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Sr. Editor:

A grande variabilidade clínica e das características
hematológicas encontradas nos pacientes com anemia
falciforme não só proporciona um desafio para a compreen-
são dos mecanismos envolvidos, mas também pode ser a
chave para as estratégias de intervenção terapêutica.1 Para
contribuir com a caracterização das diferenças genéticas res-
ponsáveis pela diversidade encontrada na anemia falciforme,
vários polimorfismos têm sido estudados.

O polimorfismo no gene da MTHFR (metilenotetra-
idrofolato redutase) foi investigado em falcêmicos, associa-
do ao aumento dos níveis séricos de homocisteína total, des-
crito como um fator de risco para o desenvolvimento de do-
enças cardiovasculares.2 O polimorfismo no gene da MPO
(mieloperoxidase) parece ter um papel importante na suscep-
tibilidade de infecção nos indivíduos com anemia falciforme,3

assim como os genes que codificam os receptores CCR2 e
CCR5, envolvidos na migração de leucócitos para os tecidos
inflamados, além dos polimorfismos do gene da enzima óxido
nítrico sintase endotelial (NOS3), que não parece acentuar as
manifestações clínicas da doença.4

O gene de reparo do DNA XRCC1 (X-Ray Repair Cross
Complementing family) tem um papel importante no reparo
das quebras de fita simples no DNA induzidas pela oxidação
em células humanas.5 Não há dados na literatura sobre a aná-

lise de polimorfismos do gene XRCC1 em pacientes com ane-
mia falciforme, os quais apresentam maior susceptibilidade
de oxidação da hemoglobina S, resultando em maior geração
de espécies reativas de oxigênio, tornando-a mais sensível
ao estresse oxidativo do que a hemoglobina normal.6 As de-
ficiências na capacidade de reparo do DNA devido às muta-
ções ou polimorfismos dos genes de reparo, incluindo o
XRCC1, podem levar à instabilidade genômica, a qual resulta
nas síndromes de instabilidade cromossômica e aumento do
risco de desenvolvimento de vários tipos de tumores.6

Esta investigação foi realizada para identificar a pre-
sença de dois polimorfismos no gene XRCC1, que resultam
na substituição de aminoácidos nos códons 194 (Arg194Trp)
e 399 (Arg399Gln). A casuística constou de amostras de san-
gue periférico obtidas de pacientes com anemia falciforme e
doadores voluntários do Hemocentro Regional de Uberaba-
MG, após consentimento informado. Todas as amostras fo-
ram amplificadas e analisadas pela técnica de PCR-RFLP, com
a utilização da enzima de restrição MspI.7 Os primers utiliza-
dos foram: 194F: 5'-GCCCCGTCCCAGGTA-3'; 194R: 5'-
AGCCCCAAGACCCTTTCACT-3' e 399F: 5'-TTGTG CTTTC
TCTGTGTCCA-3' e 399R: 5'-TCCTCCAGCCTTTTCTGATA-
3', amplificando os fragmentos de 491 e 615 pb, respectiva-
mente. As condições de reação de PCR (25 µl) foram: 100 ng
de cada primer para o códon 194; 150 ng de cada primer para
o códon 399; 300 ng de DNA genômico; 200 µM dNTPs;
2,5 µl de tampão de PCR 10 x (20 mM Tris-HCl, 50 mM KCl,
pH 8,4); 3,0 mM MgCl2 e 1 U de Taq polimerase. O ciclo de
amplificação consistiu de 94°C por quatro minutos, trinta ci-
clos de 94°C por trinta segundos, 65°C por um minuto e meio
e 72°C por um minuto, seguidos de cinco minutos a 72°C.
Após a reação de amplificação, 20 µl do produto de PCR
foram digeridos com 15 U da enzima MspI, a 37°C por uma
noite, e então analisados em gel de poliacrilamida a 10%,
submetidos a eletroforese a 140 V e corados com brometo
de etídeo. O alelo selvagem Arg para o códon 194 é identifi-
cado pela presença da banda de 292 pb, enquanto o alelo
polimórfico Trp é caracterizado pela presença da banda de
313 pb (indicando a ausência do sítio de restrição MspI).
Quanto ao polimorfismo no códon 399, os genótipos Arg/
Arg, Arg/Gln e Gln/Gln são identificados pelas bandas de
374/221, 615/374/221 e 615 pb, respectivamente.

A distribuição genotípica dos indivíduos falcêmicos e
não falcêmicos para os códons 194 e 399 do gene XRCC1
está apresentada na Figura 1. Apenas um indivíduo falcêmico
apresentou o genótipo heterozigoto no códon 194 (Arg/Trp),
enquanto todos os outros indivíduos falcêmicos e não falcê-
micos apresentam o genótipo homozigoto (Arg/Arg). Para o
códon 399 do gene de reparo XRCC1, houve uma prevalência
de indivíduos falcêmicos homozigotos (Arg/Arg) em relação
ao número de indivíduos não falcêmicos para o mesmo
genótipo. Por outro lado, obtiveram-se freqüências maiores
do genótipo heterozigoto (Arg/Gln) nos indivíduos não
falcêmicos (46,7%) em comparação com os indivíduos falcê-
micos (20,0%), entretanto, não houve diferença estatística
entre os resultados (Tabela 1).
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poderia ser incluído como estratégia para a melhor compre-
ensão da diversidade encontrada nos pacientes com anemia
falciforme.

Abstract

Sickle cell disease (SCD) is an inherent disorder caused by a
single nucleotide substitution. The great variability in clinical and
hematological features of SCD provides a challenge in the
understanding of the pathophysiological mechanisms leading to
the disease. The identification of DNA polymorphisms can
contribute to understand the role of the different biomarkers and
their relationships with the extremely variable clinical manifestation
of SCD. In order to contribute to the identification of polymorphisms
in SCD, we proposed to study the distribution of the DNA repair

gene XRCC1 in SCD patients and healthy control individuals. Our
results indicate that the polymorphisms of the XRCC1 variant
alleles 399Gln and 194Trp were not statistically different between
the groups studied. We observed a tendency for the prevalence of
the Gln/Gln genotype in SCD patients. The results from ongoing
investigations with other polymorphisms have been elucidating
the role of such biomarkers and their relationships with the clinical
manifestation of SCD. Rev. bras. hematol. hemoter. 2006; 29(2):
198-199.
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Tabela 1
Distribuição das freqüências genotípicas e alélicas dos polimorfismos do gene

XRCC1 em indivíduos falcêmicos e não falcêmicos
Número (%)

Locus Genótipo Falcêmicos Não
Falcêmicos OR (95% IC) P

XRCC1
194

(C/T)
MspI

Arg/Arg
Arg/Trp
Trp/Trp
Arg/Trp + Trp/Trp
Alelos
Arg
Trp

14/15 (93,3)
1/15 (6,7)
0/15 (0,0)
1/15 (6,7)

0,97
0,03

15/15(100,0)
0/15 (0,0)
0/15 (0,0)
0/15 (0,0)

1,00
0,00

1,0 (referência)
0,31 (0,01-8,3)

 _*
0,31 (0,01-8,3)

-
-

1,00
_*

1,00

1,00

XRCC1
399

(G/A)
MspI

Arg/Arg
Arg/Gln
Gln/Gln
Arg/Gln + Gln/Gln
Alelos
Arg
Gln

10/15 (66,7)
3/15 (20,0)
2/15 (13,3)
5/15 (33,3)

0,77
0,23

7/15(46,7)
7/15(46,7)
1/15(6,7)

8/15(53,3)

0,70
0,30

1,0 (referência)
3,33 (0,6-17,6)
0,71 (0,5-9,5)

2,29 (0,5-10,0)

-
-

0,24
1,00
0,46

0,77
Arg/Arg = homozigoto para o alelo polimórfico; Arg/Trp e Arg/Gln = heterozigoto;
Trp/Trp e Gln/Gln = homozigoto para o alelo polimórfico. OR = "odds ratio";
IC = intervalo de confiança; P = os valores foram calculados pelo teste de
probabi-lidade exato de Fisher. *OR não calculada devido a número insuficiente.

Figura 1. PCR-RFLP em gel de poliacrilamida 10% para detecção do
polimorfismo XRCC1-MspI, onde M= marcador de peso molecular
(100 pb). Linha 1: heterozigoto para o códon 194 e homozigoto
selvagem para o códon 399; Linhas 2, 4, 10, 12 e 13: homozigotos
selvagens para ambos os códons; Linhas 3, 5-8 e 11: homozigotos
selvagens para o códon 194 e heterozigotos para o códon 399;
Linha 9: homozigoto selvagem para o códon 194 homozigoto
polimórfico para o códon 399
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