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RESUMO 
 

A osteonecrose é uma complicação crônica e progressiva da doença falciforme (DF) 
e ocorre devido à vaso-oclusão na microcirculação óssea, com infarto das 
superfícies articulares. Sabendo que a ocorrência da osteonecrose possui uma base 
multifatorial, polimorfismos de diversos genes, dentre eles o BMP6 e o VDR, têm 
sido bastante estudados. Pois participam diretamente do metabolismo ósseo. Assim 
o objetivo do nosso trabalho foi avaliar se existe associação entre polimorfismos nos 
genes BMP6 e VDR com o desenvolvimento da osteonecrose nos pacientes com 
DF. O estudo foi conduzido por comparação de grupos numa amostra de 303 
pacientes com DF, divididos em 105 casos (83 HbSS, 11 HbSC, 11 HbSβ), os 
pacientes com osteonecrose e 198 controles (114 HbSS, 51 HbSC e 33 HbSβ) 
pacientes acima de 18 anos e que não apresentaram manifestações clínicas. Foram 
selecionados seis polimorfismos do BMP6 (rs3812163, rs270393, rs1225934, 
rs449853, rs267196, rs267201) e dois do VDR (FokI e Cdx2). A genotipagem dos 
polimorfismos foi realizada por PCR em tempo real utilizando sondas TaqMan®. 
Apenas os rs3812163 (T>A) e rs267201 (A>G) do BMP6 mostraram-se associados 
ao desenvolvimento de osteonecrose (P<0,0001). Juntamente com o FokI (P= 0,024) 
e com o Cdx2 (P= 0,046), aparecem como fatores de proteção contra o 
desenvolvimento da osteonecrose. A compreensão desses fatores de risco 
genéticos para o desenvolvimento da osteonecrose torna-se necessária para 
fornecer novos conhecimentos sobre a patogênese desta doença e, oferecer 
oportunidades para seu tratamento, que atualmente é limitado. 
 

 

 

Palavras-chave: Doença falciforme. Fatores genéticos. Necrose avascular. Proteína 
morfogênica óssea. Receptor de vitamina D. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Osteonecrosis is a chronic and progressive complication of sickle cell disease (SCD) 
and occurs due to vaso-occlusion in the bone microcirculation, with infarction of the 
articular surfaces. Knowing that the occurrence of osteonecrosis has a multifactorial 
basis, polymorphisms of several genes, among them BMP6 and VDR, have been 
well studied. Because they participate directly in bone metabolism. Thus the objective 
of our study was to evaluate if there is an association between polymorphisms in 
BMP6 and VDR genes with the development of osteonecrosis in patients with SCD. 
The study was conducted by comparing a sample group of 303 patients with SCD 
divided in 105 cases (83 HBSS 11 HbSC, 11 HbSβ), patients with osteonecrosis and 
198 controls (114 HBSS HbSC 51 and 33 HbSβ), patients over 18 years of age and 
who did not present clinical manifestations. Six BMP6 polymorphisms (rs3812163, 
rs270393, rs1225934, rs449853, rs267196, rs267201) and two within VDR (FokI and 
Cdx2) were selected. Polymorphism genotyping was performed by real-time PCR 
using TaqMan®. Only rs3812163 (T> A) and rs267201 (A> G) of BMP6 were shown 
to be associated with the development of osteonecrosis (P <0.0001). Together with 
FokI (P = 0.024) and Cdx2 (P = 0.046), they appear as protective factors against the 
development of osteonecrosis. Understanding these genetic risk factors for the 
development of osteonecrosis becomes necessary to provide new insights into the 
pathogenesis of this disease and provide opportunities for its treatment, which is 
currently limited. 

 

 

 

Keywords: Sickle cell disease. Genetic factors. Avascular necrosis. Bone 
morphogenic protein. Vitamin D receptor.  
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1 INTRODUÇÃO 

A doença falciforme (DF) é uma das desordens hereditárias mais comuns 

do mundo, e representa um conjunto de combinações de hemoglobinas 

modificadas que causam anemia, sendo, pelo menos, uma do tipo HbS. Suas 

formas mais comuns estão associadas com a hemoglobina C (HbSC) e com a 

talassemia beta (HbSβ). Possuem um quadro clínico heterogêneo que varia de 

um fenótipo mais leve até quadros graves de crises de dor e manifestações 

clínicas debilitantes semelhantes às da anemia falciforme. 

A fisiopatologia da DF tem como cerne a capacidade de polimerização da 

HbS desoxigenada, sendo a vaso-oclusão e a hemólise os principais mecanismos 

envolvidos. Quando ocorrem em pequenos vasos, compõe um conjunto de fatores 

fisiopatológicos determinantes da grande maioria dos sinais e sintomas presentes 

nos pacientes com DF, tais como complicações neurológicas, acidente vascular 

cerebral (AVC); síndrome torácica aguda (STA), priapismo, úlceras de perna e a 

osteonecrose. 

 A osteonecrose decorre do infarto das superfícies articulares, devido a 

vaso-oclusão na microcirculação óssea, caracterizando assim uma importante 

causa de morbidade na DF. A osteonecrose, ou necrose avascular, é uma 

complicação crônica e progressiva na DF, com prevalência variável entre os 

pacientes, sendo mais comum em adultos. Apesar de algumas evidências 

mostrarem uma contribuição genética no desenvolvimento da osteonecrose, os 

resultados ainda são bastante controversos, apontando para necessidade da 

identificação e estudo aprofundado de marcadores genéticos que auxiliem na 

distinção destes pacientes.  
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As proteínas morfogênicas ósseas (BMPs), são proteínas 

estruturalmente relacionadas com o fator transformante do crescimento β 

(TGF-β), e desempenham um importante papel na formação óssea, juntamente 

com a vitamina D, um regulador da homeostase do cálcio, que atua na via 

receptor da vitamina D (VDR). Ambos estão ligados diretamente ao 

metabolismo ósseo. O BMP6, associado à indução da formação óssea 

endocondral e homeostase da cartilagem; e o VDR promovendo a absorção 

intestinal do cálcio. Dessa forma, polimorfismos nestes genes promovem 

alterações em suas funções, levando a cenários variados de atuação, 

resultando em complicações metabólicas nos indivíduos afetados.  

Nossa hipótese é que indivíduos portadores de DF que apresentam 

polimorfismos nos genes BMP6 e VDR tenham um maior comprometimento do 

tecido ósseo, predispondo a uma maior frequência de osteonecrose e assim, 

um pior curso clínico. Com os resultados obtidos deste trabalho esperamos 

identificar quais os principais polimorfismos nestes genes que estão associados 

a complicações osteoarticulares na DF. 

 

 

 

 

 



19 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Doença Falciforme 

A doença falciforme (DF) é uma desordem hereditária, caracterizada 

pela associação da hemoglobina S (HbS) a outra alteração estrutural, ou 

talassêmica, da hemoglobina (Hb). As associações mais comumente 

encontradas são com a Hb C (SC), com a beta talassemia (S-β) e com a Hb D 

(SD). Os heterozigotos da HbS (AS) são, via de regra, assintomáticos (SONATI 

& COSTA, 2008a; STEINBERG, 2006). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que 270 milhões de 

pessoas possuem genes determinantes de hemoglobinas variantes e que a 

cada ano nascem 300.000 crianças com DF. É a doença hereditária mais 

prevalente no Brasil, afetando de 25.000 a 30.000 pessoas. A incidência 

estimada da DF no estado de Pernambuco é 1:1.400 recém-nascidos, 

ocorrendo predominantemente entre afrodescendentes (CANÇADO & JESUS, 

2007a; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012; SOARES et al., 2014) (Figura 1). 

 
Figura 1 - Distribuição nacional da freqüência do alelo βS. No estado de Pernambuco, 

um em cada 23 recém-nascidos vivos possui o traço falciforme e um em cada 1400 nasce com 
a doença falciforme 

                        
 

 Fonte: Cançado & Jesus (2007) 

 



   20
Assim, a anemia falciforme (AF) (HbSS) é a doença hereditária 

monogênica mais comum no mundo (CANÇADO & JESUS, 2007b). Estima-se 

que 5-6% da população brasileira seja portadora do alelo βs e que, 700-1000 

crianças portadoras da AF nasçam a cada ano (LYRA et al., 2005). 

A HbS é originada a partir de uma mutação pontual no gene da globina 

β, que promove a substituição do ácido glutâmico pela valina na 6ª posição da 

cadeia β globínica (HBB; β6 GAG→GTG; glu6→val6). Em condições específicas, 

como baixas tensões de oxigênio, a HbS pode polimerizar-se, formando 

estruturas filamentosas que se depositam nas membranas das hemácias, 

levando a alterações funcionais e estruturais, tornando-as falciformes 

(CONRAN et al., 2009a; SONATI & COSTA, 2008b; ZHOU et al., 2011).  

A fisiopatologia das DF é baseada na capacidade de polimerização da 

HbS desoxigenada. Estudos de cinética da polimerização demonstraram que a 

formação do polímero está diretamente relacionada à quantidade de 

hemoglobina, demonstrando o papel crucial da concentração de HbS no 

processo da falcização (DE et al., 2011; MAWANI & FRENETTE, 2013a).  

O fenômeno de polimerização também promove lesão celular. Em larga 

escala, eritrócitos danificados promovem efeitos hemolíticos e vaso-oclusivos, 

caracterizando os fenótipos da DF (STEINBERG, 2008) (Figura 2).  

Os eventos vaso-oclusivos na microcirculação resultam de um cenário 

complexo e parcialmente descrito, que envolve interações entre eritrócitos 

falcizados e outros componentes presentes no sangue (proteínas da 

coagulação, células endoteliais, leucócitos e plaquetas) (CONRAN et al., 

2009b; LANARO et al., 2009; PLATT, 2008a).  
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Figura 2 - Processo de polimerização da hemácia falciforme 

                   
 Fonte: Ministério da saúde (2012) 

 

Estudos usando ensaios de adesão in vitro observaram o papel das 

hemácias falciformes no processo da vaso-oclusão. A adesão de hemácias e 

reticulócitos ao endotélio na microcirculação, leva ao aprisionamento dos 

eritrócitos mais densos, senescentes e disformes resultando numa redução do 

fluxo sanguíneo (KAUL et al., 2009a; MANWANI & FRENETTE, 2013b).  

Além disto, pacientes com DF têm mostrado uma intensa ativação da 

coagulação sanguínea, com aumento da atividade plaquetária e consumo dos 

inibidores da coagulação, caracterizando um estado de hipercoagulabilidade, 

especialmente durante as crises vaso-oclusivas (COLELLA et al., 2015a; LIM et 

al., 2013; NISHANK et al., 2013). 

Assim, dentre as principais complicações clínicas, que contribuem para a 

morbidade na doença, temos: complicações neurológicas, dentre elas o 

acidente vascular cerebral (AVC); síndrome torácica aguda (STA); priapismo; 

úlceras de perna e a osteonecrose (DRISS et al., 2009; KATO et al., 2007; 

PLATT, 2008b).  
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As DF (SC e Sβ−tal) possuem quadros clínicos que podem ter 

apresentação mais benigna que o da AF, com anemia hemolítica de menor 

intensidade e, ocasionalmente, esplenomegalia. No entanto, a associação da 

HbS com a talassemia β0, possui um quadro clínico mais grave e leva à 

manifestações clínicas bastante similares àquelas da AF. Nos pacientes SC, 

por apresentarem uma maior viscosidade sanguínea, outras complicações 

bastante observadas são: a osteonecrose e a retinopatia proliferativa, que é 

mais grave do que na anemia falciforme (COLELLA et al., 2015b; MELO-REIS 

et al., 2006; SONATI & COSTA, 2008c).  

 

2.2 Osteonecrose 
 

Aproximadamente 80% dos pacientes portadores da DF apresentam 

comprometimento ósteo-articular. Dentre as diversas manifestações ósseas da 

DF (osteomielite, osteopenia e osteoporose) uma das mais frequentes e graves 

é a osteonecrose ou necrose avascular, sendo esta a que mais compromete a 

qualidade de vida dos pacientes acometidos (DALTRO et al., 2011a; PICOT et 

al., 2014).  

A osteonecrose, ou necrose avascular, é uma complicação crônica e 

progressiva na DF com prevalência variável entre os pacientes, sendo mais 

comum em adultos. É caracterizada como um infarto das superfícies articulares 

com consequente degeneração e destruição da cartilagem articular. Constitui 

uma importante causa de morbidade na DF, contudo, sua patogênese segue 

desconhecida (LEMONNE et al., 2013; SILVA JUNIOR, DAHER & ROCHA 

2012). 

Diversos trabalhos apontam a obstrução intravascular como um dos 

principais mecanismos para o desenvolvimento da osteonecrose. Na doença 

falciforme a oclusão do suprimento arterial para o osso subcondral, causado 
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pelas hemácias falcizadas, dá início a uma série de micro-infartos que, 

repetidos cronicamente, determinam o surgimento da osteonecrose epifisária. 

(AKINYOOLA et al., 2008a; ALMEIDA & ROBERTS, 2005a; SILVEIRA et al., 

2010a).  

Outros estudos postularam que a causa básica da necrose associada a 

esse tipo de hemoglobinopatia é a hiperplasia medular, que ocorre como 

resposta à anemia crônica, causando aumento da pressão hidrostática nos 

vasos intramedulares e comprometendo a circulação intra-óssea. Atualmente, 

existe consenso sobre a etiologia multifatorial, com associação de fatores 

genéticos e ambientais, como determinante no desenvolvimento da 

osteonecrose associada à doença falciforme (SILVEIRA et al., 2010b; SORICH 

et al., 2015; WINGATE et al., 1996). 

De acordo com a evolução da osteonecrose e a forma de diagnóstico 

adequado, Ficat (1985) desenvolveu um conhecido método de avaliação, para 

que o acompanhamento dos pacientes possa ser feito com maior precisão, a 

fim de determinar a melhor forma de tratamento (Tabela 1). 

 
 
Tabela1 - Estágios da osteonecrose da cabeça do fêmur proposto por Ficat. 
 
Estágio Diagnóstico  

0 Ressonância magnética (RMN) normal (osteonecrose só pode ser evidenciada 

através de corte histológico) 

I Raio-x e Tomografia computadorizada (TC)  normais; osteonecrose identificada 

apenas por RMN  

II Raio-x identifica esclerose e lesões líticas 

III Raio-x identifica achatamento da cabeça do fêmur e lesão crescente 

IV Raio-x identifica colapso da cabeça do fêmur, redução da região articular e 

osteoartrite 

Fonte: Ficat (1985) 

Comumente, esta complicação apresenta um diagnóstico tardio, quando 

os pacientes já apresentam limitação na locomoção, restando apenas, como 
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tratamento, a analgesia paliativa ou uma intervenção cirúrgica que, na maioria 

dos casos, conduz a um evidente desconforto pós-cirúrgico (AKINYOOLA et 

al., 2008b; MARSH et al., 2015a).  

A osteonecrose em seu estágio avançado pode ser facilmente 

diagnosticada através da radiografia simples (Figura 3), embora a doença no 

estágio inicial seja melhor diagnosticada por ressonância magnética (RMN). 

Quando não tratada, cerca de 87% dos pacientes progridem para o total 

colapso das cabeças femorais dentro de 5 anos após o diagnóstico (ALMEIDA 

& ROBERTS, 2005b). 

Seu diagnóstico diferencial inclui infecções (osteomielite e/ou pio-artrite), 

neoplasias ósseas benignas ou malignas, doença degenerativa articular e as 

osteonecroses secundárias a outras etiologias; Como por exemplo: 

administração de esteroides, alcoolismo e doenças auto-imunes, 

principalmente lúpus eritematoso sistêmico e artrite reumatóide. Caso não haja 

nenhum destes, ela é classificada como idiopática (SILVEIRA et al., 2010c; 

ZALAVRAS et al., 2002). 

Figura 3 - Radiografia com osteonecrose bilateral na cabeça do fêmur em paciente com 
doença falciforme 

 
 Fonte: SILVA JUNIOR et al (2012) 

 

Os mecanismos envolvidos na patogênese da osteonecrose em 

pacientes com doença falciforme não estão bem estabelecidos. Ela pode variar 

em freqüência e gravidade, devido aos efeitos dos genes que modificam a 
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fisiopatologia da doença iniciada pela mutação falciforme (BALDWIN et al., 

2005a). Dessa forma, fatores ambientais e genéticos têm sido usados para 

explicar essa diversidade fenotípica (BELISÁRIO et al., 2010a). 

 Dentre esses fatores, os mais conhecidos são a coexistência com a 

talassemia alfa, haplótipos do cluster beta e a concentração da hemoglobina 

fetal, mas estes não são suficientes para elucidar as diferentes expressões 

fenotípicas observadas nos pacientes com DF (LETTRE et al., 2008a). 

 

2.3 Moduladores Genéticos 

2.3.1 Talassemia alfa (α)  
 

A talassemia alfa (α) constitui um grupo de doenças hereditárias de 

distribuição mundial, causadas pela deficiência da síntese de cadeias alfa da 

hemoglobina. Podendo ser decorrente de deleções ou mutações pontuais nos 

genes α1 e /ou α2 (BELISARIO et al, 2010b; HIGGS, 2013a). 

A talassemia α1 ou α0 é caracterizada pela perda de dois genes α no 

mesmo cromossomo (--/αα) e, a talassemia α2 ou α+ é representada pela perda 

de um dos genes α em pelo menos um dos cromossomos (-α/αα) (HIGGS 

2013b). Dentre as causas de talassemia alfa, a α2 mostra-se como mais 

frequente, apresentando dois tipos de deleções, a de 3.7Kb e de 4.2Kb (DODE 

et al., 1993). 

A co-herança da talassemia alfa (α) com a DF tem como consequência a 

redução do volume corpuscular médio (VCM), um menor número de 

reticulócitos e menor grau de hemólise, devido a redução da hemoglobina 

corpuscular média (HCM), conferindo assim uma melhora nos parâmetros 

hematológicos da doença (HASSAN et al., 2014a).  
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Por diminuir a hemólise, a associação da talassemia alfa com a DF, 

protege contra fenótipos associados com os processos hemolíticos, como 

úlcera maleolar, priapismo e acidente vascular cerebral (DOMINGOS et al., 

2014; KATO et al., 2007).  

Os benefícios na evolução clínica que essas alterações, principalmente 

a redução na concentração da hemoglobina intracelular podem produzir, ainda 

não estão completamente estabelecidos. Aparentemente úlceras de perna, 

acidente vascular cerebral e anormalidades na retina são menos frequentes em 

pacientes com talassemia alfa. Porém, estudos relataram que a talassemia 

alfa, idade, hematócrito elevado, trombofilia, e freqüentes eventos vaso 

oclusivos são fatores de risco para o desenvolvimento da osteonecrose 

(ADEKILE et al., 2001a; AKINYOOLA et al., 2009c; BALLAS et al., 1989a). 

Sendo assim, a co-herança com a talassemia alfa (α), pode conduzir a 

manifestações fenotípicas distintas, que devem ser analisadas individualmente, 

de acordo com o quadro clínico apresentado (HASSAN et al., 2014b). 

 Além dos moduladores moleculares clássicos, várias linhas de pesquisa 

sugerem que existe uma influência genética no desenvolvimento de 

osteonecrose em portadores de DF. Desse modo, polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs) têm sido investigados, em genes candidatos (Klotho, 

BMP6, Annexina A2, dentre outros) e assim, associados às diversas 

manifestações clínicas da DF, incluindo a osteonecrose (ARLET et al., 2013; 

BALDWIN et al., 2005b; FERTRIN & COSTA, 2010; LETTRE et al., 2008b;  

ULUG et al., 2009a). 

 
2.3.2 BMP6  

As proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), membros da superfamília 

TGF-beta, são citocinas multifuncionais envolvidas em vários aspectos no 

desenvolvimento de tecidos e na sua morfogênese (WANG et al., 2014a). 
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É bem documentado que as BMPs orquestram uma ampla gama de 

processos, incluindo a diferenciação induzida por BMP de células progenitoras 

de osteoblastos e o subsequente desenvolvimento ósseo em adultos, 

desenvolvimento do esqueleto, modelação neuronal e formação de membros 

em embriões (ABHISHEK et al., 2010a). 

As BMP6 são proteínas pleiotrópicas, possuem seu gene localizado no 

braço curto do cromossomo 6 (6p24-p23) com 7 exóns e 6 íntrons. 

Apresentam-se envolvidas em processos inflamatórios e como importante 

modulador da formação óssea, juntamente com o paratohormônio e a vitamina 

D, sendo capaz de induzir formação óssea endocondral, quando implantadas 

em sítios ectópicos (BALDWIN et al., 2005c; CHAOUCH et al., 2013a; 

SAMMONS et al., 2004). 

A principal via de sinalização do BMP6 é a via canônica dependente de 

SMADS. O BMP6 inicia a cascata de transdução de sinal através da ligação a 

receptores do tipo serina/treonina quinase (Figura 4).  

 

Figura 4 - Via canônica de sinalização do BMP6. 

 
 Fonte: Adaptado de NGUYEN et al (2014) 
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A BMP6 interage com receptores tipo II e recruta os receptores do tipo I 

formando um complexo heterotetramérico. O receptor constitutivamente ativa o 

tipo II, e em seguida, transfosforila o receptor de tipo I. Posteriormente o 

receptor de tipo I fosforila um conjunto de SMADS conhecido como R-smads 

(Smad 1/5/8). Depois de fosforilada as R-Smads se associam com a co-Smad 

(Smad4), e esse complexo transloca-se para o núcleo, onde juntamente com 

outros coativadores ou co-repressores regulam a expressão gênica 

(ABHISHEK et al., 2010b, WANG et al., 2014b). 

Estudos anteriores observaram o papel do BMP6 na homeostase da 

cartilagem e evidenciaram um envolvimento essencial deste gene na 

reparação/manutenção da cartilagem articular humana. (BOBACZ et al., 2003; 

KAYABASI et al., 2013). Além disso, estudos in vivo observaram que ratos 

Bmp6-/- possuem perda óssea grave e mostram o tamanho reduzido dos ossos 

longos e atraso na ossificação esternal (VUKICEVIC & SAMPATH, 2009a; 

WANG et al., 2014c).  

Na osteonecrose falciforme, a degeneração progressiva do osso acaba 

levando ao seu colapso e destruição da cartilagem articular, apoiando um papel 

do BMP6 na patogênese dessa complicação (ULUG et al., 2008b). Assim, o 

gene BMP6 torna-se promissor na compreensão dos fenômenos ósseos devido 

ao seu papel no  metabolismo. 

Seis polimorfismos no gene BMP6 rs3812163 (A>T), rs270393 (C>T), 

rs1225934 (C>A), rs449853 (C>T), rs267196 (A>T), rs267201 (A>G) foram 

previamente associados com o desenvolvimento de osteonecrose em 

portadores de anemia falciforme (Figura 5) (BALDWIN et al., 2005d; 

CHAOUCH et al., 2013b; ULUG et al., 2008c). 
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Figura 5 - Gene BMP6, demonstrando os íntrons e éxons e seus polimorfismos estudados 
neste trabalho. 

 

Fonte: Autoria própria  

 

O BMP6 também foi associado com outras complicações vasculares na 

DF, tais como priapismo e acidente vascular cerebral, sugerindo uma base 

molecular subjacente comum para estas complicações vasculares (NOLAN et 

al., 2005; SEBASTIANI et al., 2005). 

 

2.3.3 VDR 
Juntamente com as BMPs, a vitamina D desempenha um importante 

papel no metabolismo ósseo, promovendo a absorção intestinal do cálcio, via 

interação com o seu receptor (VDR) (YUFEI et al., 2012). 

A vitamina D é um hormônio esteróide lipossolúvel. Sua forma ativa é 

produzida principalmente por via endógena, onde o 7-desidrocolesterol 

localizado na pele é convertido em Colecalciferol pela ação dos raios solares 

UVB. Apenas cerca de 20% das necessidades corporais diárias são supridas 

pela alimentação. (BIKLE et al., 2014; CASTRO, 2011a; HUOTARI & HERZIG, 

2008). 

Todos os derivados do colecalciferol são lipossolúveis e circulam 

principalmente ligados a uma α-globulina, a Proteína Ligadora da Vitamina D 

(DBP), que transporta estas moléculas hidrofóbicas a vários órgãos-alvo. No 
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fígado, o colecalciferol é convertido em 25(OH)D pela hidroxilação no seu 

carbono 25. No rim, a enzima 25(OH)1α-hidroxilase (1α-OHase), converte 

25(OH)D em 1α,25 diidroxicolecalciferol [1,25 (OH)2D], que é a forma ativa 

deste hormônio (Vitamina D3) (Figura 6) (INDA FILHO & MELAMED, 2013; 

PREMAOR & FURLANETTO, 2006). 

 

Figura 6 - Metabolismo da vitamina D. 

             
 Fonte: Adaptado de: INDA FILHO & MELAMED (2013) 

 

 

As ações da vitamina D3 são mediadas pelo receptor da vitamina D 

(VDR), o qual é caracterizado por ser um receptor nuclear de 50 kDa, 

pertencente à família dos receptores esteróides de classe 2,  que atua como 

um fator de transcrição dependente de ligante. O VDR é expresso em quase 
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todas as células humanas e parece participar, direta ou indiretamente, da 

regulação de cerca de 3% do genoma humano (Figura 7) (CASTRO, 2011b; 

HIBLER et al., 2010).  

 
Figura 7 - A interação entre a vitamina D e a célula alvo na glândula paratireoide. Após chegar 
à célula alvo, a 1,25-diidroxi-vitamina D se dissocia da proteína de ligação à vitamina D, é 
internalizada e interage com o receptor de vitamina D (VDR). O VDR forma heterodímeros com 
os receptores retinóides (RXR). A ligação da 1,25-diidroxi-vitamina D com o complexo 
VDR/RXR é seguida da ligação deste complexo com os elementos de resposta à vitamina D, 
os quais iniciam, então, a transcrição na região promotora dos seus genes alvo. 

 
Fonte: LANDRY et al (2011) 
 

As principais etapas envolvidas no controle da transcrição gênica 

incluem a ligação da 1,25(OH)2D à porção hidrofóbica do VDR induzindo uma 

mudança conformacional e formação do complexo transcricional hormônio-

receptor. Esse complexo hormônio-receptor é heterodimerizado com os 

receptores retinóides (RXR) e esse heterodímero, acopla-se a uma sequência 

específica do DNA nos seus genes-alvos, denominada VDRE (elementos de 

resposta à vitamina D), localizados nas regiões promotoras de genes que são 

ativados pela vitamina D. Em sequência à ligação ao DNA, há recrutamento de 

outras proteínas nucleares corregulatórias que permitem a ligação entre o 

receptor e a maquinaria de transcrição, desencadeando a resposta biológica 

(CASTRO, 2011c; LANDRY et al., 2011). 
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O gene VDR está localizado no cromossomo 12, na posição 12q13.1. 

Possui mais de 100 kb, contendo oito éxons (2-9) e seis regiões de 

processamento alternativo (1A-1F) que estão localizadas em áreas 

funcionalmente relevantes, incluindo a região promotora (Figura 8) (BORÓN et 

al., 2014; HADDAD, 2014; VILARINO et al., 2011).  

 
Figura 8 - Gene VDR, demonstrando os íntrons e éxons e seus polimorfismos mais 
frequentemente estudados (Cdx2, FokI, Bsml, TaqI e Apal). 

 
 Fonte: Adaptado de UITTERLINDEN (2004) 

 
O gene VDR, é altamente polimórfico, com mais de 60 polimorfismos 

descritos. Esses polimorfismos podem afetar a função do VDR e assim por 

conseqüência, a ação da Vitamina D3. Dois dos polimorfismos mais 

frequentemente estudados (FokI e Cdx2) tem sido associados à baixa 

densidade mineral óssea (DMO) e elevado risco de fratura óssea, denotando a 

importância da sinalização intacta calcitriol-VDR para a manutenção de 

normocalcemia (CASADO-DIAZ et al., 2013; DAMIANI et al., 2015; DE 

AZEVEDO E SILVA et al., 2013).  

O polimorfismo FokI resulta da transição de uma citosina para uma 

timina (C-T) na junção do íntron 1 com o éxon 2 no códon de iniciação do VDR, 

que afeta a estrutura e a função da proteína codificada. Este polimorfismo pode 
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ser considerado um marcador genético independente, pois não parece estar 

em desequilíbrio de ligação com qualquer outro polimorfismo do gene VDR 

(COLOMBINI et al., 2014a; NEJENTSEV et al., 2004). 

A presença do local de restrição FokI, definido como “f”, faz com que a 

proteína VDR seja produzida de forma completa (427 aminoácidos), enquanto 

que a ausência do local FokI, definido como “F”, inicia a tradução em outro 

local e sintetiza uma versão levemente truncada da proteína VDR, com três 

aminoácidos a menos (424 aminoácidos) (TANABE et al., 2015). 

Um outro polimorfismo existente no gene VDR, que tem sido bem 

caracterizado, é o Cdx2. Yamamoto et al. (1999) descreveram um sítio de 

ligação para o fator de transcrição específico do intestino Cdx-2 na região 

promotora do gene VDR. Posteriormente, Arai et al. (2001) identificaram o 

polimorfismo neste local, caracterizado pela transição de uma guanina por uma 

adenina. Essa variante parece ser funcional, pois influencia a expressão gênica 

do VDR no intestino (ARAI et al., 2001a; CHOI et al., 2013; KHAN et al., 2014a; 

YAMAMOTO et al., 1999). 

Assim, a identificação de novos fatores de risco genético associados às 

repercussões clínicas na DF torna-se uma importante ferramenta para a 

determinação de marcadores prognósticos. Considerando que pacientes com 

doença falciforme apresentam muitas vezes quadros clínicos variados o que 

dificulta a tomada de decisões terapêuticas e de cuidados de saúde em geral, a 

identificação de padrões moleculares que influenciem na modulação fenotípica, 

poderia ser útil na estratificação de pacientes que necessitem de cuidados 

especiais. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 

Investigar a existência da associação entre polimorfismos nos genes 

BMP6 e VDR em pacientes com doença falciforme com o aumento da 

susceptibilidade ao desenvolvimento de osteonecrose. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Analisar as características clinicas e laboratoriais dos pacientes com 

doenças falciformes, relacionando-as à manifestação clínica de 

interesse do estudo; 

2. Identificar polimorfismos do gene BMP6 e investigar sua associação com 

o desenvolvimento de osteonecrose em pacientes com doenças 

falciformes; 

3. Analisar polimorfismos do gene VDR e investigar sua associação com o 

desenvolvimento de osteonecrose em pacientes com doenças 

falciformes. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Casuística 
 

A amostra foi constituída de 303 pacientes com doença falciforme, 

acompanhados no Hospital de Hematologia da Fundação HEMOPE (Recife – 

PE), que, de acordo com o desenvolvimento da osteonecrose, foram 

classificados em dois grupos: 

I) Grupo Caso: 105 (83 HbSS, 11 HbSC, 11 HbSβ) pacientes que 

apresentam registro de ressonância magnética e/ou Raio-x que 

apresentam evidentes manifestações e queixas clínicas 

decorrentes de osteonecrose; 

II) Grupo Controle: 198 (114 HbSS, 51 HbSC, 33 HbSβ) pacientes 

acima de 18 anos que não apresentam evidências sintomáticas 

de osteonecrose e nem de outra manifestação clínica da DF. 

 

A cada convocação ou durante as visitas de rotina, cerca de 4 ml de 

sangue periférico foi coletado em tubos a vácuo contendo EDTA como 

anticoagulante e conduzido para o laboratório de Hemoglobinopatias na 

Unidade de Laboratórios Especializados (UNILABE) do hospital HEMOPE e ao 

setor de Hematologia do Laboratório Central do Centro de Biociências 

(LABCEN/CB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) para a 

realização dos exames. 

 

4.2 Desenho do estudo 
 

Estudo do tipo corte transversal analítico retrospectivo, realizado no 

período de março/2015 a janeiro/2017. O trabalho foi desenvolvido na 
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Universidade Federal de Pernambuco, tendo a Fundação de Hematologia e 

Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) como instituição coparticipante. 

 
4.3 Aspectos éticos da pesquisa 
 

O presente trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos (CEP/CCS/UFPE - Nº do parecer: 1.792.544) 

(Anexo II). Após a aprovação, foi desenvolvido obedecendo integralmente os 

princípios éticos estabelecidos na resolução 466/12 do Conselho Nacional de 

Saúde (CNS). 

Os pacientes e/ou familiares, após informação, assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelo CEP 

(Anexo I). 

 

4.4 Análise hematológica e clínica  
 

As análises dos dados hematológicos foram realizadas utilizando 

contador eletrônico de células (STKS, Coulter Corporation, FL, USA). A 

quantificação das hemoglobinas fetal (HbF) e S foram realizadas por 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC – VARIANT / BIO-RAD, CA, 

USA). Os dados clínicos foram obtidos pela análise de prontuários dos 

pacientes que comparecem regularmente ao ambulatório de Hematologia da 

Fundação HEMOPE. 

 

4.5 Análise molecular 
 
4.5.1 Extração do DNA Genômico 

 

A extração de DNA genômico foi realizada a partir dos leucócitos pela 

técnica de fenol-clorofórmio modificado (DAVIS et al. 1986).  
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4.5.2 Avaliação dos moduladores moleculares  
 

A pesquisa da mutação α2 3,7Kb foi investigada por PCR convencional, 

utilizando-se os iniciadores C2 e C10, onde os oligonucleotídeos iniciadores se 

ligam na região que compreende a possível deleção, gerando padrões distintos 

de produtos de amplificação, conforme previamente descrito (Dode et al. 1993).  

Sumariamente, na pesquisa da (-α 3,7Kb), o produto amplificado gera 

um fragmento de 2,1kb para o haplótipo normal (αα) e de 1,9kb para o 

haplótipo mutante (-α 3,7Kb). Foi utilizada a seguinte reação de PCR: 1,0 µl de 

DNA (250ng); 2,5 µl de tampão α; 2,5 µl de DMSO; 0,75µl de dNTP 10mM; 0,5 

µl de cada primer 10µM (Tabela 6); 0,25µl de taq polimerase 5U/µl, em um 

volume final de 25,0 µl de água. Condições de ciclagem: desnaturação inicial 

94ºC - 10'; 30 ciclos: 94ºC - 45"; 56ºC - 1' e 72ºC - 1'; extensão final 72ºC - 7'.  

 
 

4.5.3 Análise dos polimorfismos dos genes BMP6 e VDR 
 
Foram selecionados para este estudo, seis SNPs localizados no gene do 

BMP6 rs3812163 (A>T), rs270393 (C>T), rs1225934 (C>A), rs449853 (C>T), 

rs267196 (A>T), rs267201 (A>G) e dois SNPs localizados no gene VDR 

rs2228570 (FokI) e rs11568820 (Cdx2) que apresentam MAF (do inglês, minor 

allele frequency) superior a 10% para população africana (YRI) e caucasiana 

(CEU). A metodologia empregada para a realização das genotipagens foi a 
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técnica de PCR em tempo real através da detecção de polimorfismos de um 

único nucleotídeo (SNP, do inglês, single nucleotide polymorphism) utilizando o 

sistema TaqMan®. Os SNPs foram selecionados de acordo com dados da 

literatura (BALDWIN et al., 2005; ULUG et al., 2008; CHAOUCH et al., 2013; 

DE AZEVEDO E SILVA et al., 2013; KHAN et al., 2014; COLOMBINI et al., 

2014) e informações complementares, foram adquiridas em bancos de dados 

do estudo do genoma humano tais como: 1000 Genomas 

[http://www.1000genomes.org] e dbSNP Short Genetic Variations 

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP]. 

Todos estes procedimentos foram realizados utilizando-se a 

infraestrutura do Laboratório Central da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE).  

 
4.6 Análise estatística 
  A análise estatística foi realizada com o auxílio do software SPSS 

Statistics 19.0. Para as diferenças entre as variáveis contínuas utilizamos o 

teste de Kruskal-Wallis. As variáveis categóricas foram comparadas entre os 

grupos utilizando-se o teste Chi-quadrado e o teste exato de Fisher. E para a 

curva de sobrevida foi utilizado o teste Kaplan-meier. O nível de significância foi 

ajustado para 5%. 
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 5 RESULTADOS 

 Após análise de 993 prontuários dos pacientes com DF (747 HbSS, 146 

HbSC e 91 HbSβ) atendidos no Hemope, 303 foram selecionados para a 

pesquisa. Destes 105 compõem o grupo caso (osteonecrose presente), sendo 

eles 83 HbSS, 11 HbSC, 11 HbSβ, e 198 pacientes que compuseram o grupo 

controle (osteonecrose ausente), sendo eles 114 HbSS, 51 HbSC e 33 

HbSβ. Os resultados da caracterização clínico laboratorial dos pacientes AF 

(HbSS) estão expostos na tabela 3.  

A osteonecrose esteve presente em 83 pacientes HbSS (11,1%), 11 

pacientes HbSC (7,5%) e 11 pacientes HbSβ (12%). E mostrou diferença 

significativa entre os sexos apenas nos pacientes HbSS do grupo controle 

(P=0,001), constituído majoritariamente por mulheres. 

A mediana da idade de todos os pacientes foi de 31 anos (11 - 55 anos) 

para os pacientes HbSS; 35 anos (14 – 78) para os pacientes HbSC e de 30,5 

anos (16 – 66) para os pacientes HbSβ.  A mediana da idade para o 

desenvolvimento de osteonecrose foi de 35 anos (6 - 45 anos) para os HbSS;  

36 anos (9 – 69 anos) para os HbSC e de 21 anos (14 – 39 anos) para os 

HbSβ.  

Foi encontrado associação dos pacientes HbSS (caso/controle) com o 

número de crises vaso-oclusivas ao ano (CVO) (P<0,0001) e com o valor de 

hemoglobina fetal (HbF) (P=0,028). Quanto a co-herança com a talassemia 

alfa, não foram encontrados resultados de associação com osteonecrose 

(p=0,510), onde 50 pacientes HbSS (25,5%), 7 pacientes HbSβ (17,5%)  e 5 

pacientes HbSC (8,9%) apresentaram a mutação (heterozigotos + 

homozigotos).  
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Tabela 3 - Caracterização clínico-laboratorial dos pacientes com anemia falciforme (HbSS) de 
acordo com a ocorrência de osteonecrose. 

 
Caracterização dos 

pacientes SS 
 
 

 
Todos os 
pacientes 
(n =197) 

 
Osteonecrose 

Presente 
(n =83) 

 
Osteonecrose 

Ausente 
(n =114) 

 
P-valor 

 
 
 

 No. (%) No. (%) No. (%)  
Gênero    0,001* 
 Feminino 113 57,4 36 43,3 77 67,5  
 Masculino 84 42,6 47 56,7 37 32,5  
Idade (anos), mediana 31 31 31  
Intervalo 11 - 55 11 – 55 18 - 53  
Alfa-tal (-α3,7kb)   0,510 
 Normal 146 74,5 59 71,9 87 76,3  
 Mutado** 50 25,5 23 28,1 27 23,7  
 CVO   <0,0001* 
 <3 94 47,9 20 24,4 74 64,9  
 >3 86 43,8 49 59,7 37 32,4  
 >6 16 8,3 13 15,9 3 2,7  
Hemácias (x 1012 

células/µL), mediana 
2,5 2,6 2,6 0,764 

Intervalo 1,2 – 4,8 1,50 – 4,8 1,29 – 4,6  
Hb(g/dL), mediana 8,0 8,2 8,0 0,534 
Intervalo 4,2 – 13,3 5,1 – 13,3 4,2 – 11,5  

Ht (%), mediana 24,4 25,1  24,1 0,133 
Intervalo 12,1 – 41 14,8 – 41,0 12,1 – 34,1  
Hb F (%), mediana 7,2 7,5 9,4 0,028* 
Intervalo 0,8 – 28 0,8 – 27,1 1,0 – 28,0  
Reticulócitos (%), 
mediana 

9,3 9,5 10,1 0,195 

Intervalo 0,9 – 45,0 0,9 – 45,0 1,5 – 24,0  
Leucócitos (x 109/L), 
mediana 

11,1 11,7 12,3 0,080 

Intervalo 1,6 – 71 1,6 – 71,0 5,3 – 25,9  
Plaquetas (x 109/L), 
mediana 

389,0 388,6 372,4 0,927 

Intervalo 14,0 – 814,0 116,0 – 814,0 14,0 – 793,0  
BI (mg/dL), mediana 2,2 2,7 2,7 0,808 
Intervalo 0,1 – 12 0,1 – 12,0 0,1 – 9,6  
LDH (U/L), mediana 765,0 972,0 829,3 0,283 
Intervalo 192,0 – 

3000,0 
192,0 – 3000,0 223,0 – 2850,0  

AST(U/mL), mediana 41,0 47,6 42,4 0,280 
Intervalo 13,0 – 151,0 16,0 – 151,0 13,0 – 105,0  
F. Alc. (U/L), mediana 135,3 151,3 125,4 0,075 
Intervalo 43,0 – 489,0 59,0 – 445,0 43,0 – 489,0  
HbF, Hemoglobina fetal; AST, Aspartato aminotransferase;  CVO, crises vaso-oclusivas; F. Alc, 
Fosfatase alcalina. 
*Diferença estatisticamente significativa (p<0.05). 
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As caracterizações clínico laboratoriais dos pacientes HbSβ e HbSC 

 também foram realizadas; a associação dos pacientes HbSβ (caso/controle) foi 

obtida com o número de leucócitos (P=0,044), plaquetas (P=0,035) e 

reticulócitos (P=0,019) (Tabela 4). Em relação aos pacientes HbSC foi 

encontrada associação com o número de hemácias (0,050) (Tabela 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

** Heterozigoto e homozigoto. 
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Tabela 4 - Caracterização clínico-laboratorial dos pacientes Sβ de acordo com a ocorrência de 
osteonecrose. 

 

 
Caracterização dos 

pacientes  Sβ 
 
 

 
Todos os 
pacientes 

(n =44) 

 
NACF 

Presente 
(n =11) 

 
NACF 

Ausente 
(n =33) 

 
P-valor 

 
 
 

 No. (%) No. (%) No. (%)  
Gênero    0,164 
 Feminino 25 56,8 4 36,4 21 63,6  
 Masculino 19 43,2 7 63,6 12 36,4  
Idade (anos), mediana 30,5 31 30  
Intervalo 15 – 66 15 - 40 18 - 66  
Alfa-tal (-α3,7kb)   0,650 
 Normal 33 82,5 10 90,9 23 79,3  
 Mutado2 7 17,5 1 9,1 6 20,7  
 CVO   0,338 
 <3 27 61,4 5 45,5 22 66,7  
 >3 13 29,5 4 36,4 9 27,3  
 >6 4 9,1 2 18,2 2 6,1  
Hemácias (x 1012 

células/µL), mediana 
4,4 4,4 4,4 0,989 

Intervalo 2,4 - 6,06 3,12 – 6,06 2,9 – 6,0  
Hb(g/dL), mediana 9,9 9,1 10,1 0,444 
Intervalo 6,8 – 13,7 6,9 – 13,2 6,8 – 13,7  
Ht (%), mediana 31,9 30,4  32,3 0,786 
Intervalo 22,6 – 45,5 24,4 – 41,7 22,6 – 45,5  
Hb F (%), mediana 4,5 7,5 3,9 0,331 
Intervalo 0,2 – 26,1 0,3 – 17,8 0,2 – 26,1  
Reticulócitos (%), 
mediana 

3,8 6,2 3,0 0,044* 

Intervalo 0,3 - 25 1,4 – 22,5 0,3 – 25  
Leucócitos (x 109/L), 
mediana 

8,0 9,6 7,4 0,019* 

Intervalo 2,1 – 22,2 6,7 - 13,6 2,1 – 22,2  
Plaquetas (x 109/L), 
mediana 

245 417 226 0,035* 

Intervalo 98 - 631 156 - 493 98 – 631  
BI (mg/dL), mediana 1,1 1,1 1,0 0,989 
Intervalo 0,05 – 6,41 0,2 – 2,96 0,05 – 6,41  
LDH (U/L), mediana 637 686 637 0,438 
Intervalo 167 - 2109 492 - 978 167 - 2109  
AST(U/mL), mediana 31,5 35 26 0,689 
Intervalo 10 - 130 11 - 48 10 - 130  
F. Alc. (U/L), mediana 129,5 173 113 0,193 
Intervalo 40 - 372 69 - 372 40 - 286  
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Tabela 5 - Caracterização clínico-laboratorial dos pacientes SC de acordo com a ocorrência de 
osteonecrose. 

 
Caracterização dos 

pacientes SC 
 
 

 
Todos os 
pacientes 

(n =62) 

 
Osteonecrose 

Presente 
(n =11) 

 
Osteonecrose 

Ausente 
(n =51) 

 
P-valor 

 
 
 

 No. (%) No. (%) No. (%)  
Gênero    0,087 
 Feminino 42 67,7 10 90,9 32 

 
62,7  

 Masculino 20 32,3 1 9,1 19 37,3  
Idade (anos), mediana 35 34 35  
Intervalo 14 - 78 14 - 74 18 - 78  
Alfa-tal (-α3,7kb)   1,000 
 Normal 51 91,1 10 90,9 41 91,1  
 Mutado** 5 8,9 1 9,1 4 8,9  
 CVO   0,077 
 <3 40 64,5 4 36,4 36 70,5  
 >3 20 32,2 6 54,5 14 27,4  
 >6 2 3,3 1 9,1 1 2,1  
Hemácias (x 1012 

células/µL), mediana 
4,1 4,0 4,2 0,050* 

Intervalo 3,2 – 6,0 3,2 – 4,5 3,2 – 6,0  
Hb(g/dL), mediana 10,9 10,5 11,1 0,090 
Intervalo 8,6 – 15,0 8,9 – 11,7 8,6 – 15,0  
Ht (%), mediana 33,5 32,4  33,8 0,208 
Intervalo 27,1 – 47,2 27,1 – 36,5 27,6 – 47,2  
Hb F (%), mediana 1,6 1,3 1,6 0,819 
Intervalo 0,2 – 11,3 0,4 – 11,3 0,2 – 5,9  
Reticulócitos (%), 
mediana 

2,09 4,2 2,6 0,254 

Intervalo 0,2 – 12,5 2,2 – 6,7 0,2 – 12,5  
Leucócitos (x 109/L), 
mediana 

9,4 9,2 9,5 0,741 

Intervalo 3,8 – 18,9 6,9 – 12,3 3,8 – 18,9  
Plaquetas (x 109/L), 
mediana 

223,0 321,0 221,5 0,083 

Intervalo 97,0 – 647,0 171,0 – 647,0 97,0 – 573,0  
BI (mg/dL), mediana 1,0 0,9 1,0 0,646 
Intervalo 0,1 – 4,4 0,5 – 2,1 0,1 – 4,4  
LDH (U/L), mediana 521,0 452,0 529,0 0,671 
Intervalo 209,0 – 929,0 278,0 – 929,0 209,0 – 903,0  
AST(U/mL), mediana 25,0 23,0 26,0 0,544 
Intervalo 11,0 – 60,0 15,0 – 39,0 11,0 – 60,0  
F. Alc. (U/L), mediana 85,0 78,0 87,0 0,236 
Intervalo 21,0 – 439,0 52,0 – 83,0 21,0 – 439,0  
HbF, Hemoglobina fetal; AST, Aspartato aminotransferase;  CVO, crises vaso-oclusivas; F. Alc, Fosfatase 
alcalina. 
*Diferença estatisticamente significativa (p<0.05). 
** Heterozigoto e homozigoto. 
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Para os estudos de associação genética, foram empregados modelos de 

análise estatística dominante, codominante e recessivo. Na tabela 6 estão 

apresentados os principais resultados encontrados no modelo codominante por 

melhor representar os dados obtidos nos pacientes HbSS (homozigoto variante 

versus homozigoto selvagem versus heterozigoto). 

 

Tabela 6 - Frequencia observada dos SNPs dos genes BMP6 e VDR para os pacientes HbSS. 

  Casos (83) 

N(%) 

Controles (114) 

N(%) 

p-valor 

BMP6 rs3812163 

(T>A) 

TT 7 (8,4) 5 (4,4) <0,0001* 

TA 48 (57,8) 38 (33,3)  

AA 28 (33,8) 71 (62,3)  

BMP6 rs1225934 

(C>A) 

CC 73 (87,9) 98 (86,0) 0,772 

CA 9 (10,8) 13 (11,4)  

AA 1 (1,3)  3 (2,6)   

BMP6 rs270393 

(C>G) 

CC 24 (28,9) 25 (21,9) 0,280 

CG 43 (51,8) 72 (63,1)  

GG 16 (19,3) 17 (15,0)  

BMP6 rs449853 

(T>C) 

TT 22 (26,5) 32 (28,1) 0,857 

TC 40 (48,2) 57 (50,0)  

CC 21 (25,3) 25 (21,9)  

BMP6 rs267196 

(T>A) 

TT 26 (31,3) 49 (42,9) 0,113 

TA 51 (61,4) 62 (54,4)  

AA 6 (7,3) 3 (2,7)  

BMP6 rs267201 

(A>G) 

AA 25 (30,1) 15 (13,1) 0,0001* 

AG 44 (53,0) 93 (81,6)  

GG 14 (16,9) 6 (5,3)  

VDR rs2228570 

(C>T) 

CC 39 (47,0) 59 (51,7) 0,024* 

CT 42 (50,6) 42 (36,8)  
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TT 2 (2,4) 13 (11,5)  

VDR rs11568820 

(G>A) 

GG 19 (22,9) 23 (20,2) 0,046* 

GA 40 (48,2) 73 (64,0)  

AA 24 (28,9) 18 (15,8)  

 

Em relação ao gene BMP6 apenas os rs3812163 (T>A) e rs267201 

(A>G) mostraram-se associados ao desenvolvimento de osteonecrose 

(P<0,0001), demonstrando o genótipo homozigoto recessivo (AA)  (rs3812163) 

e o genótipo heterozigoto (AG)  (rs267201) como fatores protetores contra o 

desenvolvimento da osteonecrose.  

Avaliando o risco cumulativo para o desenvolvimento da osteonecrose, 

observamos que os pacientes com genótipo TT e TA apresentaram uma maior 

taxa de desenvolvimento de osteonecrose que os AA (rs3812163) (P= 0,003) 

(figura 9). Em relação ao risco cumulativo do rs267201 observamos que os 

pacientes com genótipo AG apresentaram uma menor taxa de desenvolvimento 

de osteonecrose que os AA e GG (P<0,0001) (figura 10). Não foi possível 

encontrar resultados estatisticamente significativos para os demais SNPs do 

gene BMP6 estudados. 
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Figura 9 - Probabilidade cumulativa para o desenvolvimento de osteonecrose dos 

pacientes incluídos no estudo de acordo com os genótipos para o polimorfismo BMP6 
(rs3812163). 

    
 

Figura 10 - Probabilidade cumulativa para o desenvolvimento de osteonecrose dos pacientes 
incluídos no estudo de acordo com os genótipos para o polimorfismo BMP6 (rs267201). 

      

 

No caso dos polimorfismos no gene do VDR, obtivemos resultados 

estatisticamente significativos para ambos os polimorfismos. Em relação ao 

rs2228570 (FokI) o genótipo homozigoto recessivo (TT) aparece como um fator 

protetor contra o desenvolvimento da osteonecrose (P= 0,024). Avaliando o 

risco cumulativo para o desenvolvimento da osteonecrose, observamos que os 
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pacientes com genótipo CC e CT apresentaram uma maior taxa de 

desenvolvimento de osteonecrose que os TT (P= 0,036) (figura 11). 

 

Figura 11 - Probabilidade cumulativa para o desenvolvimento de osteonecrose dos pacientes 
incluídos no estudo de acordo com os genótipos para o polimorfismo VDR (rs2228570). 

     

O rs11568820 (Cdx2) também aparece como um fator protetor para o 

desenvolvimento da osteonecrose em seu genótipo heterozigoto (GA) (P= 

0,046). Avaliando o risco cumulativo para o desenvolvimento da osteonecrose, 

não observamos diferenças significativas entre os genótipos (P= 0,194).  

(Figura 12). 

Também foram realizadas as analises desses polimorfismos 

estatisticamente significantes para nossa população de pacientes HbSC e 

HbSβ, porém nenhum resultado estatístico foi encontrado (Anexo III). 
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Figura 12 - Probabilidade cumulativa para o desenvolvimento de osteonecrose dos pacientes 
incluídos no estudo de acordo com os genótipos para o polimorfismo VDR (rs11568820). 
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6 DISCUSSÃO 

No presente estudo, apresentamos o perfil clínico-laboratorial de 

pacientes com doença falciforme que desenvolveram osteonecrose, que foram 

atendidos no HEMOPE, no estado de Pernambuco. A partir da caracterização 

dos individuos, foi possível investigar a associação de polimorfismos nos genes 

BMP6 e VDR que possivelmente estão envolvidos na fisiopatologia da 

osteonecrose. 

A osteonecrose esteve presente em 11,1% dos pacientes HbSS, 7,5% 

HbSC e 12% dos pacientes HbSβ. A mediana de idade desses pacientes foi de 

31, 35 e 30,5 anos respectivamente. A evolução das doenças falciformes é 

marcada por uma diversidade fenotípica de complicações clínicas, que atingem 

a maioria dos órgãos e sistemas. Algumas dessas complicações não reduzem 

a expectativa de vida do paciente, porém podem comprometer 

consideravelmente a sua qualidade de vida. Estudos anteriores sugerem que a 

freqüência de osteonecrose na população falciforme é de 10 a 30%, e por volta 

dos 35 anos, metade dos pacientes com anemia falciforme apresentarão sinais 

e sintomas clínicos de osteonecrose (BALDWIN et al., 2005e; DALTRO et al., 

2008b; MILNER et al., 1991).  

Powars et al (2002), num estudo realizado nos Estados Unidos, 

relataram que complicações órgão-específicas crônicas ocorreram em 112 

indivíduos (39%) de um total de 284 pacientes HbSC. Os autores não 

observaram complicações como síndrome de mão-pé (dactilite infantil) nem 

AVC, apenas raros episódios de osteonecrose durante a primeira década de 

vida desses pacientes. Na segunda década de vida, observou-se um aumento 

da incidência dessas manifestações clínicas, sendo as mais frequentes a 
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retinopatia avançada em 65 indivíduos (23%) e osteonecrose (necrose 

avascular) em 42 indivíduos (15%) (POWARS et al., 2002a). 

Comumente, a osteonecrose apresenta um diagnóstico tardio, quando 

os pacientes já apresentam limitação na locomoção, restando apenas, como 

tratamento, a analgesia paliativa ou uma intervenção cirúrgica (AKINYOOLA et 

al., 2008d; MARSH et al., 2015b).  

No nosso estudo a mediana de desenvolvimento de osteonecrose dos 

pacientes SS, SC e Sβ foram 35, 36 e 21 anos respectivamente. E observamos 

uma diferença significativa entre os sexos apenas nos pacientes HbSS do 

grupo controle (P=0,001), constituído majoritariamente por mulheres. Powars et 

al (2002) relacionaram a maior freqüência observada de osteonecrose e 

retinopatia a partir da segunda década de vida dos pacientes, com uma melhor 

capacidade de diagnóstico por imagem, utilizando técnicas mais modernas de 

ressonância magnética, de documentar anormalidades mais precocemente 

durante o curso da doença (POWARS et al., 2002b).  

Além disso, também foi relatado que a osteonecrose afeta 

primariamente os adultos jovens, entre 20 e 50 anos. Em geral, os pacientes 

têm menos de 40 anos na época do diagnóstico e a manifestação é mais 

comum entre o sexo masculino (BORJAILLE et al., 2006; LONERGAN et al., 

2001). Assim, é evidente a necessidade de uma identificação precoce da 

manifestação. Quanto mais cedo o diagnóstico for realizado, e tomadas todas 

as medidas cabíveis tais como: acompanhamento por serviços especializados, 

com avaliações periódicas (CANÇADO & JESUS, 2007c).  

Em relação aos moduladores moleculares clássicos, nas nossas 

análises não encontramos relação da co-herança da alfa talassemia com o 

desenvolvimento da osteonecrose. Dados controversos são encontrados em 

diferentes estudos envolvendo pacientes com a doença falciforme, que 
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associam a alfa talassemia como sendo um importante fator de risco às 

complicações vaso-oclusivas da doença falciforme (ADEKILE et al., 2001b; 

BALLAS et al., 1989b; SILVA FILHO et al., 2011; STEINBERG et al., 1995; 

PANDEY et al., 2011). 

 Encontramos associação dos pacientes HbSS (caso/controle) com 

frequentes crises vaso-oclusivas ao ano (CVO) (P<0,0001), onde observamos 

uma alta frequência de mais de 6 CVO/ano nos pacientes caso (15,3%) quando 

comparados aos controles (2,7%); e com os níveis de HbF (P=0,028) que estão 

mais elevados nos pacientes do grupo controle (9,4) em relação ao grupo caso 

(7,5).  

Estudos relataram que a talassemia alfa, idade, hematócrito elevado, 

trombofilia, e frequentes eventos vaso oclusivos são fatores de risco para o 

desenvolvimento da osteonecrose por aumentar a viscosidade sanguínea 

(ADEKILE et al., 2001c; AKINYOOLA et al., 2009e; BALLAS et al., 1989c). Já 

os níveis mais elevados de HbF foram associados com uma taxa reduzida de 

episódios dolorosos agudos, úlceras na perna, osteonecrose, síndromes 

torácicas agudas e redução da gravidade da doença, por diminuir a taxa de 

polimerização da hemoglobina (AKINSHEYE et al., 2011; LETTRE et al., 

2008b). 

Em relação à caracterização clínico laboratorial dos pacientes HbSβ,  foi 

encontrado a associação dos pacientes com HbSβ caso com o número elevado 

de leucócitos (P=0,019), plaquetas (P=0,035) e reticulócitos (P=0,044). Um dos 

fenômenos mais importantes para o desenvolvimento da osteonecrose é a 

vaso-oclusão e tal evento resulta de um cenário complexo que envolve 

interações entre eritrócitos falcizados e outros componentes presentes no 

sangue (células endoteliais, leucócitos, plaquetas e reticulócitos), levando ao 

aprisionamento dos eritrócitos mais densos, senescentes e disformes 



   52
resultando numa redução do fluxo sanguíneo (KAUL et al., 2009b; MANWANI & 

FRENETTE, 2013c). 

No presente estudo, investigamos seis polimorfismos no gene do BMP6 

rs3812163 (A>T), rs270393 (C>T), rs1225934 (C>A), rs449853 (C>T), 

rs267196 (A>T), rs267201 (A>G). Porém apenas os polimorfismos BMP6 

rs3812163 (A>T) e rs267201 (A>G) que estão localizados upstream do gene e 

intronicamente, respectivamente, se mostraram associados no seu genótipo 

homozigoto variante (AA) e (AG) como fatores de proteção (P<0,0001) para o 

desenvolvimento da osteonecrose. 

Nosso estudo é o primeiro do Brasil a associar polimorfismos no BMP6 

ao aumento na frequência de osteonecrose em pacientes com DF. Baldwin et 

al. (2005), identificaram associação de polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNP’s) no gene BMP6 distribuídos ao longo do gene (em regiões intrônicas e 

intergênicas) (rs270393, rs267196, rs267201, rs449853, rs1225934), com o 

desenvolvimento de osteonecrose em uma coorte de 442 pacientes AF da 

América do Norte (BALDWIN et al., 2005f). 

Resultados semelhantes foram relatados por Ulug et al (2008) que 

também relacionaram o polimorfismo no BMP6 (rs3812163) como um fator 

protetor para os pacientes com doença falciforme, numa população de 244 

indivíduos em Londres; e por Chaouch et al (2013) que também observaram 

associação dos polimorfismos no gene do BMP6 (rs 267196 e rs267201) a um 

aumento na susceptibilidade da ocorrência de osteonecrose em relação a 

pacientes AF sem esta manifestação, com uma associação significativa entre 

os alelos A do rs267196 e G do rs267201 e a osteonecrose (P = 0,0023) 

(CHAOUCH et al., 2013c; ULUG et al., 2008d). Estes autores propõem que 

estes polimorfismos possam atuar na mineralização e reabsorção óssea, e que 
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juntos, acarretariam aos indivíduos afetados, um microambiente ósseo 

protegido, contra o desenvolvimento da osteonecrose.  

As proteínas morfogênicas ósseas (BMPs) têm diversas funções durante 

o desenvolvimento e a organogênese. Desempenham um papel importante no 

desenvolvimento do esqueleto e na formação óssea, e perturbações na sua 

sinalização podem causar uma variedade de anomalias esqueléticas e 

extraesqueléticas. (BEEDERMAN et al., 2013a). 

Estudos têm demonstrado a capacidade das BMPs de induzir as células 

tronco mesenquimais para se diferenciarem em osso, confirmando o seu papel 

na formação óssea e da cartilagem (BEEDERMAN et al., 2013b; VUKICEVIC & 

GRGUREVIC, 2009b). BMPs também desempenham um papel importante na 

manutenção da homeostase, tais como a manutenção da integridade da 

articulação, o início da reparação de fraturas, e a remodelação vascular. Além 

de participar de processos essenciais para o desenvolvimento, tais como a 

proliferação celular, a diferenciação e a apoptose (VUKICEVIC & GRGUREVIC, 

2009c; WANG et al., 2014d). 

Devido à sua importância como regulador em todo o corpo, diversas 

pesquisas com polimorfismos no gene do BMP6 também foram realizadas com 

a finalidade de encontrar possíveis marcadores moleculares que estariam 

envolvidos em várias patologias como o câncer, espondilite anquilosante e 

hipertensão pulmonar (ASHLEY-KOCH et al., 2008; JOO et al., 2014; WANG et 

al., 2014e).  

Diante da importância do papel do BMP6 no metabolismo ósseo, é 

necessário um maior entendimento do balanço da expressão gênica dos 

reguladores da via principalmente nos pacientes com doença falciforme, uma 

vez que o processo de desenvolvimento da necrose é agravado não apenas 

pelo quadro clínico dos pacientes, mas também por fatores ambientais e 
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socioeconômicos que envolvem a doença (BELISÁRIO et al., 2010c, WANG et 

al., 2014f). 

Em relação ao gene VDR obtivemos resultados estatisticamente 

significativos para ambos os polimorfismos. Nosso estudo também é o primeiro 

a associar polimorfismos do VDR ao aumento na frequência de osteonecrose 

em pacientes com DF. Para o rs2228570 (FokI) o genótipo homozigoto variante 

recessivo (TT) aparece como um fator protetor contra o desenvolvimento da 

osteonecrose (P= 0,024). Avaliando o risco cumulativo para o desenvolvimento 

da osteonecrose, observamos que os pacientes com genótipo CC e CT 

apresentaram uma maior taxa de desenvolvimento de osteonecrose que os TT 

(rs2228570) (P= 0,036). 

Relling et al (2004) e Colombini et al (2014) encontraram uma relação do 

genótipo CC (rs2228570) com um risco aumentado de osteonecrose em 

crianças com câncer (P=0,05) e para o desenvolvimento de discopatias e 

osteocondrose (P=0,012) respectivamente. Colombini ainda indicou o genótipo 

TT como protetor contra discopatias e osteocondrose em pacientes com 

patologias na coluna cervical (P=0,042) (COLOMBINI et al., 2014b; RELLING 

et al., 2004). 

Além disso, nos estudos de Abrams et al (2005) e de Smolders et al 

(2009) foi visto que pacientes de genótipo CC para este polimorfismo possuíam 

concentrações significativamente menores de vitamina D do que os pacientes 

TT (ABRAMS et al., 2005; SMOLDERS et al., 2009). Desta forma, acreditamos 

que este polimorfismo pode atuar conduzindo a uma estrutura óssea mais 

saudável, que acarretariam aos indivíduos com genótipo TT, uma proteção 

contra o desenvolvimento de osteonecrose. 

O rs11568820 (Cdx2) também aparece como um fator protetor para o 

desenvolvimento da osteonecrose em seu genótipo heterozigoto (GA) (P= 
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0,046). Avaliando o risco cumulativo para o desenvolvimento da osteonecrose, 

não observamos diferenças significativas entre os genótipos (P= 0,194).  Esse 

polimorfismo parece ser funcional, pois influencia a expressão gênica do VDR 

no intestino, de modo que a variação Cdx-A possui maior afinidade com a 

proteína Cdx-2, o que leva consequentemente um aumento da densidade 

mineral óssea (DMO) por meio de uma melhor absorção intestinal do cálcio 

(KHAN et al., 2014b). 

A primeira pesquisa conhecida sobre o polimorfismo Cdx-2 foi realizada 

com 261 mulheres japonesas nos períodos pré e pós-menopausa. De acordo 

com os resultados, o polimorfismo Cdx-2 apresentou-se significativamente 

relacionado à DMO lombar em mulheres pós-menopausa. Fang et al. (2003) 

verificaram que indivíduos com o alelo Cdx-A, apresentavam menos fraturas 

lombares, sendo o efeito similar para ambos os sexos. Além disso, 

polimorfismo Cdx-2 também se mostra alterado nas diferentes etnias, em 

pacientes com ancestralidade declarada. O alelo Cdx-A é mais freqüente nos 

negros (74%), seguido pelos asiáticos (43%) e menos freqüente nos brancos 

(19%) (ARAI et al., 2001b; FANG et al., 2003). 

Embora os polimorfismos avaliados neste estudo tenham um possível 

potencial nos processos de surgimento de osteonecrose, a avaliação funcional 

dos níveis de transcritos e das proteínas codificadas da via do BMP6 e do VDR 

também são importantes para entendermos o real impacto dessas variantes na 

modulação dos fenótipos apresentados por pacientes DF com osteonecrose.  

Compreender os fatores de risco genéticos para o desenvolvimento da 

osteonecrose pode fornecer novos conhecimentos sobre a patogênese desta 

doença e, eventualmente, oferecer oportunidades para o seu tratamento, que 

atualmente é limitado. 
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7 CONCLUSÃO 
 
Diante dos resultados obtidos, é possível concluir que: 

• Os polimorfismos BMP6 rs3812163 (A>T) e rs267201 (A>G) se mostraram, 

em seu genótipo homozigoto variante e heterozigoto, respectivamente, 

como fatores de proteção contra a ocorrência de osteonecrose na amostra 

populacional estudada; 

• Os polimorfismos VDR rs2228570 (C>T) e rs11568820 (G>A) se 

mostraram, em seu genótipo homozigoto variante e heterozigoto, 

respectivamente, como fatores de proteção contra a ocorrência de 

osteonecrose na amostra populacional estudada. 
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ANEXO I 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 
(resolução 196/96; 340/04; 347/05) 
 
Pesquisa: “Avaliação dos genes BMP6 e VDR na susceptibilidade à Osteonecrose em 

pacientes com doença falciforme.” 
Pesquisadores: Mariana Barros Souto de Souza (Mestranda em genética),  Marcos André 

Cavalcanti Bezerra (PhD), Dr. Aderson da Silva Araújo (PhD), Antonio Roberto Lucena Araújo 

(PhD). 

Local: Fundação Hemope / UFPE 

 A finalidade deste é trazer informações para o paciente sobre o “Avaliação dos genes 

BMP6 e VDR na susceptibilidade à Osteonecrose em pacientes com doença falciforme.” Os 

pesquisadores responsáveis pelo estudo responderão a quaisquer perguntas que o paciente 

possa ter sobre este termo e sobre o estudo. 

Nós verificamos que a anemia falciforme causa morbidade provocando dores, o que 

pode estar interferindo com suas atividades do dia a dia e gostaríamos que você doasse 2 

tubos de sangue, obtidos por punção venosa usando agulhas e seringas descartáveis. O risco 

por nós avaliado para o paciente é que em função da coleta de sangue, pode haver a formação 

de um pequeno hematoma local, não havendo qualquer outro risco em participar da pesquisa. 

O material desse estudo será armazenado no HEMOPE e somente será utilizado para outros 

estudos após nova consulta ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) e CONEP. 

O paciente tem direito a privacidade e toda informação que for obtida em relação a este 

estudo permanecerá em sigilo. Como condição de participação nesta pesquisa, o paciente 

permite acesso aos dados obtidos durante o estudo, aos pesquisadores envolvidos neste 

estudo e aos membros da Comissão de Ética responsáveis pela análise do projeto. Os 

resultados deste projeto de pesquisa poderão ser apresentados em congresso ou em 

publicações, porém, sua identidade não será divulgada nessas apresentações. A participação 

neste estudo é voluntária e o paciente pode recusar-se a participar ou poderá interromper sua 

participação a qualquer momento sem prejuízos ao seu tratamento. O pesquisador tem o 

direito de desligá-lo do estudo a qualquer momento que julgar necessário. Além disso, o 

paciente tem direito a qualquer esclarecimento sobre o estudo mesmo durante o seu decorrer. 

Consulta de questões éticas: 

Comitê de Ética da Fundação HEMOPE 

Endereço: Rua Joaquim Nabuco, 171 – 

Fundação HEMOPE 

Telefone: (81) 3416-4660 

Pesquisador Bolsista: Mariana Barros Souto de Souza 

Pesquisador Responsável: Dr. Marcos André 

Cavalcanti Bezerra 

Endereço: Rua Joaquim Nabuco, 171 – Fundação 

HEMOPE; Laboratório de Hemoglobinopatias - 

UNILABE 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

Eu,________________________________________________declaro ter recebido todas 

as informações relativas ao estudo “Avaliação dos genes BMP6 e VDR na 

susceptibilidade à Osteonecrose em pacientes com doença falciforme.”Autorizo a 

coleta de 2 tubos de 4ml contendo EDTA,  que serão utilizados nesse estudo. 

 

Outros pontos importantes foram enfatizados: 

1- Ampla liberdade de recusar-me a participar do estudo ou retirar meu consentimento em 
qualquer fase deste, sem penalização ou prejuízo da continuidade do meu tratamento. 

Garantia de esclarecimentos sobre o estudo, mesmo durante o seu decorrer. 

2- Garantia de sigilo que assegure a minha privacidade quanto aos dados confidenciais 
envolvidos no estudo, quando da sua divulgação ou publicação científicas. 

3- Garantia de acesso ao responsável pelo estudo e ao respectivo comitê de ética 
institucional, quando necessário. 

 
Portanto, concordo em participar do estudo autorizando a equipe responsável, à 
manipulação dos dados e ao armazenamento de material biológico. As amostras só serão 
utilizadas em estudos futuros depois de submetidos ao CEP e ao CONEP. 
 
Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra (81) 98008105; Mariana Barros (81) 9874-6947;  

 

Consentimento para participação no estudo: 

 
________________________________       

Paciente 
 
________________________________ 
Pesquisador responsável  
 
________________________________ 
Testemunha 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

IImmpprreessssããoo  DDiiggiittaall  
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ANEXO III 
 
Tabela complementar 1 - Frequencia observada dos SNPs dos genes BMP6 e VDR para os 
pacientes HbSC e HbSβ. 
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