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_Resumo

A anemia falciforme é caracterizada por hemdlise cronica, crises vaso-
-oclusivas (CVO) e infegdes recorrentes frequentemente graves. Uma coorte
de 95 doentes pediatricos com anemia falciforme foi estudada quanto a
associagao gendtipo-fenotipo para o subfendtipo “infec@o bacteriana grave
pelo menos uma vez durante o periodo de acompanhamento do doente” e
trés regides polimérficas nao codificantes do gene TLR2, a saber, a indel
-196 a -174, o SNP rs4696480 e uma repeticdo em tandem (GT) n. A ausén-
cia do haplétipo [Del] -T- [n=17] (Hap7) em homozigotia parece proteger
contra a infecdo bacteriana grave, numa associagao estatisticamente signifi-
cativa, resistindo a corregdo para testes multiplos. Além disso, uma redugao
na taxa de incidéncia da infegdo bacteriana grave foi associada a um aumen-
to do componente hemolitico, aos niveis de hemoglobina fetal (antes do
tratamento pela hidroxiureia) e a prevaléncia da alfa-talassemia de 3,7 kb.
Estes resultados poderao vir a ter implicagdes praticas nas estratégias de
cuidados de saude para reduzir a morbilidade e mortalidade dos doentes
com anemia falciforme.

_Abstract

Sickle cell anemia (SCA) is characterized by chronic hemolysis, severe
vasoocclusive crises (VOC) and recurrent often-severe infections. A
cohort of 95 SCA pediatric patients was the background for genotype-
-to-phenotype association of the patient’s infectious disease phenotype
“severe bacterial infection at least once during the patient’s follow-up”
and three noncoding polymorphic regions of the TLR2 gene, the -196
to -174 indel, SNP rs4696480 and a (GT)n short tandem repeat. The ab-
sence of the haplotype [Del]-T-[n>17] (Hap7) in homozygocity protected
against severe bacterial infection, in a statistically significant associa-
tion, resisting correction for multiple testing. Moreover, a reduction in
the incidence rate of severe bacterial infection was associated to a rise
in the hemolytic score, fetal hemoglobin levels (prior to hydroxyureia
treatment) and 3.7-kb alpha-thalassemia. These results could have prac-
tical implications in health care strategies to lower the morbidity and
mortality of SCA patients.
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_Introdugéo

Como primeira linha de defesa do hospedeiro, o sistema
imune inato discrimina entre um grande numero de patége-
nos através dos recetores de reconhecimento de padrdes
(pattern-recognition receptors, PRRs). Os recetores do tipo
Toll (Toll-like receptors, TLRs) séo uma familia pluripotente
de PRRs que reconhecem um amplo espectro de agentes in-
feciosos. Entre estes, o TLR2 tem sido associado a resposta
imune inata contra bactérias, fungos, parasitas e virus.

A anemia falciforme (AF) é uma anemia crénica monogénica
autossémica recessiva, potencialmente fatal, clinicamente
heterogénea (). A doenca é caracterizada por episédios
recorrentes de vaso-oclusao, hemolise crénica e infegdes
recorrentes frequentemente graves. O desenvolvimento e a
validacéo de preditores precoces da gravidade da doenca é
uma estratégia orientada para reduzir a morbilidade e mor-
talidade nos doentes afetados.

_Objetivo

Neste contexto, 0 nosso objetivo foi investigar a associagao
genética da predisposigao a infec@o bacteriana grave e trés
loci nas regides nao-codificantes do gene TLR2, ou seja, a
indel -196-174 de 22 pb no primeiro ex&do nao traduzido, o
SNP rs4696480, c-16934A> T (9.153685974T> A), no promo-
tor, e o polimorfismo (GT)n STR no segundo intrdo numa co-
orte de 95 doentes pediatricos com AF.
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_Métodos

Populagéo de estudo

Noventa e cinco doentes com AF, sem relagao familiar conhe-
cida, foram recrutados com base no critério de terem mais
de trés e menos de 20 anos de idade, inscritos num estudo
longitudinal anterior (2). Os procedimentos do estudo foram
aprovados pela Comissdo de Etica para a Saude do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge.

Genotipagem

O detalhe das metodologias de genotipagem encontram-se
no artigo original. Muito sumariamente, a genotipagem do
marcador: TLR2 indel -196 a -174 foi realizada por PCR e 0s
produtos visualizados em gel de agarose: uma Unica banda
destinta entre 0s casos da Insertion/Insertion (Ins/Ins) e de-
legao/delecéo (del/del) e duas bandas (Ins/del) nos heterozi-
gotos; SNP rs4696480 foi realizada por anélise de restricao
(restriction fragment length polymorphism, RFLP); STR,
foi realizada por PCR utilizando o primer direto marcado
com um fluorocromo e o nimero de repeticoes (GT)n identi-
ficado pelo dimensionamento dos produtos de PCR com o
sequenciador ABI 310 e o software Genescan Analysis 2.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O equilibrio de
Hardy Weinberg foi verificado utilizando o teste qui-quadra-
do genotipico (1 grau de liberdade). A reconstrucdo dos
haplotipos a partir dos dados de genotipagem foi realizada
com o programa PHASE, versao 2.1 (3).

Derivagdo de um componente hemolitico

Um componente hemolitico foi derivado por analise de com-
ponentes principais (ACP) com 3 graus de liberdade: conta-
gem de reticulécitos (%), concentracOes séricas de lactato
desidrogenase (U/L) e bilirrubina total (mg/dL). Para a ACP
apenas foram utilizados valores de estado estacionario (e
ndo de crise vaso-oclusiva).

Estudos de associagédo gendtipo-fenétipo

Um modelo de regressdo quasi-Poisson (4) multivariado
foi aplicado nos estudos de associacao entre os diferentes
loci polimoérficos do TLR2 e o subfendétipo “infecao bacteria-
na grave pelo menos uma vez durante o periodo de acom-
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panhamento do doente”: fendtipo ~ genotipo + nivel de
hemoglobina no estado estacionario + contagem de leuco-
citos no estado estacionario + hemoglobina fetal (antes do
tratamento com hidroxiureia) + componente hemolitico +
alfa-talassemia. As estimativas de risco foram obtidas utili-
zando o racio da taxa de incidéncia (incidence rate ratio).
As associagdes genotipo-fendtipo foram consideradas es-
tatisticamente significativas quando p<0,05. A correcao de
Bonferroni foi realizada para comparag¢des multiplas.

_Resultados

Populagéo de estudo

Estudos de associagao genética foram realizados para 95 do-
entes com AF (na sua maioria de origem subsaariana) e episo-
dios infeciosos. O periodo total de observagao para a coorte
(estudo longitudinal) foi de 433,4 pessoas * ano. A média de
idades foi de 7,7 + 3,7 anos.

Componente hemolitico

O componente hemolitico teve uma média de 0 (DP=1,23),
predizendo 51% da variagdo entre as trés variaveis (valor
préprio=1,51) e um valor médio significativamente menor com
0 gendtipo da alfa-talassemia (p=0,023), resultados que séo
compardveis com de outros autores (5). N&o observamos
uma correlagao positiva com a percentagem de hemoglobina
fetal, antes do tratamento com hidroxiureia (grafico 1a). No
entanto, uma correlagéo negativa estatisticamente significati-
va com 0 aumento da percentagem de hemoglobina no esta-
do estacionario foi observada (p=0,001) (grafico 1b).

Estudos de associagdo genotipo-fenétipo

As estimativas de risco obtidas na andlise de haploétipos
foram estatisticamente significativas para o subfenétipo
“infec@o bacteriana grave pelo menos uma vez durante o
periodo de acompanhamento do doente”, e resistiram a cor-
recdo de Bonferroni para comparacdes multiplas (tabela 1).
Os resultados mostraram que, em relacdo ao grupo de
referéncia [Outro que ndo Hap7], a presenca de Hap7 no
modelo alélico causou um aumento na taxa de incidéncia do
fenotipo infecioso (p=0,00145). Pelo contrario, em relacao
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Grafico 1(A-B): £ Correlagdo entre o componente hemolitico e a (A) hemoglobina fetal,

(B) hemoglobina no estado estacionario.
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a Hap7/[Outro que nao Hap7], a auséncia de Hap7 no geno-
tipo homozigdtico [Outro que ndo Hap7]/[Outro que nao
Hap7] causou uma reducdo na razdo da taxa de incidéncia
(p=0,00145). Uma associagao estatisticamente significante
independente do gendtipo também foi obtida em relacéo
ao componente hemolitico (tabela 2). Um aumento de uma
unidade do componente hemolitico causou uma diminuigéo
de 82% na taxa de incidéncia do subfenétipo (p=0,000366).
Esse resultado foi influenciado positivamente pelas covari-
aveis hemoglobina fetal (antes do tratamento com hidroxiu-
reia) e alfa-talassemia de 3,7 kb.
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Tabela 1: ] Modelo de regresséo quasi-Poisson' para o fenétipo “infe¢do bacteriana grave pelo menos uma vez durante
o periodo de acompanhamento do doente” em doentes pediatricos com anemia falciforme (n=95) em relagéo

ao haplétipo 7 do TLR2.
. Razéo da
Estimativa EP z p2 F;izﬁ]oci%aér:ac?; il l@f , Ui Ic . taxa de incidéncia
imite inferior imite superior reducao/aumento (%)

Modelo alélico

Hap7 2,52 0,75 3,37 0,00145 ** 12.36699701 2.866318564 53.3585544 1137

Modelo genotipico

[Outro que ndo Hap7]/[Outro -2,52 0,75 -3,37  0,00145 ** 0.08086037 0.01874114 0.3488796 -92

que nao Hap7]

T Modslo estatistico: modelo linear generalizado, fendtipo ~ gendétipo + nivel de hemoglobina no estado estaciondrio + contagem de leucd-
citos no estado estaciondrio + hemoglobina fetal (antes de tratamento por hidroxiureia) + componente hemolitico + alfa-talassemia. O
Fendtipo="infecdo bacteriana grave pelo menos uma vez durante o periodo de acompanhamento do doente”. O grupo de referéncia para
o modelo alélico foi a auséncia do Hap7 ([Outro que ndo Hap7]). O grupo de referéncia para o modelo genotipico foi Hap7/Hap7.

20 alfa ajustado de Bonferroni a=0,001471, onde o nimero de testes realizados por modelo de hereditariedade por locus n=34.

As interacdes entre fatores foram testadas, mas por ndo serem estatisticamente significativas, ndo foram incluidas no modelo final.

A andlise estatistica foi realizada em R (Team, R.C., 2013). Codigos de significancia: 0 “*** 0.001 ** 0.01 "’ 0.05 " 0.1 "’

EP: Erro Padrao; IC: intervalo de confianca

Tabela 2: [} Modelo de regresséo quasi-Poisson' para o fendtipo infecioso “infegéo bacteriana grave pelo menos uma vez
durante o periodo de acompanhamento do doente” em doentes pediatricos com anemia falciforme (n=95) em
relagdo ao componente hemolitico.

Estimativa  EP z p2 F;aezf;%iizr:if; Limite'iomerior Limite 'Scuperior taxa?jaezimociiaéncia
redug@o/aumento (%)
Componente hemolitico? -1,7206 0,4285 -4,015 0,000366 *** 0.17896141 0.077266233 4.145043e-01 -82
Hemoglobina fetal® -0,7612 0,2457 -3,098 0,004205 ** 0.46708616 0.288567509 7.560431e-01 -53
Alelos alfa-talassemia 3,7 kb -2,6593 1,1501 | -2,312 0,027811 * 0.07000001 0.007347522 6.668916e-01 -93

T Modelo estatistico: Regressao quasi-Poisson num modelo linear generalizado, fenctipo ~ gendtipo + nivel de hemoglobina no estado
estaciondrio + contagem de leucdcitos no estado estaciondrio + hemoglobina fetal (antes de tratamento por hidroxiureia) + componente
hemolitico + alfa-talassemia. O fendtipo="infe¢ao bacteriana grave pelo menos uma vez durante o periodo de acompanhamento do doente”.
Para o componente hemolitico, ndo houve grupo de referéncia. Para a hemoglobina fetal ndo houve grupo de referéncia. O grupo de referén-
cia para a alfa-talassemia de 3,7 kb foi a auséncia de alfa-talassemia de 3,7 kb.

2 Componente hemolitico por unidade de pontuacao.

8 Hemoglobina fetal (%).

As interacdes entre fatores foram testadas, mas por ndo serem estatisticamente significativas, ndo foram incluidas no modelo final.
A analise estatistica foi realizada em R (Team, R.C., 2013). Cddigos de significancia: 0 “**** 0.001 **** 0.01 ** 0.05 " 0.1 *~’

EP: Erro Padréo; IC: intervalo de confianca
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_Conclusao

O curso clinico da AF é uma alternancia de periodos entre
crises quase assintomaticos (estado estacionario) (IC) com
crises vaso-oclusivas (CVOs) dolorosas. As GVOs resultam
da solubilidade reduzida da HbS desoxigenada, a sua sub-
sequente polimerizacdo e a formacao de glébulos verme-
lhos deformados (falciformes), que conduzem a alteracdes
fisiopatoldgicas potencialmente fatais (6). Estas modifica-
¢Oes contribuem para uma predisposicao as infegdes, que
constituem a principal causa de morbilidade e mortalidade
nesses doentes. Os doentes pediatricos na nossa coorte
estavam sob supervisdo médica rigorosa e sujeitos a me-
didas preventivas ou curativas abrangentes. No entanto,
foram relatados episddios infeciosos graves e recorrentes.

Este estudo de associacao gendétipo-fenotipo revelou aspe-
tos importantes em relacéo a fisiopatologia da infecdo na AF
pediatrica. O efeito deletério do haplétipo Hap7 ([Del] -T- [M
ou L]) na taxa de incidéncia de infecdes bacterianas graves
em doentes com AF pediétrica, foi evidenciado. Este haplé-
tipo apresenta a delecdo -196 a -174 de 22 bp, localizada no
primeiro exdo nao traduzido e o alelo T do SNP rs4696480, no
promotor do TLR2, que foram previamente associados a sus-
cetibilidade a infegdes de diversas etiologias. Outro aspeto
interessante foi a andlise de um componente hemolitico. A
hemolise é uma das principais caracteristicas fisiopatoldgicas
da AF. Os nossos resultados mostram a sua relevancia em
relagao a predisposicao as infegdes bacterianas.

A exploracéao destes resultados devera continuar, com estu-
dos de replicacdo noutras coortes de modo a obter conclu-
sbes mais consistentes; estudos prospetivos para comprovar
a utilidade clinica da informacao sobre o TLR2 e anélises de-
talhadas de loci do TLR2 para identificar os marcadores mais
propicios a serem utilizados na pratica clinica futura.

A medida que aprofundamos e compreendemos melhor a
base genética e os mecanismos fisiopatoldgicos envolvi-
dos, intervencdes direcionadas e personalizadas podem vir
a reduzir a morbilidade e mortalidade atribuiveis a infecao
em doentes com AF, particularmente vulneraveis.
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