
_Resumo

A anemia fa lc i forme é caracter izada por hemól ise crónica, cr ises vaso-
-oclusivas (CVO) e infeções recorrentes frequentemente graves. Uma coorte 
de 95 doentes pediátricos com anemia falciforme foi estudada quanto à 
associação genótipo-fenótipo para o subfenótipo “infeção bacteriana grave 
pelo menos uma vez durante o período de acompanhamento do doente” e 
três regiões polimórficas não codif icantes do gene TLR2, a saber, a indel 
-196 a -174, o SNP rs4696480 e uma repetição em tandem (GT) n. A ausên-
cia do haplótipo [Del] -T- [n≥17] (Hap7) em homozigotia parece proteger 
contra a infeção bacteriana grave, numa associação estatisticamente signif i-
cativa, resistindo à correção para testes múltiplos. Além disso, uma redução 
na taxa de incidência da infeção bacteriana grave foi associada a um aumen-
to do componente hemolítico, aos níveis de hemoglobina fetal (antes do 
tratamento pela hidroxiureia) e à prevalência da alfa-talassemia de 3,7 kb. 
Estes resultados poderão vir a ter implicações práticas nas estratégias de 
cuidados de saúde para reduzir a morbil idade e mortalidade dos doentes 
com anemia falciforme.

_Abstract

Sick le ce l l  anemia (SCA) i s characte r i zed by chron ic hemolys is , seve re 
vasoocc lus i ve c r i ses ( VOC) and recur rent o f ten-seve re in fect ions. A 
cohor t o f 95 SCA ped iat r i c pat ients was the background fo r genotype-
-to-phenotype associat ion of the pat ient ’s infect ious d isease phenotype 
“severe bacter ia l infect ion at least once dur ing the pat ient ’s fo l low-up” 
and three noncoding polymorphic reg ions of the TLR2 gene, the -196 
to -174 inde l, SNP rs4696480 and a (GT )n shor t tandem repeat. The ab-
sence of the haplotype [De l]-T-[n≥17] (Hap7) in homozygoci ty protected 
against severe bacter ia l infect ion, in a stat ist ica l ly s igni f icant associa-
t ion, res ist ing correct ion for mul t ip le test ing. Moreover, a reduct ion in 
the inc idence rate of severe bacter ia l infect ion was associated to a r ise 
in the hemoly t ic score, feta l hemoglobin leve ls (pr ior to hydroxyure ia 
treatment) and 3.7-kb a lpha-thalassemia. These resul ts could have prac-
t ica l impl icat ions in heal th care strateg ies to lower the morbid i ty and 
mor ta l i t y of SCA pat ients.

_Introdução

Como primeira l inha de defesa do hospedeiro, o sistema 
imune inato discrimina entre um grande número de patóge-
nos através dos recetores de reconhecimento de padrões 
(pattern-recognit ion receptors, PRRs). Os recetores do tipo 
Toll (Tol l- l ike receptors, TLRs) são uma famíl ia pluripotente 
de PRRs que reconhecem um amplo espectro de agentes in-
feciosos. Entre estes, o TLR2 tem sido associado à resposta 
imune inata contra bactérias, fungos, parasitas e vírus. 

A anemia falci forme (AF) é uma anemia crónica monogénica 
autossómica recessiva, potencialmente fatal, cl inicamente 
heterogénea (1). A doença é caracter izada por episódios 
recorrentes de vaso-oclusão, hemólise crônica e infeções 
recorrentes frequentemente graves. O desenvolvimento e a 
val idação de preditores precoces da gravidade da doença é 
uma estratégia or ientada para reduzir a morbi l idade e mor-
tal idade nos doentes afetados. 

_Objetivo

Neste contexto, o nosso objetivo foi investigar a associação 
genética da predisposição à infeção bacteriana grave e três 
loci nas regiões não-codif icantes do gene TLR2, ou seja, a 
indel -196-174 de 22 pb no primeiro exão não traduzido, o 
SNP rs4696480, c-16934A> T (g.153685974T> A), no promo-
tor, e o polimor f ismo (GT)n STR  no segundo íntrão numa co-
orte de 95 doentes pediátricos com AF.
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a Hap7/[Outro que não Hap7], a ausência de Hap7 no genó-
tipo homozigótico [Outro que não Hap7 ] / [Outro que não 
Hap7] causou uma redução na razão da taxa de incidência 
(p =0,00145). Uma associação estatisticamente signif icante 
independente do genótipo também foi obtida em relação 
ao componente hemolítico (tabela 2). Um aumento de uma 
unidade do componente hemolítico causou uma diminuição 
de 82% na taxa de incidência do subfenótipo (p = 0,000366). 
Esse resultado foi inf luenciado positivamente pelas covari-
áveis hemoglobina fetal (antes do tratamento com hidroxiu-
reia) e alfa-talassemia de 3,7 kb.

_Métodos

População de estudo

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

Genotipagem

O detalhe das metodologias de genotipagem encontram-se 
no ar tigo original. Muito sumariamente, a genotipagem do 
marcador: TLR2 indel -196 a -174 foi realizada por PCR e os 
produtos visualizados em gel de agarose: uma única banda 
destinta entre os casos da Inser tion/Inser tion (Ins/Ins) e de-
leção/deleção (del/del) e duas bandas (Ins/del) nos heterozi-
gotos; SNP rs4696480 foi realizada por análise de restr ição 
(restr ict ion f ragment length polymorphism, RFLP); STR, 
foi realizada por PCR uti l izando o primer direto marcado 
com um f luorocromo e o número de repetições (GT)n identi-
f icado pelo dimensionamento dos produtos de PCR com o 
sequenciador ABI 310 e o sof tware Genescan Analysis 2.1 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O equi l íbr io de 
Hardy Weinberg foi ver i f icado uti l izando o teste qui-quadra-
do genotipico (1 grau de l iberdade). A reconstrução dos 
haplótipos a par tir dos dados de genotipagem foi real izada 
com o programa PHASE, versão 2.1 (3).

Derivação de um componente hemolítico

Um componente hemolítico foi derivado por análise de com-
ponentes principais (ACP) com 3 graus de l iberdade: conta-
gem de reticulócitos (%), concentrações séricas de lactato 
desidrogenase (U/L) e bil irrubina total (mg/dL). Para a ACP 
apenas foram uti l izados valores de estado estacionário (e 
não de crise vaso-oclusiva).

Estudos de associação genótipo-fenótipo

Um modelo de regressão quasi-Poisson (4) multivar iado 
foi apl icado nos estudos de associação entre os diferentes 
loci polimór f icos do TLR2 e o subfenótipo “infeção bacteria-
na grave pelo menos uma vez durante o período de acom-

panhamento do doente”: fenótipo ~ genótipo + nível de 
hemoglobina no estado estacionário + contagem de leucó-
citos no estado estacionário + hemoglobina fetal (antes do 
tratamento com hidroxiureia) + componente hemolítico + 
alfa-talassemia. As estimativas de r isco foram obtidas uti l i-
zando o rácio da taxa de incidência ( incidence rate ratio ). 
As associações genótipo-fenótipo foram consideradas es-
tatisticamente signif icativas quando p≤ 0,05. A correção de
Bonferroni foi realizada para comparações múltiplas.

_Resultados 

População de estudo

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

Componente hemolítico

O componente hemolítico teve uma média de 0 (DP=1,23), 
predizendo 51% da variação entre as três variáveis (valor 
próprio=1,51) e um valor médio signif icativamente menor com 
o genótipo da alfa-talassemia (p=0,023), resultados que são 
comparáveis com de outros autores (5). Não observámos 
uma correlação positiva com a percentagem de hemoglobina 
fetal, antes do tratamento com hidroxiureia (gráfico 1a). No 
entanto, uma correlação negativa estatisticamente signif icati-
va com o aumento da percentagem de hemoglobina no esta-
do estacionário foi observada (p=0,001) (gráfico 1b).

Estudos de associação genótipo-fenótipo

As estimativas de r isco obtidas na análise de haplótipos 
foram estatisticamente signif icativas para o subfenótipo 
“infeção bacteriana grave pelo menos uma vez durante o 
período de acompanhamento do doente”, e resistiram à cor-
reção de Bonferroni para comparações múltiplas (tabela 1). 
Os resultados mostraram que, em relação ao grupo de 
referência [Outro que não Hap7], a presença de Hap7 no 
modelo alél ico causou um aumento na taxa de incidência do 
fenótipo infecioso (p=0,00145). Pelo contrário, em relação 
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cida, foram recrutados com base no critério de terem mais 
de três e menos de 20 anos de idade, inscritos num estudo 
longitudinal anterior (2). Os procedimentos do estudo foram 
aprovados pela Comissão de Ética para a Saúde do Instituto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge.

Genotipagem

O detalhe das metodologias de genotipagem encontram-se 
no ar tigo original. Muito sumariamente, a genotipagem do 
marcador: TLR2 indel -196 a -174 foi realizada por PCR e os 
produtos visualizados em gel de agarose: uma única banda 
destinta entre os casos da Inser tion/Inser tion (Ins/Ins) e de-
leção/deleção (del/del) e duas bandas (Ins/del) nos heterozi-
gotos; SNP rs4696480 foi realizada por análise de restr ição 
(restr ict ion f ragment length polymorphism, RFLP); STR, 
foi realizada por PCR uti l izando o primer direto marcado 
com um f luorocromo e o número de repetições (GT)n identi-
f icado pelo dimensionamento dos produtos de PCR com o 
sequenciador ABI 310 e o sof tware Genescan Analysis 2.1 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O equi l íbr io de 
Hardy Weinberg foi ver i f icado uti l izando o teste qui-quadra-
do genotipico (1 grau de l iberdade). A reconstrução dos 
haplótipos a par tir dos dados de genotipagem foi real izada 
com o programa PHASE, versão 2.1 (3).

Derivação de um componente hemolítico

Um componente hemolítico foi derivado por análise de com-
ponentes principais (ACP) com 3 graus de l iberdade: conta-
gem de reticulócitos (%), concentrações séricas de lactato 
desidrogenase (U/L) e bil irrubina total (mg/dL). Para a ACP 
apenas foram uti l izados valores de estado estacionário (e 
não de crise vaso-oclusiva).

Estudos de associação genótipo-fenótipo

Um modelo de regressão quasi-Poisson (4) multivar iado 
foi apl icado nos estudos de associação entre os diferentes 
loci polimór f icos do TLR2 e o subfenótipo “infeção bacteria-
na grave pelo menos uma vez durante o período de acom-

panhamento do doente”: fenótipo ~ genótipo + nível de 
hemoglobina no estado estacionário + contagem de leucó-
citos no estado estacionário + hemoglobina fetal (antes do 
tratamento com hidroxiureia) + componente hemolítico + 
alfa-talassemia. As estimativas de r isco foram obtidas uti l i-
zando o rácio da taxa de incidência ( incidence rate ratio ). 
As associações genótipo-fenótipo foram consideradas es-
tatisticamente signif icativas quando p≤ 0,05. A correção de
Bonferroni foi realizada para comparações múltiplas.

_Resultados 

População de estudo

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

Componente hemolítico

O componente hemolítico teve uma média de 0 (DP=1,23), 
predizendo 51% da variação entre as três variáveis (valor 
próprio=1,51) e um valor médio signif icativamente menor com 
o genótipo da alfa-talassemia (p=0,023), resultados que são 
comparáveis com de outros autores (5). Não observámos 
uma correlação positiva com a percentagem de hemoglobina 
fetal, antes do tratamento com hidroxiureia (gráfico 1a). No 
entanto, uma correlação negativa estatisticamente signif icati-
va com o aumento da percentagem de hemoglobina no esta-
do estacionário foi observada (p=0,001) (gráfico 1b).

Estudos de associação genótipo-fenótipo

As estimativas de r isco obtidas na análise de haplótipos 
foram estatisticamente signif icativas para o subfenótipo 
“infeção bacteriana grave pelo menos uma vez durante o 
período de acompanhamento do doente”, e resistiram à cor-
reção de Bonferroni para comparações múltiplas (tabela 1). 
Os resultados mostraram que, em relação ao grupo de 
referência [Outro que não Hap7], a presença de Hap7 no 
modelo alél ico causou um aumento na taxa de incidência do 
fenótipo infecioso (p=0,00145). Pelo contrário, em relação 

Gráfico 1(A-B): Correlação entre o componente hemolítico e a (A) hemoglobina fetal, 
(B) hemoglobina no estado estacionário.
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Tabela 1: Modelo de regressão quasi-Poisson1 para o fenótipo “infeção bacteriana grave pelo menos uma vez durante 
o período de acompanhamento do doente” em doentes pediátricos com anemia falciforme (n=95) em relação 
ao haplótipo 7 do TLR2.

Tabela 2: Modelo de regressão quasi-Poisson1 para o fenótipo infecioso “infeção bacteriana grave pelo menos uma vez 
durante o período de acompanhamento do doente” em doentes pediátricos com anemia falciforme (n=95) em 
relação ao componente hemolítico.

2,52

-2,52

 

0,75

0,75

 

3,37

-3,37

 

0,00145 * *

0,00145 * *

Est imat i va EP Z Razão da ta xa 
de inc idênc ia

IC
L imi te in fe r io r

IC
L imi te super io r

Razão da
taxa de inc idênc ia 

redução/aumento (%)
P 2

Mode lo a lé l ico

Hap7

Mode lo genot ip ico

[Outro que não Hap7 ] / [Outro 
que não Hap7 ]

 

12.36699701

0.08086037

 

2.866318564

0.01874114

 

53.3585544

0.3488796

 

1137

-92

1  Mode lo estat ís t ico: mode lo l inear genera l izado, fenót ipo ~ genót ipo + n íve l de hemoglob ina no estado estac ionár io + contagem de leucó-
c i tos no estado estac ionár io + hemoglob ina feta l (antes de t ratamento por h idrox iure ia ) + componente hemol í t ico + a l fa-ta lassemia. O 
Fenót ipo=“ infeção bacter iana grave pe lo menos uma vez durante o per íodo de acompanhamento do doente”. O grupo de refe rênc ia para 
o mode lo a lé l ico fo i a ausênc ia do Hap7 ( [Outro que não Hap7] ). O grupo de refe rênc ia para o mode lo genot íp ico fo i Hap7/Hap7.
2  O a l fa a justado de Bonfer roni α=0,001471, onde o número de testes rea l izados por modelo de heredi tar iedade por locus n=34.
As interações entre fatores foram testadas, mas por não serem estat ist icamente s ign i f icat ivas, não foram inc lu ídas no modelo f ina l.
A aná l ise estat íst ica fo i rea l izada em R ( Team, R.C., 2013). Códigos de s ign i f icância: 0 ‘* * *’ 0.001 ‘* *’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 
EP: Er ro Padrão;  IC: inter va lo de conf iança

-1,7206

-0,7612

-2,6593

0,4285

0,2457

1,1501

-4,015

-3,098

-2,312

0,000366 * * *

0,004205 * *

0,027811 *  

Est imat i va EP Z Razão da ta xa 
de inc idênc ia

IC
L imi te in fe r io r

IC
L imi te super io r

Razão da
taxa de inc idênc ia 

redução/aumento (%)
P 2

Componente hemol i t ico 2

Hemoglob ina feta l 3

A le los a l fa-ta lassemia 3,7 kb

0.17896141

0.46708616

0.07000001

0.077266233

0.288567509

0.007347522

4.145043e-01

7.560431e-01

6.668916e-01

-82

-53

-93

1  Modelo estat íst ico: Regressão quas i-Poisson num modelo l inear genera l izado, fenót ipo ~ genót ipo + n íve l de hemoglobina no estado 
estac ionár io + contagem de leucóci tos no estado estac ionár io + hemoglobina feta l (antes de tratamento por h idrox iure ia) + componente 
hemol í t ico + a l fa-ta lassemia. O fenót ipo=“infeção bacter iana grave pe lo menos uma vez durante o per íodo de acompanhamento do doente”. 
Para o componente hemol í t ico, não houve grupo de referência. Para a hemoglobina feta l não houve grupo de referência. O grupo de referên-
c ia para a a l fa-ta lassemia de 3,7 kb fo i a ausência de a l fa-ta lassemia de 3,7 kb.
2  Componente hemol í t ico por un idade de pontuação.
3  Hemoglob ina feta l (%).

As interações entre fatores foram testadas, mas por não serem estat ist icamente s igni f icat ivas, não foram inc lu ídas no modelo f ina l.

A aná l ise estat íst ica fo i rea l izada em R ( Team, R.C., 2013). Códigos de s ign i f icância: 0 ‘* * *’ 0.001 ‘* *’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 

EP: Er ro Padrão; IC: inter va lo de conf iança
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_Conclusão

O curso cl ínico da AF é uma alternância de per íodos entre 
cr ises quase assintomáticos (estado estacionár io) ( IC) com 
cr ises vaso-oclusivas (CVOs) dolorosas. As CVOs resultam 
da solubi l idade reduzida da HbS desoxigenada, a sua sub-
sequente pol imer ização e a formação de glóbulos verme-
lhos deformados (fa lci formes), que conduzem a alterações 
f is iopatológicas potencialmente fatais (6). Estas modif ica-
ções contr ibuem para uma predisposição às infeções, que 
consti tuem a pr incipal causa de morbi l idade e mor tal idade 
nesses doentes. Os doentes pediátr icos na nossa coor te 
estavam sob supervisão médica r igorosa e suje itos a me-
didas preventivas ou curativas abrangentes. No entanto, 
foram relatados episódios infeciosos graves e recorrentes.

Este estudo de associação genótipo-fenótipo revelou aspe-
tos importantes em relação à f isiopatologia da infeção na AF 
pediátr ica. O efeito deletério do haplótipo Hap7 ([Del] -T- [M 
ou L]) na taxa de incidência de infeções bacterianas graves
em doentes com AF pediátrica, foi evidenciado. Este hapló-
tipo apresenta a deleção -196 a -174  de 22 bp, localizada no 
primeiro exão não traduzido e o alelo T do SNP rs4696480, no 
promotor do TLR2, que foram previamente associados à sus-
cetibilidade a infeções de diversas etiologias. Outro aspeto 
interessante foi a análise de um componente hemolítico. A 
hemólise é uma das principais características fisiopatológicas 
da AF. Os nossos resultados mostram a sua relevância em 
relação à predisposição às infeções bacterianas.

A exploração destes resultados deverá continuar, com estu-
dos de replicação noutras coortes de modo a obter conclu-
sões mais consistentes; estudos prospetivos para comprovar 
a util idade clínica da informação sobre o TLR2 e análises de-
talhadas de loci do TLR2 para identif icar os marcadores mais 
propícios a serem utilizados na prática clínica futura.

À medida que aprofundamos e compreendemos melhor a 
base genética e os mecanismos f is iopatológicos envolv i-
dos, intervenções direcionadas e personal izadas podem vir 
a reduzir a morbi l idade e mor tal idade atr ibuíveis à infeção 
em doentes com AF, par ticularmente vulneráveis.
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