B
-
 C563T (rs5030868) foi realizada 

por meio de PCR-RFLP (Anexo 22). 

 

5.5.1.14.3.2 G6PD G844C – Seattle 

 

A variante de G6PD B
-
 G844C apresenta cerca de 20% da atividade residual da 

enzima, quando comparado com a atividade de G6PD B selvagem (169). A 

determinação genotípica referente à variante G6PD B
-
 G844C (rs137852318) foi 

realizada por meio de PCR-RFLP (Anexo 23). 

 

5.5.1.15 Sequenciamento de DNA para identificação de mutações causadoras de 

Talassemia Beta 
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Das 440 crianças originalmente incluídas no estudo (ver seção 5.2), 32 

apresentaram o perfil de RFLP heterozigoto para o alelo β
S
 (protocolo descrito na seção 

5.5.1.1) e tiveram o DNA sequenciado para confirmar o genótipo Sβ-tal e identificar a 

mutação causadora de talassemia beta. Além disso, as 27 crianças com resultados de 

testes na triagem neonatal sugestivos de Sβ-tal também tiveram o DNA sequenciado 

para confirmação do genótipo e identificação da mutação causadora de talassemia beta. 

Dois fragmentos contíguos do gene HBB foram sequenciados para identificação 

das mutações causadoras de talassemia beta heterozigótica associada à Hb S (Figura 

10). Para cada amostra, o fragmento 1 (771 pb) foi sequenciado inicialmente e, caso a 

mutação não fosse identificada, o fragmento 2 (572 pb) era sequenciado. Dessa forma, 

100% dos casos tiveram a mutação causadora de talassemia beta identificada. Notar 

que, até o momento, não há descrição na literatura especializada de mutações 

patológicas que resultem em beta talassemia nas bases situadas entre os fragmentos 1 e 

2, em IVS-II (íntron 2).  

 

 

Figura 10 - Ilustração do gene da globina beta (HBB), mostrando as regiões sequenciadas para 

identificação das mutações causadoras de talassemia beta heterozigótica associada à Hb S 

 

5.5.1.15.1 Amplificação do fragmento 1 

 

A amplificação do fragmento 1 do HBB foi feita utilizando 250 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 50 L contendo tampão para 

PCR 1X, 2 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG -3’;  reverso: 5’- 
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TTTCTTGCCATGAGCCTTC -3’) e 5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador (Veriti, Applied Biosystems; Foster 

City, CA, USA) com uma fase inicial a 96
o
C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos a 96

o
C 

por 30 segundos, 62
o
C por 30 segundos e 72

o
C por 60 segundos, mais uma fase de 

extensão final de 5 minutos a 72
o
C.  

 

5.5.1.15.2 Amplificação do fragmento 2 

 

A amplificação do fragmento 2 do gene HBB foi feita utilizando 250 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 50 L contendo tampão para 

PCR 1X, 1,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- TCATGCCTCTTTGCACCATTC -3’;  reverso: 

5’- GGGAATGTGGGAGGTCAGTG TTTCTTGCCATGAGCCTTC -3’) e 5 U de 

Platinum®Taq DNA Polymerase. A reação de amplificação foi feita em termociclador 

(Veriti, Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) com uma fase inicial a 96
o
C por 4 

minutos, seguida de 40 ciclos a 96
o
C por 30 segundos, 58

o
C por 30 segundos e 72

o
C por 

60 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72
o
C.  

 

5.5.1.15.3 Purificação do produto do PCR e quantificação do produto purificado 

 

A purificação do produto de PCR foi realizada utilizando kit comercial (kit 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, MACHEREY-NAGEL) de acordo com instruções 

do fabricante.  

 Para a purificação, 45 μL do produto do PCR foram misturados a 90 μL do 

tampão NTI. A mistura resultante foi adicionada à coluna “NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-up” contida em tubo coletor de 2 mL. Centrifugou-se a 11.000 x g por 30 

segundos e, em seguida, o líquido do tubo coletor foi descartado. Foram adicionados 

700 μL do tampão NT3 à coluna. Centrifugou-se a 11.000 x g por 30 segundos e, em 

seguida, o líquido do tubo coletor foi descartado. O passo anteriormente descrito foi 

repetido para melhor purificação do DNA. Posteriormente, centrifugou-se a 11.000 x g 

por 1 minuto para remoção completa do tampão NT3 da coluna. O tubo coletor foi 
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descartado e a coluna foi incubada a 70°C durante 5 minutos. A coluna foi colocada 

dentro de um tubo cônico de 1,5 mL e adicionaram-se 30 μL de tampão NE. A coluna 

foi incubada a temperatura ambiente por 1 minuto e, posteriormente, centrifugada a 

11.000 x g por 1 minuto. A coluna foi descartada e o produto da purificação 

quantificado. 

Para quantificação do produto purificado, 4 L do produto adicionado de 0,5 L 

do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de agarose 1% contendo 

brometo de etídio (10µg/mL). A eletroforese foi feita a 90 volts, durante 60 minutos em 

cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi visualizado no sistema de foto documentação 

sob luz ultravioleta para análise dos fragmentos amplificados. A quantificação foi obtida 

através da comparação visual da quantidade de DNA no fragmento purificado com a 

quantidade de DNA dos fragmentos do padrão de peso molecular (Low DNA Mass 

Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

 

5.5.1.15.4 Reação de sequenciamento 

 

As amostras foram sequenciadas utilizando o método de Sanger.  Cerca de 20 ng 

de produto de PCR purificado para cada 100 pb do fragmento a ser sequenciado 

(exemplo: ~154 ng para o fragmento 1 de 771 pb), 1 μL do oligonucleotídeo sintético 

(10 pmoles), 3 μL do tampão de diluição (5X Sequencing Buffer; Applied Biosystems; 

Foster City, CA, USA), 2 μl de BigDye v3.1 (Applied Biosystems; Foster City, CA, 

USA) e água para completar um volume final de 20 μL. As reações de sequenciamento 

foram feitas em termociclador (Veriti, Applied Biosystems ou T100 Thermal Cycler, 

Bio-Rad) com uma fase inicial a 96
o
C por 1 minuto, seguida de 35 ciclos a 96

o
C por 15 

segundos, 50
o
C por 15 segundos e 60

o
C por 4 minutos. Após o término da reação, as 

amostras foram mantidas a 4
o
C. 

 

5.5.1.15.5 Precipitação da reação de sequenciamento 

 

Para precipitação, 90 μL de uma mistura contendo 60 μL de etanol 100%, 3 μL 

de NaAc 3M e 27 μL de água tipo I foram adicionados ao produto da reação de 

sequenciamento. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos, 
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homogeneizando-a por inversão a cada 3 minutos. Centrifugou-se a 2.000 x g por 30 

minutos e, em seguida, o sobrenadante foi descartado por inversão da placa. Em 

seguida, 150 μL de etanol 70% mantido a -20°C foram adicionados. Posteriormente, a 

placa foi homogeneizada por inversão 10 vezes e centrifugada a 2.000 x g por 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado por inversão e a placa foi centrifugada invertida 

a 50 x g durante 1 minuto. Foram adicionados 10 μL de formamida (Applied 

Biosystems; Foster City, CA, USA) em cada poço e a placa homogeneizada 

vigorosamente por 5 minutos. Posteriormente, a placa foi submetida a temperatura de 

95ºC por 5 minutos e, em seguida, colocada no gelo até o início da eletroforese capilar.  

 

5.5.1.15.6 Eletroforese capilar 

 

A eletroforese capilar foi realizada em aparelho ABI3130 (Applied Biosystems; 

Foster City, CA, USA), utilizando-se polímero POP7 (Applied Biosystems; Foster City, 

CA, USA) e capilar de 36 ou 48 centímetros (Applied Biosystems; Foster City, CA, 

USA). 

 

5.5.1.15.7 Análise dos dados 

 

Os dados foram analisados comparando-se a sequencia resultante da reação com 

a sequência do HBB depositada no GenBank (NG_000007), utilizando o programa 

Codon Code Aligner (CodonCode Corporation, USA).  As mutações foram 

identificadas consultando as mutações listadas por Thein 2013 (170) e as mutações 

descritas no Globin Gene Server (http://globin.bx.psu.edu/hemoglobinvar).  

 

5.5.1.16 Controle de qualidade das reações de biologia molecular 

 

Para confirmar a acurácia dos resultados das análises de PCR/RFLP descritas na 

Tabela 1, pelo menos 5% das amostras foram aleatorizadas para sequenciamento de 

DNA. As amostras para sequenciamento foram amplificadas utilizando o mesmo 

protocolo de amplificação descrito anteriormente (Tabela 1), com exceção de G6PD 
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A376G e G6PD G202A. O tamanho do fragmento gerado para esses SNPs era muito 

pequeno para ser sequenciado (90 pb e 109 pb, respectivamente). Dessa forma, um par 

de oligonucleotídeos sintéticos diferente foi utilizado (direto: 5'- 

AGGATGATGTATGTAGGTCG - 3’; reverso: 5’- CCCGGACACGCTCATAGAGT – 

3’), resultando em um produto de PCR maior (1157 pb).  Esse fragmento contém ambos 

os SNPs. A purificação do produto do PCR, quantificação do produto purificado, a 

reação de sequenciamento, a precipitação da reação de sequenciamento e a eletroforese 

capilar foram feitas utilizando os mesmos protocolos descritos anteriormente (seção 

5.5.1.16). 

Com relação ao diagnóstico molecular de talassemia alfa, 20% das amostras 

foram testadas novamente para confirmação dos resultados e avaliação da qualidade dos 

ensaios. 

 

5.5.2 Variáveis laboratoriais  

  

As variáveis laboratoriais estudadas foram: concentração total de hemoglobina 

(Hb, g/dL), volume corpuscular médio (VCM, fL), hemoglobina corpuscular média 

(HCM, pg), leucometria total (WBC, 10
9
/L), plaquetometria (10

9
/L), concentração de 

hemoglobina fetal (Hb F, %), contagem de reticulócitos (%) e atividade da enzima 

G6PD (U/g Hb). Os valores de Hb total, VCM, HCM, LEU e PLAQ foram 

determinados utilizando-se contador eletrônico de células (Coulter T890, Coulter, 

Hialeah, FL, EUA ou CELL-DYN Ruby, Abbott Laboratories, Santa Clara, CA, USA). 

A quantificação da porcentagem de Hb F foi realizada utilizando-se o método de 

imunodifusão radial (HbF Quiplate, Helena Laboratories). A contagem de reticulócitos 

foi realizada utilizando-se o método de azul de cresil brilhante na microscopia óptica. A 

atividade da enzima G6PD foi quantificada utilizando método enzimático colorimétrico 

(descrito na seção 5.5.2.1). 

 Para a determinação do nível basal das variáveis hematológicas de cada 

participante do estudo, foi considerada a média de todos os valores após os dois anos de 

idade, desprezando-se os valores após transfusões sanguíneas (90 dias) ou eventos 

clínicos significativos (crise de dor, infecção grave, sequestro esplênico agudo, crise 
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aplástica e síndrome torácica aguda). Nas crianças que entraram em regime de 

transfusão crônica, que iniciaram tratamento com HU ou que foram submetidos a 

transplante de medula óssea, foram considerados os valores até a data anterior ao início 

das respectivas terapêuticas.  

 Com relação ao valor basal de Hb F, utilizou-se o resultado do último exame 

após os dois anos de idade, desprezando-se os valores após transfusões sanguíneas (90 

dias) ou eventos clínicos significativos (crise de dor, infecção grave, sequestro esplênico 

agudo, crise aplástica e síndrome torácica aguda). Nas crianças que entraram em regime 

de transfusão crônica, que iniciaram tratamento com HU ou que foram submetidos a 

transplante de medula óssea, foi considerado o último exame até a data anterior ao 

início das respectivas terapêuticas. 

 

5.5.2.1 Quantificação da atividade da enzima G6PD 

 

A atividade da enzima G6PD foi quantificada utilizando-se um método 

enzimático colorimétrico. Utilizou-se kit comercial para quantificação, de acordo com 

as instruções do fabricante (NeoLISA® G6PD, Interscientıfic Corporation, Hollywood, 

FL, USA). 

Em duplicata, os controles deficiente, intermediário e normal (5 µL), bem como 

as amostras (5 µL) dos participantes da pesquisa, foram adicionados nos respectivos 

poços da microplaca de fundo em “U”. Em seguida, foram adicionados 75 µL do 

reagente de eluição (R1) em cada um dos poços da microplaca. A microplaca foi 

incubada a temperatura ambiente, durante 20 minutos, sob agitação continua. Durante a 

eluição, o reagente de trabalho (R2) foi reconstituído. Após a eluição, 15 µL do eluato 

contido na microplaca de fundo “U” foram transferidos para os poços correspondentes 

na microplaca de fundo chato. Posteriormente, adicionaram-se 75 µL do reagente de 

trabalho (R2) nos poços da microplaca de fundo chato. Realizou-se imediatamente a 

leitura da absorbância em 405-410 nanômetros (nm), utilizando leitor de microplacas 

(TP-READER, THERMO PLATE). A microplaca foi incubada à temperatura ambiente, 

durante 10 minutos. Durante a incubação, o reagente de cor (R3) foi preparado. 

Adicionaram-se 100 µL do reagente de cor em todos os poços da microplaca. 

Posteriormente, a microplaca foi incubada à temperatura ambiente, durante 10 minutos. 
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Em seguida, realizou-se leitura da absorbância em 550-570 nm. A microplaca foi 

incubada à temperatura ambiente, durante 10 minutos, ao abrigo da luz. Após a 

incubação, uma nova leitura da absorbância em 550-570 nm foi realizada. Pipetagem 

reversa foi utilizada durante todo o ensaio. 

Para obtenção da quantificação da atividade da enzima em U por grama de Hb, a 

seguinte fórmula foi utilizada: 

(∆Od amostra 570 nm / ∆Od controle 570 nm/min) x valor do controle  

  (∆Od amostra 405 nm) / (∆Od controle 405 nm)   

 

5.5.2 Variáveis clínicas 

 

Os eventos clínicos estudados foram: 

 Ataque isquêmico transitório (AIT): presença de sinais neurológicos após 

interrupção do fluxo vascular, que se resolveram em menos de 24 horas ou 

48 horas quando o sistema basilar está envolvido (52);  

 Síndrome torácica aguda (STA): aparência radiológica de um novo infiltrado 

pulmonar acompanhada de febre e dificuldade respiratória (36); 

 Pressão sanguínea: media aritmética de todos os valores mensurados, 

estando o paciente na ausência de eventos clínicos significativos (infecção 

grave, sequestro esplênico agudo, crise aplástica e síndrome torácica aguda). 

As pressões sistólicas e diastólicas registradas foram o primeiro e o quinto 

som de Korotkoff, respectivamente (113);  

 Idade: data de término do acompanhamento da coorte subtraída da data de 

nascimento da criança; 

 Gênero: masculino ou feminino. 

 

Para tornar comparáveis as análises com relação à chance de ocorrência e ao 

número absoluto de eventos clínicos durante o tempo de acompanhamento da criança, 

foi utilizado o valor referente ao número absoluto de episódios de STA dividido pelo 

tempo de acompanhamento clínico (data de nascimento subtraída da data da censura da 

criança). 
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5.6 Análise estatística  

 

Foram avaliadas as associações das variáveis genéticas, laboratoriais e clínicas 

com os desfechos estudados, ou seja, AVC isquêmico ou DCV. Com exceção das 

análises descritivas ou quando foi avaliado o efeito do genótipo na ocorrência dos 

desfechos, as crianças Sβ-tal não foram incluídas nas análises estatísticas, pois elas 

possuem menor risco de ocorrência de AVC (52) e DCV (136).  Todo o estudo 

estatístico foi processado utilizando o programa SPSS, versão 17.0 (SPSS Inc.; Chicago, 

IL, USA). 

 

5.6.1 Dados descritivos  

 

 Os resultados quantitativos foram expressos como média e um desvio padrão  

ou erro padrão da média. As prevalências foram expressas pelas porcentagens 

correspondentes ao item analisado e limites de confianças a 95%. 

 

5.6.2 Análise univariada  

 

A verificação da associação das variáveis nominais com o desfecho (AVC ou 

DCV) foi realizada utilizando o teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando 

necessário. Para as variáveis contínuas com distribuição normal, o teste t de Student não 

pareado foi usado para comparação dos grupos. O teste não paramétrico de Mann–

Whitney U foi usado para variáveis contínuas com distribuição não-normal. 

Alternativamente, o teste t de Student não pareado foi usado para comparação das 

variáveis contínua, exceto quando a variável apresentou desvio grosseiro da distribuição 

normal (nesses casos, o teste de Mann–Whitney U foi usado). O teste de Levene foi 

usado para avaliar a igualdade de variâncias. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado 

para avaliar a distribuição normal ou não-normal das variáveis contínuas. 
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5.6.3 Análise de sobrevida 

 

 A probabilidade cumulativa de AVC isquêmico e DCV foram estimadas usando 

o método de Kaplan-Meier [função (1-sobrevida)]. O teste de log rank foi usado para 

comparar os diferentes subgrupos, estratificados em relação às variáveis explicativas 

estudadas. A data de nascimento determinou a entrada do participante na pesquisa. 

Início de regime de transfusão crônica, início de tratamento com HU, transplante de 

medula óssea, morte não relacionada aos desfechos e a última consulta médica (último 

DTC ou teste de MRA para DCV) sem os desfechos até dezembro de 2014 (fim do 

estudo) foram razões de cesura.   

A regressão de Cox’s foi usada para determinar o efeito independente de cada 

variável explicativa estudada no desfecho. O modelo inicial incluiu todas as variáveis 

com significância p  0,20 na analise univariada. Posteriormente, as variáveis 

explicativas foram excluídas do modelo, uma por uma, usando a eliminação stepwise ou 

backward, e o modelo final incluiu somente as variáveis com nível de significância p  

0,1. 

 

5.7 Aspectos éticos 

  

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE; Anexo 24) foi 

apresentado ao responsável legal do potencial participante e, quando necessário, à 

própria criança (crianças com sete anos ou mais). O estudo foi explicado verbalmente 

pelos pesquisadores envolvidos durante as consultas de rotina do acompanhamento 

clínico. Concedida a autorização para participação, o responsável legal e, quando 

necessário, a própria criança assinaram o TCLE, ficando sob sua guarda uma cópia e 

outra cópia sob a guarda dos pesquisadores.  

A consulta aos prontuários foi feita de modo a garantir o sigilo das informações 

pessoais de cada sujeito da pesquisa. Os pesquisadores envolvidos se comprometeram a 

utilizar o material biológico e os dados coletados exclusivamente para os fins previstos 

no projeto de pesquisa.  
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 O projeto de pesquisa referente a este trabalho foi aprovado pela Câmara do 

Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da UFMG, pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da UFMG (COEP; anexo 25) e pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Fundação Hemominas (CEP-Hemominas; anexo 26). O projeto de pesquisa referente à 

identificação das mutações causadoras de talassemia beta foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Fundação HEMOMINAS (anexo 27) 

 

5.8 Financiamento 

 

 O material de laboratório utilizado no desenvolvimento do estudo, tais como, 

kits de extração de DNA, Kits para quantificação da atividade de G6PD, reagentes para 

PCR, reagentes para sequenciamento, enzimas de restrição, tubos e ponteiras, foram 

adquiridos com recursos da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de Minas Gerais 

(FAPEMIG), Fundação Hemominas e NUPAD. As bolsas de iniciação científica para os 

estudantes de graduação envolvidos foram financiadas pela FAPEMIG. O pesquisador 

autor da tese contou com uma bolsa de doutorado concedida pela Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES). O orientador é bolsista 

pesquisador do Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq), nível 2. Adicionalmente, a pesquisa recebeu apoio logístico da Central de 

Projetos do NUPAD e do Centro de Pós-graduação da Faculdade de Medicina da 

UFMG.         
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Abstract 

 

 

Cerebrovascular disease (CVD) is a severe complication associated with sickle cell 

anemia. Abnormal transcranial Doppler (TCD) identifies some children at high risk, 

but other markers would be helpful. This cohort study was aimed at evaluating the 

effects of genetic biomarkers on the risk of developing CVD in children from Minas 

Gerais, Brazil. Clinical and hematological data were retrieved from children’s 

records. Outcomes studied were overt ischemic stroke and CVD (overt ischemic 

stroke, transient ischemic attack, abnormal TCD, or abnormal cerebral images). Out 

of 411 children, 386 (93.9%) had SS genotype, 23 (5.6%) had Sβ
0
-thal and two had 

severe Sβ
+
-thal (0.5%). Frequency of CVD was lower in Sβ-thal group (p=0.05). No 

effect of VCAM-1 polymorphism on stroke or CVD risks was detected. Cumulative 

incidence of stroke was significantly higher for children with TNF-α A allele (p=0.02) 

and lower for children with HBA deletion (p=0.02). However, no association between 

CVD and TNF-α -308G>A was found. CVD cumulative incidence was significantly 

lower for children with HBA deletion (p=0.004). This study found no association 

between VCAM1 c.1238G>C and stroke. An association between stroke and TNF-α -

308A allele has been suggested. Our results have confirmed the protective role of 

HBA deletion against stroke and CVD. 

 

Key words: Sickle cell anemia, Stroke, VCAM-1, TNF-alpha, Alpha-thalassemia 
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Introduction 

 

Sickle cell anemia (SCA) is a monogenic disorder caused by a homozygous mutation 

in the β-globin gene (HBB:c.20A>T, p.E6V), resulting in early death and morbidity 

(1). Cerebrovascular complications are very common in patients suffering from SCA. 

Cerebrovascular disease (CVD) include overt stroke, silent infarcts, transient ischemic 

attack (TIA), abnormal magnetic resonance angiography (MRA), and abnormal 

transcranial Doppler (TCD). Overt stroke is the most catastrophic of them and occurs 

in 11% of patients by the age of twenty (2). CVD affect almost one-half of SCA 

patients by the age of fourteen (3).  

Currently, TCD ultrasonography is the only clinical useful prognostic tool 

available to detect increased risk of stroke in children with SCA. Prophylactic chronic 

erythrocyte transfusion therapy reduces in 92% the risk of occurrence of stroke in 

SCA patients at high risk (4). The TCD test is very sensitive but only moderately 

specific because 60% of untreated children at high risk of experiencing stroke, as 

indicated by TCD, did not experience any episode of stroke (5); therefore, it would 

have been harmful for these subjects to be exposed to the side effects of chronic 

transfusion therapy. It has been estimated that to prevent the occurrence of one stroke, 

seven children would receive chronic transfusion therapy (6). Moreover, there are 

other limitations associated with TCD screening: stroke can occur in patients showing 

normal TCD results (5, 7); there can be relatively large intra-subject variability (8); 

access to TCD and chronic transfusion therapy may be limited (9, 10), especially in 

developing countries (10); adherence to screening programs can be a crucial problem 

(11, 12); family members and physicians may be reluctant to accept chronic 

transfusion therapy. Because of these shortcomings, it is necessary to identify 

biomarkers that can assess the risk of developing stroke with high specificity.  

Results obtained using several genetic biomarkers have been reported in 

literature. However, some of these results are controversial and therefore require 

adequate validation (13). For instance, literature reports indicated that homozygous 

polymorphic -308G allele (c.-488g; rs1800629) in the promoter region of tumor 

necrosis factor alpha (TNF-α) gene is associated with increased risk of stroke (14, 

15); whereas, another study reported no such association (16). Previously, α-globin 

gene (HBA) deletion has confirmed protective effect against stroke and CVD (2, 3, 

16-20), but findings from two recent studies indicated no such association (21, 22). 
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Previous evidence has demonstrated that the vascular cell adhesion molecule 1 

(VCAM-1) gene coding single-nucleotide polymorphism (SNP) c.1238G>C 

(rs3783613) may be protective against stroke in SCA (23). However, no further 

research was done to confirm this finding. The present study evaluated the influences 

of TNF-α -308G>A and VCAM1 c.1238G>C polymorphisms, HBA deletion status, 

and sickle cell genotype on the risk of developing CVD in the Minas Gerais state 

SCA newborn cohort, Brazil. 

 

Material and Methods  

 

Study Design 

 

This is a retrospective cohort study involving children with SCA. Between January 

1999 and December 2008, the Newborn Screening Program diagnosed 1,066 children 

with HbFS profile in the state of Minas Gerais located at the southeastern part of 

Brazil. Out of 1,066 children, 554 children were scheduled to have their first clinical 

appointment in the outpatient care unit of Hemominas Foundation, which is situated 

in the state capital Belo Horizonte. Among these 554 children, 49 children died before 

the study began (March 2011); 32 children were transferred to another outpatient care 

unit, and one child was subjected to private practice follow-up. The remaining 472 

children were eligible for participation. Enrollment was closed in July 2013. Out of 

these 472 children, parents of five children did not allow their children to participate 

in this study, four children were transferred to another outpatient care unit after the 

beginning of the study, four children died during the study, and 38 children could not 

be reached for blood collection during the study program. Eight children with a 

double heterozygous mutation for HbS and hereditary persistence of fetal hemoglobin 

(HPFH) and two children who were proven to be Sβ
+
-thalassemia (Sβ

+
-thal) positive 

and who had a steady state relative concentration of HbA above 7% were also 

excluded from this study. Therefore, the study population consisted of 411 children 

with genotypes SS, Sβ
0
-thalassemia (Sβ

0
-thal) or Sβ

+
-thal type I [less than 7% of 

HbA; clinical and hematological features similar to Sβ
0
-thal (24)]. In a previous 

study, the prevalence of the Central African Republic, Benin, Arab-Indian and 

atypical β
S
 haplotype alleles in 208 of these children (only those with homozygous β

S
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allele) was 0.57, 0.42, 0.005, and 0.01, respectively. No association between 

haplotypes and CVD was detected (25). 

 The study protocol was approved by the Institutional Review Board. Written 

informed consent was obtained from parents or guardian of every child in accordance 

with the rule set up by the “Declaration of Helsinki” guidelines and children’s assent 

was obtained, when appropriate. 

 

Molecular Analysis  

 

Genomic DNA extraction from blood samples was carried out by using a commercial 

kit (QIA amp, DNA Blood Mini Kit; Qiagen; Hilden, Germany). VCAM-1 

c.1238G>C (rs3783613) and TNF-α -308G>A (rs1800629) polymorphisms were 

determined by PCR/RFLP as described previously (23, 26). Furthermore, at least 5% 

of the samples were randomly selected for DNA sequencing to confirm the 

reproducibility of PCR/RFLP results. DNA sequencing was done in ABI Prism 3130 

Analyzer (Applied Biosystems; Foster City, CA, USA). Presence of β
S
 allele was 

confirmed by PCR/RFLP analysis as described previously (25). Heterozygous 

children for β
S
 allele had HBB sequenced to confirm the presence of Sβ

0
-thal or Sβ

+
-

thal genotype. Molecular analyses were performed on children with steady state HbF 

concentration equal or greater than 30%, suggesting HbS/HPFH genotype (27). HPFH 

1, 2 e 3 deletions were detected by gap-PCR as described previously (28). Detection 

of HBA more frequent deletions (-α
3.7

,-α
4.2

,--
SEA

,--
FIL

,--
MED

,-(α)
20.5

, and --
THAI

) was 

carried out by multiplex gap PCR as described previously (29); the primers’ annealing 

temperature was increased to 62°C. For further confirmation, 20% of the samples 

were retested for HBA deletions to validate the results.  

 

Clinical and Hematological Data  

 

Clinical and hematological information regarding participants’ phenotypes were 

extracted from medical records and entered into a specific database. 

TCD velocities were obtained as part of the standard care procedure. TCD 

examinations were performed and analyzed by an individual expert (C.M.S.). The 

STOP study protocol (4) has been used since 2007, with pulse TCD and a 2 MHz 

probe for a full Doppler test (model EME TC 2000, Nicolet; Madison, WI, USA). 
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Following standard care procedure, MRA was recommended to children with 

inadequate TCD, children with basilar arterial velocity above 130 cm/s, and children 

with anterior cerebral arterial (ACA) velocity above 170 cm/s. 

Overt ischemic stroke, which was defined as a neurological deficit lasting 

more than 24 hours, was diagnosed by a hematologist who was in charge of follow-up 

study, and the diagnosis was done on the basis of available clinical and imaging 

results. Intracranial hemorrhage was not considered in the category of overt stroke. 

TIA was defined by the display of neurological signs following vascular disruption 

that resolve within 24 hours (2). Abnormal MRA was defined as stenosis or apparent 

occlusion of any vessel or arterial tortuosity, or Moyamoya disease (30). 

Cerebrovascular disease (CVD) was defined in the present study by the occurrence of 

at least one of the following clinical events: overt ischemic stroke; abnormal TCD as 

originally defined by STOP investigators (the highest time-averaged mean blood-flow 

velocity [TAMMX] ≥ 200 cm/s in middle cerebral artery [MCA] and internal carotid 

artery [ICA]) (4); two consecutive TCD exams revealing the TAMMX equal or above 

170 cm/s in the anterior cerebral arteries (31); abnormal MRA; and history of TIA. 

Because some subjects had experienced multiple cerebrovascular events, the first 

experience was used for dating the occurrence of the event. For subjects who had 

multiple TCD exams, the last exam was considered for the definition and dating. For 

children undergoing chronic transfusion therapy, treatment with hydroxyurea, or bone 

marrow transplantation, results from the last TCD exam before the initiation of 

therapy were considered. 

White blood cell (WBC) count was determined using electronic cell counter 

(T-890, COULTER; Hialeah). Percentage of HbF was quantified by radial 

immunodiffusion (HbF Quiplate; Helena Laboratories; Beaumont). Arithmetic mean 

of WBC count and HbF concentration was calculated for children after they crossed 

the age of two years and a steady state value was obtained from these calculations. 

Values obtained from tests performed after blood transfusion (up to 90 days) and 

during significant clinical illness (serious infection, acute splenic sequestration, 

aplastic crisis), were disregarded. For children undergoing chronic transfusion 

therapy, treatment with hydroxyurea, or bone marrow transplantation, steady state 

values were determined from the mean of values registered before the initiation of 

therapy. 
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Statistical Analysis 

 

Continuous variables were expressed as mean ± standard deviation and nominal 

variables as percentages. The Kolmogorov-Smirnov goodness-fit test was used to 

evaluate the normal distribution of continuous variables. For continuous variables that 

were normally distributed, the unpaired t-test was used to compare different groups. 

The nonparametric Mann–Whitney U test was used for continuous variables that were 

not normally distributed. Two outcomes were studied in the present report: 1) Overt 

ischemic stroke; and 2) CVD. Except in the overall analyses or when considering 

sickle cell genotypes, Sβ
0
-thal and Sβ

+
-thal type I children were not included in the 

statistical analysis of outcomes because they have less probability to have a stroke 

event (2) or CVD (see Results). Univariate associations between outcomes and 

covariates (genetic risk factors) were evaluated using two-tailed chi-square or Fisher’s 

exact test. Statistically significant values were set at p  0.05. Cumulative incidences 

of overt stroke or CVD were estimated by using Kaplan–Meier method [function (1-

Survival)] and the log rank test was used to compare different subgroups. Birth date 

determined entry into the study program. Beginning of chronic transfusion therapy, 

hydroxyurea treatment, bone marrow transplantation, death by causes unrelated to 

outcomes, and last clinical visit (last TCD or MRA test for CDV) without events until 

July 2013 (end of study) were reasons for censored observations. Cox’s regression 

was used to determine the independent effect of each genetic risk factor. The initial 

multivariate model included all covariates potentially associated with outcomes. The 

covariates were removed from the model, one by one through stepwise analysis and 

the final model included only those covariates that were statistically significant at p < 

0.10. Statistical analyses were performed with SPSS 17.0 software (SPSS Inc.; 

Chicago, IL, USA).  

 

Results 

 

Characteristics of subjects 

 

Out of 411 children enrolled in this study, 386 (93.9%) had HbSS genotype, 23 

(5.6%) had Sβ
0
-thal and two (0.5%) had Sβ

+
-thal type I genotype. Children had a 
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mean age of 9.56 ± 2.95 years (range 4.5–14.5 years), and 208 (50.6%) of them were 

male. Clinical, hematological, and genetic characteristics of the participants are 

shown in Table 1. No children with Sβ
0
-thal/Sβ

+
-thal had overt stroke or CVD. 

Frequency of CVD was significantly lower in children with Sβ
0
-thal/Sβ

+
-thal (0/20) 

than in SS children (61/348; p = 0.05). Age and steady state WBC count were 

significantly lower for Sβ
0
-thal/Sβ

+
-thal group in comparison to the SS group (p = 

0.05 and 0.04, respectively). No other difference was found between SS and Sβ
0
-

thal/Sβ
+
-thal groups (Table 1). Mean follow-up was 7.67 ± 2.95 years (range 2.01–

14.14 years), which correspond to 3,152 patient-years. The overall prevalence of overt 

stroke was 5.1% (95% CI 3.0%–7.2%) and the cumulative incidence of overt stroke 

by the age of 8.5 years was 6.6% (95% CI 3.9%–9.3%; Figure 1A). The overall 

prevalence of CVD was 16.6% (95% CI 13.0%–20.6%) and the cumulative incidence 

of CVD by the age of 11.5 years was 32.7% (95% CI 22.7%–42.7%; Figure 1B). 

 

Table 1. Clinical, hematological and genetic characteristics of children with sickle cell 

disease in Minas Gerais, Brazil 

 
Genotype    

 

Variables SS             

n=386 

Sβ
0
-

thal/Sβ+-

thal n=25 

Total                

n=411 

P 

value 

Odds 

Ratio 
95% CI 

Gender 

      male 196 (50.8%) 12 (48%) 208 (50.6%) 0.78
a
 1.11 0.49-2.51 

female 190 (48.9%) 13 (52%) 203 (49.4%) 
 

  Age (years) 9.63±2.99 8.52±2.03 9.56±2.95 0.05
b
 

  Outcome 

      Overt stroke 21 (5.4%) 0 (0%) 21 (5.1%) 0.63
c
 0.94 0.91-0.96 

Cerebrovascular disease 
d
  

61/348 

(17.5%) 0/20(0%) 

61/368 

(16.6%) 0.05
c
 0.93 0.90-0.96 

Overt stroke 19 (5.5%) 0 (0%) 19 (5.2%) 

   High risk TCD 29 (8.3%) 0 (0%) 29 (7.9%) 
 

  TAMMX >170 cm/s in ACA 2 (0.6%) 0 (0%) 2 (0.5%) 
 

  Transient Ischemic Attack 7 (2%) 0 (0%) 7 (1.9%) 
 

  Abnormal MRA 4 (1.1%) 0 (0%) 4 (1.1%) 

   Hematologic variables 

      WBC (10
9
/L; n=203) 16.13±3.36 13.86±3.1 16.03±3.37 0.048

e
 

  Hb F (%; n=194) 16.25±7.34 19.59±8.15 16.41±4.38 0.19
e
 

  Genetic status 

      VCAM1 G1358C 

      GG 333 (86.3%) 23 (92%) 356 (86,6%) 0.55
c
 0.55 0.13-2.38 

GC 53 (13.7%) 2 (8%) 55 (13.4%) 

   CC 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

   TNF-α G308A  

      GG 283 (73.3%) 16 (64%) 299 (72.7%) 0.35
c,f

 1.54 0.66-3.6 
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GA 97 (25.1%) 9 (36%) 106 (25,8%) 

   AA 6 (1.6%) 0 (0%) 6 (1.5%) 

   HBA deletion status 

      αα/αα 281 (72.8%) 18 (72%) 299 (72.7%) 1.00
c,g

 1.04 0.42-2.56 

αα/-α
3.7

 98 (25.4%) 7 (28%) 105 (25.5%) 

   -α
3.7

/-α
3.7

 7 (1.8%) 0 (0%) 7 (1.7%)       
a
X

2 

b
Mann-Whitney test 

c
Fisher’s exact test 

d
43 children did not have any of clinical neurologic events, but had no valid TCD or MRA data to be 

classified as having or not cerebrovascular disease 
e
unpaired t-test 

f
GG versus GA/AA 

g
αα/αα vs αα/-α

3.7
 or -α

3.7
/-α

3.7
 

 

 

Figure 1. Cumulative incidence of cerebrovascular complications. (A) Cumulative 

incidence of overt stroke. (B) Cumulative incidence of cerebrovascular disease (overt 

stroke, transient ischemic attack, abnormal TCD, or abnormal cerebral angiography). 

Function: (1 – survival), according to Kaplan-Meier method.  

 

Genotyping results  
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Analysis of HBA deletions showed that 299 children (72.7%) were αα/αα, 105 

(25.5%) αα/−α
3.7

 and seven (1.7%) −α
3.7

/−α
3 .7

. This means only −α
3.7

 deletion was 

detected. As far as TNF-α gene polymorphism (-308G>A) was concerned, 299 

(72.7%) children had GG, 106 (25.8%) had GA, and six (1.5%) had AA genotypes. 

For VCAM1 gene polymorphism (c.1238G>C), 356 (86.6%) children had GG 

genotype and 55 (13.4%) had GC (Table 1).  

Among children with Sβ
0
-thal (n = 23), 10 children (43.5%) had the nonsense 

codon 39 (C>T) mutation, nine had (39.1%) IVS-I-1 (G>A) mutation, three had 

(13%) IVS-II-1 (G>A) mutation, and one child had (4.4%) IVS-I-2 (T>C) mutation. 

One child with Sβ
+
-thal type I had the mutation IVS-1-110 (G>A) and the other one 

had the IVS-I-5 (G>A). Six (75%) children with S/HPFH genotype had the deletion 

type 2 and two (25%), had type 1. 

 

Genetic risk factors for overt stroke in children with HbSS genotype  

The prevalence of overt stroke was 3.9% (11/283) for children who had TNF-α GG 

genotype. It was 9.7% (10/103) for those with GA or AA genotypes. The cumulative 

incidence of overt stroke was significantly higher for children with TNF-α GA or AA 

genotypes compared to children with GG genotype (p = 0.02; Figure 2A). The 

prevalence of overt stroke was 7.1% (20/281) for children without HBA deletion 

(αα/αα). It was 1% (1/105) for those with one or two −α
3.7

 deletions. The cumulative 

incidence of overt stroke was significantly lower for children with HBA deletion 

compared to no deletions (p = 0.02; Figure 2B). The cumulative incidences of overt 

stroke for VCAM1 GG and GC genotype groups were not significantly different (p = 

0.49). The final multivariate model for predicting risk of overt stroke incidence 

included TNF-α -308G>A polymorphism and HBA deletion status. The relative risk 

of overt stroke for children with αα/αα genotype was about 7 times higher (95% CI 

0.97–53.9) than for those with −α
3.7

 deletions. It was 2.5 times higher for children 

with GA or AA than for those with GG at TNF-α -308G>A polymorphic site (95% CI 

1.07–5.91; Table 2)  
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Table 2. Multivariate Cox’s regression analyses to predict overt stroke in children 

with sickle cell anemia in Minas Gerais, Brazil 

Variables 

Relative 

Risk 

95% Confidence 

Interval P value 

Model 1: All covariates 

   VCAM1 G1358C genotype  1.67
a
 0.56-4.96 0.35 

TNF-α G308A genotype 2.52
b
 1.07-5.93 0.03 

HBA deletion status 7.47
c
 1.0-55.86 0.05 

Final model: Only covariates  with P < 0.1 

   TNF-α G308A genotype 2.5
b
 1.07-5.91 0.03 

HBA deletion status 7.23
c
 0.97-53.95 0.05 

a 
GG to GC relative risk for overt stroke 

b 
GA or AA to GG relative risk for overt stroke 

c
 αα/αα to αα/-α

3.7
 or -α

3.7
/-α

3.7 
relative risk for overt stroke 

 

 

Figure 2. Cumulative incidence of cerebrovascular complications according to 

genotype. (A) Cumulative incidence of overt stroke in children with HbSS according 

to TNF-α G-308A genotype. The cumulative incidence for the GG group was 5.3% 

(SE 1.6%) while that for the GA or AA group was 11.7% (SE 3.5%; p = 0.02). (B) 

Cumulative incidence of overt stroke in children with HbSS according to alpha-

thalassemia genotype. The cumulative incidence for the αα/αα group was 9.1% (SE 
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2%) while that for the −α
3.7

/αα or −α
3.7

/−α
3.7

 group was 1.4% (SE 1.4%; p = 0.02; 

only one −α
3.7

/αα child had a stroke). Function: (1-survival), according to Kaplan–

Meier method. 

 

Genetic risk factors for CVD in children with HbSS genotype  

 

The prevalence of CVD was 17.5% (45/257) for children who had TNF-α GG 

genotype. It was 17.6% (16/91) for those with GA or AA genotypes. Accordingly, the 

cumulative incidences of CVD were similar for both groups (p = 0.7). The prevalence 

of CVD for children with the VCAM1 GG genotype was 17.3% (52/301). It was 

19.1% (9/47) for those with the GC genotype. Corresponding cumulative incidences 

of CVD were not significantly different (p = 0.73). The prevalence of CVD was 

21.3% (54/253) for children without HBA deletion (αα/αα). It was 7.4% (7/95) for 

those with one or two −α
3.7

 deletions. The cumulative incidence of CVD was 

significantly lower for children with one or two HBA deletions (p = 0.004; Figure 3). 

The final multivariate model for predicting the risk of developing CVD included HBA 

deletion status only. The risk of developing CVD in children with one or two −α
3.7

 

hybrid genes was 3 times lower than those with no HBA deletions (95% CI: 1.4–6.6) 

(Table 3). 
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Figure 3. Cumulative incidence of cerebrovascular disease in children with HbSS 

according to alpha-thalassemia genotype. The cumulative incidence for the αα/αα 

group was 40.2% (SE 6.2%) and that for the −α
3.7

/αα group was 13.7% (SE 5.0%); no 

child with the −α
3.7

/−α
3.7

genotype had cerebrovascular disease (linear trend p = 

0.004). Function: (1-survival), according to Kaplan–Meier method. 

 

 

Table 3. Multivariate Cox’s regression analyses to predict cerebrovascular disease in 

children with sickle cell anemia in Minas Gerais, Brazil 

Variables 

Relative 

Risk 

95% 

Confidence 

Interval P value 

Model 1: All covariates 

   VCAM1 G1358C genotype  1.24
 a
 0.61-2.53 0.55 

TNF-α G308A genotype  1.05
 b
 0.59-1.86 0.87 

HBA deletion status 3.04
 c
 1.38-6.69 0.006 

Final model: Only covariates  with P < 0.1 

   HBA deletion status 3.00
 c
 1.37-6.59 0.006 

a 
GG to GC relative risk for cerebrovascular disease 

b 
GA or AA to GG relative risk for cerebrovascular disease 

c
 αα/αα to αα/-α

3.7
 or -α

3.7
/-α

3.7 
relative risk for cerebrovascular disease 

 

Discussion 

 

We have studied the effect of genetic risk factors that have previously been associated 

with stroke in children with SCA. Our results suggested no association between 

VCAM1 c.1238G>C polymorphism and overt stroke or CVD. Previously published 

results suggested the association of minor allele C with lower risk of stroke (23). 

Nonsynonymous c.1238G>C SNP leads to a conservative amino acid change 

(Gly>Ala) at 413
th

 position in the immunoglobulin domain 5 of VCAM1 molecule. 

This molecule has a large surface of interaction with the corresponding receptor, and 

thus, the weakly interacting methyl group added by substitution of glycine with 

alanine would not interfere with the proper function of the protein; therefore, the 

variant 413A may remain fully functional. Bioinformatic analyses using MutPred and 

PolyPhen2 algorithms also suggested that protein function would not be harmed, 

thereby providing support to our results (32, 33). Furthermore, the 413A VCAM-1 

variant showed neither any potential difference in protein isoform levels nor any 
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impairment of in vitro cell-cell adhesion function (34). This is the second study to 

assess the effect of VCAM1 c.1238G>C polymorphism on the risk of stroke in 

children with SCA. Additional studies in different populations will be needed to 

confirm our findings. 

The present study demonstrated that -308G>A polymorphism of the TNF-α 

gene was significantly associated with overt stroke, but not with CVD. Children with 

the allele A had 2.5-fold increased risk of getting overt stroke, thereby indicating a 

modest effect of this allele on susceptibility to overt stroke. Reports on TNF-α -

308G>A polymorphism and the risk of stroke in SCA subjects have been 

controversial. Some results showed association of G allele with higher risk of stroke 

(14, 15), while other studies reported no such association (16, 35). Another study 

failed to find an association between TNF-α -308G>A polymorphism and MRA/MRI 

abnormalities in adults (36).   

The present study is the first one to report an association between -308A allele 

and overt stroke. Subjects with sickle cell anemia have higher concentration of TNF-α 

than controls with HbAA (37, 38). The minor allele A has been associated with higher 

rate of transcription of TNF-α gene (39), and higher cytokine levels in Brazilian 

children with SCA (40). Based on current knowledge about pathophysiology of stroke 

in SCA (41), consequences secondary to high production of this pro-inflammatory 

cytokine such as stimulation of inflammation, activation of endothelial cells, 

activation of WBC (42), and induction of the coagulation cascade (43), would be 

consistent with an increased risk of stroke. TNF-α has been used to induce vaso-

occlusion in sickle cell mice (44), adding further support to the biological plausibility 

of our findings. High levels of TNF-α have been associated with severe clinical 

manifestations in patients with SCA (38, 45, 46), and the allele A was associated with 

higher risk of acquiring acute splenic sequestration (40). Discrepancies in some 

previously published results may be due to differences in method design, outcome 

definition, and population variability. An intriguing observation derived from the 

present study was the lack of association between TNF-α -308G>A SNP and CDV. 

This implies that allele A would produce some phenotypic modification that increases 

the risk of stroke, the last stage of CVD, but not the risk of previous stages, such as 

TCD abnormalities. It is possible that allele A plays a role in the end-stage 

vasculopathy in these children but it is difficult to understand pathophysiologically 

the lack of association between the SNP and CVA. This lack of association may 
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indicate a true negative result and the association between TNF-α -308G>A 

polymorphism and overt stroke may be regarded more probably as a false positive 

result. Further studies are needed to understand the real influence of TNF-α -308G>A 

SNP on the risk of developing CVD.  

As previously described by us and other researchers, HBA deletion was 

significantly associated with a decreased risk of overt stroke (2, 16, 18, 35, 47) and 

CVD (3, 17, 19, 20, 48). Children without HBA deletion had a 7-fold increased risk of 

overt stroke and a 3-fold increased risk of CVD. Absence of this association found in 

recently published studies probably occurs due to lack of power to detect a difference 

(22), or due to a selection bias (21). It is interesting to note that both cited reports 

showed a trend towards a protective association of HBA deletion on CVD prevalence. 

In our experience, high reticulocyte count was an independent risk factor for CVD in 

the multivariate analysis (49). Reduction of reticulocyte count caused by HBA 

deletion (20) may be crucial to protect children from overt stroke and CVD. 

Prioritization of children without HBA deletions for scheduling TCD tests can be a 

potential useful tool for designing clinical protocols.  

Our results showed that Sβ
0
-thal/severe Sβ

+
-thal genotypes were significantly 

associated with a decreased risk of CDV. Although no child with those genotypes had 

an overt stroke, the prevalence difference in SS children was not statistically 

significant probably because the number of Sβ
0
-thal/Sβ

+
-thal cases and overt stroke 

events were both too small. A number of studies related to stroke risk factors have 

grouped together subjects with SS and Sβ
0
-thal genotypes (3, 17, 21, 50). Although 

similar in other clinical aspects (51), the risk of stroke and CVD may be actually 

different as suggested by the present study and by other investigators (2). As 

mentioned before for HBA deletion status, sickle cell genotype is a potential marker to 

prioritize children for TCD and imaging exams, but prospective studies are needed to 

support TCD protocol recommendations based on genotypes.   

One limitation of the present study was the use of medical files as the source 

of retrospective data, even though these records were generated for clinical follow-up 

and not for research. Although the final sample for this study (n = 411) represents 

89.2% of the corresponding total population followed up at Belo Horizonte Blood 

Center (n = 472), 38 children could not be reached during the study period and may 

represent milder forms of sickle cell disease. Similarly, 43 children with no TCD or 

MRA testing may also represent milder form of the disease. So the actual prevalence 
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of CVD might have been overestimated in the present study and may have 

incorporated biasness in evaluating the genetic risk factors associated with CVD and 

stroke.  

 

Conclusions  

 

In summary, this cohort study was the first to contradict previously reported 

association between VCAM1 c.1238G>C polymorphism and stroke in children with 

SCA. Furthermore, an association between TNF-α -308A allele and overt stroke, but 

not CVD, has been found. Also, our results have confirmed the protective role of HBA 

deletion status against stroke and cerebrovascular disease. Our findings suggest that 

children with Sβ
0
-thal/severe/Sβ

+
-thal genotype have less risk of developing 

cerebrovascular disease than children with SS genotype. Because CVD is associated 

with significant morbidity in children with sickle cell disease, and since TCD 

screening has some recognized limitations in assigning risk for CVD, additional 

prospective studies are needed to refine CVD risk stratification in children with sickle 

cell disease.  
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Transcranial Doppler (TCD) screening and intensification therapy may reduce the risk of 

stroke from 11% to 1.9% in children with sickle cell anemia (SCA).
1 

However, the 

relatively low specificity of TCD screening in identifying individuals at risk of stroke
2
 

highlights the need for prognostic tools with enhanced accuracy to enable the identification 

of individuals at the highest risk. Recently, Flanagan et al
3
 reported the association of 

GOLGB1 Y1212C (rs3732410), and ENPP1 K173Q (rs1044498) mutations with a 

decreased risk of stroke, whereas PON1 Q192R (rs662) with an increased risk. Thus, the 

present study was undertaken to evaluate the influence of these mutations on the risk of 

developing overt ischemic stroke (hereafter referred to as “stroke”) in a newborn cohort 

from Minas Gerais, Brazil.  

The study included 395 HbSS-genotyped children aged 6–16 years and who were 

followed-up at the Hemominas Foundation from birth until 12/31/2014. Stroke was defined 

as an acute neurological deficit lasting >24 h. Diagnosis was confirmed in all children by 

imaging assessments. Our study also analyzed high risk TCD as a second outcome, and this 

was defined as a time-averaged mean of the maximum velocity (TAMMX) ≥200 cm/s in 

the internal carotid or middle cerebral artery. Children who had suffered stroke as well as 

those for whom TCD screening was inadequate were excluded from the second analysis. 

Polymorphisms were detected by PCR/RFLP and confirmed by DNA sequencing in at least 

5% of random samples. 

Of the 395 children, 23 (5.8%) had stroke. The frequency of stroke was null (0/83) 

for children who harbored the ENPP1 KK genotype, 6.8% (7/103) for those with QQ 
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genotype, and 7.7% (16/209) for children with KQ genotype, (P=0.037). The cumulative 

probability of stroke was significantly (P=0.015) higher for children with the QQ genotype 

than for those with the KK genotype (Fig. 1A). Similar results were obtained comparing 

QQ/KQ genotypes as one group with the KK group (Fig. 1B). Of the 333 children with 

valid TCD, 34 (10.2%) had high risk readings. The frequency of high risk TCD was 5.2% 

(4/77) for KK genotype, 11.2% (19/169) for KQ genotype, and 12.6% (11/87) for QQ 

genotype. The cumulative probability of high risk TCD was higher for children with the 

QQ genotype than for those with the KK genotype, but not significantly (P=0.09). The 

TAMMX of children with the QQ genotype was significantly higher than of those with the 

KK genotype (P=0.018). No association between GOLGB1 Y1212C or PON1 Q192R and 

stroke or stroke risk was detected (data not shown).  

 

 

 
Figure 1. Cumulative probability of stroke according to ENPP1 K173Q genotype. (A) The 

cumulative probability for the KK genotype group was 0% while that for the QQ group was 

7.1% (SE 2.6%; P = 0.015). (B) The cumulative probability for the KK genotype group was 

0% while that for the QQ or KQ group was 8.7% (SE 1.8%; P = 0.011). Function: (1-

survival), according to Kaplan-Meier method. 

 

 

In contrast with the results of Flanagan et al
3
 for whom ENPP1 Q173 was 

associated with a decreased risk of stroke, our findings showed instead that  ENPP1 K173 

was the "protective" variant. Our data further showed that only children with the KK 

genotype are "protected", suggesting the dominance of the Q allele. The K173Q variant 

(frequently reported as K121Q because of an incorrect assignment at the start codon in 

early studies on ENPP1) is located in the second somatomedin-B-like domain – a non-

catalytic ectodomain of ENPP1 that mediates protein homodimerization. The Q173 variant 

has been associated with insulin resistance
4
, which is a condition that predisposes to 

cardiovascular events
5
 and type-2 diabetes.

6
 In addition, an analysis showed that the Q173 

variant was significantly associated with increased blood pressure
7
, which is a known 

independent risk factor for the development of stroke in individuals with SCA
8
. 

Furthermore, the Q173 variant has been significantly associated with a reduced nitric oxide 

(NO) synthase activity in human endothelial cells.
7
 NO lower bioavailability may be 
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considered a possible pathogenic mechanism by which the ENPP1 K173Q modulates the 

risk of stroke in children with SCA. Evidence supporting this hypothesis includes that KK 

children had a significantly lower hemolytic rate, as measured by lower reticulocyte count 

and higher total hemoglobin concentration (data not shown), than QQ children. This would 

lead to reduced destruction rate of L-arginine, the substrate for NO production, as well as 

reduced scavenging of NO by free hemoglobin.  

In this study, we did not detect any protective association between the GOLGB1 

Y1212C mutation and the risk of stroke, as proposed by Flanagan et al.
3
 In this respect, 

although it is considered that a cohort-designed study may be more reliable than other types 

of study for detecting genuine associations, it is possible that we failed to notice the modest 

effect exerted by GOLGB1 Y1212C on the risk of stroke. 

 Consistent with the data of other investigators,
9
 our study found no association 

between the PON1 Q192R mutation and stroke. Analyses using the PROVEAN
10

 and 

SIFT
11

 algorithms suggest that there would be no impairment of protein function, which 

supports our results. Furthermore, in a meta-analysis study, PON1 Q192R was found to 

have no effect on the risk of ischemic stroke in six populations of individuals without 

SCA.
12

 

 In conclusion, using longitudinal analysis, we have shown that the homozygous Q 

genotype of the ENPP1 K173Q polymorphism in children with SCA was associated with 

an increased risk of stroke and, possibly, with the development of high risk TCD readings. 
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Abstract 

 

Stroke is a severe clinical manifestation of sickle cell anemia (SCA). Despite the prognostic 

relevance of transcranial Doppler (TCD), more accurate tools to assess stroke risk in 

children with SCA are required. Here, we describe the effect of clinical, laboratory, and 

molecular features on the risk of stroke and high-risk TCD in children from the newborn 

cohort of Minas Gerais, Brazil. Outcomes studied were clinical ischemic stroke and high-

risk TCD. Clinical and hematological data were retrieved from children’s records. Genetic 

markers, which were known for their association with stroke risk, were genotyped by 

polymerase chain reaction/restriction fragment length polymorphism and sequencing. The 

cumulative incidence of clinical ischemic stroke by the age of 8 years was 7.4% and that of 

high-risk TCD by the age of 11.5 years was 14.2%. The final multivariate model for stroke 

risk included high white blood cell count and reticulocyte count, acute chest syndrome rate, 

and the single nucleotide polymorphisms (SNPs) TEK rs489347 and TNF-α rs1800629. The 

model for high-risk TCD included high reticulocyte count and the SNPs TEK rs489347 and 

TGFBR3 rs284875. Children with risk factors should be considered for the intensive risk 

monitoring and for intervention therapy. 
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Introduction 

 

Sickle cell anemia (SCA) is a monogenic disorder caused by a homozygous 

mutation in the β-globin gene, resulting in severe hemolytic anemia and vaso-occlusion [1]. 

Children with SCA are at high risk of neurological complications. Stroke is among the most 

serious complications in cases wherein early intervention is not provided, affecting 11% of 

individuals aged under 20 years [2]. Transcranial Doppler (TCD) screening and 

prophylactic blood transfusion program may reduce the risk of stroke occurrence by 92% 

[3]. However, TCD screening has limitations, and prophylactic blood transfusion program 

has several risks and disadvantages. Some children with high-risk TCD may not have a 

stroke, whereas children with normal TCD may have stroke [4]. Recently, in a single-center 

study conducted in Nigeria, none of the 17 children, who either had a high-risk TCD or 

whose parents or guardians refused prophylactic blood transfusion program, developed a 

stroke after a mean follow-up of 27.3 ± 11.1 months [5]. The optimal duration of 

prophylactic blood transfusions to prevent stroke occurrence and recurrence is unknown 

[6,7]. The long-term risks of transfusions include transmission of infectious diseases [8], 

alloimmunization [9], and iron overload. A study conducted at a comprehensive sickle cell 

center in the Children’s Hospital of Philadelphia showed that 57.7% of the individuals with 

SCA undergoing prophylactic blood transfusions were alloimmunized despite transfusion 

from Rh-matched donors [9]. Although iron overload is manageable, the very high cost of 

chelation [10] and long-term risk of end-organ damage [11] may impede prophylactic blood 

transfusion programs. Other significant problems related to prophylactic blood transfusion 

programs are their high cost [12,13]; unavailability of blood, mainly in the developing 

countries [14]; and parents’ refusal to accept the program [5]. No method exists to predict 

which children with high-risk TCD will not have a stroke, and so children may not benefit 

from prophylactic blood transfusions. Therefore, additional prognostic tools to properly 

identify the children at highest risk are required.  

Several genetic polymorphisms have been suggested to modulate the stroke risk in 

children with SCA [15-17]. However, the strength of the association between these genetic 

polymorphisms and stroke risk is variable and controversial. Therefore, these associations 

should be validated in independent cohorts before using them as markers for stroke 
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prediction. Some laboratory features are well established as risk factors for stroke 

development, such as lower hemoglobin level [18], leukocytosis [19], and increased 

hemolysis as measured by lactate dehydrogenase [13], aspartate aminotransferase [20] 

levels, as well as reticulocyte count. Remarkably, reticulocyte count was the only 

significant risk factor in multivariate models in the newborn cohort of the Cooperative 

Study of Sickle Cell Disease (CSSCD) [21] and in a Brazilian newborn cohort [22]. 

Clinical features associated with acute hypoxemia seem to influence stroke development in 

SCA individuals, including the occurrence of acute chest syndrome [2], nocturnal [23] and 

diurnal hypoxemia [24,25], and aplastic crises secondary to erythrovirus B19 infection [26]. 

Other reports have identified further clinical risk factors for stroke, such as increased 

systolic blood pressure (SBP) [27,2,28] and a history of bacterial meningitis [29,20]. Stroke 

is a complex multifactorial and polygenic disorder that is influenced by many 

characteristics, each with only modest effects. The analysis of the combined effect of 

several characteristics may provide a more accurate prognostic model to predict stroke 

development in children with SCA. Here, we examine the effect of clinical, laboratory, and 

molecular features on the risk of stroke development and high-risk TCD in children from 

the newborn cohort of Minas Gerais, Brazil. 

 

Methods  

 

Study design and patients  

 

The study protocol was approved by institutional review boards (Hemominas Foundation 

reference number 295 and Federal University of Minas Gerais reference number 154/11). 

Informed written consents were obtained from participants’ parents or guardians and the 

children’s assent was obtained, when appropriate. The study was conducted in accordance 

with the Declaration of Helsinki guidelines. 

Minas Gerais is a Brazilian state located in the southeastern region of the country. It 

is the fourth state with the largest land area (586,522 km
2
) and the second most populated 

state (about 21 million inhabitants). The newborn screening program for sickle cell disease 

(SCD) was implemented in March 1998, and the overall incidence of SCD (SS, SC, Sβ-
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thalassemia, and SD genotypes) was one in every 1,400 newborns [30]. Newborns screened 

for SCD were referred for clinical follow-up at the outpatient clinics of “Fundação 

Hemominas” (public blood bank). Currently, approximately 6,000 patients with SCD are 

followed up in 11 outpatient clinics across the state. For this study, 472 newborns with FS 

hemoglobin (Hb) profile, born between 01/1999 and 12/2008, and followed up at Belo 

Horizonte (state capital) outpatient clinic, were eligible for participation. Of these 472 

children, six children did not receive consent from their parents for participation in this 

study, four children were transferred to other outpatient care units, one child was followed 

up by a private pediatrician, four children died, and 16 children could not be reached for 

blood collection during the study accrual. Thirteen children with a double heterozygous 

mutation for Hb S and a hereditary persistence of fetal hemoglobin (HPFH) deletion and 32 

children who were proven to be Sβ-thalassemia genotype were excluded from this study. 

Additionally, one child who had hemorrhagic stroke was also excluded because the 

etiology of the event was unclear. Therefore, the study population comprised 395 Hb SS-

genotyped children.  

 

Clinical and hematological data 

 

This study reports the outcome of children followed up regularly from birth to 

06/2015. Patients were systematically assessed using the same treatment protocol that 

follows the current SCD management guidelines. TCD was introduced in 2007, and the 

Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia (STOP) study protocol [31] was used to 

screening children, with pulse TCD and a 2 MHz probe for a full Doppler test (model EME 

TC 2000, Nicolet, Madison, Wis., USA). All TCD examinations were conducted and 

analyzed by a single expert (C.M.S.).  

Two outcomes were analyzed: clinical ischemic stroke and high-risk TCD. Clinical 

ischemic stroke was defined as a neurological deficit lasting over 24 h and/or a history of 

transient ischemic attack (TIA). TIA was defined as neurologic signs with vascular 

distribution that resolve within 24 h [2]. The diagnosis in all cases was confirmed by 

imaging assessments. High-risk TCD was defined as a time-averaged mean of the 

maximum velocity (TAMMX) ≥200 cm/s in the internal carotid or middle cerebral artery as 
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originally defined by STOP investigators [3]. For subjects that underwent multiple TCD 

examinations, the last examination was used for the definition and dating. For children that 

underwent prophylactic blood transfusion program, hydroxyurea therapy, or bone marrow 

transplantation, the last TCD examination before these procedures was used. 

Acute chest syndrome (ACS) was defined as a new pulmonary radiological infiltrate 

of at least one complete lung segment, accompanied by fever and a combination of 

respiratory symptoms [32]. ACS rate was defined as the absolute number of episodes 

divided by the follow-up length of each child. The definition of systolic and diastolic blood 

pressures (SBP and DBP, respectively) was as provided elsewhere [28].  

Total Hb, mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), 

white blood cell (WBC) count, and platelet count were determined using electronic cell 

counter (Coulter T890, Coulter, Hialeah, FL, EUA or CELL-DYN Ruby, Abbott 

Laboratories, Santa Clara, CA, USA). Fetal hemoglobin (Hb F) percentage was quantified 

by radial immunodiffusion (HbF Quiplate, Helena Laboratories, Beaumont, TX, USA). 

Reticulocyte count was determined by staining the blood smears with brilliant cresyl blue. 

The arithmetic mean of Hb, MCV, MCH, WBC, platelet, and reticulocyte counts were 

calculated for children above two years of age, and a steady-state value was obtained. The 

last examination of each child was considered as the Hb F steady-state value. Values 

obtained from tests performed after blood transfusion (up to 90 days) and during serious 

clinical illness (pain crises, serious infection, acute splenic sequestration, and aplastic 

crisis) were disregarded. For children who underwent prophylactic blood transfusion 

program, hydroxyurea therapy, or bone marrow transplantation, steady state values were 

determined from the data registered before initiating these treatment modalities. 

 

Molecular Analysis  

 

Genomic DNA extraction from blood samples was performed using a commercial kit 

(QIAamp, DNA Blood Mini Kit; Qiagen, Hilden, Germany). Ten possible genetic 

biomarkers, which were known for their association with stroke risk, were genotyped by 

PCR/RFLP (Table 1). The primers sequences, PCR protocols, and RFLP conditions are 

available upon request. At least 5% of samples were randomly selected for DNA 
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sequencing to confirm the genotype indicated by PCR/RFLP. No mistyping was observed. 

Sequence data were generated using ABI 3130xl capillary sequencer (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) following the standard protocols. The detection of more frequent 

deletions (-α
3.7

,-α
4.2

,--
SEA

,--
FIL

,--
MED

,-(α)
20.5

, and --
THAI

) in HBA was conducted by multiplex 

gap-PCR as described previously [33]; the primer annealing temperature was increased to 

62°C. For further validation of the results, 20% of samples were retested for HBA deletions. 

 

Table 1. Previously published genetic markers reported to be risk factors for stroke in 

children with sickle cell anemia    
1
According to data retrieved from dbSNP (NCBI)  

 

 

Statistical Analysis 

 

Continuous variables were expressed as mean and standard deviation (SD) or standard error 

of the mean (SEM), and nominal variables were expressed as percentages. The univariate 

analysis of continuous variables was performed using the unpaired t-test, except for those 

variables with gross deviation from normal distribution, in which case Mann–Whitney U 

test was used. The univariate analysis of nominal variables was performed using the 

cumulative incidence of competing events and Gray test. Prophylactic blood transfusion 

program, hydroxyurea therapy, and death were considered competitive events in outcome 

analysis. As described elsewhere [35], we tested dominant (AA vs Aa or aa) and recessive 

(AA or Aa vs aa) associations in the phenotype vs genotype analysis. Statistically 

Gene Marker SNP Minor allele
1
 Effect on stroke References 

Alpha globin α-thalassemia Not applicable -α
3.7

 Protection [34]  

ADCY9 G/A rs2238432 Allele A Protection  [17,35] 

ANXA2 C/T rs11853426 Allele T Susceptibility  [17,35] 

ENPP1 K173Q rs1044498 Allele C  (Q173) Protection  [16] 

GOLGB1 Y1212C rs3732410 Allele G (C1212) Protection  [16] 

IL-4R  S503P rs1805015 Allele C (P503) Susceptibility   [15] 

PON1 Q192R rs662 Allele A (Q192) Protection [16] 

TEK G/C rs489347 Allele C Susceptibility  [17,35] 

TGFBR3 C/T rs284875 Allele T Susceptibility  [17,35] 

TNF-α -308G>A rs1800629 Allele A Controversial  [36,15,34] 

VCAM-1 G413A rs3783613 Allele C (A413) Protection  [37,34] 
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significant values in univariate analysis were set at p  0.05. Multivariate analyses were 

performed using Fine and Gray proportional hazard regression competing events method. 

The initial multivariate model included all covariates with p  0.30 in the univariate 

analysis. Subsequently, less significant covariate (higher p value) was removed from the 

model (backward selection), and the final model included only those covariates that were 

statistically significant at p < 0.05. Statistical analyses were performed with the SPSS 17.0 

(SPSS Inc.; Chicago, IL, USA) and Easy R softwares [38]. The Cox and Snell R
2
 formula 

was used to estimate the predictive power of the final models. 

 

Results 

 

Patients and outcome rates  

 

The mean follow-up period for the 395 Hb SS children was 9.04 years (SEM 0.17; range 

1.32–15.74), providing 3,572 patient-years; 200 (50.6%) of them were male. Twenty-six 

(6.6%; 95% CI, 4.14–9.03%) of the 395 children had suffered from clinical ischemic 

stroke; 19 (4.8%) had stroke, 3 (0.7%) had TIA, and 4 (1%) had both. High-risk TCD was 

present in 29 (8.6%; 95% CI, 5.59–11.57%) out of 338 children; 26 (6.6%) children who 

had clinical ischemic stroke and 31 (7.8%) children who had inadequate TCD readings 

were excluded from the analysis for high-risk TCD (57/395; 14.4%). The cumulative 

incidence of clinical ischemic stroke by 8.0 years of age was 7.4% (95% CI, 4.66–10.14%) 

and that of high-risk TCD by 11.5 years of age was 14.2% (95% CI, 8.91–19.49%).  

Out of 395 Hb SS children, 344 (87.1%) had at least one valid TCD test, 264 

(76.7%) had low-risk, 35 (10.2%) low conditional, 14 (4.1%) high conditional, and 31 

(9.0%) high-risk TCD (two children had high-risk TCD after TIA). The overall mean of 

TAMMX was 145.8 (SD 34.7 cm/s; range 87–269 cm/s). The mean TAMMX was 130.2 

(SD 18.7 cm/s; range 87–166 cm/s), 176.9 (SD 4.5 cm/s; range 170–183 cm/s), 188.3 (SD 

3.7 cm/s; range 185–199 cm/s), and 223.0 (SD 17.1 cm/s; range 201–269 cm/s) for children 

with low-risk, low conditional, high conditional, and high-risk TCD, respectively.  

 

Analysis of risk factors for clinical ischemic stroke  
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Univariate analysis identified nine factors that significantly associated with clinical 

ischemic stroke (Supplemental Table 1). Lower age and total Hb, higher ACS rate, and 

higher SBP, MCV, WBC, and reticulocyte counts were the risk factors for clinical ischemic 

stroke, whereas HBA deletion status and ENPP1 K173 variant (rs1044498) were protective 

factors. The final multivariate model for clinical ischemic stroke risk included WBC and 

reticulocyte counts, ACS rate, and the SNPs TEK rs489347 and TNF-α rs1800629 (Table 

2). The Cox and Snell R
2 
was 0.126. 

 

Supplemental Table 1. Clinical, hematological, and genetic characteristics associated with clinical ischemic stroke in 395 children with 
sickle cell anemia  

 
Clinical ischemic stroke   

Variables Yes 

 n=26 

No  

n=369 

Total                

n=395 
P value 

Gender 

    male 15 (7.5%) 185 (92.5%) 200 (100%) 

 female 11 (5.6%) 184 (94.4%) 195 (100%) 0.510 

Age at stroke or end of follow-up (years) 4.67 (0.31) 9.35 (0.17) 9.04 (0.17) <0.001 

Clinical variables 

    Systolic blood pressure  (n=320) 106.21 (1.88) 100.98 (0.41) 101.32 (0.41) 0.001 

Diastolic blood pressures (n=320) 59.68 (1.62) 57.41 (0.42) 57.56 (0.40) 0.165 

Acute chest syndrome rate 0.53 (0.09) 0.28 (0.02) 0.30 (0.02) 0.018 

Hematologic variables 

    Total hemoglobin (g/dL) 7.53 (0.12) 7.89 (0.05) 7.87 (0.46) 0.048 

Mean corpuscular volume (fL) 95.49 (1.03) 92.08 (0.43) 92.30 (0.41) 0.040 

Mean corpuscular hemoglobin (pg) 30.25 (0.43) 29.48 (0.14) 29.53 (0.13) 0.152 

White blood cell count (109/L) 18.81 (0.74) 15.22 (0.18) 15.47 (0.18) <0.001 

Platelet (109/L) 419.01 (27.62) 414.34 (5.68) 414.65 (5.60) 0.835 

Reticulocyte (%) 18.42 (0.50) 14.64 (0.21) 14.89 (0.21) <0.001 

Hemoglobin F (%) 13.80 (1.37) 14.49 (0.39) 14.45 (0.38) 0.681 

Genetic factors 

    
HBA deletion status 

    
αα/αα 24 (8.3%) 266 (91.7%) 290 (100%) 0.075a 

-α3.7/αα 2 (2%) 96 (98%) 98 (100%) 0.023b 

-α3.7/-α3.7 0 (0%) 7 (100%) 7 (100%) 

 
ADCY9* 

    
GG 22 (8.0%) 254 (92.0%) 276 (100%) 0.230a 

Ga 4 (3.7%) 105 (96.3%) 109 (100%) 0.098b 

aa 0 (0%) 10 (100%) 10 (100%) 0.392c 

ANXA2* 

    
CC 6 (4.7%) 121 (95.3%) 127 (100%) 0.163a 

Ct 11 (5.9%) 177 (94.1%) 188 (100%) 0.300b 
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tt 9 (11.3%) 71 (88.8%) 80 (100%) 0.063c 

ENPP1*     

AA (protein KK) 1 (1.2%) 82 (98.8%) 83 (100%) 0.072a 

Ac (protein KQ) 18 (8.6%) 191 (91.4%) 209 (100%) 0.026b 

cc (protein QQ) 7 (6.8%) 96 (93.2%) 103 (100%) 0.902c 

GOLGB1*     

AA (protein YY) 18 (6.2%) 273 (93.8%) 291 (100%) 0.476a 

Ag (protein YC) 8 (8.6%) 85 (91.4%) 93 (100%) 0.592b 

gg (protein CC) 0 (0%) 11 (100%) 11 (100%) 0.369c 

IL-4R*     

TT (protein SS) 12 (5.6%) 202 (94.4%) 214 (100%) 0.235a 

Tc (protein SP) 10 (6.6%) 142 (93.4%) 152 (100%) 0.097b 

cc (protein PP) 4 (13.8%) 25 (86.2%) 29 (100%) 0.730c 

PON1*     

GG (protein RR) 7 (6.1%) 108 (93.9%) 115 (100%) 0.730a 

Ga (protein QR) 11 (6.0%) 173 (94.0%) 184 (100%) 0.811b 

aa (protein QQ) 8 (8.3%) 88 (91.7%) 96 (100%) 0.428c 

TEK*     

GG 10 (4.7%) 201 (95.3%) 211 (100%) 0.249a 

Gc 13 (8.5%) 140 (91.5%) 153 (100%) 0.099b 

cc 3 (9.7%) 28 (90.3%) 31 (100%) 0.457c 

TGFFR3*     

CC 22 (6.3%) 330 (93.8%) 352 (100%) 0.685a 

Ct 4 (9.5%) 38 (90.5%) 42 (100%) 0.436b 

tt 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%) 0.788c 

TNF-α*     

GG 15 (5.2%) 275 (94.8%) 290 (100%) 0.088ª 

Ga 11 (11.2%) 87 (88.8%) 98 (100%) 0.059b 

aa 0 (0%) 7 (100%) 7 (100%) 0.481c 

VCAM-1*     

GG (protein GG) 22 (6.5%) 319 (93.5%) 341 (100%) 0.781d 

Gc (protein GA) 4 (7.4%) 50 (92.6%) 54 (100%)  

cc (protein AA) 0 (0%) 0 (0%) 0 (100%)  

For continuous variables, values are expressed as mean (standard error of the mean); for nominal variables, values are expressed as 
prevalence and percentages. P values were those resulting from unpaired t-test (or Mann–Whitney U test) for continuous variables and 

cumulative incidence of competing events and Gray test for nominal variables.  

*Minor alleles, as recorded by dbSNP, are represented by lower case letters 
a AA vs Aa vs aa 
b dominant association (AA vs Aa or aa) 
c recessive association (AA or Aa vs aa) 
d dominant association (AA vs Aa) 

 

Table 2. Multivariable regression model to predict stroke among 395 children with sickle 

cell anemia 

 



140 

 

Covariate 

 Hazard ratio 95% CI   P value 

 

Lower Upper 

 White blood cell count 1.243 1.111 1.391 0.00014 

Reticulocyte count 1.289 1.130 1.472 0.00016 

Acute chest syndrome rate 2.464 1.046 5.803 0.039 

TEK rs489347 

    GG Reference 

   GC or CC 3.052 1.277 7.294 0.012 

TNF-α rs1800629 

    GG Reference 

   GA or AA 2.791 1.290 6.041 0.0092 

 

 

Analysis of risk factors for high-risk TCD  

 

Univariate analysis identified six factors that significantly associated with high-risk TCD 

(Supplemental Table 2). Lower age and total Hb, higher WBC and reticulocyte counts, and 

the SNPs TEK rs489347 and TGFBR3 rs284875 were the risk factors for high-risk TCD. 

The final multivariate model for high-risk TCD included reticulocyte count and the SNPs 

TEK rs489347 and TGFBR3 rs284875 (Table 3). The Cox and Snell R
2 

was 0.127. 

 

Supplemental Table 2. Clinical, hematological and genetic characteristics associated with high-risk transcranial Doppler in 338 children 

with sickle cell anemia  

 
High-risk TCD   

Variables Yes 
 n=29 

No  
n=309 

Total                
n=338† 

P value 

Gender 

    male 11 (6.7%) 154 (93.3%) 165 (100%) 0.204 

female 18 (10.4%) 155 (89.6%) 173 (100%) 
 

Age at high risk TCD or end of follow-up 

(years) 
6.69 (0.44) 8.68 (0.18) 8.75 (0.18) <0.001 

Clinical variables 

    Systolic blood pressure  (n=298) 104.36 (1.88) 100.49 (0.42) 100.81 (0.42) 0.055 

Diastolic blood pressure (n=298) 59.33 (1.41) 56.98 (0.45) 57.18 (0.43) 0.134 

Acute chest syndrome rate  0.23 (0.04) 0.27 (0.02) 0.27 (0.02) 0.454 

Hematologic variables  

   Total hemoglobin (g/dL) 7.42 (0.13) 7.93 (0.05) 7.90 (0.05) 0.004 

Mean corpuscular volume (fL) 91.62 (2.88) 92.17 (0.43) 92.20 (0.48) 0.740 

Mean corpuscular hemoglobin (pg) 29.71 (0.44) 29.51 (0.15) 29.56 (0.15) 0.702 

White blood cell count (109/L) 16.60 (0.72) 14.99 (0.19) 15.10 (0.19) 0.017 

Platelet (109/L) 432.06 (14.54) 413.29 (6.24) 415.09 (5.96) 0.369 

Reticulocyte (%) 18.54 (0.49) 14.30 (0.23) 14.68 (0.23) <0.001 
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Hemoglobin F (%) 14.10 (1.29) 14.44 (0.43) 14.42 (0.41) 0.818 

Genetic factors 

    
HBA deletion status 

    
αα/αα 25 (10.3%) 218 (89.7%) 243 (100%) 0.205a 

-α3.7/αα 4 (4.5%) 84 (95.5%) 88 (100%) 0.083b 

-α3.7/-α3.7 0 (0%) 7 (100%) 7 (100%)  

ADCY9* 

   

 

GG 21 (9.2%) 208 (90.8%) 229 (100%) 0.341a 

Ga 6 (6.1%) 93 (93.9%) 99 (100%) 0.633b 

aa 2 (20%) 8 (80%) 10 (100%) 0.227c 

ANXA2* 

   

 

CC 7 (6.3%) 104 (93.7%) 111 (100%) 0.132ª 

Ct 19 (11.7%) 144 (88.3%) 163 (100%) 0.235b 

tt 3 (4.7%) 61 (95.3%) 64 (100%) 0.259c 

ENPP1*     

AA (protein KK) 3 (3.9%) 73 (96.1%) 76 (100%) 0.164a 

Ac (protein KQ) 15 (8.8%) 156 (91.2%) 171 (100%) 0.090b 

cc (protein QQ) 11 (12.1%) 80 (87.9%) 91 (100%) 0.166c 

GOLGB1*     

AA (protein YY) 24 (9.5%) 229 (90.5%) 253 (100%) 0.524a 

Ag (protein YC) 4 (5.4%) 70 (94.6%) 74 (100%) 0.266b 

gg (protein CC) 1 (9.1%) 10 (90.9%) 11 (100%) 0.889c 

IL-4R*     

TT (protein SS) 17 (9.3%) 166 (90.7%) 183 (100%) 0.846a 

Tc (protein SP) 10 (7.6%) 121 (92.4%) 131 (100%) 0.574b 

cc (protein PP) 2 (8.3%) 22 (91.7%) 24 (100%) 0.966c 

PON1*     

GG (protein RR) 10 (9.5%) 95 (90.5%) 105 (100%) 0.807a 

Ga (protein QR) 14 (9.0%) 141 (91.0%) 155 (100%) 0.663b 

aa (protein QQ) 5 (6.4%) 73 (93.6%) 78 (100%) 0.411c 

TEK*     

GG 18 (9.6%) 169 (90.4%) 187 (100%) 0.028a 

Gc 6 (4.8%) 120 (95.2%) 126 (100%) 0.447b 

cc 5 (20.0%) 20 (80.0%) 25 (100%) 0.028c 

TGFFR3*     

CC 22 (7.4%) 277 (92.6%) 299 (100%) 0.078a 

Ct 7 (18.4%) 31 (81.6%) 38 (100%) 0.032b 

tt 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%) 0.728c 

TNF-α*     

GG 26 (10.2%) 228 (89.8%) 254 (100%) 0.158a 

Ga 3 (3.8%) 75 (96.2%) 78 (100%) 0.057b 

aa 0 (0%) 6 (100%) 6 (100%) 0.465c 

VCAM-1*     

GG (protein GG) 24 (8.2%) 269 (91.8%) 293 (100%) 0.394d 
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Gc (protein GA) 5 (11.1%) 40 (88.9%) 45 (100%)  

cc (protein AA) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)  

For continuous variables, values are expressed as mean (standard error of the mean); for nominal variables, values are expressed as 
prevalence and percentages. P values were those resulting from unpaired t-test (or Mann–Whitney U test) for continuous variables and 

cumulative incidence of competing events and Gray test for nominal variables.  

†57 out of 395 children had overt ischemic stroke or inadequate TCD and were excluded from the analysis for high-risk TCD. 
*Minor alleles, as recorded by dbSNP, are represented by lower case letters 
a AA vs Aa vs aa 
b dominant association (AA vs Aa or aa) 
c recessive association (AA or Aa vs aa) 
d dominant association (AA vs Aa) 

 

 

Table 3. Multivariable regression model to predict high-risk transcranial Doppler among 

338 children with sickle cell anemia 

 

Covariate 

 Hazard ratio 95% CI  P value  

 

Lower Upper 

 Reticulocyte count 1.461 1.265 1.687 2.6 x 10
-7

 

TEK rs489347 

    GG or GC Reference 

   CC 3.296 1.240 8.757 0.017 

TGFBR3 rs284875 

    GG Reference 

   GA or AA 3.365 1.591 7.116 0.0015 

 

 

Discussion 

 

Stroke has been recognized as a catastrophic clinical manifestation of SCA, and efforts 

have been made to identify and treat children at highest risk. TCD screening has modified 

the natural history of stroke in children with SCA [13,39-42]. However, no single clinical 

tool to identify children who will certainly have a stroke is available. Some children with 

abnormal TCD readings are really prone to stroke events, whereas others are not, and  

prophylactic blood transfusions are unnecessarily provided. Therefore, refined methods for 

the primary prevention of stroke in children with SCA are required [43]. To date, this is the 

largest study that evaluates the simultaneous influence of clinical, laboratory, and 

molecular characteristics on the risk of stroke development and high-risk TCD. The results 

of our study indicate that several factors contribute to the occurrence of clinical ischemic 

stroke and high-risk TCD in children with SCA. 
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Consistent with a previous report of the CSSCD [21,44], reticulocyte count was the 

most powerful predictor of clinical ischemic stroke and high-risk TCD in our final 

multivariate models. For each unit percentage increase in reticulocyte count, the mean risk 

of clinical ischemic stroke and high-risk TCD increased by approximately 1.3% (95% CI, 

1.13–1.47%) and 1.5% (95% CI, 1.27–1.69%), respectively. These data confirm the crucial 

role of reticulocytes in the genesis and progression of cerebral vasculopathy in children 

with SCA. The propensity of reticulocytes to adhere to the vascular endothelium, resulting 

in endothelial damage, may be the first step of a series of pathophysiological events that 

culminate in vasculopathy involving large cerebral arteries in children with SCA [45]. The 

endothelial activation induced by reticulocytes adhesion leads to vasoconstriction and the 

overexpression of adhesion molecules [46]. Additionally, high reticulocyte count denotes 

high hemolytic rate and nitric oxide (NO) consumption. Consequently, vascular smooth 

muscle relaxation is decreased, transcription of cell adhesion molecules is activated, and 

platelet activation/aggregation is increased [47]. Furthermore, the reduction of NO 

bioavailability may increase inflammation in children with SCA and may cause additional 

damage to the endothelium [48]. The benefits of hydroxyurea therapy in reducing stroke 

risk [49,50] could be partly attributed to its effect of reducing reticulocyte adhesion to the 

endothelium [51]. 

Our study also showed a significant association between WBC count and clinical 

ischemic stroke risk. An increase of a thousand leukocytes per mm
3
 represented an increase 

in clinical ischemic stroke risk by one third (95% CI, 1.11–1.39). The CSSCD reported an 

association between WBC count and stroke in the univariate analysis but not in the final 

multivariate model [21,2]. The same held true when the risk of high-risk TCD [52] or 

abnormal MRA [13] in the French newborn cohort was assessed by the multivariate model. 

To the best of our knowledge, this is the first study that reports WBC count as an 

independent risk factor for stroke in children with SCA. These findings are biologically 

plausible. Adherent leukocytes play a primary direct role in the pathogenesis of sickle cell 

vaso-occlusion in transgenic mice with SCA [53]. The ability of leukocytes to adhere to 

other blood cells and to the endothelium contributes to blood flow obstruction, leading to 

insufficient delivery of oxygen to the brain. The injury caused by recurrence of ischemia 

reperfusion has an important role in the pathophysiology of cerebrovascular vasculopathy 
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in children with SCA [48]. This pathological process may be more severe in children with 

higher baseline WBC count. In addition, abnormally elevated WBC count would result in 

an elevated systemic chronic inflammatory state [54], contributing to vascular damage with 

intimal hyperplasia and smooth muscle proliferation.  

 

The high incidence of conditional or high-risk TCD [55] and stroke [56] in siblings 

suggests that genetic modifiers may modulate the occurrence of this severe complication, 

and efforts were made to identify the genetic basis of stroke in children with SCA. Our 

findings showed that the SNP TEK rs489347 was significantly associated with clinical 

ischemic stroke in both univariate and multivariate analysis. According to our data, children 

carrying at least one allele C (GC or CC genotypes) have a chance of clinical ischemic 

stroke that is 3 times higher compared with those having the GG genotype. This finding is 

consistent with a previous report that showed a lower frequency of GG genotype in 

individuals who had stroke than those without stroke [17]. TEK gene encodes a receptor 

that belongs to the protein tyrosine kinase TIE-2 family. Angiopoietins have been identified 

as the ligands of the receptor tyrosine kinase TIE-2. The angiopoietin–TIE-2 system 

cooperates with TNF-α to induce the expression of endothelial cell adhesion molecules 

[57]. Our data from a previous report [34] and from this study have showed that TNF-α-308 

G>A SNP, linked to TNF-α gene overexpression, was significantly associated with clinical 

ischemic stroke. The elevation of TNF-α and tyrosine kinase TIE-2 expression could 

increase signal transduction in angiopoietin–TIE-2 system, leading to the overexpression of 

adhesion molecules on the cerebrovascular vasculature, contributing to the development of 

sickle cell vasculopathy [48]. Future studies are warranted to provide a better understanding 

about the relationship between angiopoietin–TIE-2 system and stroke in children with 

SCA. 

The SNP TGFBR3 rs284875 was associated with an increased risk of high-risk 

TCD. Children with least one allele A have a chance of clinical ischemic stroke that is 3.4 

times higher compared with to those having the GG genotype. In our study, the SNP 

TGFBR3 rs284875 was not associated with clinical ischemic stroke risk. So, the 

mechanism by which it confers a risk of high-risk TCD probably rests upon an early 

cerebral vasculopathy stage. However, the functional effect of this SNP is unknown, and it 
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could be in linkage disequilibrium with another SNP that functionally confers additional 

risk of high-risk TCD. Our finding agrees with previous data by which the SNP TGFBR3 

rs284875 was linked with stroke risk [17,35]. 

In this study, we were unable to replicate the previously reported associations 

between SNPs and stroke risk [35,16,17,15]. One possible reason for failure to replicate 

some SNPs results is that the underlying genetics of cerebral vasculopathy in children with 

SCA is based on multiple genes with minor effects. Alternatively, some of these SNPs may 

have an indirect effect on stroke risk, as previously proposed [17].  

Our results confirmed a previous report [2] showing a harmful effect of ACS in 

stroke risk. ACS probably modulates the stroke risk through acute hypoxia stress secondary 

to pulmonary disease. Hypoxia activates hypoxia-inducible factors, increasing the 

expression of gene that is potentially involved in cerebral vasculopathy. Some strokes in 

children with SCA occur without previous vasculopathy [46], during acute clinical illness 

(e.g., ACS, aplastic anemia, bacterial meningitis). One possible lesson from these findings 

is that improvement in disease management, such as intensive management of ACS crises 

[58], may prevent stroke occurrence in children with SCA.  

SBP and DBP were not included in multivariate models because of a large number 

of missing observations. Our univariate results were similar to that of other reports [28,2], 

showing that clinical ischemic stroke was associated with higher SBP but not with DBP. In 

the present study, higher SBP was marginally associated with high-risk TCD, indicating 

that SBP is also important in the pathophysiology of cerebrovascular vasculopathy in 

children with SCA. 

The final multivariate models using several previously published clinical, 

laboratory, and molecular risk factors explain about 13% of the variance in both final 

regression models. This indicates that other unknown factors significantly contribute to 

stroke risk and high-risk TCD. The present model should be prospectively tested to monitor 

routine protocols for stroke risk in children with SCA, although it seems to be an expensive 

tool to consider in countries where even TCD-screening implementation is not feasible 

[25]. An additional challenge for the scientific community is to identify cost-effective tools 

to predict stroke in children with sickle cell disease worldwide.  
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One important limitation of this study refers to the definition of outcomes. The 

natural history of stroke has been partially interrupted by the implementation of TCD 

screening and intensification therapy, mainly in developed countries [13,39-42]. Thus, 

children who carry genetic modifiers that could increase the stroke risk were misclassified 

in non-stroke group, introducing bias in the data analysis. Furthermore, the relative low 

number of stroke cases increased the chances for both false positive and false negative 

results and led to the instability of the model to predict stroke. Thus, we decided to use a 

high-risk TCD definition as a surrogate marker for stroke. However, it is certain that not all 

children with high-risk TCD would develop stroke. For example, about 60% of untreated 

children at a high-risk of experiencing stroke, as indicated by high-risk TCD, did not 

experience any episode of stroke within three years [4]. Another important limitation was 

the use of medical records as retrospective data source. These records were generated 

primarily for clinical follow-up and not for research. Additionally, the absence of 

systematic MRI evaluation prevents taking into account silent infarcts in the data analysis, 

which is one important risk factor for stroke in children with SCA [59,20]. 

In summary, our study identified clinical, laboratory, and molecular risk factors for 

clinical ischemic stroke and high-risk TCD development in children accrued from a SCA 

newborn cohort in Brazil. Reticulocyte count was the most important predictor of both 

outcomes. Children with risk factors should be considered for intensive risk monitoring 

using TCD screening and/or magnetic resonance technologies and considered for 

intervention therapy. We hope that this study will contribute for a better understanding 

about the pathophysiology of cerebrovascular disease in children with SCA. 
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Abstract 

 

Background: Stroke is a severe complication of sickle cell anemia (SCA). The role of 

G6PD deficiency in the development of stroke in children with SCA is controversial. 

Procedure: The aim of this study was to investigate the association of clinical ischemic 

stroke, high-risk transcranial Doppler (TCD), and hematological features with molecular 

variants usually linked to G6PD deficiency or with the biochemical activity of G6PD in a 

cohort of 395 Brazilian children with SCA. G6PD activity was quantitatively determined 

using an enzymatic-colorimetric assay. G6PD mutations were determined by PCR-RFLP 

and sequencing. Clinical and hematological data were retrieved from the children’s records. 

Results: The prevalence of molecularly-defined deficiency (hereafter, molecular 

deficiency) was 4.3% (95%CI: 2.3%–6.3%). The mean G6PD activity was 16.88 U/g Hb 

[standard error of the mean (SEM) 0.28] in the group without G6PD molecular deficiency 

and 8.43 (SEM 1.01) U/g Hb in the group with G6PD A
−
 molecular deficiency. G6PD 

molecular deficiency was not associated with any hematological features. No effects of 

G6PD molecular deficiency on clinical ischemic stroke or high-risk TCD were detected. 

The mean G6PD activity was similar in children who had clinical ischemic stroke and in 

those without stroke. Similar results were obtained in analyses comparing children who had 

high-risk TCD and those without high-risk TCD. Conclusions: Our study demonstrated 
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that G6PD molecular deficiency was not associated either with clinical ischemic stroke or 

high-risk TCD. Similarly, we found no associations between G6PD enzyme activity and 

stroke or high-risk TCD. Small sample size precludes definitive conclusions. 
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Introduction 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency is the most common human 

enzymopathy and affects approximately 5% of individuals worldwide [1]. In red blood 

cells, the reaction catalyzed by G6PD is the only source of nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate to protect cells against oxidative injury and avoid premature lysis 

[2]. G6PD deficiency was postulated to modulate the severity of sickle cell anemia (SCA) 

[3]. However, contradictory results have been reported and the impact of G6PD deficiency 

on the phenotype of SCA is unknown [4-6], mainly its influence on cerebral vasculopathy 

[6-15]. 

We aimed to investigate the association of clinical ischemic stroke, high-risk 

transcranial Doppler (TCD), and hematological features with molecular variants usually 

linked to G6PD deficiency or with the biochemical activity of G6PD in a cohort of 395 

Brazilian children with SCA. 

 

Methods 

This was a retrospective cohort study in children with SCA from Minas Gerais, Brazil. The 

study population consisted of 395 children with the Hb SS genotype, followed up from 

birth until June 2015 at “Fundação Hemominas”, Minas Gerais, Brazil. The study was 

approved by the institutional review boards (#295, and 154/11) and conducted in 

accordance with the Declaration of Helsinki guidelines. Informed written consents were 

obtained from participants’ parents or guardians and the children’s assent was obtained, 

when appropriate. 
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Usual hematological data were determined using an electronic cell counter (Coulter 

T890, Coulter, Hialeah, FL, USA or CELL-DYN Ruby, Abbott Laboratories, Santa Clara, 

CA, USA). Percentage of fetal hemoglobin (Hb F) was quantified by radial 

immunodiffusion (HbF Quiplate, Helena Laboratories, Beaumont, TX, USA). Reticulocyte 

count was determined using smears stained with brilliant cresyl blue. Arithmetic means of 

hemoglobin (Hb), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin 

(MCH), white blood cells (WBC), platelets, and reticulocytes were calculated for children 

after they had reached the age of two years. A steady state value was obtained from these 

calculations. The last exam was considered to be the Hb F steady state value. Values 

obtained from tests performed after blood transfusions (up to 90 days) and during 

significant clinical illness were disregarded. For children undergoing prophylactic blood 

transfusion therapy (PBTT), treatment with hydroxyurea, or bone marrow transplantation, 

steady state values were determined from the mean of values registered before the initiation 

of these modalities of treatment. 

The quantitative determination of G6PD activity on whole blood samples was 

performed using an enzymatic colorimetric assay (NeoLISA® G6PD, Interscientıfic 

Corporation, Hollywood, FL, USA). All tests were performed in duplicate. Samples for 

each child were collected once during steady-state clinical status (absence of blood 

transfusion up to 90 days or significant clinical illness for at least three months). There 

were 277/395 children (70%) who satisfied this condition.  

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes using a commercial 

kit (QIAamp, DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany). Six G6PD variants found 

in the Brazilian population [1] were determined by PCR-RFLP. The conditions for 
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reactions are given in Supplemental Table I. At least 5% of the samples were subjected to 

DNA sequencing to confirm PCR-RFLP results. Children had the G6PD isoform defined 

according to the A376G (rs1050829) polymorphism genotype: G6PD B indicates 

hemizygosity for the 376A allele in males and BB homozygosity in females; G6PD A 

indicates hemizygosity for the 376G allele in males, and AA homozygosity in females; and 

G6PD BA denotes heterozygosity for alleles 376A and 376G in females. For the purpose of 

this study, G6PD molecularly-defined deficiency (hereafter, molecular deficiency) was 

defined as hemizygosity for one of the tested alleles in males (A
− 

or B
−
) and homozygosity 

in females (A
−
A

−
, B

−
B

−
, or A

−
B

−
). 

Two outcomes were analyzed: clinical ischemic stroke or high-risk TCD. Clinical 

ischemic stroke was defined as a neurological deficit lasting more than 24 hours and/or a 

history of transient ischemic attack (TIA) [16]. The diagnosis was confirmed by imaging 

assessments in all cases. High-risk TCD was defined as the time averaged mean of the 

maximum velocity (TAMMX) ≥ 200 cm/s in the internal carotid or middle cerebral artery 

as originally defined by STOP investigators [17]. Children who had suffered clinical 

ischemic stroke as well as those for whom TCD screening was inadequate were excluded 

from the analysis for the second outcome. For subjects who had multiple TCD tests, the last 

one was considered for the analysis. For children undergoing PBTT, treatment with 

hydroxyurea, or bone marrow transplantation, the result from the last TCD exam before the 

initiation of therapy was considered. 

Continuous variables were expressed as mean values with standard error of the 

mean (SEM), and nominal variables as numbers and percentages. Unpaired t-tests were 

used to compare different groups of continuous variables. Levene’s test was used to assess 
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the equality of variances. One-way ANOVA with post-hoc analysis (Bonferroni) was used 

to compare means among three or more groups. Linear regression analysis was used in 

detecting correlations between G6PD enzyme activity and reticulocyte count or total Hb 

concentration. Univariate associations between outcomes (clinical ischemic stroke or high-

risk TCD) and G6PD molecular deficiency were evaluated using a two-tailed Fisher’s exact 

test. Statistically significant values were set at P ≤ 0.05. Statistical analyses were performed 

with SPSS 17.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).  

 

Results 

The mean follow-up for the cohort was 9.04 years (SEM 0.17; range: 1.32–15.74), totaling 

3,572 patient-years; 200 (50.6%) were male. Twenty-six (6.6%) children had suffered from 

clinical ischemic stroke; 19 (4.8%) had overt stroke, 3 (0.7%) had TIA, and 4 (1%) had 

both. High-risk TCD was present in 29/338 (8.6%) of the children. Children who had 

clinical ischemic stroke (n=26) and those with inadequate TCD (n=31) were excluded from 

the analysis for high-risk TCD (57/395; 14.4%). 

The overall prevalence of G6PD molecular deficiency was 4.3% (95%CI: 2.3%–

6.3%). There were 17 G6PD deficient A
− 

males (8.5%; 95%CI: 4.6%–12.4%). No female 

child was deficient, but 23 (11.8%) out of 195 were heterozygous for the A
− 

variant (either 

A
−
A or A

−
B). Only the 202A/376G molecular deficient variant was detected. The 

frequency of the allele G6PD A
− 

(202A/376G) was 0.085 in males and 0.058 in females 

(P=0.23). The prevalence of isoform A (376G with or without concomitant 202A) was 

18.6% (95%CI: 15.5%–21.8%) and that of isoform B (A376) was 81.4% (95%CI: 78.2%–

84.5%). 
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The mean G6PD activity (n=277) was 16.88 U/g Hb (SEM 0.28; range: 5.30–30.74) 

in the group without G6PD molecular deficiency and 8.43 U/g Hb (SEM 1.01; range: 2.19–

13.94) in the group with G6PD A
− 

molecular deficiency (P<0.001).  

In males, the mean G6PD activity was highest in children with the G6PD B 

isoform, intermediate in the group with G6PD A, and lowest in the group with G6PD A
− 

(Table I; P<0.001). In females, the mean G6PD activity was highest in the group with 

G6PD BB isoform and lowest in the group with G6PD AA
− 

isoform, but not significantly 

different (Table I; P=0.068). Children with the G6PD A isoform (hemizygosity or 

homozygosity; n=16) showed 85.2% of the enzymatic activity of G6PD when compared 

with those with the G6PD B isoform (hemizygosity or homozygosity; n = 208) (14.79 vs 

17.36, respectively; P=0.003).  

 

TABLE I. G6PD enzyme activity according to the isoform status in children with sickle 

cell anemia from the Minas Gerais state, Brazil  

 

G6PD genotype Gender N (%) 

G6PD U/g Hb 

(SEM) P value 

G6PD B 
male 

(n=144) 

116 (80.6) 17.99 (0.46) < 0.001
a
 

G6PD A 14 (9.7) 14.73 (0.79) <0.05
b
 

G6PD A
−
 14 (9.7) 8.43 (1.01)   

G6PD BB 

female 

(n=133) 

92 (69.2) 16.56 (0.42) 0.068
a
 

G6PD BA 25 (18.8) 16.31 (0.77) >0.05
c
 

G6PD AA 2 (1.5) 15.19 (1.59) 

 G6PD BA
−
 11 (8.3) 13.47 (1.51) 

 G6PD AA
−
 3 (2.3) 12.00 (1.84)   

 

a
 One-way ANOVA; 

b
 Bonferroni post-hoc test; the difference between the means of the 

groups was always significant; 
c
 Bonferroni post-hoc test; comparisons of the means were 

always nonsignificant. 
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G6PD molecular deficiency was not associated with the means of total Hb, MCV, 

MCH, WBC, platelet, Hb F, or reticulocyte count, in males or females (Table II). G6PD 

activity showed a weak positive correlation with the reticulocyte count (r=0.125; P=0.037) 

and a weak negative correlation with the Hb concentration (r=−0.156; P=0.009). The same 

held true in the analyses restricted to males. As expected, the reticulocyte count had a 

strong negative correlation with the Hb concentration (r=−0.65; P<0.001). 

 

TABLE II. Association of G6PD molecular deficiency with hematological features in 

children with sickle cell anemia from the Minas Gerais state, Brazil  

 

 
Males (n=200) Females (n=195) 

  
Normal 

(n=183)
a
 

G6PD A
−
 

(n=17)
a
 

P 

value
b
  

Normal G6PD 

(BB, AA or BA; 

n=172)
a
 

G6PD A
−
 

(heterozygosity 

BA
−
 or AA

−
; 

n=23)
a
 

P 

value
b
 

Hb (g/dL) 7.74 (0.06) 7.60 (0.23) 0.53 8.04 (0.07) 7.77 (0.20) 0.19 

MCV (fL) 92.42 (0.53) 91.99 (1.47) 0.81 92.44 (0.71) 90.61 (1.76) 0.38 

MCH (pg) 29.40 (0.19) 29.60 (0.51) 0.76 29.74 (0.21) 28.98 (0.60) 0.21 

WBC (10
9
/L) 15.72 (0.26) 15.53 (0.78) 0.82 15.22 (0.29) 15.07 (0.49) 0.85 

Platelet (10
9
/L) 415.95 (8.71) 437.05 (27.69) 0.48 414.26 (8.21) 390.80 (16.35) 0.31 

Hb F (%) 13.86 (0.55) 13.66 (1.73) 0.91 15.33 (0.58) 12.91 (1.28) 0.15 

Reticulocyte (%) 15.28 (0.27) 15.65 (0.99) 0.70 14.37 (0.34) 15.07 (0.75) 0.47 
a 
mean (standard error of the mean); 

b
 unpaired t-test. 

 

The prevalence of clinical ischemic stroke was null (0/17) for children who had 

G6PD molecular deficiency. The prevalence was 6.9% (26/378; P=0.62) for those without 

molecular deficiency. The prevalence of high risk TCD was 14.3% (2/14) for children who 

had G6PD molecular deficiency, and 8.3% (27/324) for those without the molecular 

deficiency (P=0.34). Similar results were obtained in the analysis restricted to males 
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(P=0.62 and 0.24, respectively), and G6PD A
−
 heterozygosity females (P=1.00 and 0.68, 

respectively).  

Mean G6PD activity was 16.57 (2.32) U/g Hb in children who had clinical ischemic 

stroke (n=4; samples collected before PBTT) and 16.45 (0.30) U/g Hb (n=273) in children 

without the event (P=0.96). Similar results were obtained in the analysis restricted to males 

(P=0.94). The mean G6PD activity was 17.89 (2.14) U/g Hb in children who had high-risk 

TCD (n=5; samples collected before PBTT) and 16.51 (0.31) U/g Hb (n=246) in children 

without high-risk TCD (P=0.56). Similar results were obtained in the analysis restricted to 

males (P=0.38). All these analyses were repeated controlling for the reticulocyte count. 

G6PD activity was associated neither with clinical stroke nor with high-risk TCD. 

 

Discussion  

 

The prevalence of clinical ischemic stroke or high-risk TCD was not significantly different 

in the groups with and without G6PD molecular deficiency. This lack of association has 

been reported in almost all studies that used molecular analysis as the method for 

characterizing G6PD deficiency [5,10,12,13] and is biologically plausible because male A
−
  

or female A
−
A

−
 genotypes (95% of 140 children investigated in these four studies) are 

known to lead to a mild or moderate reduction in G6PD activity, as demonstrated in our 

study. A single study reported that 376G or 202A alleles were independent risk factor for 

intracranial magnetic resonance angiography (MRA) arteriopathy in males with SCA [17]. 

Consistent with data from other reports that measured G6PD activity [5,8,9], we did 

not detect any difference in the mean G6PD activity in groups with and without clinical 
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ischemic stroke or high-risk TCD. Reports from Créteil (France) have demonstrated 

association between G6PD activity and high-risk TCD and/or vasculopathy on MRA [6,7]. 

It is difficult to explain these controversial results. Theoretically, the influence of G6PD on 

stroke risk appears improbable, because one of the most powerful predictors of stroke risk, 

increased reticulocyte count [18-20], also elevates G6PD activity, as demonstrated in our 

study. However, genetic background heterogeneity among populations and methodological 

issues may result in contradictory results.  

The current analysis has several limitations. First, the lab kit used to measure G6PD 

enzyme activity is a screening test and, while quantitative, is not fully adequate for research 

purposes. In addition, G6PD activity values used for statistical analyses were derived from 

a single sample for each child. Due to intra-subject variability, this value does not 

necessarily represent the steady-stage G6PD activity for a particular child. Second, we used 

medical records as the source of retrospective data. These records were generated for 

clinical follow-up and not for research. Third, although molecular variants in our study 

represent more than 97% of the variants reported in Brazil [21], underestimation of the real 

prevalence of G6PD molecular deficiency may have occurred due to rare variants not 

detected. Lastly, the number of cases with concomitant SCA and G6PD deficiency was too 

small, and our study might therefore have been underpowered to detect associations 

between G6PD molecular deficiency/G6PD activity and clinical ischemic stroke or high-

risk TCD. 

In conclusion, although underpowered, our results showed that G6PD molecular 

deficiency or G6PD activity were not associated with either clinical ischemic stroke or 

high-risk TCD in Brazilian children with SCA. Additionally, G6PD molecular deficiency 
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was not associated with hematological features of SCA. Further large-scale prospective 

longitudinal studies controlled for ancestry are warranted to elucidate the relationship of 

G6PD deficiency with stroke susceptibility in children with SCA.  
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Supplemental Table I. G6PD molecular analyses: primer combinations, PCR-RFLP reaction conditions and restriction patterns 
a 
Mutation is inherited together with the G6PD A isoform. 

a 
Mutation is inherited together with the G6PD A isoform. 

 

G6PD variant Reagent Sequence 5' → 3' / endonuclease  

MgCl2 

concentration Thermal cycling  Restriction pattern (bp) 

1. Isoform A (p.N126D) Primer-F TGGCCAGTACGATGATGCAG 1.5 mM  94°C, 10 min AA 90 

rs1050829 (A376G) Primer-R GGCCAGGTAGAAGAGGCGGT 

 

94°C, 45 sec; 58°C, 45 sec; 

72°C, 45 sec X 30 cycle AG 90 + 58 + 32 

 

Enzyme 5U FokI; 37°C, for 15 minutes 

 

72°C, 7 min GG 58 + 32 

2. A
–
 (p.V68M)

a
 

Primer-F 

GTGGCTGTTCCGGGATGGCCTT

CTG 2 mM  94°C, 10 min GG 109 

rs1050828 (G202A) 
Primer-R 

CTTGAAGAAGGGCTCACTCTGT

TTG 

 

94°C, 45 sec; 61°C, 45 sec; 

72°C, 45 sec X 30 cycle GA 109 + 63 + 46 

 

Enzyme 5U NlaIII; 37°C, for 15 minutes 

 

72°C, 7 min AA 63 + 46 

3. A
–
 (p.L323P)

a
 Primer-F TCCCTGCACCCCAACTCAAC 1.5 mM  94°C, 10 min TT 282  

rs76723693 (T968C) 
Primer-R R: CCAGTTCTGCCTTGCTGGGC 

 

94°C, 45 sec; 65°C, 45 sec; 

72°C, 45 sec X 30 cycle TC 282 + 162 + 120 

 

Enzyme 5U NciI; 37°C, overnight 

 

72°C, 7 min CC 162 + 120 

4. A
–
 (p.R227L)

a
  Primer-F ACATGTGGCCCCTGCACCAC  1.5 mM  94°C, 10 min GG 213 + 29 

rs137852328 (G680T) 
Primer-R GTGACTGGCTCTGCCACCCTG 

 

94°C, 45 sec; 69°C, 45 sec; 

72°C, 45 sec X 30 cycle GC 213 + 115 + 98 + 29 

 

Enzyme 5U BstNI; 37°C, overnight 

 

72°C, 7 min CC 115 + 98 + 29 

5. A
–
 (Santa Maria; p.D181V)

a
 Primer-F TGGCCAGTACGATGATGCAG 1.5 mM  94°C, 10 min AA 891 + 456 

rs5030872 (A542T) 
Primer-R GTGACTGGCTCTGCCACCCTG 

 

94°C, 45 sec; 69°C, 45 sec; 

72°C, 45 sec X 30 cycle AT 1347 + 891 + 456 

 

Enzyme 10U AhdI; 37°C, overnight 

 

72°C, 7 min TT 1347 

6. B
–
 (Mediterranean; p.S188F)   Primer-F TGGCCAGTACGATGATGCAG 1.5 mM  94°C, 10 min CC 516 + 450 + 219 + 162 

rs5030868 (C563T) 
Primer-R GTGACTGGCTCTGCCACCCTG 

 

94°C, 45 sec; 69°C, 45 sec; 

72°C, 45 sec X 30 cycle CT 612 + 516 + 450 + 219 + 162 

 

Enzyme 7U BseRI; 37°C, overnight 

 

72°C, 7 min TT 612 + 516 + 219 

7. B
–
 (Seattle; p.D282H) Primer-F ACATGTGGCCCCTGCACCAC 1.5 mM  94°C, 10 min GG 312 + 305 + 219 + 201 + 142 + 131 + 9  

rs137852318 (G844C) 
Primer-R CCAGTTCTGCCTTGCTGGGC 

 

94°C, 45 sec; 69°C, 45 sec; 

72°C, 45 sec X 30 cycle GC 447 + 312 + 305 + 219 + 201 + 142 + 131 + 9  

  Enzyme 8U Hpy188I; 37°C, overnight   72°C, 7 min CC 447 + 312 + 219 + 201 + 131 + 9 
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Abstract  

 

Children with sickle cell/hereditary persistence of fetal hemoglobin (Hb S/HPFH) have mild clinical 

phenotype, but some complications have been reported. The natural history of Hb S/HPFH in children 

from the Minas Gerais state newborn cohort was described. Clinical and hematological data regarding 

participants’ phenotypes were retrieved from medical records. HPFH type 1, 2, and 3 and alpha-

thalassemia deletions were detected by gap-PCR. Thirteen children were included, nine (69.2%) had 

the Hb S/HPFH deletion type 2, and four (30.8%) had deletion type 1; eleven children (84.6%) were 

αα/αα, and two (15.4%) αα/-α
3.7

. The mean concentration of total hemoglobin (Hb) and Hb F was 12.52 

± 0.56 g/dl and 42.31% ± 1.97%, respectively. Mild microcytosis and hypochromia were observed. We 

found acute clinical manifestations of sickle cell disease, such as acute chest syndrome and acute pain 

crisis, in four children; nine (69.2%) children were completely asymptomatic during the follow-up 

period. All children were classified as having low-risk transcranial Doppler. In conclusion, children 

with Hb S/HPFH have a mild clinical phenotype of sickle cell disease, although acute clinical 

manifestations may occur. High Hb F levels and absence of anemia are common hematological 

characteristics. 

 

Key words 

 

Sickle cell disease; hereditary persistence of fetal hemoglobin; natural history; transcranial Doppler 

ultrasonography 
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Introduction 

 

Sickle cell disease (SCD) is an inherited disorder caused by a point mutation at the sixth codon of the 

β-globin gene (HBB:c.20A>T, p.E6V) that is present in homozygosity or associated with another 

mutated β-globin allele. More than 15 different SCD genotypes have been identified (1). Sickle cell 

anemia, which is caused by homozygosity of the hemoglobin S (Hb S) allele, is the most common at 

birth and most severe phenotype, but the severity of the clinical symptoms may range from mild to 

extreme. The prevalence and clinical phenotype of compound heterozygous forms of SCD (e.g., Hb 

SC, Sβ-thalassemia, and SD-Punjab) is highly variable (2). Sickle cell/hereditary persistence of fetal 

hemoglobin (Hb S/HPFH) is an uncommon genotype of SCD that is usually associated with a very 

mild clinical phenotype (3). In the Jamaican population, the incidence rate of Hb S/HPFH, estimated 

through newborn screening, was one case per every 14,000 newborn (4). However, only limited data 

about Hb S/HPFH are available. In the largest sample so far studied, 30 individuals with Hb S/HPFH 

showed almost-normal hematological values and an absence of clinical complications attributable to 

SCD (5). However, Hb S/HPFH may still lead to some complications. Sickle cell retinopathy was 

found in three out of six patients with Hb S/HPFH (6). Recently, a case report described a 19-year-old 

Hb S/HPFH patient who developed a massive splenic infarct (7). Therefore, Hb S/HPFH phenotype is 

not completely understood and warrants further investigation to establish its natural history. 

Furthermore, there are no data on cerebral blood flow velocities, as measured by transcranial Doppler 

(TCD), in Hb S/HPFH children worldwide. In this report, the natural history of Hb S/HPFH in children 

from the Minas Gerais state SCD newborn cohort, in Brazil, was described. In addition, the study 

aimed to estimate, using TCD, the risk of ischemic stroke in these children.  

 

 

Methods 

 

Design and subjects 

 

This was a retrospective cohort study involving children with SCD diagnosed by the Newborn 

Screening Program from the Minas Gerais state, in Brazil. Between January 1999 and December 2008, 

the Program detected 1,066 children with the Hb FS pattern at birth. Out of these 1,066 children from 



172 

 

all over the state, 554 were followed up at an outpatient care unit of Fundação Hemominas, which is 

situated in the state capital, Belo Horizonte. Among these 554 children, 440 were included in a study 

aimed at identifying clinical, hematological, and molecular risk factors for ischemic stroke in children 

with sickle cell anemia. The reasons for excluding 114 children were: 53 died before the study, 38 were 

transferred to another outpatient care unit, blood sample was not collected in 17 children, and 6 

families did not consent to their children's participation in the study. Molecular analyses to identify Hb 

S/HPFH genotypes were performed on 26 children with a steady-state fetal hemoglobin (Hb F) relative 

concentration equal to or greater than 30% after two years of age. The study identified 13 children who 

were determined to have the S/deletional HPFH genotypes. The remaining children had Hb SS (n=395) 

or Sβ-thalassemia (n=32). 

The study protocol was approved by institutional review boards (Fundação Hemominas 

reference number 295, and Universidade Federal de Minas Gerais reference number 154/11). After the 

purpose of the study was explained, informed written consents were obtained from parents or 

guardians, and the children’s assent was obtained, when appropriate. The study was conducted in 

accordance with the guidelines set up by the Declaration of Helsinki. 

 

DNA analysis 

 

HPFH 1, 2, and 3 deletions were detected by gap polymerase chain reaction (PCR) as described 

previously (8). Detection of the α-globin gene’s (HBA) more common deletions (−α
3.7

, −α
4.2

, 
SEA

, --
FIL

, 

--
MED

, −(α)
20.5

, and --
THAI

) was performed by multiplex gap PCR as described previously (9); however, 

in this study, the primers’ annealing temperature was increased to 62°C. 

 

Clinical and hematological data 

 

Clinical and hematological data regarding participants’ phenotypes were retrieved from medical 

records and entered into a dedicated database. Data were reviewed from the children’s first clinical 

appointment, which was prior to 2 months of age, up to December 31, 2014. Variables recorded 

included identification data, gender, birth date, age, acute pain crisis, acute chest syndrome (ACS), 

acute splenic sequestration, stroke, other clinical complications, and blood transfusions.  

Acute pain crisis was defined as an acute event characterized by diffuse pain occurring in the 

upper or lower extremities, back, chest, and abdomen, which was related to SCD and required 

hospitalization (10). ACS was defined as the radiological appearance of a new pulmonary infiltration of 
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at least one complete lung segment, accompanied by fever and a combination of respiratory symptoms 

(11). TCD examinations were all made and interpreted by a single expert. The Stroke Prevention Trial 

in the Sickle Cell Anemia study protocol (12) was followed, with pulse TCD and a 2 MHz probe for a 

full Doppler test (EME TC 2000; Nicolet, Madison, WI, USA).  

Total Hb concentration, mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin 

(MCH), erythrocyte count, white blood cell (WBC), and platelet counts were determined using an 

electronic cell counter (Coulter T890; Coulter, Hialeah, FL, USA or CELL-DYN Ruby; Abbott 

Laboratories, Santa Clara, CA, USA). The percentage of Hb F was quantified by Hb electrophoresis 

(SPIFE kits; Helena Laboratories, Beaumont, TX, USA) in an alkaline environment. Absolute 

reticulocyte count was calculated multiplying the relative count on smears stained with brilliant cresyl 

blue by the erythrocyte count. The quantitative determination of G6PD activity was performed using an 

enzymatic colorimetric assay (NeoLISA® G6PD; Interscientıfic Corporation, Hollywood, FL, USA). 

The arithmetic means of Hb, MCV, MCH, WBC, platelet count, and reticulocyte count were calculated 

for children after they reached the age of two years and steady-state values were obtained from these 

calculations. The value at the last exam was considered to be the Hb F steady-state value. Values 

obtained from tests performed up to 90 days after a blood transfusion and during significant clinical 

illness (acute pain crisis, ACS, and severe infection) were disregarded in the calculations.  

 

Statistical analysis 

 

Continuous variables were expressed as means ± standard deviations, and nominal variables as 

percentages. The Kolmogorov–Smirnov goodness-fit test was used to evaluate the normal distribution 

of continuous variables. The unpaired t-test was used to compare different groups for continuous 

variables that were normally distributed. The nonparametric Mann–Whitney test was used for 

continuous variables that were not normally distributed. Univariate associations between outcomes and 

covariates were evaluated using the two-tailed chi-square test or Fisher’s exact test. Statistically 

significant values were set at p ≤ 0.05. To exclude a possible bias due to differences in the duration of 

follow-up, the clinical events (acute pain crisis, ACS, and transfusions) were transformed into rates. 

The event rate was defined as the absolute number of episodes divided by the duration of follow-up for 

each child. Statistical analyses were performed with SPSS 17.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA). 

 

Results 
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Out of the 13 children included in this study, nine (69.2%) had the Hb S/HPFH type 2 genotype 

(deletion type 2), and four (30.8%) had the Hb S/HPFH type 1 (deletion type 1). The mean follow-up 

was 10.13 ± 3.52 years (range, 4.29–15.26 years), providing a total of 131.69 patient-years. The 

children had a mean age of 10.99 ± 3.08 years (range: 6.36–15.51 years), and 7 (53.8%) of them were 

male. Analysis of HBA deletions showed that 11 children (84.6%) were αα/αα, and two (15.4%)  

αα/-α
3.7

. 

Hematological data showed that no child had anemia (mean total Hb 12.52 ± 0.56 g/dl). Mild 

microcytosis and hypochromia were recorded. Furthermore, mild reticulocytosis (mean absolute 

reticulocyte count  129.98 x 10
9
/L; mean relative reticulocyte count > 1.5%) was observed in two 

children with Hb S/HPFH type 2 but not in any children with Hb S/HPFH type 1 (mean absolute 

reticulocyte count 33.80 x 10
9
/L; all relative reticulocyte count < 1%). The mean WBC count was 

normal in all children. As expected, the mean relative concentration of Hb F was very high (42.31% ± 

1.97%). Children with Hb S/HPFH type 1 had significantly lower mean reticulocyte counts and a trend 

towards lower WBC when compared to children with Hb S/HPFH type 2 (Table 1). Co-inheritance of 

alpha-thalassemia did not significantly modify hematological features (data not shown). 

Out of 13 children, two (15.4%) suffered from acute pain crisis requiring hospitalization; one of 

them once, and one of them six times. One (7.7%) suffered one episode of spleen enlargement, for 

which a two-day hospitalization was required without a transfusion requirement. Hematological tests 

were not available to confirm this episode as an acute splenic sequestration. No child required a 

splenectomy. Two (15.4%) children had ACS in this sample; one of them twice, and the other once. 

Only one child from the sample (HPFH type 2 genotype) required blood transfusions; he received eight 

transfusions during six hospitalizations due to severe infections, acute pain crisis, and/or acute anemia. 

Of the 13 children, 12 (92.3%) had at least one valid TCD test. All of them were classified as having 

low-risk TCD. The overall mean of highest time-averaged mean velocities (TAMMX) in the middle 

cerebral artery (MCA) was 103.8 ± 13.4 cm/s (range: 77–123 cm/s). No child had a history of stroke, 

and none required a prophylactic blood transfusion program or hydroxycarbamide therapy. No child 

died during the follow-up period. All clinical manifestations were restricted to four children (three of 

the nine with S/HPFH type 2, and one in four with type 1), meaning that nine (69.2%) children were 

completely asymptomatic during the follow-up period. Clinical event rates were not significantly 

different between Hb S/HPFH type 1 and Hb S/HPFH type 2 children (Table 1). 
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Table 1 – Clinical, hematological, and genetic characteristics of children with Hb S/HPFH in Minas Gerais, Brazil 

 
Hb S/HPFH    

Variables 
HPFH type 1 

 n=4 

HPFH type 2 

n=9 

Total                

n=13 

P 

value 

Gender 

    male 2 (28.6%) 5 (71.4%) 7 (100%) 1.00
a
 

female 2 (33.3%) 4 (66.7%) 6 (100%) 
 

Age (years) 11.12±3.93 10.93±2.91 10.99±3.08 0.92
b
 

Clinical variables –  

absolute number (rate per year of 

follow-up) 

    Acute chest syndrome rate  2  (0.06±0.12) 1  

(0.008±0.023) 

3 

(0.024±0.068) 

0.71
c
 

Acute pain crisis rate 1  

(0.030±0.060) 

6  

(0.050±0.150) 

7  

(0.044±0.126) 

0.83
c
 

Transfusion rate 0  (0.000) 8  

(0.067±0.200) 

8  

(0.046±0.166)  

0.83
c
 

Laboratorial variables 

    Hb (g/dl) 12.63±0.40 12.47±0.63 12.52±0.56 0.66
b
 

MCV (fl) 77.20±2.32 78.13±3.56 77.85±3.16 0.64
b
 

MCH (pg) 25.30±1.44 25.50±1.74 25.44±1.59 0.85
b
 

WBC (10
9
/L) 8.53±1.50 9.97±1.41 9.52±1.53 0.12

b
 

Platelet (10
9
/L) 316.53±28.73 302.01±46.73 306.48±41.36 0.58

b
 

   Absolute reticulocyte count (10
9
/L)  33.80±8.71 78.34±32.36 64.63±34.28 0.023

b
 

Hb F (%) 43.25±1.89 41.89±1.97 42.31±1.97 0.27
b
 

G6PD activity (U/g Hb) 11.79±2.37 11.36±3.25 11.55±2.73 0.83
b
 

TAMMV (n=12) 98.75±16.88 106.71±11.35 103.82±13.38 0.37
b
 

Genetic factors 

    HBA deletion status 

    αα/αα 3 (27.3%) 8 (72.7%) 11 (100%) 1.00
a
 

αα/-α
3.7

 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%)  
a 
Fisher’s exact test 

b 
unpaired t-test 

c
 Mann-Whitney U test 

 

 

Discussion 

 

Our study confirmed the mild phenotype of Hb S/HPFH with nearly normal hematological features, but 

highlighted the possibility of severe clinical manifestations of SCD. In addition, we demonstrated that 

TCD was normal in all children.  

The phenotype of Hb S/HPFH has been considered very mild (3) although few studies of 

clinical presentation in this subtype of SCD have been reported. Cohort studies, such as the present 

one, are lacking. Edington and Lehmann first described the characteristics of two adults who were 
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thought to be homozygous for Hb S. Although reporting some pain crises and other mild 

manifestations, they were considered to have a benign clinical course. The high Hb F and the 

generation of children without Hb S led the authors to suspect that the patients did not have the Hb SS 

genotype (13). Shortly thereafter, Jacob and Raper (14) described four cases of Hb S/HPFH. Again, 

despite the benign clinical course, episodes of pain crises were reported in three out of four cases. 

Conley et al. (15) described twenty patients who were double heterozygous for Hb S/HPFH. In general, 

these patients showed excellent health and a very mild hemolytic anemia as measured by Cr
51

 half-life. 

However, an aseptic necrosis of the femoral head and a mild hemiparesis cases were reported, showing 

that these patients may have severe clinical manifestations attributable to SCD. Rubin and Rowley (16) 

described a case of twins with Hb S/HPFH misdiagnosed as sickle cell anemia during newborn 

screening. One of them had been hospitalized twice due to aseptic meningitis and bilateral otitis media 

at the ages of four and eight months, respectively. Talbot et al. (6) reported peripheral retinal vessel 

occlusion in three out of six patients with Hb S/HPFH that had been diagnosed through clinical and 

laboratory data without molecular analysis; one of them had developed chorioretinal anastomosis.  

In the largest study on Hb S/HPFH, the authors reported an absence of clinical manifestations in 30 Hb 

S/HPFH cases, all confirmed by molecular analysis to be either type 1 or 2 (5). The outcome of patients 

from that report was notably better than that from our cohort. Intriguingly, we found acute clinical 

manifestations of SCD in children with Hb S/HPFH, such as ACS, and acute pain crisis, in four out of 

13 children. The proportion of HPFH type 1 patients was very similar to ours. In contrast, all children 

in the present study were followed up at the same institution and those from Ngo et al. were derived 

from many institutions. Both studies were retrospective, but the criteria for the definition of clinical 

events are possibly more uniform when conducted in a single institution. These data suggest that other 

genetic and environmental factors may influence the phenotypic variability of Hb S/HPFH. Even 

though the Hb F is homogeneously distributed among all red blood cells in patients with Hb S/HPFH 

(17), this distribution may vary among them, originating different degrees of clinical severity as 

observed in our study.     

Although the difference was not statistically significant, children with S/HPFH type 2 had 

higher acute pain crisis, and transfusion rates than children with S/HPFH type 1. Reticulocyte counts 

were significantly higher in children with S/HPFH type 2. Other hematological data, except for high 

levels of Hb F, were nearly normal in both types. Similar results have been reported in previously 

published studies (5, 18).  

In this study, we report a case of spleen enlargement in a child with Hb S/HPFH type 2. The 

diagnosis of acute splenic sequestration was not confirmed because hematological tests were not 
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performed. The child was admitted to a hospital because, according to the records, she was not feeling 

well and had an enlarged spleen, which had never been recorded before and was not observed on 

subsequent clinical visits. The hospitalization lasted two days. No laboratory test was performed, 

because the hospital had limited resources and was far from the capital. This event is compatible with 

other cases of sickle cell spleen disease reported in patients with Hb S/HPFH, including pain of splenic 

origin (14), palpable spleen (15), and massive splenic infarction (7).  

There were no conditional or high-risk TCD tests among our children, suggesting a very low 

stroke risk in Hb S/HPFH patients. TCD velocities (mean TAMMV 103.82 cm/s at MCA) were 

substantially lower than those reported in Hb SS children and similar to those reported in Hb SC 

children. The mean TAMMV was 129 ± 22 cm/s in children with Hb SS and low-risk TCD from the 

cohort of the Medical College of Georgia (19). The mean TAMMV for Hb SC children from London 

was 94 cm/s (20). Children without SCD have a mean TAMMV of about 90 cm/s (21). The lower 

TAMMV levels observed in our study may certainly be attributed to an absence of anemia in children 

with Hb S/HPFH, and the absence of narrowing or occlusion of cerebral vessels. To the best of our 

knowledge, this is the first study to report the results of TCD screening in children with Hb S/HPFH. 

Additional studies using neuroimaging technologies are required to confirm the absence of 

cerebrovascular disease risk in children with Hb S/HPFH. 

The current analysis has some limitations. Given that the reported cases are children, long-term 

complications cannot be predicted. Owing to the small number of patients, the present report may not 

completely represent this rare subtype of SCD. Due to a possible loss of milder cases, our study may 

have suffered from selection bias, overestimating the clinical severity of Hb S/HPFH. Furthermore, we 

used medical records as the source of retrospective data, which were generated for clinical follow-up 

and not for research. 

In conclusion, children with Hb S/deletional HPFH have a mild clinical phenotype of SCD, 

although acute clinical manifestations may occur. High Hb F levels and absence of anemia are common 

hematological characteristics. Type 1 HPFH deletion seems to lead to an even milder benign course 

than type 2. 
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Abstract 

 

Objectives: Stroke is a severe complication of sickle cell anemia (SCA). Inflammatory 

processes are involved in the etiology of stroke in children with SCA. However, the 

pathogenetic mechanisms are unknown. The aim of this study was to evaluate the influence 

of interleukin-10 haplotypes on the risk of clinical ischemic stroke and high-risk 

transcranial Doppler (TCD) in 395 children with SCA from the state of Minas Gerais, in 

Brazil. Methods: IL10 haplotypes were determined by PCR-RFLP and sequencing. 

Clinical data were retrieved from the children’s records. Results: There was no statistically 

significant difference in the frequencies of polymorphisms and haplotypes between children 

with and without clinical ischemic stroke or children with or without high-risk 

TCD. Discussion: Our data are consistent with a previous report that showed an absence of 

association between IL-10 plasma levels and high-risk TCD velocity in children with SCA 

Conclusion: IL10 haplotypes were not associated with the risk of clinical ischemic stroke 

or high-risk TCD in children with SCA from the state of Minas Gerais, Brazil. 
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Introduction  

 

Cerebrovascular disease is a severe complication of sickle cell anemia (SCA), affecting 

almost one-half of the children with SCA by the age of fourteen.
1
 The phenotype of SCA is 

extremely variable, and stroke occurs in 11% of individuals under 20 years of age without 

preemptive treatment.
2
 Despite the fact that transcranial Doppler (DTC) ultrasonography is 

very useful,
3
 there is a need to develop more accurate prognostic tools to identify children 

who are at the highest risk of developing a stroke.
4
 Inflammatory processes play an 

important role in the development of occlusive disease at the circle of Willis 
5
 and are 

clearly involved in the etiology of stroke in children with SCA.
6
 Polymorphisms in 

cytokine or cytokine receptors genes have been shown to modulate the occurrence of stroke 

in children with SCA.
7-9

 Interleukin 10 (IL-10) is a vital immunoregulatory cytokine 

involved in both the immune response and inflammation. IL10 gene polymorphisms in the 

promoter region (known as −1082 G/A, −819 T/C, and −592 A/C) form haplotypes that are 

linked to different expression levels of this cytokine.
10

 In recent years, reports have 

demonstrated that IL10 haplotypes are associated with many aspects of different diseases 

and conditions, including survival and relapse rate in resected non-small cell lung cancer,
11

 

systemic lupus erythematosus,
12

 asthma,
13

 and inhibitor development in hemophilia A.
14

 A 

recent report has shown an association between reduced IL-10 levels and the frequency, 

type, severity, and duration of vaso-occlusive crises in children with SCA,
15

 suggesting a 

possible influence of IL-10 on the pathophysiology of stroke. Based on these data, we 

hypothesized that IL10 promoter polymorphisms could influence the occurrence of stroke 

in children with SCA. 
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Method  

 

This was a retrospective cohort study that included 395 children with SCA from the Minas 

Gerais state in Brazil. Children who were born between January 1999 and December 2008 

and followed-up at “Fundação Hemominas” in Belo Horizonte until June 2015 were 

recruited from a newborn cohort of 472 subjects with an Hb FS electrophoretic profile. Of 

the 472 children, 32 with Sβ-thalassemia genotype, 13 with HbS/hereditary persistence of 

fetal hemoglobin, one child with hemorrhagic stroke, and 31 who could not be reached 

during the study or did not consent to participation were excluded. The study protocol was 

approved by the individual institutional review boards (Fundação Hemominas #295 and 

Universidade Federal de Minas Gerais #154/11); informed written consent was obtained 

from parents or guardians, and children’s assent was obtained, when appropriate. The study 

was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki guidelines. 

Genomic DNA extraction from blood samples was carried out using a commercial 

kit (QIAamp, DNA Blood Mini Kit; Qiagen, Hilden, Germany). To confirm the presence of 

SCA, the β
S
 allele genotype of all children was confirmed by PCR–RFLP analysis as 

previously described.
16

 IL10 promoter polymorphisms, c.−627 A > C (rs1800872; known 

as −592 A > C), c.−854 T > C (rs1800871; known as −819 T > C), and c.–1117 A > G 

(rs1800896; known as −1082 A > G), were genotyped through PCR–RFLP, as previously 

described.
17,18

 At least 5% of the samples were randomly selected for DNA sequencing to 

confirm PCR–RFLP results. DNA sequencing was done in ABI Prism 3130 Analyzer 

(Applied Biosystems; Foster City, CA, USA), using standard protocols. Due to complete 

linkage disequilibrium between rs1800872 (−592 A > C) and rs1800871 (−819 T > C) 

polymorphisms,
19

 only 70 children were genotyped for the rs1800871 polymorphism and in 
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all the linkage between those two polymorphisms was detected. Haplotypes of the SNPs 

were coded in the following order: rs1800896, rs1800871, and rs1800872 (for example, 

GCC). 

Two outcomes were analyzed: Clinical ischemic stroke and high-risk TCD. Clinical 

ischemic stroke was defined as a neurological deficit lasting more than 24 h and/or history 

of transient ischemic attack (TIA).
2
 The diagnosis was confirmed by imaging assessments 

in all cases. Intracranial hemorrhage was not included in the category of stroke. High-risk 

TCD was defined as a time-averaged mean of the maximum velocity (TAMMX) ≥200 cm/s 

in the internal carotid or middle cerebral artery as originally defined by STOP 

investigators.
20

 Children who had suffered clinical ischemic stroke, as well as those for 

whom TCD screening was inadequate, were excluded from the second analysis. For 

subjects who underwent multiple TCD tests, only the final test was included in the analysis. 

For children undergoing chronic transfusion therapy, treatment with hydroxyurea, or bone 

marrow transplantation, the result from the last TCD exam prior to the initiation of therapy 

was included in the analysis. 

Nominal variables were expressed as percentages. Univariate association between 

outcomes and single polymorphisms or haplotypes were evaluated using two-tailed chi-

square or Fisher’s exact test. Initially, the influence of each polymorphism alone was 

verified. Subsequently, only children with the homozygous form of each haplotype 

(GCC/GCC, ACC/ACC, or ATA/ATA) were tested. Finally, children were grouped into 

haplotypes defined as high (GCC/GCC), intermediate (GCC/ACC and GCC/ATA) or low 

(ACC/ACC, ATA/ATA, and ATA/ACC) levels of IL-10 production.
21

 The cumulative 

probability of outcomes was estimated by using the Kaplan–Meier method [function (1-

Survival)] and the log rank test was used to compare different subgroups. Birth date 
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determined entry into the study program. Observations were censored in the event of a 

patient receiving chronic prophylactic blood transfusions or hydroxyurea, a patient 

undergoing bone marrow transplantation, death from causes unrelated to outcomes, or no 

outcome event until June 2015 (end of study). Statistical significance was defined as P 

values 0.05. Statistical analyses were performed with SPSS 17.0 software (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA). 

 

Results 

 

During the study, twenty-six (6.6%; 95% CI: 4.14–9.03) children had a clinical ischemic 

stroke; 19 (4.8%) had an overt stroke, 3 (0.7%) had TIA, and 4 (1%) had both overt stroke 

and TIA. Twenty-nine (8.6%; 95% CI: 5.59–11.57) out of 338 children had high-risk TCD; 

57/395 (14.4%) children had clinical ischemic stroke or inadequate TCD and were 

excluded from the analysis for high-risk TCD. The cumulative probability of clinical 

ischemic stroke by the age of 8.0 years was 7.4% (95% CI: 4.66%–10.14%), and the 

cumulative probability of high-risk TCD by the age of 11.5 years was 14.2% (95% CI: 

8.91%–19.49%).  

Analysis of IL10 haplotypes in our cohort showed that 99 (25.1%) children were 

GCC/ATA, 85 (21.5%) ACC/ATA, 79 (20%) GCC/ACC, 50 (12.7%) GCC/GCC, 47 

(11.9%) ATA/ATA, and 34 (8.6%) were ACC/ACC. One (0.3%) child had an uncommon 

heterozygous haplotype (GCC/GTA). There was no significant difference in the 

frequencies of polymorphisms and haplotypes between children with and without clinical 
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ischemic stroke (Table 1). Similar results were obtained between children with and without 

high-risk TCD (Table 2).  

 

Table 1 – IL10 polymorphisms and haplotypes among SCA children with and without clinical ischemic stroke  

  Clinical Ischemic Stroke         

Polymorphism  Yes (n=26) No (n=369) 
Total 

(n=395) 
P value 

Odds 

ratio 
95% CI 

IL10  rs1800896 (A or G)* 

      AA 9 (5.6%) 152 (94.4%) 161 (100%) 0.503
a
 

  Ag 13 (7.1%) 170 (92.9%) 183 (100%) 0.544
b,c

 1.32 0.58-3.05 

gg 4 (7.8%) 47 (92.2%) 51 (100%) 0.704
b,d

 1.25 0.41-3.77 

IL10 rs1800871 (C or T)* 

      CC 12 (7.4%) 150 (92.6%) 162 (100%) 0.297
a
 

  Ct 13 (7.0%) 173 (93%) 186 (100%) 0.681
b,c

 0.80 0.36-1.78 

tt 1 (2.1%) 46 (97.9%) 47 (100%) 0.342
b,d

 0.28 0.04-2.12 

IL10 rs1800872 (A or C)* 

      CC 12 (7.4%) 150 (92.6%) 162 (100%) 0.297
a
 

  Ca 13 (7%) 173 (93%) 186 (100%) 0.681
b,c

 0.80 0.36-1.78 

aa 1 (2.1%) 46 (97.9%) 47 (100%) 0.342
b,d

 0.28 0.04-2.12 

IL10 haplotypes 

      
High 4 (8%) 46 (92%) 50 (100%) 0.428

a
 

  Intermediate 13 (7.3%) 165 (92.7%) 178 (100%) 

   Low 9 (4.8%) 157 (93.4%) 166 (100%)       
a
X

2
 linear-by-linear association; 

b
Fisher’s exact test; 

c
 dominant association (XX versus Xx or xx)  

d
 recessive association (XX or Xx versus xx) 

* Minor alleles, as recorded by dbSNP, are represented by lowercase letters. 
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Table 2 – IL10 polymorphisms and haplotypes among SCA children with and without high-risk transcranial 

Doppler  

 

High-risk TCD         

Polymorphism  Yes (n=29) No (n=309) Total (n=338) P value 
Odds 

ratio 
95% CI 

IL10  rs1800896 (A or G)* 

      AA 7 (5.1%) 130 (94.9%) 137 (100%) 0.151
a
 

  Ag 18 (11.5%) 139 (88.5%) 157 (100%) 0.075
b,c

 2.28 0.95-5.50 

gg 4 (9.1%) 40 (9.1%) 44 (100%) 0.78
b,d

 1.08 0.36-3.25 

IL10 rs1800871 (C or T)* 

      CC 15 (10.7%) 125 (89.3%) 140 (100%) 0.311
a
 

  Ct 11 (7.0%) 146 (93%) 157 (100%) 0.244
b,c

 0.63 0.30-1.36 

tt 3 (7.3%) 38 (92.7%) 41 (100%) 1.00
b,d

 0.82 0.24-2.85 

IL10 rs1800872 (A or C)* 

      CC 15 (10.7%) 125 (89.3%) 140 (100%) 0.311
a
 

  Ca 11 (7.0%) 146 (93%) 157 (100%) 0.244
b,c

 0.63 0.30-1.36 

aa 3 (7.3%) 38 (92.7%) 41 (100%) 1.00
b,d

 0.82 0.24-2.85 

IL10 haplotypes 

      
High 4 (9.3%) 39 (90.7%) 43 (100%) 0.198

a
 

  Intermediate 17 (11.2%) 135 (88.8%) 152 (100%) 

   Low 8 (5.6%) 134 (94.4%) 142 (100%)       
a
X

2
 linear-by-linear association; 

b
Fisher’s exact test; 

c
 dominant association (XX or Xx versus xx) 

d
 recessive association (XX or Xx versus xx) 

* Minor alleles, as recorded by dbSNP, are represented by lowercase letters. 
 

The cumulative probabilities of clinical ischemic stroke or high-risk TCD for IL-10 

expression haplotype groups were not significantly different (Figure 1A and 1B, 

respectively). Similar results were obtained when only children that were homozygous for 

each haplotype were tested (Figure 1C and 1D).  
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Figure 1 – Cumulative probability of cerebrovascular complications according to IL10 

expression haplotypes. (A) Cumulative probability of clinical ischemic stroke in children 

with Hb SS according to IL10 haplotypes linked with IL10 expression. (○) high, (+) 

intermediate, and, (▲) low IL10 expression (P = 0.69). (B) Cumulative probability of high-

risk transcranial Doppler in children with HbSS according to IL10 haplotypes linked with 

IL10 expression. (○) high, (+) intermediate, and, (▲) low IL10 expression (P = 0.20). (C) 

Cumulative probability of clinical ischemic stroke in children with HbSS according to 

homozygous IL10 haplotypes. (○) GCC/GCC, (+) ACC/ACC and, (▲) ATA/ATA 

genotype (P = 0.42). (D) Cumulative probability of high-risk transcranial Doppler in 

children with HbSS according to homozygous IL10 haplotypes. (○) GCC/GCC, (+) 

ACC/ACC and, (▲) ATA/ATA genotype (P = 0.68). 

 

 

Discussion  
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This is the first report to evaluate the influence of IL10 haplotypes on the risk of 

cerebrovascular disease in children with SCA. Contrary to our initial hypothesis, this study 

showed no association between IL10 haplotypes and clinical ischemic stroke or high-risk 

TCD in children with SCA. 

Substantial advances in the past years have established the natural history of stroke 

in individuals with SCA
2
 and have enabled early identification and treatment of children 

who are at the highest risk.
20

 However, the pathophysiology of ischemic stroke is not 

completely understood. Many candidate genes and polymorphisms have been associated 

with stroke in children with SCA.
8,9,22-24

 The combination of the TNFA −308 GG genotype 

and IL4R 503P variant was significantly associated with a predisposition for stroke in large 

vessels, determined by the analyses of children in the newborn cohort as part of the 

Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD).
9
 The rs284875 polymorphism located 

in the TGFBR3 gene was associated
23

 and validated
8
 as a risk factor for stroke development 

in individuals with SCA. Recently, we proposed an association between the TNFA −308A 

allele and stroke in children with SCA.
7
  

Polymorphisms in cytokine or cytokine receptors genes may either up or 

downregulate cytokine levels and might play an important role in physiopathology of some 

diseases. However, our results indicate that promoter polymorphisms in the IL10 gene are 

not associated with clinical ischemic stroke or high-risk TCD susceptibility in children with 

SCA. Our data are consistent with a previous report from a cross-sectional nested 

prospective study that showed an absence of association between IL-10 plasma levels and 

high-risk TCD velocity in children with SCA.
25

 Thus, the IL10 signaling pathway might not 

be a viable target for pharmacological, intervention, prevention or treatment of stroke in 

SCA. 
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Due to the relatively small number of clinical ischemic stroke and high-risk TCD 

events, the statistical power in our study may have been insufficient to robustly analyze the 

association of the IL10 polymorphisms and haplotypes with the risk of these events. 

Additionally, the use of medical records as the sole source of retrospective data may have 

placed further limitations on the possible conclusions of our study.  

In summary, our results do not support the hypothesis that IL10 haplotypes are 

associated with the risk of clinical ischemic stroke or high-risk TCD in children with SCA. 

Further larger scale studies are warranted to confirm the absence of association between 

IL10 haplotypes and stroke susceptibility in children with SCA.  
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Abstract 

Sickle cell/beta-thalassemia (Sβ-thal) is a subtype of sickle cell disease showing 

considerable variation in clinical severity. Evidences support that differences in the 

production of Hb A and severity occurs with different beta-thalassemia mutation. The 

objective of this study was to identify the β-thal mutations causing Sβ-thal in the 

newborn cohort of Minas Gerais state, Brazil. The molecular analysis was performed by 

DNA sequencing. Out of 54 Sβ-thal children, 14 (25.9%) children had the codon 39 

(C>T) mutation, 12 (22.2%) had IVS-I-1 (G>A), eight (14.8%) had IVS-I-6 (T>C), five 

(9.3%) had -29 (A>G TATA box), three (5.6%) had IVS-II-1 (G>A), three (5.6%) had 

IVS-I-110 (G>A), two (3.7%) had -92 (C>T), two (3.7%) had IVS-II-844 (C>A) and 

IVS-II-839 (T>C) in cis mutations, two (3.7%) had IVS-I-5 (G>A), one (1.9%) had -88 

(C>T), one (1.9%) had poly A signal (T>C), and one child (1.9%) had IVS-I-2 (T>C) 

mutation. Analysis of α-globin gene deletions showed that 44 (81.5%) children were 

αα/αα, nine (16.7%) -α
3.7

/αα and one (1.9%) -α
3.7

/-α
3.7

. The Minas Gerais state is the 

second most heterogeneous state in Brazil in terms of β-thal mutations and has a 

relatively different molecular pattern when compared to other Brazilian regions. 

 

Key words: Sickle cell disease, β
+
-thalassemia (β

+
-thal), β

0
-thalassemia (β

0
-thal), 

Mutation  
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Introduction 

Sickle cell disease (SCD) is one of the most common monogenic disorders 

worldwide. It is caused by a point mutation in the β-globin gene (HBB:c.20A>T, p.E6V) 

leading to a multisystemic disease. Acute episodes and progressive organ damage are 

characteristic (1). In Brazil, SCD is considered an important public health problem. In 

the state of Minas Gerais, southeastern of Brazil, the incidence rate of SCD (SS, SC, Sβ-

thalassemia, and SD genotypes) estimated by the Newborn Screening Program (NSP-

MG) is one case every 1,400 newborns (2). Unpublished data from NSP-MG based on 

isoelectric focalization (IEF) screening confirmed by molecular biology (629 children 

born between 2010-2013), disclosed that the relative frequencies of each subtype of 

SCD in the state of Minas Gerais are: Hb SS, 328 cases (52.4%); Hb SC, 253 cases 

(40.4%); Sβ
+
-thalassemia (Sβ

+
-thal), 21 cases (3.4%); Sβ

0
-thalassemia (Sβ

0
-thal),19 

cases (3%); and SD, 5 cases (0.8%).    

The co-inheritance of the β
S
 allele and a β-thalassemia (β-thal) mutation leads to 

a subtype of SCD (Sβ-thal) showing considerable variation in clinical severity (3). This 

variation largely depends on the β-thal molecular mutation and its impact on the degree 

of Hb A synthesis. The complete inactivation of one of the HBB genes by a β-thal 

mutation results in Sβ
0
-thal and clinical severity tends to be similar to sickle cell anemia 

(4). On the other hand, the β-thal mutation may cause reduction of the synthesis of Hb 

A, resulting in Sβ
+
-thal individuals with a wide spectrum of clinical severity (3).  

Therefore, the identification of the β-thal mutation causing Sβ-thal may contribute to an 

appropriate clinical patient management and genetic counseling. 

There are almost 300 different β-thal mutations characterized worldwide, most 

of them caused by single substitution of nucleotides (5). Considerable heterogeneity of 

β-thal mutations has been reported in different regions of Brazil, reflecting the 

migration of different ethnic population to and within the country, and the intensity of 

miscegenation (6-16). However, the genetic profile of β-thal in the state of Minas Gerais 

is unknown. Therefore, we performed a descriptive study and aimed to identify the β-

thal mutations causing Sβ-thal in the cohort of children diagnosed by the NSP-MG, 

Brazil. 
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Material and Methods  

Patients 

This is a descriptive study involving children from the Minas Gerais state SCD 

newborn cohort, Brazil. Patients were recruited at the outpatient care unit of 

Hemominas Foundation, which is situated in the state capital, Belo Horizonte. Children 

born between 1997 and 2013 with results of neonatal screening and complementary 

tests suggesting Sβ
+
-thal or Sβ

0
-thal were included.  

The study protocol was approved by the Institutional Review Board. Written 

informed consent was obtained from parents or guardian of every child in accordance 

with the rule set up by the “Declaration of Helsinki” guidelines and children’s assent 

was obtained, when appropriate. 

 

Molecular Analysis  

Genomic DNA was extracted using a commercial kit (QIA amp, DNA Blood 

Mini Kit; Qiagen, Hilden, Germany). Two fragments of HBB were used to identify Sβ-

thal mutations. For each DNA sample, the fragment 1 (771 bp) was first sequenced and 

if the mutation was not found, the fragment 2 (572 bp) was then sequenced (Figure 1).  

 

Figure 1 – The β-globin gene representation, showing the sequenced fragments 

for identification of the β-thal mutations. 

Amplification of fragment 1 was obtained from position -161 5’ to the CAP site 

to position 119 in the IVS-II. Fragment 1 was amplified under the following conditions: 

250 ng genomic DNA, 10 pmoles of each primer (Foward: 5’- 

TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG -3’;  reverse: 5’- TTTCTTGCCATGAGCCTTC -3’; 



198 
 

annealing temperature: 62
o
C), 200 M of each dNTP, 2 mM MgCl2, 5 U Platinum®Taq 

DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and 1X reaction buffer, in a final 

volume of 50 l.   

Amplification of fragment 2 was obtained from position 600 in the IVS-II to 

position 79, 3’ to the polyadenylation signal. Fragment 2 was amplified under the 

following conditions: 250 ng genomic DNA, 10 pmoles of each primer (Foward: 5’- 

TCATGCCTCTTTGCACCATTC -3’;  reverse: 5’- GGGAATGTGGGAGGTCAGTG -

3’; annealing temperature: 58
o
C), 200 M of each dNTP, 1,5 mM MgCl2, 5 U 

Platinum®Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1X reaction buffer, 

in a final volume of 50 l. The PCR reactions were performed in a thermocycler 

(Veriti™ Thermal Cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).  

Sequencing reactions were performed using the BigDye Terminator v3.1 mix 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the instructions in the kit. 

Sequence data were generated with an ABI 3130xl capillary sequencer (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) using standard protocols and analyzed by 

CodonCode Aligner version 5.0 (CodonCode Corporation, Centerville, MA, USA).   

Detection of HBA more frequent deletions (-α
3.7

,-α
4.2

,--
SEA

,--
FIL

,--
MED

,-(α)
20.5

, 

and --
THAI

) was carried out by multiplex gap PCR as previously described (17); the 

primers’ annealing temperature was increased to 62°C. 

 

Results  

Fifty-nine consecutive children with SCD were included (mean age, 10.3 ± 2.9 

years); 29 (49.2%) were males. Thirty (50.8%) had Sβ
0
-thal genotype, 24 (40.7%) had 

Sβ
+
-thal and five (8.5%) were proven to be homozygous SS after their newborn IEF or 

high-performance liquid chromatography (HPLC) test being read as FSA (see 

Discussion). Analysis of HBA deletions showed that 44 (81.5%) Sβ-thal children were 

αα/αα, nine (16.7%) -α
3.7

/αα and one (1.9%) -α
3.7

/-α
3.7

.  

The results of the identification of β-thal mutation are shown in Table 1. Among 

30 children with Sβ
0
-thal, 14 (46.7%) children had the nonsense codon 39 (C>T) 

mutation (HBB: c.118C>T), 12 (40%) had IVS-I-1 (G>A) mutation (HBB: 
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c.92+1G>A), three (10%) had IVS-II-1 (G>A) mutation (HBB:c.315+1G>A), and one 

child (3.3%) had IVS-I-2 (T>C) mutation (HBB:c.92+2T>C).  

Out of 23 children with Sβ
+
-thal, eight (33.3%) had IVS-I-6 (T>C) mutation 

(HBB: c.92+6T>C), five (20.8%) had -29 (A>G TATA box) mutation (HBB:c.-

79A>G), three (12.5%) had IVS-I-110 (G>A) mutation (HBB: c.93-21G>A), two 

(8.3%) had -92 (C>T) mutation (HBB:c.-142C>T), two (8.3%) had IVS-II-844 (C>A) 

and IVS-II-839 (T>C) in cis mutations (HBB:c.316-7C>A and HBB:c.316-12T>C), two 

children (8.3%) had IVS-I-5 (G>A) mutation (HBB:c.92+5G>A), one child (4.2%) had 

-88 (C>T) mutation (HBB:c.-138C>T), and one child (4.2%) had poly A signal 

(AATAAA>AACAAA) mutation (HBB:c.*110T>C). According to Sβ
+
-thal phenotypic 

classification previously proposed, based on the amount of Hb A produced [type I, 1 to 

7% Hb A; type II, 7 to 14% Hb A; type III, 14 to 25% Hb A (3)], five (20.8%) were 

type I, 15 (62.5%) were type III, and four (16.7%) were type IV (25 to 45% Hb A) (18).  

Out of 54 Sβ-thal children, nine (16.7%) were heterozygous for the C>T 

polymorphism at codon 2 of the HBB (His/His; rs7480526). Five (55.6%) of children 

carrying the C>T polymorphism at codon 2 had the IVS-I-6 (T>C) mutation. 
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Table 1 – Spectrum, frequency and distribution of β-thal mutations in Brazil 

  City or State   

Mutation 
Ribeirão 

Preto 6 
Campinas7,8 São Paulo9 Pernambuco10 Pernambuco11 

Rio Grande 

do Sul12 
São Paulo13 

Different 

States14 

Rio 

Grande do 

Norte15 

Bahia16 
Minas 

Gerais* 
Total 

β0-thal                         

IVS-I-1 G>A   4 (5.7%)    13 (15.1%)  10 (6.1%)  15 (12.9%)  4 (10%)    15 (38.5%)    12 (22.2%) 73 (10.3%) 

IVS-I-1 G>T     3 (4.3%)                  3 (0.4%) 

IVS-I-2 T>C         1 (0.6%)            1 (1.9%) 2 (0.3%) 

 IVS-II-1 G>A             1 (2,5%)        3 (5.6%) 4 (0.6%) 

IVS-II-850 -G           1 (0.9%)           1 (0.1%) 

CD6 GAG>TAG             1 (2,5%)         1 (0.1%) 

CD6 -A               3 (42.8%)       3 (0.4%) 

CD12 -C         1 (0.6%)             1 (0.1%) 

CD15 TGG>TGA             3 (2.5%)  1 (2,5%)         4 (0.6%) 

CD30 AGG>CGG         1 (0.6%)             1 (0.1%) 

CD30 AGG>AGC       1 (1.1%)               1 (0.1%) 

CD30 AGG>ACG           1 (0.9%)           1 (0.1%) 

CD39 CAG>TAG 27 (47%)  45 (64.3%)  38 (54.3%)  3 (3.5%)  13 (7.9%)  59 (50.9%)  20 (50%) 1 (14.3%)      14 (25.9%) 220 (31.2%) 

CD 44 -C             1 (2,5%)     1 (100%)   2 (0.3%) 

CD106/107 +G         1 (0.6%)             1 (0.1%) 

β+-thal                         

-92 C>T                      2 (3.7%) 2 (0.3%) 

-88 C>T         4 (2.4%)            1 (1.9%) 5 (0.7%) 

-87 C>G               1 (14.3%)       1 (0.1%) 

-29 A>G (TATA box)         1 (0.6%) 1 (0.9%)         5 (9.3%) 7 (1%) 

IVS-I-5 G>C       8 (9.3%) 25 (15.2%)   3 (7,5%)   1 (2.6%)     37 (5.3%) 

IVS-I-5 G>A         4 (2.4%)  2 (1.7%)          2 (3.7%) 8 (1.1%) 

IVS-I-6 T>C 9 (15%)  5 (7.1%)  13 (18,6%)  54 (62.8%)  90 (54.9%)  11 (9.5%)  1 (2,5%) 1 (14.3%) 21 (53.8%)    8 (14.8%) 213 (30.3%) 

IVS-I-110 G>A 15 (27%)  14 (20%)  13 (18,6%)  7 (8.2%)  5 (3%)  21 (18.1%)  6 (15%)   2 (5.1%)    3 (5.6%) 86 (12.2%) 

IVS-I-130 G>A             1 (2,5%)         1 (0.1%) 
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IVS-II-654 C>T               1 (14.3%)       1 (0.1%) 

 IVS-II-837 T>G         1 (0.6%)             1 (0.1%) 

IVS-II-844 C>A and 
IVS-II-839 T>C in cis 

                     2 (3.7%) 2 (0.3%) 

IVS-II-849 A>G         5 (3%)             5 (0.7%) 

CAP +20 C>T            2 (1.7%) 1 (2,5%)         3 (0.4%) 

Poly A signal T>C         2 (1.2%)            1 (1.9%) 3 (0.4%) 

Not identified 6 (11%) 2 (2.9%)  3 (4.2%)                 11 (1.6%) 

Total 57 (100%)  70 (100%)  70 (100%)    86 (100%) 164 (100%)  116 (100%)  40 (100%) 7 (100%)  39 (100%) 1 (100%)  54 (100%) 704 (100%) 

 (6); (7); (8); (9); (10); (11); (12); (13); (14); (15); (16); *present study. 
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Discussion 

In this study, we have characterized the β-thal mutations in a group of children 

with Sβ-thal from the state of Minas Gerais, Brazil. About 300 mutations have been so 

far reported worldwide, 31 of which have also been reported in Brazil (6-13, 15, 16). 

Overall, 13 different mutations were identified on 54 alleles in this study. Out of these, 

ten mutations have been previously reported in other Brazilian regions (6-16).  

The most frequent mutations in the present study were codon 39 (C>T) (25.9%), 

followed by IVS-I-1 G>A (22.2%) and IVS-I-6 T>C (14.8%). These three mutations 

represented 62.9% of mutations reported in the study, showing the broad spectrum of 

mutations found in the state of Minas Gerais. 

 Codon 39 (C>T) mutation is probably the most common β-thal mutation 

reported in Brazil (Table 1), and its frequency is higher in the southeastern (6-9, 13) and 

southern regions of the country(12), but lower or absent in the Northeast (10, 11, 15). 

This is a common mutation among Italian (19, 20), Spanish (21, 22), German (23) and 

Portuguese (24) populations. Probably the immigrants from all of these countries have 

contributed to introduce this allele in a high frequency into Brazil during and after the 

colonization period.   

The IVS-I-1 G>A mutation has been reported in almost all studies conducted in 

Brazil, and the highest frequency was observed in our study and that done in the state of 

Rio Grande do Norte (15).  The IVS-I-1 G>A mutation is one of the most common 

mutations among Portuguese (24) as well as Spanish (21, 25). This supports the 

hypothesis of a strong genetic contribution of Portuguese people to the epidemiology of 

β-thal in Brazil.  

The so-called Portuguese type (IVS-II-6 T>C) was the third most frequent 

mutation in this study. It is the second most frequent β-thal mutation reported in Brazil 

and it was found in almost all studies performed in the country, once more reflecting the 

Portuguese colonization of the country.  Unlike the mutation CD39, it is more frequent 

in the Northeast (10, 11, 15) than in the Southeast (6-9, 13) and South (12) of Brazil.  

The so-called African mutation -29 A>G was reported in five Sβ
+
-thal children 

of our study. This unusually high percentage may be explained by the fact that our study 

was the only one which dealt strictly with Sβ-thal patients. The majority of the studies 

done in Brazil have encompassed patients with β-thalassemia. The -29 A>G variant is 

the commonest mutation found among the African American people (26, 27). It was 
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probably introduced into Brazil during the slave trade, between centuries XVI and XIX. 

IVS-I-2 T>C, -88 C>T and Poly A signal T>C mutations identified in our study may be 

explained by the same reasons. Our study was the first performed in Brazil to identify 

these four African mutations co-inherited with the β
S
 gene. Serjeant et al evaluated a 

cohort of 261 patients with Sβ-thal from Jamaica and also reported these mutations (3).  

IVS-I-110 (G>A) mutation frequency is in agreement with other studies across 

the country which showed this mutation in a relatively low rate, but present in almost all 

studies performed in Brazil (6-13, 15, 16). The low frequency found in Brazil is in 

agreement with the low frequency found in the Portuguese population (24). It is rather a 

common mutation found in the Mediterranean region (28), including Italy (20). In 

Brazil, this mutation is more common in the state of São Paulo and in the South of the 

country, regions that received the largest contingent of Italian immigrants. IVS-I-110 

(G>A) mutation causes a severe phenotype of Sβ
+
-thal [Sβ

+
-thal type I, according to 

classification previously proposed (3)], and affected children may be misclassified as 

having SS or Sβ
0
-thal by Newborn Screening Programs using only protein-based 

screening methods due to the very low synthetic rate of Hb A. In our experience, out of 

three patients carrying IVS-I-110 (G>A) mutation, one (33.3%) had neonatal FSA 

electrophoretic profile and two (66.6%) had FS. 

In our study, IVS-II-1 G>A mutation was identified for the second time in 

Brazil. Although this mutation originated from Mediterranean population, it may be 

found in African Americans (5) and Japanese (29). The immigration of Japanese people 

to Brazil has started relatively recently (1908) and the majority of them went to the state 

of São Paulo. Despite the extensive admixture observed in sickle cell patients from the 

state of Minas Gerais (30), it is very unlike that this mutation derived from Japanese.  

The IVS-II-1 G>A mutation was reported in 10% of Sβ
0
-thal patients in Jamaica (3).  

In Brazil, the -92 C>T and IVS-II-844 C>A/IVS-II-839 T>C β-thal mutations 

were found only in the state of Minas Gerais (31). The -92 C>T mutation has been 

reported in Sicilia (32) and Italy (33), and  was probably introduced in Brazil by Italian 

immigrants. The IVS-II-844 C>A/IVS-II-839 T>C β-thal mutations were first reported 

in four unrelated Canadian families of African ancestry. All probands were Sβ
+
-thal 

genotype (34). Both -92 C>T and IVS-II-844 C>A / IVS-II-839 T>C mutations cause a 

very mild form of Sβ
+
-thal (31, 32, 34). In our experience, the baseline level of Hb A 

associated with these mutations is about 40% (18).  
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The majority of β
+
-thal mutations reported in the present study causes a mild 

form of Sβ
+
-thal (20.8% type I versus 79.2% Type III or IV). Since the association 

between β-thal mutations and the clinical phenotype of Sβ-thal is not completely 

understood, studies should be conducted to allow a more precise prediction of clinical 

features and prognosis of these patients. 

Coinheritance of alpha-thalassemia -3.7 deletion was lower in Sβ-thal (18.6% 

for the present study) than in previous study done with Hb SS children (27.2% (35)). 

Since the co-inheritance of a single HBA gene deletion has a very small impact on the 

phenotype of beta-thalassemic patients (36), this finding suggests that the frequency of 

co-inheritance of alpha-thalassemia with a β-thal allele in cis is probably lower than that 

with the β
S
 allele. 

Five children who were proven to be homozygous SS were misclassified by the 

Newborn Screening Program. They had a FSA Hb profile according to HPLC and IEF. 

Misclassification was due to equivocal interpretation of the tests or unsuspected blood 

transfusion before sampling for the newborn screening. This observation highlights a 

disadvantage of using only protein-based screening methods and shows the importance 

of diagnosis based on clinical, laboratory, and genetic information. Based on this and 

other reasons, since 2010 the NSP-MG follows the strategy of screening first with a 

protein-based method (IEF) and then a molecular biology method for confirmation 

(allele-specific PCR for β
S
, β

C
, β

A
, and β

D-Punjab
 mutations).     

By using a standardized approach, we have been able to identify mutations in 

100% of cases in our study. Also it would identify all types of β-thal mutations reported 

in Brazil (Table 1) and some important minor genetic subtypes of SCD, such as Hb SD-

Punjab (HBB:c.364G>C) and Korle-Bu (HBB:c.220G>A).  

It should be emphasized that only Sβ-thal subjects were included in our study 

and so it possibly does not represent the demographic pattern of β-thal mutations in the 

state of Minas Gerais.  

In summary, the pattern of β-thal mutations differs according to the region in 

Brazil. Minas Gerais is the second most heterogeneous state in Brazil in terms of β-thal 

mutations and has a relatively different molecular pattern when compared to other 

Brazilian regions. The majority of β
+
-thal mutations in Minas Gerais causes a mild form 

of Sβ
+
-thal. A sequencing protocol able to identify all β-thal mutations reported thus far 

in Brazil was described.  
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Abstract 

Background: The clinical phenotype of sickle cell/beta
+
-thalassemia (Sβ

+
-thal) is highly 

variable and molecular predictors of disease severity would be helpful for guiding 

treatment choices in children with this genotype. Objective: The aim of this study was 

to characterize the hematological parameters, clinical features, and molecular basis of 

very mild forms of Sβ
+
-thal in a newborn cohort of Minas Gerais state, Brazil. Methods: 

The study included four unrelated children. The genotypes were determined through 

beta-hemoglobin gene sequencing. Results: The mean age was 8.0±2.4 years (range 

5.5–11.2 years). Two children had a 92C>T mutation and two had IVS-II-844 C>A 

plus IVS-II-839 T>C in cis mutations. The mean hemoglobin concentration was 

12.0±0.7 g/dL and the mean hemoglobin A concentration was 40.4±1.1%. The mean 

leukocyte count was 8.1±0.5 10
9
/L. All the children were clinically asymptomatic or 

oligosymptomatic and none of them had complications attributable to sickle cell 

disease. The 92C>T and IVS-II-844 C>A/IVS-II-839 T>C mutations do not fit the 

Sβ
+
-thal phenotypic classification previously proposed on the basis of the relative 

concentration of hemoglobin A: type I, 1–7% of Hb A; type II, 7–14% of Hb A; and 

type III, 14–25% of Hb A. Conclusion: These two mutations associated with the β
S
 

allele lead to a very mild form of Sβ
+
-thal that we have named type IV: 25% to 45% of 

hemoglobin A. 

 

Key words: Anemia, sickle cell; Beta-thalassemia; Mutation; Prognosis  

 

 

 

 

 

 

 

 



210 
 

 

Introduction 

 

The clinical phenotype of sickle cell/beta
+
-thalassemia (Sβ

+
-Thal) is highly 

variable, and severity is associated with the quantitative degree of decrease in the 

production of the beta globin chains (1). Evidence supports that differences in the 

production of hemoglobin A (Hb A) and severity correspond to different molecular 

beta-thalassemia (β-Thal) mutations (2). A previous report proposed a classification of 

S/β
+
-Thal phenotypes based on the relative concentration of Hb A: Type I, 1-7% of Hb 

A; Type II, 7-14% of Hb A; and Type III, 14-25% of Hb A (2). However, some β-Thal 

mutations lead to low impairment of β-globin production and the resulting phenotype 

does not fit this proposed classification. In a single patient report, the 92 (C>T) 

mutation was associated with a high level of Hb A (45%) in an adult Sicilian patient 

with S/β
+
-Thal (3). Recently, a combination of two sequence variants, IVS-II-839 

(T>C) and IVS-II-844 (C>A), was associated with a very mild phenotype of sickle cell 

disease (SCD) (4). Because of the marked clinical variability of Hb S/β
+
-Thal patients, 

molecular predictors of disease severity would be helpful to guide treatment choices in 

children with this genotype. The objective of this study was to characterize the 

hematological parameters, clinical features, and molecular basis of very mild forms of 

S/β
+
-Thal in a newborn cohort of Minas Gerais state, Brazil. 

 

Case series 

This is a case series involving children from the Minas Gerais State SCD 

newborn cohort, Brazil. As part of a yet incomplete study, 56 out of 96 (58.3%) children 

S/β
0
-thal or S/β

+
-thal from that cohort born between 1998 and 2013 had already been 

submitted to DNA analysis to identify the β-thal mutations causing Sβ-thal. Children 

were considered to be eligible for this report if they had Hb A concentration equal or 

above 25% confirmed by hemoglobin electrophoresis. Children had hemoglobin FSA 

patterns diagnosed by isoelectric focusing and high-performance liquid chromatography 

in the Newborn Screening Program and have been followed up since diagnosis in the 

outpatient care unit of Fundação Hemominas, which is situated in the state capital, Belo 

Horizonte.  
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Laboratory and clinical data were retrieved by chart review after approval of the 

local institutional review board. Hematologic and genetic studies were performed in the 

parents of two children to elucidate the inheritance pattern of the β-thal mutations.   

Complete blood count was performed using an electronic cell counter (model T-

890, Beckman Coulter, Hialeah, FL, USA or Cell-Dyn ruby, Abbott, IL, USA). 

Hemoglobin electrophoresis was conducted in an alkaline medium (SPIFE kits, Helena 

Laboratories, Beaumont, TX, USA). The percentage of Hb F was quantified by radial 

immunodiffusion (HbF QUIPlate, Helena Laboratories, Beaumont, TX, USA). 

Reticulocyte count was measured by optical microscopy with brilliant cresyl blue. 

Genomic DNA was isolated with a QIAGEN kit (QIAamp® DNA Blood Mini 

Kit, Qiagen, Hilden, Germany). The HBB gene was amplified with specific primers. 

Sequence data were generated with an ABI 3130xl capillary sequencer (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) using standard protocols. A multiplex gap 

polymerase chain reaction (PCR) assay was used to detect the most common alpha-

thalassemia deletions (5). 

Written informed consent was obtained from parents or guardian of every child 

in accordance with the rule set up by the Declaration of Helsinki guidelines and 

children’s assent was obtained when appropriate. 

The study included four unrelated children with diagnosis of Hb S/β
+
-Thal. The 

mean age was 8.0 ± 2.4 years (range: 5.5–11.2 years) and all were male. These children 

were followed for a mean of 7.7 ± 2.4 years (range: 5.2–11 years).  

Two children had a 92 (C>T) mutation (HBB:c.-142C>T) and two had IVS-II-

844 (C>A) (HBB:c.316-7C>A) plus IVS-II-839 (T>C) (HBB:c.316-12T>C) mutations 

(Figure 1). Genetic family studies showed that IVS-II-844 (C>A) and IVS-II-839 (T>C) 

mutations were in cis in both children because both mutations were inherited from just 

one of the parents. No child had co-inherited alpha-thalassemia deletions. The mean 

relative concentration of Hb A was 40.4% and that of Hb S 54%. Genetic, laboratory, 

and family data are summarized in Table 1.  
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Figure 1 – Sequencing four-color chromatogram showing (A) IVS-II-844 (C>A) and 

IVS-II-839 (T>C) mutations in cis; and (B) the -92 (C>T) mutation.  

 

All children were clinically oligosymptomatic and led normal lives. Except for 

an obstruction of the airways caused by adenoid glands, child number I was 

asymptomatic during the follow-up period. Child number II suffered from two 

infectious episodes: virus infection, for which a five-day hospitalization was required, 

and impetigo, treated with benzathine penicillin. He has had recurrent headaches, but 

neurologic physical examination was normal. Except for a sinusitis episode, child 

number III was asymptomatic during the follow-up period. Child number IV suffered 

from recurrent headaches, but neurologic physical examination was normal. None of the 

children have had severe acute clinical manifestations of SCD such as acute painful 

crises, stroke, acute chest syndrome, or acute splenic sequestration.  
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Table 1- Genetic, laboratory, and family characteristics of children with very mild forms of Hb S/β+-thal in Minas Gerais, Brazil 

Data Family I Family II Family III Family IV 

Family relationships Child I Mother  Father Child II Mother  Father Child III Child IV 

Beta-globin genotype βS/βThal IVSII-844/839                    βA/βThal IVSII-844/839    NA βS/βThal IVSII-844/839                    βS/βA βA/βThal IVSII-844/839     βS/βThal -92 C>T βS/βThal -92 C>T 

Age (years) 7.4 

  

8.0 

 

  5.5 11.2 

Gender Male Female Male Male Female Male Male Male 

Hemoglobin (g/dL) 12.9±0.4 11.2 16.1 12.0±0.8 14.5 16.8 11.4±1.1 11.5±0.6 

Hematocrit (%) 40±1.1 35.1 47.1 37.5±2.5 43 50.2 35.4±2.1 35.3±1.4 

Red blood cells (106/uL) 5.5±0.3 4.1 5.52 5.3±0.3 4.5 5.8 4.7±1.1 4.6±0.2 

Mean corpuscular volume (fL) 74.5±3.4 85.7 85.3 75.0±1.1 95.5 86.2 78±0.8 78.4±2.5 

Mean corpuscular hemoglobin 

(pg) 24±0.7 27.2 29.1 23.5±0.4 33.7 33.5 25.7 25.2±1.2 

Reticulocyte count (%) 1.2±0.7 2.1 0.7 1.1±0.4 1 0.9 0.9±0.7 0.9±0.6 

Leukocytes (103/uL) 11.3±2.6 8.2 7.8 5.5±0.7 8.5 3.5 9.6±2.5 5.8±1.0 

Platelets (103/uL) 387.7±50 239.5 233 273.8±26.5 180 169 255.5±14.8 312.1±63.6 

Hemoglobin A (%) 38.3±1.3 97 51 41.0±2.2 52 95.5 41 41.4±0.9 

Hemoglobin S (%) 55.2±2.1 0 45 54.2±1.8 44 0 54 53.6±0.5 

Hemoglobin F (%) 3.5±1.0 1 2 2.0±0.7 2 1.5 2 1.8±0.4 

Hemoglobin A2 (%) 3.0±0 2 2 2.8±0.4 2 3 3 3.2±0.8 

Alpha-globin genotype αα/αα αα/αα NA αα/αα  αα/αα αα/αα αα/αα αα/αα 

Means and standard deviations refer to several values for each patient during their clinical follow-up at Hemominas Blood Center; NA: DNA not available. 
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Discussion  

Our study described a group of Hb S/β
+
-thal patients with normal or nearly 

normal hematological data and the absence of complications attributable to SCD. To the 

best of our knowledge, this is the first study to report the occurrence of 92 (C>T), and 

IVS-II-844 (C>A) / IVS-II-839 (T>C) β-thal mutations in Brazil. 

The degree of β-chain synthesis in Hb S/β
+
-thal patients depends primarily on 

the β-Thal molecular mutation. The IVS-II-844 (C>A)/IVS-II-839 (T>C) mutation 

affects the consensus splice site and interferes with processing of the primary mRNA 

transcript. It modifies the conserved polypyrimidine tract of the splice acceptor site 

causing reduction of beta globin chain expression to around 60% of normal (4, 6). 

Carriers of this mutations described in this report showed a mean Hb A value of 39.7 % 

and were oligosymptomatic. This finding is consistent with the first report of these two 

variants in four unrelated Canadian families of African ancestry. Probands were 

asymptomatic Hb Sβ
+
-thal patients and the adults had Hb A levels of about 44% (4). 

This is the second study worldwide to report these two linked sequence variants in cis. 

The IVS-II-844 mutation has also been identified in beta-thalassemia patients without 

the concomitant IVS-II-839 mutation being reported (7-9). 

The 92 (C>T) is a transcriptional mutation affecting the β-globin gene 

promoter (6). This study showed that this mutation leads to a nearly asymptomatic 

phenotype of SCD with a mean Hb A value of 41.4%. This finding is in agreement with 

those of other investigators (3). This mutation was first reported in association with the 

β
S
 allele in a Sicilian adult with a high level of Hb A (45%) who was clinically 

asymptomatic (3). This is the second study to report the 92 (C>T) mutation in Hb Sβ
+
-

thal patients. Heterozygous beta-thalassemia patients affected by this mutation also 

showed a silent form of disease, whereas compound heterozygotes with codon 39 or 

IVS-II-745 mutations developed beta-thalassemia intermedia (10).  

According to our findings and those of other investigators (3, 4), both 92 (C>T) 

and IVS-II-844 (C>A)/IVS-II-839 (T>C) mutations cause a very mild form of Sβ
+
-thal. 

These mutations do not fit into the Hb Sβ
+
-thal phenotypic classification as proposed by 

Serjeant et al. based on the amount of Hb A produced (2). This phenotypic 

classification was based on data from Jamaican patients with sickle cell disease and so it 

does not represent all Hb S/β
+
-thal patients worldwide. As the original classification is 
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limited to patients with 1 to 25% of Hb A, we accordingly propose here a fourth Hb 

S/β
+
-thal phenotype, with an amount of Hb A ranging from 25 to 45%. Molecular 

diagnosis of these types of Hb S/β
+
-thal by newborn screening programs confers a 

“good” prognosis and will surely reduce anxiety and stress in family caregivers of 

children recently diagnosed with this subtype of SCD.  

A few limitations of our study warrant mention. Given that the studied cases 

were children, possible long-term complications cannot be predicted. Owing to the 

small number of patients, the present report may not fully represent these rare Hb Sβ
+
-

thal genotypes. 

In summary, 92 (C>T) and IVS-II-844 (C>A)/IVS-II-839 (T>C) mutations 

associated with the β
S
 allele lead to a very mild form of Hb Sβ

+
-thal, which we have 

named type IV (25%-45% of Hb A). Research is needed to determine whether other 

modifying genetic or environmental factors may aggravate the phenotype of affected 

patients.  
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15. Conclusões 

 

 

Artigo 1 

 Não houve associação entre o polimorfismo VCAM c.1238G>C e AVC ou DCV. 

 Houve associação entre o alelo TNFA -308A e maior risco ocorrência de AVC. 

 Houve associação entre a coexistência de talassemia alfa e menor risco 

ocorrência de AVC e DCV. 

Artigo 2 

 Usando uma análise longitudinal, o genótipo homozigoto Q da variante ENPP1 

K173Q foi associada com um aumento de risco de AVC e, possivelmente, com 

desenvolvimento de DTC de alto risco. 

Artigo 3 

 O modelo multivariado final de risco de AVC incluiu contagem de leucócitos, 

contagem de reticulócitos, taxa de síndrome torácica aguda e os polimorfismos 

TEK rs489347 e TNF-α rs1800629.  

 O modelo para DTC de alto risco incluiu contagem de reticulócitos e os 

polimorfismos TEK rs489347 e TGFBR3 rs284875. 

Artigo 4 

 A deficiência de G6PD, definida molecularmente, não influenciou o risco de 

AVC ou DTC de alto risco, bem como características hematológicas, nas 

crianças estudadas.  

 Não houve associação entre a atividade de G6PD e a ocorrência de AVC ou 

DTC de alto risco. 

 Houve correlação positiva significativa entre a atividade de G6PD e a contagem 

de reticulócitos no sangue periférico. 

Artigo 5 
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 Crianças com Hb S/HPFH possuem apresentação clínica leve, embora 

manifestações clínicas agudas possam ocorrer. 

 Crianças com Hb S/HPFH possuem baixo risco de desenvolvimento de AVC 

isquêmico detectado pelo DTC. 

Artigo 6 

 Não houve associação entre polimorfismos na região promotora de IL10, bem 

com dos haplótipos formados por eles, e o risco ocorrência de AVC ou DTC de 

alto risco.  

Artigo 7 

 Minas Gerais é o segundo estado brasileiro mais heterogêneo em termos de 

mutações causadoras de talassemia beta e tem um padrão relativamente diferente 

quando comparado com outras regiões brasileiras. 

Artigo 8 

 As mutações 92 (C>T) e IVS-II-844 (C>A)/IVS-II-839 (T>C) associadas ao 

alelo β
S
 causam uma forma muito leve de Sβ

+
-talassemia. 
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16. Anexos 

 

Anexo 1 – Protocolo de determinação do alelo β
S
 

 

A amplificação do fragmento do HBB foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 3 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP (Desoxirribonucleotídeos 

Trifosfatados), 2 pmoles de cada oligonucleotídeo (direto: 5’-

TGATGGTATGGGGCCAAGA-3’;  reverso: 5’-GGGTGGGAAAATAGACCAATA-

3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A 

reação de amplificação foi feita em termociclador (Veriti, Applied Biosystems, T100 

Thermal Cycler, Bio-Rad ou Mastercycler gradiente, Eppendorf) com uma fase inicial a 

95
o
C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos a 95

o
C por 30 segundos, 52

o
C por 30 

segundos e 72
o
C por 30 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72

o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (488 pares de base - pb) foi 

digerido com enzima de restrição (FastDigest® DdeI, Thermo Scientific) à temperatura 

de 37ºC durante 15 minutos, numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto 

da amplificação, 2 L de tampão FastDigest® 1X, 0,5 L da enzima DdeI [5U] e 7,5 L 

de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X (Tris 50mm pH 7,6; EDTA 

5M; SDS 5%; xileno cianol 0,1%; sacarose 28%) foram aplicados em gel de agarose 3% 

(UltraPure 
TM

 Agarose, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) contendo brometo de etídio 

(10µg/mL). A corrida de eletroforese foi realizada a 80 volts, durante 90 minutos em 

cuba (LCH – 13 x 15, Loccus Biotecnologia) contendo tampão TAE 1X (40 mM Tris 

base, 20 mM ácido acético; 1 mM EDTA - pH 8,0). O gel foi visualizado sob luz 

ultravioleta para análise dos fragmentos (Gel Doc
TM

, XR+ com image Lab
TM

 software, 

BIO-RAD). Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados pelo tamanho 

dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão de peso 

molecular 100 pb (100 bp DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  
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A enzima DdeI reconhece e cliva no sítio de restrição 5’...C↓TNAG...3’. Dessa 

forma, o fragmento portador do alelo selvagem foi clivado nas posições 27, 40, 62, 107 

e 287 da sequência amplificada; o fragmento do alelo mutante (β
S
) não possui o sítio na 

posição 287 devido à substituição A290T . O genótipo homozigoto para o alelo β
S
 foi 

definido pelos fragmentos de 13 pb, 22 pb, 27 pb, 45 pb e 381 pb. O genótipo 

heterozigoto foi determinado pelos fragmentos de 13 pb, 22 pb, 27 pb, 45 pb, 180 pb, 

201 pb e 381 pb, sugerindo o genótipo Sβ-tal. Com a utilização desta técnica, o 

genótipo homozigoto para o alelo β
A
 seria determinado pela presença no gel dos 

fragmentos de 13 pb, 22 pb, 27 pb, 45 pb, 180 pb e 201 pb.  A figura 11 mostra a 

fotografia de um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica 

descrita neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para 

confirmação do resultado obtido.    

 

 

Anexo 2 – Protocolo de diagnóstico molecular de talassemia alfa 

 

Para as reações de gap-PCR múltipla foram desenhados oligonucleotídeos 

sintéticos específicos para cada uma das sete principais deleções dos genes de globina α 
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(HBA) causadoras de α-Tal. A identidade de cada deleção foi obtida pela determinação 

do tamanho do fragmento amplificado em cada reação. Visto que qualquer uma das sete 

deleções remove parte ou todo o gene α2 globina, sua amplificação, juntamente com a 

amplificação de um alelo de deleção, indicava que a mutação encontrava-se em 

heterozigose. Como controle positivo para o sucesso da amplificação do DNA, foi 

utilizado um segmento de 2.350 pb, referente à região 3’ não transcrita do gene LIS 1 

(fator plaquetário), localizado no cromossomo 17p13.3.  

A Figura 12 representa esquematicamente o agrupamento de genes da α-globina, 

indicando-se a extensão representativa de cada deleção e a posição relativa de cada 

oligonucleotídeo. 

  A reação da PCR múltipla foi padronizada para permitir a detecção das sete 

deleções em uma reação de tubo único. A especificidade da técnica de PCR múltipla 

para o diagnóstico das deleções mais comuns causadoras de α-Tal foi confirmada 

utilizando-se controles positivos para as sete deleções testadas, cedidos gentilmente pelo 

Dr. Samuel S. Chong (Universidade de Cingapura). 

 

 

Figura 12 - Ilustração do agrupamento de genes da globina alfa, extensão das deleções e posição dos 

oligonucleotídeos . 

Fonte: Tan et al., 2001 

 

As reações de PCR foram realizadas utilizando o kit comercial para PCR 

múltipla (QIAGEN® Multiplex PCR kit, QIAGEN). Os ensaios para diagnóstico 

molecular de α-Tal foram realizados nas seguintes condições: volume final de 15 L 

contendo 100 M de cada dNTP, 0,75 M MgCl2 e 1,25 U HotStarTaq DNA 



222 
 

polimerase (Qiagen master mix), oligonucleotídeos sintéticos em concentrações 

distintas (Tabela 2), 1X solução Q e 250 ng de DNA genômico. 

Com relação aos ciclos da PCR, estabeleceu-se: ativação da enzima hot start e 

desnaturação do DNA a 96
o
C por 15 minutos, seguido de 30 ciclos de 98

o
C por 45 

segundos para desnaturação do DNA, 62
o
C durante 90 segundos para anelamento dos  

iniciadores, 72
o
C por 135 segundos para ação da DNA polimerase, seguido por uma 

extensão final de 5 minutos a 72
o
C (Veriti, Applied Biosystems).  

 

Tabela 2 - Sequência dos oligonucleotídeos sintéticos para cada tipo de deleção da α-

Tal, respectivas concentrações utilizadas nas reações de PCR e tamanho esperado dos 

produtos da amplificação 

Gene ou tipo 

de deleção Sequência 5`-3` Concentração 

Tamanho do 

fragmento 

esperado 

LIS1-F ATACCATGGTTACCCCATTGAGC 0.5 M 

2350 pb LIS1-R AGGGCTCATTACATGTGGACCC 0.5 M 

α2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0.2 M 2022/2029 pb 

3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0.2 M  

α2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0.2 M 1800 pb 

4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 0.5 M  

4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 0.5 M 1628 pb 

SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC 0.2 M  

SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 0.2 M 1349 pb 

THAI-F GACCATTCCTCAGCGTGGGTG 0.3 M  

THAI-R CAAGTGGGCTGAGCCCTTGAG 0.3 M 1153 pb 

20.5-F GCCCAACATCCGGAGTACATG 0.2 M 1007 pb 

MED-F TACCCTTTGCAAGCACACGTAC 0.2 M  

MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC 0.2 M 807 pb 

FIL-F TTTAAATGGGCAAAACAGGCCAGG 1.0 M  

FIL-R ATAACCTTTATCTGCCACATGTAGC 1.0 M 546 pb 

Fonte: Tan et al., 2001 

 

Para resolução dos produtos da PCR, 15 L do produto adicionado de 1 L do 

tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de agarose 1% contendo 

brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi realizada a 90 volts durante 

2 horas em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi visualizado no sistema de 
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fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos fragmentos amplificados. A 

determinação do genótipo foi realizada de acordo com o tamanho dos fragmentos 

amplificados, quando comparados com o padrão de peso molecular 500 pb (500 bp 

DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Figura 12). 

 

 

Anexo 3 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de ADCY9 

 

A amplificação do fragmento do gene ADCY9 foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 2,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo (direto: 5’-AGTTGTCCGGTCGGAGTTGTA-3’;  reverso: 5’-

TGGCTCTGGCTGTCCTGAT-3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 5 

minutos, seguida de 35 ciclos a 95
o
C por 30 segundos, 61

o
C por 30 segundos e 72

o
C por 

30 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (282 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (BsmFI, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 65ºC durante toda 

noite (overnight), numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da 
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amplificação, 2 L de tampão NEBuffer 4 1X, 1 L da enzima BsmFI [2U] e 7 L de 

água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 100 pb.  

A enzima BsmFI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...GGGAC(N)10↓...’3. 

Dessa forma, o fragmento contendo o alelo selvagem G em homozigose quando 

clivado, gera fragmentos de 146 pb, 60 pb, 49 pb, 19 pb e 8 pb; o fragmento contendo o 

alelo mutante A  em homozigose quando  clivado, gera fragmentos de 209 pb, 49 pb, 19 

pb e 8 pb. O genótipo heterozigoto é identificado quando da presença de todos os 

fragmentos. A figura 13 mostra a fotografia de um gel de agarose contendo o resultado 

da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, bem como o resultado do 

sequenciamento de DNA para confirmação do resultado obtido.   
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Anexo 4 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de ANXA2 

 

A amplificação do fragmento do gene ANXA2 foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 1 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTPs, 10 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’-AATCATGTAGCAGGGCCCG-3’;  reverso: 5’-

TGGAGTGTAGTGGTGCGATCA-3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 5 

minutos, seguida de 35 ciclos a 95
o
C por 45 segundos, 68

o
C por 45 segundos e 72

o
C por 

45 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (707 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (HpyCH4IV, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, 

numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de 

tampão NEBuffer 1 1X, 0,5 L da enzima HpyCH4IV [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 2% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos para presença ou 

ausência dos sítios de restrição foram determinados pelo tamanho dos fragmentos 

gerados pela restrição, quando comparados com o padrão de peso molecular 100 pb.  

A enzima HpyCH4IV reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...A↓CGT...’3. 

Dessa forma, o fragmento contendo o alelo selvagem C em homozigose quando clivado, 

gera fragmentos de 356 pb e 351 pb; o fragmento de 707 pb contendo o alelo mutante T  

em homozigose não apresenta sítio de restrição. O genótipo heterozigoto é identificado 

pela presença de todos os fragmentos. A figura 14 mostra a fotografia de um gel de 

agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, 

bem como o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do resultado 

obtido.    
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Anexo 5 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de ENPP1 

 

A amplificação do fragmento do gene ENPP1 foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 2 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’-AGCAGGGAAAAAAGTGGAGT-3’;  reverso: 5’-

TTATGAAGCTGGGTGATGGGT-3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 5 

minutos, seguida de 35 ciclos a 94
o
C por 30 segundos, 64

o
C por 30 segundos e 72

o
C por 

30 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (1370 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (AvaII, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de tampão 

NEBuffer 3 1X, 0,5 L da enzima AvaII [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 2% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 
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realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 250 pb.  

A enzima AvaII reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...G↓GWCC...’3. Dessa 

forma, o fragmento contendo o alelo mutante C em homozigose quando clivado, gera 

fragmentos de 1109 pb e 261 pb; o fragmento de 1370 pb contendo o alelo selvagem A  

em homozigose não apresenta sítio de restrição.  O indivíduo heterozigoto é identificado 

pela presença de todos os fragmentos. A figura 15 mostra a fotografia de um gel de 

agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, 

bem como o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do resultado 

obtido.    

 

 

Anexo 6 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de 

GOLGB1 
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A amplificação do fragmento do gene GOLGB1 foi feita utilizando 50 ng de 

DNA genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão 

para PCR 1X, 2,0 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético (direto: 5’-TTTGCTCCAAGCAGAAATCAG-3’;  reverso: 

5’-AATCTGGGCAACAGAAGTTCC-3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. 

A reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 5 

minutos, seguida de 30 ciclos a 95
o
C por 30 segundos, 61

o
C por 30 segundos e 72

o
C por 

30 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (595 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (HpyCH4III, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, 

numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de 

tampão NEBuffer 4 1X, 1 L da enzima HpyCH4III [5U] e 7 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 10 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

poliacrilamida 12%.  A corrida de eletroforese foi realizada a 90 volts, durante 120 

minutos em cuba contendo TBE 1X (0,089M Tris base, 0,089M ácido bórico, 0,002M 

EDTA). Após o término da eletroforese, o gel foi corado utilizando solução contendo 

brometo de etídio (0,01µg/mL). Em seguida, o gel foi visualizado no sistema de 

fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos fragmentos amplificados. 

Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados pelo tamanho dos 

fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão de peso molecular 

50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  

A enzima HpyCH4III reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...ACN↓GT...’3. 

Dessa forma, o fragmento contendo o alelo selvagem A em homozigose quando 

clivado, gera fragmentos de 268 pb, 221 pb e 106 pb; o fragmento contendo o alelo 

mutante G em homozigose quando clivado, gera fragmentos de 268 pb, 202 pb, 106 pb 

e 19 pb. O genótipo heterozigoto é identificado pela presença de todos os fragmentos. A 

figura 16 mostra a fotografia de um gel de poliacrilamida contendo o resultado da 

PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, bem como o resultado do 

sequenciamento de DNA para confirmação do resultado obtido.    
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Anexo 7 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de IL-4R 

 

A amplificação do fragmento do gene IL-4R foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 2,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- CTTACCGCAGCTTCAGCGAC-3’;  reverso: 5’- 

CACAGTGGTTGGCTCAGAGA -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 5 

minutos, seguida de 40 ciclos a 94
o
C por 30 segundos, 60

o
C por 30 segundos e 72

o
C por 

30 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (140 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (FastDigest® HinfI, Thermo Scientific) à temperatura de 37ºC durante 15 

minutos, numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 

L de tampão FastDigest® 1X, 0,5 L da enzima HinfI [5U] e 7,5 L de água tipo I). 
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Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  

A enzima HinfI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...G↓ANTC...’3. Dessa 

forma, o fragmento contendo o alelo selvagem T em homozigose quando clivado, gera 

fragmentos de 120 pb e 20 pb; o fragmento de 140 pb do alelo mutante C em 

homozigose não apresenta sítio de restrição. O genótipo heterozigoto é identificado pela 

presença de todos os fragmentos. A figura 17 mostra a fotografia de um gel de agarose 

contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, bem como 

o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do resultado obtido.    
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Anexo 8 – Protocolo de determinação do SNP IL-10 A-1082G 

 

A amplificação do fragmento do gene IL-10 foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 2,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- 

CCAAGACAACACTACTAAGGCTTCTTGAGGA -3’;  reverso: 5’- 

AGGTAGTGCTCACCATGACC -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 10 

minutos, seguida de 35 ciclos a 95
o
C por 30 segundos, 64

o
C por 30 segundos e 72

o
C por 

30 segundos, mais uma fase de extensão final de 10 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (360 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (BseRI, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de tampão 

NEBuffer 4 1X, 0,6 L da enzima BseRI [6U] e 7,4 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 100 pb.  

A enzima BseRI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...G↓ANTC...’3. Dessa 

forma, o fragmento de 360 pb contendo o alelo selvagem A em homozigose não 

apresenta sítio de restrição; o fragmento contendo o alelo mutante G quando clivado, 

gera fragmentos de 320 pb e 40 pb. O genótipo heterozigoto é identificado pela 

presença de todos os fragmentos. A figura 18 mostra a fotografia de um gel de agarose 

contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, bem como 

o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do resultado obtido.    
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Anexo 9 – Protocolo de determinação do SNP IL-10 C-819T 

 

A amplificação do fragmento do gene IL-10 foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 2 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- ATCCAAGACAACACTACTAA -3’;  reverso: 5’- 

GGCTAAATATCCTCAAAGTT -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 5 

minutos, seguida de 30 ciclos a 95
o
C por 30 segundos, 56

o
C por 30 segundos e 72

o
C por 

60 segundos, mais uma fase de extensão final de 3 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (591 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (MaeIII, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, 

numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de 

tampão NEBuffer 4 1X, 0,5 L da enzima MaeIII [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 
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agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 100 pb.  

A enzima MaeIII reconhece e cliva o sítio de restrição 5’... ↓GTNAC...’3. Dessa 

forma, o fragmento contendo o alelo selvagem C em homozigose quando clivado, gera 

fragmentos de 292 pb, 216 pb e 82 pb; o fragmento contendo o alelo mutante T em 

homozigose gera fragmentos de 508 pb e 82 pb. O genótipo heterozigoto é identificado 

pela presença de todos os fragmentos. A figura 19 mostra a fotografia de um gel de 

agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, 

bem como o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do resultado 

obtido.    

 

 

Anexo 10 – Protocolo de determinação do SNP IL-10 C-592A 

 

A amplificação do fragmento do gene IL-10 foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 
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PCR 1X, 2 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- ATAAAATAGAGACGGTAGGG -3’;  reverso: 5’- 

GGCTAAATATCCTCAAAGTT -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 5 

minutos, seguida de 30 ciclos a 95
o
C por 30 segundos, 50

o
C por 30 segundos e 72

o
C por 

45 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (269 pb) foi digerido com enzima 

de restrição foi digerido com enzima de restrição (FastDigest® RsaI, Thermo Scientific) 

à temperatura de 37ºC durante 15 minutos, numa reação de volume final de 20 µL (10 

L do produto da amplificação, 2 L de tampão FastDigest® 1X, 0,5 L da enzima RsaI 

[5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 100 pb (100 bp DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  

A enzima RsaI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...GT↓AC...’3. Dessa 

forma, o fragmento de 269 pb contendo o alelo selvagem C em homozigose não 

apresenta sítio de restrição; o fragmento contendo o alelo mutante A em homozigose 

quando clivado, gera fragmentos de 201 pb e 68 pb. O genótipo heterozigoto é 

identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 20 mostra a fotografia de 

um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita 

neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do 

resultado obtido.    
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Anexo 11 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de PON1 

 

A amplificação do fragmento do gene PON1 foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 2,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- TGGGAGTTAGTTCTATGTGAGCC -3’;  

reverso: 5’- TGGTACAAATTCCTCATCTTGTC -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA 

Polymerase. A reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 

95
o
C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos a 94

o
C por 30 segundos, 58

o
C por 30 

segundos e 72
o
C por 30 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72

o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (991 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (AlwI, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de  NEBuffer 

4 1X, 0,5 L da enzima AlwI [5U] e 7,5 L de água tipo I). 



236 
 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 2% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 250 pb.  

A enzima AlwI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...GGATC(N)4↓...’3. 

Dessa forma, o fragmento contendo o alelo mutante G em homozigose quando clivado, 

gera fragmentos de 502 pb e 489 pb; o fragmento de 991 pb contendo o alelo selvagem 

A em homozigose não apresenta sítio de restrição. O genótipo heterozigoto é 

identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 21 mostra a fotografia de 

um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita 

neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do 

resultado obtido.    

 

 

Anexo 12 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de TEK 
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A amplificação do fragmento do gene TEK foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 2,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- GCTTCTGGGAATGTTTGCTA -3’;  reverso: 

5’- GAGTTAATTTCAGTTTGGGGC -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA 

Polymerase. A reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 

95
o
C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95

o
C por 30 segundos, 64

o
C por 30 

segundos e 72
o
C por 30 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72

o
C.  

Na análise do polimorfismo de tamanho de fragmento de restrição (RFLP), o 

produto da amplificação da PCR (471 pb) foi digerido com enzima de restrição 

(FastDigest® DdeI, Thermo Scientific) à temperatura de 37ºC durante 15 minutos, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de tampão 

FastDigest® 1X, 0,5 L da enzima DdeI [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 100 pb.  

A enzima DdeI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...C↓TNAG...3’. Dessa 

forma, o fragmento contendo o alelo selvagem G em homozigose quando clivado, gera 

fragmentos de 340 pb e 131 pb; o fragmento contendo o alelo mutante C em 

homozigose quando clivado, gera fragmentos de 197 pb,  143 pb e 131 pb. O genótipo 

heterozigoto é identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 22 mostra a 

fotografia de um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica 

descrita neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para 

confirmação do resultado obtido.    
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Anexo 13 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de 

TGFBR3 

 

A amplificação do fragmento do gene TGFBR3 foi feita utilizando 50 ng de 

DNA genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão 

para PCR 1X, 2,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- TTGCCTAAACCTGGGAAGCA -3’;  reverso: 

5’- TTTTGGCATGGCCTTCAAAG -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. 

A reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 5 

minutos, seguida de 35 ciclos a 95
o
C por 30 segundos, 59

o
C por 30 segundos e 72

o
C por 

30 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (299 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (Hpy188I, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, 
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numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de 

tampão NEBuffer 4 1X, 0,5 L da enzima Hpy188I [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 100 pb.  

A enzima Hpy188I reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...TCN↓GA...3’. 

Dessa forma, o fragmento de 299 pb contendo o alelo selvagem C em homozigose não 

apresenta sítio de restrição; o fragmento contendo o alelo mutante T em homozigose 

quando clivado, gera fragmentos de 181 pb e 118 pb. O genótipo heterozigoto é 

identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 23 mostra a fotografia de 

um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita 

neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do 

resultado obtido.   

 

Anexo 14 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de TNF-

α 
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A amplificação do fragmento do gene TNF-α foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 2,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT -3’;  

reverso: 5’- TCCTCCCTGCTCCGATTCCG -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA 

Polymerase. A reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 

95
o
C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 94

o
C por 60 segundos, 60

o
C por 60 

segundos e 72
o
C por 60 segundos, mais uma fase de extensão final de 5 minutos a 72

o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (107 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (NcoI, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de tampão 

NEBuffer 3 1X, 0,5 L da enzima NcoI [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 50 pb.  

A enzima NcoI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...C↓CATGG...’3. Dessa 

forma, o fragmento contendo o alelo selvagem G em homozigose quando clivado, gera 

fragmentos de 87 pb e 20 pb; o fragmento de 107 pb contendo o alelo mutante A em 

homozigose não apresenta sítio de restrição. O genótipo heterozigoto é identificado pela 

presença de todos os fragmentos. A figura 24 mostra a fotografia de um gel de agarose 

contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, bem como 

o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do resultado obtido.    
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Anexo 15 – Protocolo de determinação do SNP no gene codificador de 

VCAM-1 

 

A amplificação do fragmento do gene VCAM-1 foi feita utilizando 50 ng de 

DNA genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão 

para PCR 1X, 2,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- CGTTTTTGCTTGCGATTTG -3’;  reverso: 5’- 

CCAGTATCTTCAATGGTAGGGATG -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA 

Polymerase. A reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 

95
o
C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos a 94

o
C por 30 segundos, 55

o
C por 30 

segundos e 72
o
C por 30 segundos, mais uma fase de extensão final de 3 minutos a 72

o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (251 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (Cac8I, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de tampão 

NEBuffer 4 1X, 0,4 L da enzima Cac8I [2U] e 7,6 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 
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visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 100 pb.  

A enzima Cac8I reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...GCN↓NGC...’3. Dessa 

forma, o fragmento de 251 pb contendo o alelo selvagem G (selvagem) em homozigose 

não apresenta sítio de restrição; o fragmento contendo o alelo mutante C em 

homozigose quando clivado, gera fragmentos de 195 pb e 56 pb. O genótipo 

heterozigoto é identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 25 mostra a 

fotografia de um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica 

descrita neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para 

confirmação do resultado obtido.    
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Anexo 16 – Protocolo de diagnóstico molecular de HPFH 1, HPFH 2 e 

HPFH 3  

 

Deleção HPFH 1 

 

A amplificação do fragmento do agrupamento de genes da beta globina referente 

à HPFH 1 foi feita utilizando 50 ng de DNA genômico como molde numa reação com 

volume final de 10 L contendo tampão para PCR 1X, 2 mM de MgCl2, 200 M de 

cada dNTP, 10 pmoles de cada oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- 

AGAATGTCACACTTAGAATGTG -3’;  reverso: 5’- 

CACTTTAATTCTGTTCTACCTGAA -3’; reverso: 5’- 

ACTGTGATGTTGGAAATGGAC -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 95
o
C por 4 

minutos, seguida de 30 ciclos a 94
o
C por 60 segundos, 55

o
C por 60 segundos e 72

o
C por 

90 segundos, mais uma fase de extensão final de 10 minutos a 72
o
C.  

Para visualização dos produtos da PCR, 10 L produto adicionado de 1 L do 

tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de agarose 2% contendo 

brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi realizada a 90 volts, durante 

120 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi visualizado no sistema de 

fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos fragmentos amplificados. 

Genótipos homozigotos e heterozigotos para presença ou ausência da deleção foram 

determinados pelo tamanho dos fragmentos gerados na amplificação, quando 

comparados com o padrão de peso molecular 250 pb (Figura 26).  
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Homozigotos selvagens apresentaram amplificação de um fragmento de 1616 

pb; homozigotos mutantes, apresentaram amplificação de um fragmento de 1193 pb. Os 

heterozigotos apresentaram amplificação de ambos os fragmentos de 1616 pb e 1193 

pb. 

 

Deleção HPFH 2 

 

A amplificação do fragmento do agrupamento de genes da beta globina referente 

à HPFH 2 foi feita utilizando 50 ng de DNA genômico como molde numa reação com 

volume final de 10 L contendo tampão para PCR 1X, 1,25 mM de MgCl2, 200 M de 

cada dNTP, 10 pmoles dos oligonucleotídeos sintéticos direto 5’- 

GACATGGACTATTGTTCAATGA -3’ e  reverso 5’- 

TTTATATATGAAATGCTACTGATT -3’, 2 pmoles do oligonucleotídeo sintético 

reverso 5’- TGCTATGCCAACTCACTACC -3’ e 0,5 U de Platinum®Taq DNA 

Polymerase. A reação de amplificação foi feita em termociclador (Veriti, Applied 

Biosystems) com uma fase inicial a 94
o
C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos a 94

o
C por 

60 segundos, 55
o
C por 60 segundos e 72

o
C por 90 segundos, mais uma fase de extensão 

final de 10 minutos a 72
o
C.  

Para visualização dos produtos da PCR, 10 L do produto adicionado de 1 L 

do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de agarose 2% contendo 

brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi realizada a 90 volts, durante 



245 
 

120 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi visualizado no sistema de 

fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos fragmentos amplificados. 

Genótipos homozigotos e heterozigotos para presença ou ausência da deleção foram 

determinados pelo tamanho dos fragmentos gerados na amplificação, quando 

comparados com o padrão de peso molecular 250 pb (Figura 26). 

Homozigotos selvagens apresentaram amplificação de um fragmento de 2206 

pb; homozigotos mutantes, apresentaram amplificação de um fragmento de 1950 pb. Os 

heterozigotos apresentaram amplificação de ambos os fragmentos de 2206 pb e 1950 

pb. 

 

Deleção HPFH 3 

 

A amplificação do fragmento do agrupamento de genes da beta globina referente 

à HPFH 3 foi feita utilizando 50 ng de DNA genômico como molde numa reação com 

volume final de 10 L contendo tampão para PCR 1X, 1,25 mM de MgCl2, 200 M de 

cada dNTP, 10 pmoles de cada oligonucleotídeo sintético (direto: 5’- 

GACATGGACTATTGTTCAATGA -3’;  reverso: 5’- 

CTTTGCTGTTCAGGCTTAATTT -3’; reverso: 5’- 

GACACAGAGCAGTGATTGGTGCA -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA 

Polymerase. A reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 

95
o
C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos a 94

o
C por 60 segundos, 59

o
C por 60 

segundos e 72
o
C por 120 segundos, mais uma fase de extensão final de 10 minutos a 

72
o
C.  

Para visualização dos produtos da PCR, 10 L do produto adicionado de 1 L 

do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de agarose 2% contendo 

brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi realizada a 90 volts, durante 

120 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi visualizado no sistema de 

fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos fragmentos amplificados. 

Genótipos homozigotos e heterozigotos para presença ou ausência da deleção foram 

determinados pelo tamanho dos fragmentos gerados na amplificação, quando 

comparados com o padrão de peso molecular 250 pb (Figura 26). 
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Homozigotos selvagens apresentaram amplificação de um fragmento de 841 pb; 

homozigotos mutantes, apresentaram amplificação de um fragmento de 607 pb. Os 

heterozigotos apresentaram amplificação de ambos os fragmentos de 841 pb e 607 pb. 

 

Anexo 17 – Protocolo de determinação da isoforma de G6PD  

 

A amplificação do fragmento do gene G6PD foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR, 1,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 5 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- TGGCCAGTACGATGATGCAG -3’;  reverso: 5’- 

GGCCAGGTAGAAGAGGCGGT -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 94
o
C por 10 

minutos, seguida de 30 ciclos a 94
o
C por 45 segundos, 58

o
C por 45 segundos e 72

o
C por 

45 segundos, mais uma fase de extensão final de 7 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (90 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (FastDigest® FokI, Thermo Scientific) à temperatura de 37ºC durante 15 

minutos, numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 

L de tampão FastDigest® 1X, 0,5 L da enzima FokI [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 10 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

poliacrilamida 12%.  A corrida de eletroforese foi realizada a 90 volts, durante 120 

minutos em TBE 1X. Após o término da eletroforese, o gel foi corado utilizando 

solução contendo brometo de etídio (0,01µg/mL). Em seguida, o gel foi visualizado no 

sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos fragmentos 

amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados pelo 

tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão de 

peso molecular 50 pb.  

A enzima FokI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...GGATG(N)9↓...’3. 

Dessa forma, o fragmento de 90 pb contendo o alelo selvagem A em homozigose não 

apresenta o sítio de restrição; o fragmento contendo o alelo mutante G em homozigose 
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quando clivado, gera fragmentos de 58 pb e 32 pb. O genótipo heterozigoto é 

identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 27 mostra a fotografia de 

um gel de poliacrilamida contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica 

descrita neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para 

confirmação do resultado obtido.    

 

 

Anexo 18 – Protocolo de determinação do SNP G6PD G202A 

 

A amplificação do fragmento do gene G6PD foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR, 2 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 5 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- GTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTG -3’;  reverso: 5’- 

CTTGAAGAAGGGCTCACTCTGTTTG -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA 

Polymerase. A reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 

94
o
C por 10 minutos, seguida de 30 ciclos a 94

o
C por 45 segundos, 61

o
C por 45 

segundos e 72
o
C por 45 segundos, mais uma fase de extensão final de 7 minutos a 72

o
C.  
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Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (109 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (NlaIII, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de tampão 

NEBuffer 4 1X, 0,5 L da enzima NlaIII [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 10 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

poliacrilamida 12%.  A corrida de eletroforese foi realizada a 90 volts, durante 120 

minutos em cuba contendo TBE 1X. Após o término da eletroforese, o gel foi corado 

utilizando solução contendo brometo de etídio (0,01µg/mL). Em seguida, o gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 50 pb.  

A enzima NlaIII reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...CATG↓...’3. Dessa 

forma, o fragmento de 109 pb contendo o alelo selvagem G (selvagem) em homozigose 

não apresenta sítio de restrição; o fragmento contendo o alelo mutante A em 

homozigose quando clivado, gera fragmentos de 63 pb e 46 pb. O genótipo heterozigoto 

é identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 28 mostra a fotografia de 

um gel de poliacrilamida contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica 

descrita neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para 

confirmação do resultado obtido.    
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Anexo 19 – Protocolo de determinação do SNP G6PD T968C 

 

A amplificação do fragmento do gene G6PD foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão de 

PCR 1X, 1,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 5 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- TCCCTGCACCCCAACTCAAC -3’;  reverso: 5’- 

CCAGTTCTGCCTTGCTGGGC -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A reação de amplificação foi feita em termociclador 

com uma fase inicial a 94
o
C por 10 minutos, seguida de 30 ciclos a 94

o
C por 45 

segundos, 65
o
C por 45 segundos e 72

o
C por 45 segundos, mais uma fase de extensão 

final de 7 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (282 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (FastDigest® NciI, Thermo Scientific) à temperatura de 37ºC durante 15 

minutos, numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 

L de tampão FastDigest® 1X, 0,5 L da enzima NciI [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 
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agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 100 pb.  

A enzima NciI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...CC↓SGG...’3. Dessa 

forma, o fragmento de 282 pb contendo o alelo selvagem T em homozigose não 

apresenta sítio de restrição; o fragmento contendo o alelo mutante C em homozigose 

quando clivado, gera fragmentos de 162 pb e 120 pb. O genótipo heterozigoto é 

identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 29 mostra a fotografia de 

um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita 

neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do 

resultado obtido.    
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Anexo 20 – Protocolo de determinação do SNP G6PD G680T 

 

A amplificação do fragmento do gene G6PD foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 1,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 5 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- ACATGTGGCCCCTGCACCAC -3’;  reverso: 5’- 

GTGACTGGCTCTGCCACCCTG -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 94
o
C por 10 

minutos, seguida de 30 ciclos a 94
o
C por 45 segundos, 69

o
C por 45 segundos e 72

o
C por 

45 segundos, mais uma fase de extensão final de 7 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (242 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (BstNI, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de tampão 

NEBuffer 4 1X, 0,5 L da enzima BstNI [5U] e 7,5 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 100 pb.  

A enzima BstNI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...CC↓WGG...’3. Dessa 

forma, o fragmento contendo o alelo selvagem G em homozigose quando clivado, gera 

fragmentos 213 pb e 29 pb; o fragmento contendo do alelo mutante T em homozigose 

quando clivado, gera fragmentos de 115 pb, 98 pb e 29 pb. O genótipo heterozigoto é 

identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 30 mostra a fotografia de 

um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita 

neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do 

resultado obtido.    
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Anexo 21 – Protocolo de determinação do SNP G6PD A542T 

 

A amplificação do fragmento do gene G6PD foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 1,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 5 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- TGGCCAGTACGATGATGCAG -3’;  reverso: 5’- 

GTGACTGGCTCTGCCACCCTG -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 94
o
C por 10 

minutos, seguida de 30 ciclos a 94
o
C por 45 segundos, 69

o
C por 45 segundos e 72

o
C por 

45 segundos, mais uma fase de extensão final de 7 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (1347 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (AhdI, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de tampão 

NEBuffer 4 1X, 1 L da enzima AhdI [10U] e 7 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 
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agarose 2% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 250 pb.  

A enzima AhdI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...CC↓WGG...’3. Dessa 

forma, o fragmento contendo o alelo selvagem A em homozigose quando clivado, gera 

fragmentos de 891 pb e 456 pb; o fragmento de 1347 pb contendo o alelo mutante T em 

homozigose não apresenta sítio de restrição. O genótipo heterozigoto é identificado pela 

presença de todos os fragmentos. A figura 31 mostra a fotografia de um gel de agarose 

contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, bem como 

o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do resultado obtido.    

 

 

Anexo 22 – Protocolo de determinação do SNP G6PD C563T 
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A amplificação do fragmento do gene G6PD foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 1,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 5 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- TGGCCAGTACGATGATGCAG -3’;  reverso: 5’- 

GTGACTGGCTCTGCCACCCTG -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A 

reação de amplificação foi feita em termociclador com uma fase inicial a 94
o
C por 10 

minutos, seguida de 30 ciclos a 94
o
C por 45 segundos, 69

o
C por 45 segundos e 72

o
C por 

45 segundos, mais uma fase de extensão final de 7 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (1347 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (BseRI, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, numa 

reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de tampão 

NEBuffer 4 1X e 0,7 L da enzima BseRI [7U] e 7,3 L de água tipo I). 

Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 250 pb.  

A enzima BseRI reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...GAGGAG(N)10↓...’3. 

Dessa forma, o fragmento contendo o alelo selvagem C (selvagem) em homozigose 

quando clivado, gera fragmentos de 516 pb, 450 pb, 219 pb e 162 pb; o fragmento 

contendo o alelo mutante T em homozigose quando clivado, gera fragmentos de 612 pb, 

516 pb e 219 pb. O genótipo heterozigoto é identificado pela presença de todos os 

fragmentos. A figura 32 mostra a fotografia de um gel de agarose contendo o resultado 

da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, bem como o resultado do 

sequenciamento de DNA para confirmação do resultado obtido.    
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Anexo 23 – Protocolo de determinação do SNP G6PD G844C 

 

A amplificação do fragmento do gene G6PD foi feita utilizando 50 ng de DNA 

genômico como molde numa reação com volume final de 10 L contendo tampão para 

PCR 1X, 1,5 mM de MgCl2, 200 M de cada dNTP, 5 pmoles de cada oligonucleotídeo 

sintético (direto: 5’- ACATGTGGCCCCTGCACCAC -3’;  reverso: 5’- 

CCAGTTCTGCCTTGCTGGGC -3’) e 0,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A reação de amplificação foi feita em termociclador 

com uma fase inicial a 94
o
C por 10 minutos, seguida de 30 ciclos a 94

o
C por 45 

segundos, 69
o
C por 45 segundos e 72

o
C por 45 segundos, mais uma fase de extensão 

final de 7 minutos a 72
o
C.  

Na RFLP, o produto da amplificação da PCR (1319 pb) foi digerido com enzima 

de restrição (Hpy188I, New England BioLabs Inc.) à temperatura de 37ºC overnight, 

numa reação de volume final de 20 µL (10 L do produto da amplificação, 2 L de 

tampão NEBuffer 4 1X, 0,8 L da enzima Hpy188I [8U] e 7,2 L de água deionizada e 

autoclavada). 
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Para visualização dos produtos da restrição, 20 L do produto da RFLP 

adicionado de 1 L do tampão de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de 

agarose 3% contendo brometo de etídio (10µg/mL). A corrida de eletroforese foi 

realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba contendo tampão TAE 1X. O gel foi 

visualizado no sistema de fotodocumentação sob luz ultravioleta para análise dos 

fragmentos amplificados. Genótipos homozigotos e heterozigotos foram determinados 

pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restrição, quando comparados com o padrão 

de peso molecular 250 pb.  

A enzima Hpy188I reconhece e cliva o sítio de restrição 5’...TCN↓GA...’3. 

Dessa forma, o fragmento contendo o alelo selvagem G em homozigose quando 

clivado, gera fragmentos de 312 pb, 305 pb, 219 pb, 201 pb, 142 pb, 131 pb e 9 pb; o 

fragmento contendo o alelo mutante C em homozigose quando clivado, gera fragmentos 

de 447 pb, 312 pb, 219 pb, 201 pb, 131 pb e 9 pb. O genótipo heterozigoto é 

identificado pela presença de todos os fragmentos. A figura 33 mostra a fotografia de 

um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a técnica descrita 

neste item, bem como o resultado do sequenciamento de DNA para confirmação do 

resultado obtido.    
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Anexo 24 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Conselho Nacional de Saúde, Resolução 196/96 

Título da Pesquisa: Predizendo o risco de ocorrência de doença cerebrovascular em 

crianças com anemia falciforme: análise da influência de fatores genéticos, laboratoriais 

e clínicos 

A anemia falciforme é uma doença do sangue causada pela alteração na forma 

das hemácias, que ficam parecidas com uma foice, ao invés de ter a forma normal, 

arredondada. Ela é uma doença genética, ou seja, o pai e a mãe podem transmitir para os 

filhos o gene alterado (hemoglobina S) que causará à doença. A anemia falciforme 

causa diferentes sintomas nos pacientes. Alguns casos são mais leves e outros, mais 

graves. A gravidade da doença depende de fatores ambientais e características genéticas 

dos indivíduos. A doença cerebrovascular é uma das manifestações clínicas mais graves 

da anemia falciforme, que ocorre em cerca de 30% das crianças. Nosso objetivo é 

estudar algumas características, como dados clínicos (condições dos vasos cerebrais, do 

pulmão, coração e outros órgãos), dados laboratoriais (composição do sangue, 

quantidade de oxigênio no sangue, nível de enzimas e outros) e fatores genéticos (como 

a talassemia alfa, polimorfismos genéticos e outros), que possam influenciar na 

ocorrência de doença cerebrovascular. Alguns resultados poderão ajudar o médico a 

conhecer quais os pacientes teriam maior risco de ter a doença cerebrovascular e,assim, 

orientá-lo no tratamento mais adequado para evitar as possíveis complicações.  

É por isso que nós pedimos sua autorização para incluir seu(sua) filho(a) neste 

estudo. Caso você autorize, você não terá nenhum custo. Iremos colher um pouco de 

sangue da veia (5 ml) da criança para realização dos testes. A coleta de sangue será feita 

por um profissional treinado, mas, em alguns casos pode deixar um hematoma 

(coloração roxa) na região do braço onde a agulha foi introduzida. Caso seja feita uma 

coleta de sangue para exames referentes ao acompanhamento clínico, esta mesma 

amostra poderá ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta. O 

material coletado ficará guardado no Laboratório de Pesquisa da Fundação Hemominas 

e será usado apenas para os fins propostos nesta pesquisa. Será necessário coletar dados 

no prontuário da criança. Além disso, faremos a avaliação dos vasos sanguíneos 

cerebrais através do ultrassom transcraniano, um exame simples que não provoca dor, 

para detecção de doença neurológica. Outro exame bem simples que será realizado é a 

quantificação de oxigênio no sangue, através do oxímetro de pulso. Estes exames serão 

realizados no Ambulatório do Hemocentro de Belo Horizonte, como parte da avaliação 

clínica. Na divulgação dos resultados, o nome da pessoa não será mostrado, garantindo 

todo sigilo e privacidade da criança. Também é importante esclarecer que você tem toda 

a liberdade para decidir se quer ou não autorizar a participação do seu (sua) filho(a) 

nesta pesquisa. Se você não autorizar, ele não será prejudicado no atendimento, e se 

desistir durante a pesquisa, não sofrerá nenhum prejuízo.  

Caso você autorize, o material genético (DNA) recolhido para este estudo 

poderá ser usado pelos mesmos pesquisadores envolvidos nesta pesquisa em futuras 

investigações com objetivos semelhantes: investigar marcadores genéticos que podem 

ter influência nas manifestações clínicas da anemia falciforme. Neste caso, a amostra da 
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criança será conservada sem prazo para descarte (Banco de Amostras). Entretanto, o 

uso futuro deste material nunca será ligado a nenhum dado pessoal do participante. 

Você pode negar a permissão para o uso da amostra em estudos futuros, e ainda 

participar deste projeto. Se você autorizar o uso futuro da amostra da criança, qualquer 

novo estudo utilizando esta amostra deverá ser avaliado e autorizado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Fundação. Se a nova pesquisa não trouxer benefícios ou riscos 

para o participante, você não será informado sobre seu uso.  

Qualquer dúvida que você tiver, fale com Cibele Velloso Rodrigues, no telefone 

3248-4535, nos horários de 9:00 às 16:00h, ou com o Professor Marcos Borato Viana, 

no telefone 3409-9773. 

Eu,_________________________________________________________, responsável 

pelo menor____________________________________________________, após 

esclarecimentos, autorizo o pesquisador a incluí-lo(a) neste estudo. 

 

Assinatura do responsável  

Data: 

Rua:                                                                    Bairro:  

Cidade:                                                               CEP:  

Telefone:  

Quanto ao Banco de Amostras, marque com um X no quadrado abaixo sua 

decisão: 

 Aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em estudos 

futuros. 

 NÃO aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em 

estudos futuros. 

Assinatura do pesquisador:  

______________________________________________________________ 

Local: _____________________________________________           

Data: ______/_______/______ 

Pesquisadores responsáveis: André Rolim Belisário, Célia Maria Silva, Cibele Velloso 

Rodrigues e Marcos Borato Viana. 

Serviço de Pesquisa – Fundação HEMOMINAS: 31-3248-4535 

Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Hemominas: 31-3248-4587 

COEP/ UFMG – COMITÊ DE ETICA EM PESQUISA  

Av. Presidente Antônio Carlos 6627, Unidade Administrativo II, 2º andar, sala 2005. 

CEP: 31.270-901 – BH – MG / TEL: 3409-4592 / coep@prpq.ufmg 

mailto:coep@prpq.ufmg
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Anexo 25 – Parecer do COEP UFMG  
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Anexo 26 – Parecer do CEP Hemominas 
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Anexo 27 – Parecer do CEP Hemominas referente ao projeto de 

identificação das mutações causadoras de talassemia beta 
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Anexo 28 – Folha de aprovação  
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Anexo 29 – Ata da defesa de tese  

 


