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RESUMO

Dentre as complicagdes clinicas da anemia falciforme (AF), o acidente vascular
cerebral (AVC) é a de maior gravidade. A ultrassonografia com Doppler
transcraniano (DTC) estratifica o risco de AVC, levando ao inicio da terapia
profilatica. Entretanto, o DTC apresenta algumas limitagdes, sendo necessaria a
identificacdo de novos indicadores que o auxiliem. O CAV1 é um gene interessante
para avaliacdo desse risco e codifica caveolina-1: proteina envolvida na diminuicéo
da biodisponibilidade do oxido nitrico (NO), importante vasodilatador. Para este
estudo foram selecionados 3 polimorfismos no gene CAV7: rs3807989 (G>A),
rs7804372 (T>A) e rs1997623(A>C). Selecionamos 339 individuos com AF menores
de 20 anos de idade acompanhados na Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia
de Pernambuco (HEMOPE), Recife-PE. As genotipagens para os polimorfismos
ocorreram por PCR em tempo real com discriminagao alélica utilizando sondas
TagMan no aparelho QuantStudio® 5. Os polimorfismos rs3807989 e rs7804372 nao
se mostraram associados estatisticamente com as variaveis analisadas. O
rs1997623 demonstrou associagéo estatisticamente relevante com o AVC (p=0,003)
e Doencga Cerebrovascular (P=0,011). Além disso, o alelo selvagem "A" demonstrou
estar mais relacionado com o AVC (P = 0.0032; OR: 2.568; IC: 1.374 — 4.655) e com
a DCV (P = 0.0092; OR: 1.950; IC: 1.205 — 3.160) quando comparado ao alelo
variante "C". Estes achados conferem ao rs1997623 um carater protetivo contra
essas condi¢cdes avaliadas, sendo ainda necessarios estudos futuros.

Palavras chave: Anemia Falciforme; AVC; Caveolina-1; CAV1; Doenca
cerebrovascular.



ABSTRACT

Among the clinical complications of sickle cell anemia (SCA), the stroke is the most
serious. Transcranial Doppler (TCD) is a screening tool that predicts the risk of
stroke, leading to the initiation of prophylactic therapy However, the DTC has some
intrinsic limitations, requiring the identification of new indicators to help it. The CAV1
is an interesting gene for assessing this risk and is responsible for encoding the
caveolin-1 protein. This protein regulates signaling pathways and processes that are
involved in the pathophysiology of stroke in SCA, mainly by negatively regulating the
bioavailability of nitric oxide (NO), an important vasodilator. For this study, 3
polymorphisms in the CAV1 gene were selected rs3807989 (G>A), rs7804372 (T>A)
and rs1997623(A>C). We selected 339 individuals with SCA under 20 years of age
followed at the Pernambuco Hematology and Hemotherapy Foundation (HEMOPE),
Recife-PE. Genotyping for polymorphisms was performed by real-time PCR with
allelic discrimination using TagMan probes in the QuantStudio® 5 device.
Polymorphisms rs3807989 and rs7804372 were not statistically associated with the
analyzed variables. The rs1997623 showed a statistically significant association with
stroke (p=0.003) and cerebrovascular disease (p=0.011). Furthermore, the wild-type
"A" allele was shown to be more closely related to stroke (P = 0.0032; OR: 2.568; CI:
1.374 — 4.655) and CVD (P = 0.0092; OR: 1.950; CI: 1.205 — 3.160) when compared
to the variant allele "C". These findings give rs1997623 a protective character against
these evaluated conditions, but further studies are needed to confirm these results
because stroke is a multifactorial disease.

Keywords: Sickle Cell Anemia; Stroke; Caveolin-1; CAV1; Cerebrovascular disease.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1: Mapa com estimativa numérica de recém nascidos com anemia

falciforme a cada 100.000 nascimentos por pais em 2015 (pag. 19)
Figura 2: Complicagdes clinicas da doenga falciforme (pag. 23)

Figura 3: Diagrama da area onde o transdutor do Doppler Transcraniano é

posicionado para obter os sinais das artérias intracranianas (pag. 26)

Figura 4: Algoritmo para DTC em pacientes pediatricos com doenga falciforme

(pag. 27)
Figura 5: Indicagbes para transfusao de hemacias na AF (pag. 29)
Figura 6: Esquema de ativagdo da eNOS em caveolas endoteliais (pag. 36)

Figura 7: Probabilidade de acometimento pelo AVC dependente do gendtipo para o
polimorfismo rs1997623 (pag. 48)



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Principais transcritos, posicao genémica e no transcrito para cada SNP,

segundo o banco de dados Ensembl. (Pag 39)

Tabela 2: Caracterizagdo laboratorial dos pacientes incluidos no estudo (pag. 44)
Tabela 3: Caracterizagao clinica dos pacientes incluidos no estudo (pag. 45)
Tabela 4: Frequéncias alélicas e genotipicas (pag. 46)

Tabela 5: O modelo univariado de riscos proporcionais de Cox para os SNPS
rs7804372 e rs3807989 tendo como variavel de falha a ocorréncia do AVC. (pag 46)

Tabela 6: Associagdo do polimorfismo rs1997623 do gene CAV1 de acordo com o

modelo de heranga codominante (pag. 47)

Tabela 7: Analise alélica do polimorfismo rs1997623, para o desenvolvimento do
AVC (pag. 49)

Tabela 8: Analise alélica do polimorfismo rs1997623, para o desenvolvimento da
DCV (pag. 49)

Tabela 9: O modelo univariado de riscos proporcionais de Cox para O SNP

rs1997623tendo como variavel de falha a ocorréncia do AVC. (pag 50)

Tabela 10: O modelo multivariado de riscos proporcionais de Cox para O SNP

rs1997623 tendo como variavel de falha a ocorréncia do AVC. (pag 50)



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ITEM DEFINIGAO

2,3-DPG 2,3 - Difosfoglicerato

A Adenina

AF Anemia Falciforme

AIT Ataque isquémico transitorio

ARB Arabe-indiano

AVC Acidente Vascular Cerebral

BABY HUG do inglés, Pediatric Hydroxyurea in
sickle cell anemia

BEM Benin

Bl Bilirrubina Indireta

BT Bilirrubina Total

CAR Republica Central Afriacana

CAV1 Gene codificante da Caveolina-1

Cav-1 Proteina caveolina 1

Cav-2 Proteina caveolina 2

Cav-3 Proteina caveolina 3

CEP Comité de ética e Pesquisa

CEU Populagao arabe indiana

CNS Conselho Nacional de saude

CSSCD do inglés, Cooperative study of sickle
cell disease

DCV Doenca Cerebrovascular

DNA Acido desoxirribonucleico

DTC Doppler transcraniano

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

ENOS Oxido nitrico sintase endotelial

EROS Espécies reativas de oxigénio

FRAVC Fatores de risco para o AVC

G Guanina

GWAS do inglés, Genome-Wide Association



HAS
Hb

Hb S/B°
HbA
HBB
HbF
HbS
HCM
HEMOPE

HT

HU
ICAM-1
IS
LabCen
LDH
MAF
MAPK

NHCL

NO
PCR
Ph
PLQ
Po2
RBC
Rh
RMN
RNA
SEM
SNP

Study

Hipertens&o Arterial Sistémica
Hemoglobina

S/B° talassemia

Hemoglobina A

Gene da B globina

Hemoglobina Fetal

Hemoglobina S

Hemoglobina corpuscular média
Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco
Hematocrito

Hidroxiuréia

Molécula de adeséo intracelular 1
Infarto silencioso

Laboratério Central CB/UFPE
Lactato desidrogenase

Do inglés “Minor allele frequency”
Proteina quinase ativada por
mitdégeno

Nucleo de Hematologia Clinica e
Laboratorial

Oxido nitrico

Reacao em cadeia da polimerase
Potencial hidrogeniénico
Plaquetas

Pressao de oxigénio

do inglés, Red Blood Cells
Rhesus

Resonéncia magnética nuclear
Acido ribonucleico

Senegal

do inglés, Single nucleotide



STA
STOP

SWITCH

TC
TCLE

TGF-B
TWITCH

VCAM-1
VCM
VMMF
WBC
YRI

polymorphism

Sindrome toracica aguda

Do inglés, Stroke prevention trial in
sickle cell anemia

do inglés, Stroke with transfusions
changing to hydroxyurea

Tomografia computadorizada

Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

Fator de crescimento transformador
do inglés, TCD with transfusions
change to hydroxyurea

Molécula de adesé&o celular vascular 1
Volume corpuscular médio

Média da velocidade maxima de fluxo
do inglés, White blood cells

Populagao africana



ITEM

%

cm/s
dNTPs
kb

kg
MgCI2
mg

ml

mM

ng

LISTA DE SiMBOLOS

DEFINIGAO

Porcentagem

Alfa

Beta

Centimetros por segundo
Desoxinucleotideos
Kilobase
Quilograma

Cloreto de magnésio
Miligrama

Mililitro

Milimolar
Nanograma
Significancia

Brago curto do
Cromossomo

Pares de bases
Potencial Hidrogenibnico
Braco longo do
Cromossomo
Unidade

Microlitro
Micromolar

Graus Célsius
Minuto

Segundo

Igual a

Maior que

Maior ou igual a

Menor que



SUMARIO

1UNTRODUGAOD ... et e e et e et e e s e e es e assessesesesesesesssse st sae st sne s snesssssnssssrsnnen 15
2.FUNDAMENTAGAO TEORICA..........cooereecereeeceeessaeesesseesesesassessssse e e sssasssnssssssasssssnns 18
2.1 ANEMIA FALCIFORME ..ottt 18
2.1.1 Etiologia € epidemiOlogia ..........cceceruieiiiiiieieseseete ettt enne s 18
2.1.2 FiSIPAtOlOGIA ...c.veeieieieee et 19
2.1.3 Manifestagies ClHNICAS.........cccovrerereeieeee ettt sesseenan 22

2.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL........cooittireieitee ettt 23
2.2.1 Acidente vascular cerebral e a anemia falciforme..............cccocconecniinccncnniicene 23
2.2.2 Doppler Transcraniano na detecgao do AVC.........ccecveveieeieniceeecee e 25

2.3 MEDIDAS DE PREVENGAQ DO AVC......coooiieeeeeeeeeeeaessesses e sssses s sssssans 27
2.3.1 Terapia transfuSIONaL...........cocveiriieieccee e 27
2.3.2 Terapia coOm HiAroXiUr€ia ..........cceovrueeiieriieieesei ettt neens 30

2.4 MODULADORES GENETICOS .......ooiieeieeeeeecieesieee s sasssaas 31
2.5 CAVEOLINA ...ttt bbbttt b s 33
2.5.1 O oxido nitrico na anemia falCiforme .............cooiiiiiiincinicccc e 33
2.5.2 Gene CAV-1 e afungao da sua proteiNa.........ccoceeeeueveeneeeiesenisene e 34
2.5.3 Polimorfismos N0 geNE CAV-T ...ttt e 37

B TR 0 = N I 0 40
T B O o] 1= 1Y T 1= - | TSR 40
3.2 ODbjetivos ESPECITICOS ...cviiiiiiiice ettt et neenees 40
4. METODOLOGIA......co et san s s e e n e e e an e d e nann e e e s nn e e e 41
4.1 CASUISTICA ..ttt 41
4.2 CritérioS d@ INCIUSA0......cccciriiuiriciiriciic e 42
4.3 Criterios d@ EXCIUSA0........c.eviiuiriiiiriiiniec et 42
4.4 Analise hematoldgiCa € ClINICA ........ccocuerieiiiiic e 42
4.5 ANAIISE MOIECUIA ...ttt nae 42
4.5.1 Extragdo do DNA gendmico € genotiPagem ..........ccccvereeeereeinenienieieneeeseeeere e 42

4.6 Analise EStatiStiCa ........coueiviiiniiic 43
4.7 ASPECLOS EHICOS..........oeeeeeeeeee et en s es s es s s s seaees 43
5. RESULTADOS .......ccoitiiiimieeinsnss s s s s sssssss s as s s s sass s s s s saanae s s s mmn s e ssannae s s snnns 44
T I D T=Y-Tor g To7= o e F= W oo Lo C= 00 RS 44

5.2 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do gene CAVT.......cccccvevveeennne. 45



5.3 Associagdes dos polimorfismos do gene CAV1 com a ocorréncia das principais

complicacdes cerebrovasculares NA AF ..........ooo e 46
LS00 0 5 o U= o 51
A T o0 N[0 I U= 0 55
8.0 REFERENCIAS ........ovieurerecsesrecasssssesssseseassssssssasssessssseseasssssesassssnesssssensasssassnsassnens 56
9.0 ANEXOS .....oiiiiiieiier i e e e e e e e e e s e e e s e s e sme e e ee s smmn e e e seame e e eeeannneeeaeannneeeeaannneeeanannneeanans 69

9.1 Parecer do COMItE dE ELICA........ccceeriiriiriiieieecc e e 69

9.2 Termo de Assentimento livre e esclarecido — menores de idade .........c.ccccceecvevrvrienene. 70

9.3 Termo de Assentimento livre e esclarecido - RESPONSAVEIS .........ccevvvveienecieiesieeen, 72

9.4 Tabela sSUPIEMENTAr 1 .......cooeeceee e s st s et 74

10. CURRICULUM LATTES......o oottt sssss s s sssss s sssn s s sasne s s snnas 75



15

1.INTRODUGAO

A anemia falciforme (AF) é a doenga hereditaria monogénica mais comum do
mundo e & causada pela troca do aminoacido acido glutdmico por valina na sexta
posicédo da cadeia da -globina devido a substituigdo de um unico nucleotideo, GAG
> GIG no cromossomo 11p15.5, codificando uma hemoglobina anormal: a
hemoglobina S (HbS). Algumas condi¢des, como por exemplo a hipdxia, promovem
a polimerizagdo dessa hemoglobina. A medida que a desoxi-HbS polimeriza e as
fibras se alinham, a forma do eritrécito € alterada, adquirindo morfologia semelhante
a uma foice. Esses eritrocitos deformados e rigidos podem obstruir o fluxo
sanguineo normal na microcirculagao e, assim, induzir a isquemia em tecidos distais

devido ao bloqueio vascular, que € a base para muitas complicagdes da AF.

O acumulo de polimeros de HbS dentro das hemacias falcizadas resulta em
lesdo celular e, em larga escala, os eritrocitos danificados ficam mais susceptiveis a
eventos hemoliticos e vaso-oclusivos, caracterizando assim, os principais eventos
envolvidos na fisiopatologia da AF. Dentre as complicagdes clinicas da AF
destacam-se: episédios vaso-oclusivos, sindrome toracica aguda, necrose
avascular, ulceras nas pernas, priapismo, retinopatia e doenga cerebrovascular, a
qual inclui complicagbes como ataque isquémico transitério, infarto silencioso,
Doppler Transcraniano de alto risco e acidente vascular cerebral (AVC), sendo esta
ultima a de maior gravidade, e de grande impacto e prevaléncia em individuos

pediatricos com AF.

O AVC pode ser definido como um evento neurolégico agudo secundario a
oclusdo de uma artéria ou a uma hemorragia, com consequente isquemia e/ou sinais
e sintomas neuroldgicos. Os eventos cerebrovasculares constituem uma importante
complicagao clinica da AF por possuirem graves consequéncias na qualidade de
vida do paciente, constituindo a causa mais relevante de disturbios neurocognitivos
e aumento da morbidade entre pacientes jovens. Estima-se que as criangas com AF
quando comparadas a criangas sem a HbS, possuem um risco 300 vezes maior de
serem acometidas pelo AVC na forma de infartos cerebrais silenciosos, ataques
isquémicos transitérios, isquémicos evidentes ou hemorragicos, sendo a disfungao
endotelial e as anormalidades da coagulagao os principais mecanismos patogénicos

para a ocorréncia do dessa complicagcao em pacientes com AF.
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A ultrassonografia com Doppler transcraniano (DTC) das artérias cerebrais é
uma ferramenta de triagem eficaz em criangas com AF. A velocidade elevada do
fluxo sanguineo cerebral nesses vasos pressagia o risco de acidente vascular
cerebral e pode levar ao inicio da terapia profilatica. Estenose ou oclusdo nas
artérias intracranianas sao identificadas no DTC pelo aumento do fluxo sanguineo,
resultante do estreitamento dos vasos. Apesar de nao invasivo e de baixo custo, o
DTC apresenta algumas limitagdes como a alta dependéncia do operador, a
incapacidade de detectar velocidades em todos os pacientes (alguns obtém
resultado inadequado ou ndo conclusivo), particularmente aqueles com janelas
osseas ruins, baixa especificidade para o AVC e n&o € capaz de predizer uma

isquemia “silenciosa”.

Diante dessas limitagdes intrinsecas do DTC, que dificultam a estratificacdo
de risco em alguns pacientes, vem a tona a necessidade da identificacdo de novos
marcadores genéticos que tenham correlagdo com o desenvolvimento de AVC nos
pacientes com AF, para que sejam utilizados como ferramenta de suporte aos
resultados do Doppler. Com isso, os principais candidatos para a avaliagdo da
predisposicdo ao AVC em pacientes falciformes incluem genes envolvidos na

biologia do éxido nitrico, lesdo endotelial, trombose e inflamagéo.

Neste contexto, um interessante candidato € o gene CAV-1 responsavel por
codificar a proteina caveolina-1. Essa proteina € um componente estrutural
essencial das caveolas que regula vias de sinalizagdo como receptor acoplado a
proteina G, tirosina quinases, eNOS e vias MAPK associadas a inflamacao e
alteracbes fenotipicas na parede vascular. Por isso, desempenha um papel
importante em doencgas cardiovasculares, incluindo o AVC. A Caveolina-1, proteina
transmembrana integral de 21 kDa, € um regulador negativo bem conhecido da
atividade da enzima eNOS em células endoteliais vasculares mantendo-a em um
estado inativo, reduzindo assim a biodisponibilidade desse importante vasodilatador
0 que favorece a vaso-oclusdo. Além disso, o0 NO demonstrou reduzir a transcrigao
de varias moléculas de adesédo endotelial como ICAM-1e VCAM-1 e familias da
selectina (E- e P-selectina) inibindo a ativagdo plaquetaria, demonstrando estar
envolvido em diversas fatores que influenciam o cenario de desenvolvimento do
AVC.
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Uma vez que variantes genéticas parecem estar implicadas na fisiopatologia
do AVC, estudos relacionados com a elucidacéo de sua influéncia frente a incidéncia
de doenca cerebrovascular sdo uteis a fim de fornecer uma alternativa de teste
prognéstico. Com isso, seria possivel a identificagcdo precoce de criangas que
apresentam alto risco de desenvolver esta complicagdo clinica, diminuindo a
ocorréncia de acidentes vasculares cerebrais primarios em portadores de AF através

de tratamentos preventivos necessarios.
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2.FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 ANEMIA FALCIFORME
2.1.1 Etiologia e epidemiologia

A anemia falciforme (AF) € uma doenga autossdmica recessiva hereditaria e
esta entre as doengas monogénicas mais comuns do mundo acontecendo devido a
uma mutagédo pontual no gene codificante da cadeia 3-globina (HBB), localizado no
cromossomo 11(Habara & Steinberg, 2016; Osunkwo et al., 2021). Em 1910, a AF
foi primeiramente descrita por Herrick e posteriormente a sua mutagédo foi
caracterizada por Ingram et. al como uma substituicdo do aminoacido &cido
glutdmico pela valina na sexta posi¢ao da cadeia polipeptidica da B-Globina (James,
1910; Kornberg & Krebs, 1957). Essa substituigdo de aminoacidos € proveniente da
troca de adenina por timina no sexto codon do gene HBB (HBB; S GAG—GITG;
glubval), resultando na codificagdo de uma hemoglobina instavel que ficou
conhecida como Hemoglobina S (HbS) (Frenette et al., 2007; Onimoe & Rotz, 2020;
Vorst, 2020).

A distribuicdo geografica do alelo s sofre influencia de dois fatores principais:
a endemicidade da malaria e os movimentos populacionais migratorios. A AF se
mostra altamente prevalente em grandes areas na Africa Subsaariana, na bacia do
Mediterraneo, no Oriente Médio e na india (Figura 1), sugerindo que o gene
responsavel pelo disturbio da hemoglobina falciforme poderia atingir altas
frequéncias devido a resisténcia conferida contra a malaria no estado de portador
heterozigético, conhecido também como trago falciforme (HbAS) (Kato et al., 2018;
Kirkham & Lagunju, 2021; Piel et al., 2010, 2013). Estimativas indicam que a cada
ano aproximadamente 300.000 bebés nascam com AF e que esses nascimentos
ocorrem em sua maioria em 3 paises: Nigéria, Republica Democratica do Congo e
india. Devido ao trafico de escravos e movimentos migracionais a AF se expandiu
atingindo todo o Globo e estima-se que no ano de 2050 a taxa de nascimento de
pessoas com essa mutagcdo seja de 400.000 recém nascidos ao ano por todo o
mundo (Butz & Christopher S. von Bartheld, 2017; Johnson, 2016; Piel et al., 2010).
De acordo com a Carga Global de Doencga (do inglés Global Burden of Disease —

GBD), 3,2 milhées de pessoas vivem no mundo com a Doenga Falciforme (DF), 43
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milhdes sédo portadoras do trago (portadores heterozigéticos) e 176.000 pessoas
morrem por ano em decorréncia de complicagbes da doenga (Sundd, 2019).

Devido ao intenso trafico negreiro para o Brasil durante a escravidao,
distribuicdo do alelo Bs no pais é bastante heterogénea, sendo a prevaléncia de
heterozigotos para a HbS maior nas regides norte e nordeste (6% a 10%) em
comparacgao as demais regides brasileiras. No estado de Pernambuco, um em cada
23 recém-nascidos vivos possui o traco falciforme e um em cada 1.400 nasce com a
doenca falciforme (BRASIL. Ministério da Saude, Cangado, & Jesus, 2016).

Births with

sickle cell anaemia
per 100,000 births
(2015)
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Figura 1: Mapa com estimativa numérica de recém nascidos com anemia falciforme a
cada 100.000 nascimentos por pais em 2015 (Kato et al., 2018).

2.1.2 Fisipatologia

A hemoglobina S possui algumas caracteristicas peculiares e dentre elas, a
caracteristica chave é a sua instabilidade que leva a polimerizagdo. Quando
desoxigenada, essa hemoglobina expde seus motivos hidrofébicos de valina e se
polimeriza no interior eritrocito que ira de deformar assumindo formato de foice.
Estudos de cinética da polimerizagdo da HbS demonstraram que a formacao do
polimero é de ordem exponencial em fungdo da quantidade de hemoglobina,
demonstrando o papel crucial da concentragdo de HbS no fenémeno da falcizagao.
Além da concentracao da HbS, outros fatores contribuem para a polimerizagdo como
o grau de desoxigenagao da célula, pH, concentracao intracelular de Hb fetal (HbF)
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e temperatura (Franceschi et al., 2011; Kato et al., 2007; Lizarralde-lragorri & Shet,
2020; Vorst, 2020).

A polimeracédo da HbS € um evento dinamico e reversivel até certo ponto. A
molécula de hemoglobina pode se polimerizar e quando niveis mais altos de
oxigénio sao novamente alcangados, pode se despolimerizar. Esse reversibilidade
da polimerizagado da HbS e consequentemente da falcizagdo da hemacia € limitada
pois ao atingir o ponto critico, com alteragdes na membrana eritrocitaria decorrentes
das falcizacbes sucessivas, o eritrécito se tornara permanentemente falcizado
(Darbari et al., 2020; Eaton, 2022; Ferrone, 2018).

Devido a polimerizagao intracelular da molécula da HbS, a forma bicéncava e
flexivel normal da hemacia é esticada em uma forma rigida alongada. O evento de
falcizacao altera as propriedades da membrana celular eritrocitaria por modificacbes
nos seus componentes lipidicos e proteicos, reduzindo sua flexibilidade,
promovendo maior aderéncia ao endotélio vascular e alterando interagdes da
hemacia com leucdcitos e plaquetas (Azar & Wong, 2017; Glaros et al., 2021; Zhou
et al., 2011). Em adi¢gdo a mudancga na forma do eritrécito, os polimeros também tém
um impacto na membrana da célula, levando a uma exposi¢cao extracelular de
proteinas e glicolipideos que normalmente s&o encontrados dentro da célula
(Ballas, 2018; Darbari et al., 2020; Ware et al., 2017).

Nas hemacias falcizadas podemos observar a modificacdo assimétrica da
membrana com perda de fosfolipideos e exposi¢cao da fosfatidilserina (PS) na face
extracelular. A fosfatidilserina possui um papel importante no cenario fisiopatolégico
da AF por estar envolvida na ativagdo da coagulagdo e na sinalizagdo aos
macrofagos via Anexina V para destruicdo dessas hemacias através da fagocitose.
(Desai et al., 2012; Nader, Romana, Guillot, et al., 2020). A esse tipo de destrui¢ao
eritrocitaria por captura do sistema reticulo endotelial chamamos de hemdlise
extravascular, evento que representa 70% da intensa hemdlise sofrida pelos
pacientes. Os 30% restantes decorre de um outro tipo de hemdlise denominado
intravascular, onde é necessaria a ativacido do sistema complemento através da
deteccdo de alteracbes membranares (Rees et al., 2010). Devido a essas lesdes
celulares sofridas pelos eritrocitos falcizados e os eventos hemoliticos relacionados,
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havera uma redugao do tempo de meia-vida eritrocitario de 120 dias para 16-20 dias
(Kato et al., 2018).

Em larga escala, esses eritrécitos danificados promovem efeitos hemoliticos e
também eventos vasoclusivos, caracterizando o fenétipo principal da AF (Thein et
al., 2017). A vaso-oclusao € um processo multifatorial caracterizado por inflamacéao,
adesdo e agregacdo multicelular envolvendo hemacias falcizadas, células
endoteliais, plaquetas e outras células sanguineas. Essa tipo de bloqueio vascular
ocorre com mais frequéncia na microvasculatura dos pacientes mas pode acometer
também grandes vasos levando a hipdxia, isquemia, dano tecidual e mantendo o
estado de inflamagédo crénica no organismo (Darbari et al., 2020; Gemel et al.,
2022).

Um dos fatores que compde o cenario favoravel para eventos vaso oclusivos
na AF é a diminuigdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO). Com a hemdlise, a
hemoglobina livre no plasma interage com NO produzindo metahemoglobina,
contribuindo com a deplecgéo deste gas, que é um importante vasodilatador. Durante
os ultimos 20 anos, estudos clinicos centraram-se na hipotese de que diminui¢do da
disponibilidade e sinalizacdo de NO desempenham um papel central na
fisiopatologia das complicagdes da AF, incluindo vaso-oclusao e dor. Varios eventos
moleculares certamente poderiam aumentar a eliminacao e diminuir a producao de
NO, levando assim a diminuigdo da sua biodisponibilidade. (Hallmark et al., 2021;
Kato et al., 2017).

Além de influenciar na deplecdo do NO, a hemdlise pode estimular a
producao de espécies reativas de oxigénio e a inflamacgéo intravascular (Piccin et al.,
2019; Rehman et al., 2021). O endotélio ativado passa a expressar maior quantidade
de moléculas de adesao como por exemplo a molécula de adesao intercelular 1
(ICAM-1), de adesado vascular 1 (VCAM-1) e selectinas tanto endoteliais como
plaquetarias. Assim, hemdlise cronica esta relacionada ao aumento de radicais livres
no ambiente intra e extracelular em células falciformes. Este processo é ciclico,
esgotando os sistemas antioxidantes e causando estresse oxidativo (Delesderrier et
al., 2020). Ndo obstante, devido a anemia, os pacientes com AF cursam com niveis
mais elevados de reticulocitos que por sua vez, sdo também bastante adesivos

favorecendo o contexto vasooclusivo (Jang et al., 2021; Sundd, 2019).
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2.1.3 Manifestagoes Clinicas

As manifestagdes clinicas na AF possuem carater sistémico, atingindo
diversos orgédos e tecidos. Os locais de extensdo dos danos diferem entre os
pacientes, mas os locais mais comuns incluem os ossos, pulmdes, baco, cérebro,
coragao, pele e rins (Gemel et al., 2022). Algumas dessas manifestagbes clinicas
ocorrem de maneira aguda e outras sdo resultado de danos cronicos que se
estendem ao longo da vida do individuo com AF (Kato et al., 2018; Williams & Thein,
2018). Os eventos fisiopatoldgicos mais determinantes na origem da grande maioria
dos sinais e sintomas presentes no quadro clinico dos pacientes sé&o representados
pela ocorréncia da hemdlise juntamente com a vaso-oclusao principalmente na
microvasculatura (Conran et al., 2009; Gemel et al., 2022; Lizarralde-Iragorri & Shet,
2020).

Embora as complicagdes clinicas desses pacientes sejam amplas e diversas
(Figura 2), existem subfenotipos sobrepostos e conhecidos da AF. O subfendtipo
onde o individuo cursa com niveis elevados de hemoglobina e viscosidade
sanguinea esta associado ao aumento da ocorréncia da sindrome toracica aguda
(STA) e episodios vaso-oclusivos. Em contra partida, o subfen6tipo hiperhemolitico
esta associado com aumento de complicagbes vasculares, como priapismo, ulcera

de perna e hipertensao pulmonar. (Azbell & Desai, n.d.)

Dentre as inumeras manifestagdes que podem ser observadas, as crises
agudas de dor merecem um destaque especial por serem a principal causa de
internamento de pacientes com AF (Novelli & Gladwin, 2016). Podem iniciar desde
0s 6 meses de vida e sdo desencadeadas por eventos vasooclusivos que
acometem a microvasculatura levando a isquemia tecidual e provocando respostas
inflamatorias e crises dolorosas que podem variar de intensidade leve ou grave
necessitando de internamento e uso de opioides (Ballas, 2018; Y. Wang et al., 2022;
Williams & Thein, 2018).
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Figura 2: Complicagdes clinicas da doenga falciforme. As complicagdes agudas levam o
paciente ao atendimento médico imediato; a dor é a complicagdo aguda mais comum. As
complicagbes da gravidez incluem pré-eclampsia, restricdo de crescimento intrauterino,
parto prematuro e mortalidade perinatal. Adaptado de (Kato et al., 2018).

2.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL
2.2.1 Acidente vascular cerebral e a anemia falciforme

Os eventos cerebrovasculares constituem uma importante complicagao clinica
da AF por possuirem graves consequéncias na qualidade de vida do paciente,
constituindo a causa mais relevante de disturbios neurocognitivos, aumento da
morbidade entre pacientes jovens e impactando socioeconomicamente diversas
familias. Estima-se que as criangas com AF quando comparadas a criangcas sem a
HbS, possuem um risco 300 vezes maior de serem acometidas pelo AVC na forma
de infartos cerebrais silenciosos, ataques isquémicos transitérios, isquémicos

evidentes ou hemorragicos.(Aggeli et al., 2021; Talha et al., 2022)

A disfuncdo endotelial e as anormalidades da coagulagdo s&o os principais
mecanismos patogénicos para a ocorréncia do AVC em pacientes com AF. A

hemodlise sofrida pelos eritrécitos falciformes libera no meio intravascular a
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hemoglobina livre e o grupamento heme, promovendo estresse oxidativo, produg¢ao
de espécies reativas de oxigénio (EROS) e redugado da biodisponibilidade do éxido
nitrico (NO). Além disso, ocorre 0 aumento da sintese de poliaminas, que facilitam a
proliferagdo celular e remodelagao vascular (Ferriero et al., 2019; Khaibullina et al.,
2022).

Essa disfungcdo endotelial resulta em estenose vascular e obstrucdo que
podem levar ao aumento da velocidade do fluxo sanguineo nas artérias cerebrais.
Quando a perfusao total aumenta mais do que mecanismos intrinsecos do sistema
nervoso central podem compensar, ha comprometimento da fungao vasodilatadora.
Esse cenario leva a redugao da oferta de oxigénio em areas com estenose cerebral,
aumento da disfungcdo dos vasos, falcizacdo dos eritrocitos e hiperviscosidade do
sangue, propiciando assim a ocorréncia de trombose em artérias cerebrais (Sean E.
Rossiter, Madison H. Fletcher, 2021; Wei Liu, Margo MacDonald et al., 2019).

Devido a areas de estenose e vaso-oclusdo, vias de angiogénese recebem
estimulo para serem ativadas e vasos colaterais s&o criados em torno
principalmente do Poligono de Willis, dando origem a angiopatia de Moyamoya.
Essa vasculopatia pode acontecer em criangcas com ou sem AF mas é importante
ressaltar que a condicido predispde a AVCs isquémicos recorrentes devido a
hipoperfusao e derrame cerebral (Ferriero et al., 2019; Wei Liu, Margo MacDonald et
al., 2019).

A embolizagao paradoxal é outra causa comum de AVC em pacientes com AF
pela predisposicdo a trombose venosa devido a estado hipercoagulavel (Kuikel et
al., 2021). Além da ativagéo das vias intrinsecas e extrinsecas, durante a crise vaso-
oclusiva pode haver a ocorréncia de necrose na medula 6ssea com liberacdo de
gorduras e formagcdo de embolos. A embolizagdo de trombos ou gordura pode

resultar em isquemia no sistema nervoso central (Aggeli et al., 2021).

A deteccdo e diagnodstico do AVC em pacientes com AF € semelhante ao
diagndstico da populagao em geral. Entretanto, os sinais e sintomas clinicos podem
ser sutis e principalmente em criangcas podem facilmente passar despercebido. Os

sintomas podem incluir déficits neurologicos focais, visdo ou anormalidades de
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linguagem, tonturas, vertigens, convulsdes, dor de cabega ou enxaquecas (Aggeli et
al., 2021; Connes et al., 2013).

A tomografia computadorizada é a primeira modalidade de imagem que pode
diagnosticar a presenga de um acidente vascular cerebral hemorragico na fase
aguda. No entanto, a ressonancia magnética é a modalidade preferida para
avaliacdo de AVC isquémico. A ressonancia magnética angiografica desempenha
um papel importante no diagnostico diferencial da causa do AVC (estenose arterial,
trombose venosa, acidente vascular cerebral embdlico ou aneurisma arterial). Por
ultimo, mas ndo menos importante, hemograma e perfil eletrolitico, nivel de glicose
no sangue, hemostasia e perfil trombofilico devem ser obtidos para cada paciente
com AF apresentando sinais e sintomas sugestivos de evento

cerebrovascular(Aggeli et al., 2021; Connes et al., 2013).

2.2.2 Doppler Transcraniano na detecgao do AVC

Em 1998, Adams e cols. propuseram, através do STOP (do inglés, Stroke
Prevention Trial in Sickle Cell Anemia, STOP trial), a utilizagdo do Doppler
Transcraniano (DTC) como ferramenta de triagem e estratificacdo clinica para a
prevencao primaria ao AVC em criangas com AF (HbSS) e S/B° talassemia (Hb
S/B°), sendo possivel a identificagdo de pacientes com risco elevado para o
desenvolvimento desta complicagdo (Adams et al., 1998).

A ultrassonografia com Doppler transcraniano das artérias cerebrais médias
proximais intracranianas e carotidas internas distais € uma ferramenta de triagem
eficaz em criangcas com AF. A velocidade elevada do fluxo sanguineo cerebral
nesses vasos aumenta o risco de acidente vascular cerebral e pode levar ao inicio
da terapia profilatica. E uma ferramenta viavel, de baixo custo e indolor sendo bem
tolerada por criangas. Possui a sensibilidade semelhante as de uma angiografia
cerebral, que, embora considerada teste padrdo, € mais caro, apresenta risco de
complicagdes e requer preparo hematoldgico do paciente (Sabarense et al., 2021;
Sean E. Rossiter, Madison H. Fletcher, 2021).

Estenose ou oclusdo nas artérias intracranianas sao identificadas no DTC

pelo aumento do fluxo sanguineo, resultante do estreitamento dos vasos, uma vez
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que a velocidade detectada no exame é diretamente proporcional a velocidade
cerebral sanguinea e indiretamente proporcional ao didametro do vaso (Kija et al.,
2019). O acesso a essas artérias é obtido por meio de um transdutor em uma regiao
craniana de baixa densidade éssea ou em um forame 6sseo (Figura 3). As ondas de
ultrassom sao transmitidas através do cranio e sao refletidas por hemacias que

atravessam as artérias intracerebrais (Mack & Thompson, 2017).

Figura 3: Diagrama da area onde o transdutor do Doppler Transcraniano € posicionado para

obter os sinais das artérias intracranianas (Aaslid et al., 1982).

As velocidades obtidas no DTC sao estratificadas em 3 grupos: normais
(inferiores a 170 cm por segundo); condicional (170 a 199 cm por segundo); ou alto
risco (pelo menos 200 cm por segundo) permitindo classificar o risco de cada
paciente para desenvolver o AVC e permitindo a aplicagdo de medidas profilaticas
(Estcourt et al., 2020). As medidas de prevengado ao AVC foram drasticamente
modificadas pelo STOP (do inglés, Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia,
STOR trial) e otimizadas pelo STOP Il tempos depois. Esses ensaios demonstraram
que criangcas de 2 a 16 anos com AF e com alto risco para o AVC poderiam ser
identificadas no exame de DTC e conduzidas para o inicio da terapia de transfuséo
cronica (Figura 4). A adogao dos protocolos do STOP levaram a redugdes na taxa
de acidente vascular cerebral isquémico nesses pacientes pediatricos com AF, no
estudo realizado por Crow (Crow, 2020; Phillips et al., 2021).
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Figura 4: Algoritmo para DTC em pacientes pediatricos com doenca falciforme. Adaptado
de (Mack & Thompson, 2017).

Apesar de nao invasivo e de baixo custo, o DTC apresenta algumas
limitacbes como a alta dependéncia do operador, a incapacidade de detectar
velocidades em todos os pacientes (alguns obtém resultado inadequado ou né&o
conclusivo), particularmente aqueles com janelas 6sseas ruins, baixa especificidade
para o AVC e nao é capaz de predizer uma isquemia “silenciosa” (Wei Liu, Margo
MacDonald et al., 2019).

2.3 MEDIDAS DE PREVENGAO DO AVC
2.3.1 Terapia transfusional

O ensaio de prevengao contra o acidente vascular cerebral na anemia
falciforme (STOP), que foi relatado por Adams et al em 1998, mostrou que o regime

regular transfusional de sangue foi uma profilaxia primaria eficaz contra o acidente
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vascular cerebral em criangas com risco elevado identificadas pelo Doppler
transcraniano. (Crow, 2020).

A transfusdo cronica é o padrao de cuidado para a prevengao secundaria do
AVC. Até 90% dos pacientes com AVC podem apresentar recorréncia sem
intervencgao terapéutica, e o risco de AVC secundario diminui para ~20% com terapia
transfusional cronica que mantém HbS% < 30% (Zheng et al., 2021). Para reduzir o
risco de acidente vascular cerebral, especialmente em criangas com alteragdes no
DTC, a Sociedade Americana de Hematologia (AHS) sugere a transfusao sanguinea
regular por pelo menos um ano para reduzir os niveis de HbS abaixo de 30% e para
manter niveis de Hb >9,0 g/dL juntamente com a avaliagdo da sobrecarga de ferro
(Aggeli et al., 2021; Talha et al., 2022).

A transfusdo de hemacias melhora a oferta de oxigénio no sangue ao reduzir
a porcentagem de hemoglobina S (HbS% ) e viscosidade sanguinea, sendo uma
medida terapéutica comum para prevengéao e tratamento de complicagbes agudas e
cronicas da AF (Zheng et al., 2021). As transfusbes aumentam a concentragao de
HbA e reduzem a concentragdo de HbS através da diluigdo do sangue do paciente
pelas hemacias do doador. Como a polimerizagao € proporcional a concentracédo da
HbS, sua diluicdo provoca um efeito antagbnico as complicagdes da patologia. A
terapia com transfusdo também suprime a produgcdo enddgena de eritropoetina
reduzindo posteriormente a formac&o de novas hemacias contendo HbS (Azar &
Wong, 2017).

O beneficio da terapia transfusional cronica (Figura 5) esta bem estabelecido
na prevengao de acidentes vasculares cerebrais primarios e secundarios e infartos
cerebrais silenciosos recorrentes. Além destas complicagdes, a transfusdo pode
corrigir a anemia aguda em crises aplasticas, sequestro esplénico agudo e hepatico;
reduzir a HbS% na sindrome toracica aguda (STA), acidente vascular cerebral
agudo e faléncia multiorganica aguda (Darshana et al., 2021; Han et al., 2021;
Zheng & Chou, 2021).

A transfusdo simples crénica inevitavelmente leva a sobrecarga de ferro e,
portanto, o inicio da terapia de quelacdo de ferro € recomendada. O ferro livre se
acumula no figado, coracao e sistema enddcrino, resultando em disfungédo desses

orgaos. Uma vez que a inflamagao associada a DF promove a retengéo de ferro no
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sistema reticuloendotelial, o figado é o 6rgdao mais comumente afetado. A quelagéo
de ferro é essencial em pacientes que necessitam dessa terapia transfusional a fim
de evitar complicagdes adicionais associadas ao seu excesso (Mack & Thompson,
2017; Zheng & Chou, 2021).
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Figura 5: Indicagdes para transfusao de hemacias na AF. Adaptado de (Han et al., 2021)

A aloimunizacao, ou formagéo de anticorpos contra antigenos “ndo-proprios”
€ um dos principais efeitos adversos da transfusdo. Essa aloimunizacdo aumenta o
risco de reagbes transfusionais hemoliticas e leva a demora na identificacdo de
unidades de hemacias compativeis fenotipadas. Um estudo multicéntrico identificou
uma prevaléncia de aloimunizagdo de 2-5% na populagao geral, contra 5-75% de
prevaléncia em pacientes com AF. A fisiopatologia da aloimunizacdo na AF é
complexa e esta associada ao nivel de correspondéncia de antigeno, diversidade do

sistema de grupos sanguineos Rh e fatores imunologicos (Linder & Chou, 2021).

Na pratica, a compatibilidade sorologica para antigenos do grupo sanguineo
ABO, antigenos Rh e os antigenos K ndo previnem totalmente a aloimunizag&o
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devido a existéncia de alelos Rh com expressao reduzida ou alterada. A ampliacao,
e até mesmo a genotipagem molecular, de antigenos do grupo sanguineo é uma
alternativa eficaz para a diminuigdo das taxas de aloimunizagdo (Ware et al., 2017).
Os aloanticorpos comumente identificados em pacientes com DF incluem anticorpos
contra Rh (D, C/c, E/e), Kell, Duffy (Fya, Fyb), Kidd (Jka, Jkb) e S, em parte devido a
expresséo discrepante do antigeno em pacientes de etnia principalmente africana
em comparagao com a maioria dos doadores com origem europeia nos EUA. Para
evitar aloimunizagédo, recomenda-se a compatibilidade profilatica de antigeno com

Rh (C, E ou C/c, E/e) e hemacias compativeis com Kell (Zheng et al., 2021).

Infeccdes virais transmitidas por transfusdes também fazem parte dos fatores
de risco que pacientes submetidos a terapia de hipertransfusdo estdo expostos.
Apesar da reducdo das transmissdes como resultado do uso de testes de triagem, a
transmissao da hepatite B e da hepatite C, bem como do HIV, ainda ocorre com
frequéncia em localidades com recursos baixos, onde a triagem sistematica nao é
universal (Linder & Chou, 2021; Ware et al., 2017).

2.3.2 Terapia com Hidroxiuréia

A hidroxiuréia (HU), uma droga citotoxica, foi aprovada pela U.S. Food and
Drug para o tratamento de adultos com AF desde 1998 e tem sido associado a uma
melhor sobrevida tanto para adultos como para criangas com anemia falciforme
(Sales et al., 2022). Em pacientes com DTC condicionante e seguindo protocolo
interno do HEMOPE, a HU é administrada em dose inicial (5mg/Kg/dia) até a dose
maxima tolerada (15mg/Kg/dia) de acordo com a resposta de paciente ao
medicamento e seguindo os critérios de conduta propostos pelo Ministério da Saude
(BRASIL., 2015). A Sociedade Americana de Hematologia estabeleceu diretrizes
que sugerem terapia de HU com pelo menos 20 mg/kg/dia em dose fixa ou a dose
maxima tolerada (M. R. DeBaun et al., 2020).

Foi demonstrado através do estudo TWITCH (do inglés, TCD With
Transfusions Change to Hydroxyurea, TWITCH) que a hidroxiuréia pode substituir
com eficacia a terapia de transfusdo cronica para criangas com AF de 2-16 anos

com alto risco no DTC que foram transfundidas ha pelo menos um ano e sem
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evidéncia de vasculopatia cerebral demonstrada pela RMN (Aggeli et al., 2021).
Além disso, as diretrizes da Sociedade Americana de Hematologia sugerem terapia
com a hidroxiuréia para criangas com AF (idades de 2 a 16 anos) que vivem em
areas de renda média baixa, onde transfusdes de sangue regulares e terapias de
quelacdo ndo s&o disponiveis ou acessiveis (Talha et al., 2022). A eficacia e a
seguranga de uso da HU também foi demonstrada em lactentes e criangas
pequenas, por meio do estudo BABY HUG (do inglés Pediatric Hydroxyurea in Sickle
Cell Anemia, BABY HUG trial), um estudo multicéntrico randomizado de fase llI,
realizado com 213 lactentes com idade entre 9 e 18 meses (Kamat & Thomas,
2012).

Evidéncias sugerem que o uso de HU reduz a incidéncia de dor aguda, a taxa
de sindrome toracica aguda, a frequéncia de transfusdo de sangue e a mortalidade
entre pacientes com AF. Além disso, a hidroxiuréia diminui o niumero de plaquetas e
leucdcitos reduzindo os efeitos nocivos por elas nas lesdes vasculares. (Azbell &
Desai, n.d.; Darshana et al., 2021).

A eficacia clinica desse medicamento esta relacionada com a inducdo da
producao de HbF, diminuindo a concentracdo da HbS. Além disso, a hidroxiuréia
mata seletivamente as células da medula 6ssea e aumenta a numero de
eritroblastos produzindo HbF, que inibe a polimerizacdo intracelular da HbS e
previne a falcizagao nos eritrécitos. Os glébulos vermelhos com niveis mais altos de
HbF tém sobrevida mais longa, atenuando assim a hemolise. A HU é capaz ainda de
aumentar os niveis de hemoglobina; reduz a contagem de neutréfilos, mondcitos e
reticuldcitos e altera a expressdo de moléculas de adesao no endotélio e geracéo de
oxido nitrico. Essas alteragées hematologicas diminuem o risco de vaso-oclusao em

pacientes com AF (Rigano et al., 2018; Sales et al., 2022).

2.4 MODULADORES GENETICOS

Embora a técnica do DTC se mostre muito util na estratificacdo do risco para
o AVC, como dito anteriormente, ela possui algumas limitagdes intrinsecas,
dificultando essa estratificacdo em alguns pacientes. Por isso, vem a tona a

necessidade do estabelecimento de um painel mais sensivel de marcadores



32

genéticos que se relacionem ao risco do desenvolvimento de AVC nos pacientes
com AF, para que sejam utilizados como ferramenta de suporte aos resultados do
DTC (Belisario et al., 2015; Flanagan et al., 2013).

Sem a prevengao primaria, aproximadamente 11% dos pacientes com AF,
tera um AVC até os 20 anos, e 24% terda um AVC até os 45 anos. Sem a prevengao
secundaria, aproximadamente 67% daqueles que ja tiverem um AVC inicial terdo um
segundo AVC. A alta incidéncia dessa grave complicagdo e a necessidade de
terapias preventivas, trazem a tona a importancia de novos estudos sobre possiveis
marcadores que auxiliem na elucidacao da fisiopatologia multifatorial para que novas
medidas profilaticas possam beneficiar os pacientes (Ghafuri et al., 2022; Sean E.
Rossiter, Madison H. Fletcher, 2021).

Alguns moduladores genéticos ja sdo bem conhecidos na anemia falciforme
que apesar de ser uma patologia monogénica, suas complicagdes sofrem influéncia
da atividade de outros genes, refletindo em uma notavel heterogeneidade fenotipica
na clinica dos pacientes (Rampersaud et al.,, 2021). Um desses moduladores
geneéticos € a coexisténcia com alfa talassemia (a-talassemia), a qual tem sido
associada com uma menor taxa hemolitica, diminuigdo da contagem de reticuldcitos,
niveis mais baixos de LDH e menor taxa de AVC (Fertrin & Costa, 2010; Wonkam et
al., 2015). Além disso, ocorre reducdo da HbS e diminuicdo da polimerizagao,
amenizando os eventos vaso-oclusivos, levando a um efeito protetor contra

complicagdes clinicas como o AVC (Rumaney et al., 2014).

Os cinco haplétipos classicos do gene HBB ja descritos contribuem para a
variabilidade fenotipica da AF através de seus efeitos sobre os niveis de
hemoglobina fetal (Darshana et al., 2021). Os haplétipos da globina BS, que s&o
padrdes de sitios polimérficos ligados ao cluster da -globina e a concentragédo da
HbF, também sdo moduladores genéticos ja estabelecidos e estdo relacionados com
a evolugado clinica de pacientes com AF (Ezekekwu et al., 2018). Pacientes que
apresentam haplétipo Bantu/Republica Central Africana (CAR) tendem a
desenvolver um quadro clinico mais grave, pois cursam com niveis diminuidos de
HbF, enquanto que o haplétipo Senegal (SEN) ou Arabe-Indiano (ARB) apresentam

maiores niveis de HbF, tendendo a apresentar uma forma clinica menos grave da
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doenga. Por fim, pacientes que possuem o hapldtipo Benin (BEN) apresentam
quadros clinicos intermediarios (Serjeant & Vichinsky, 2018; Steinberg, 2020).

No entanto, as diferencas nos haplétipos B° ndo séo suficientes para explicar
a diversidade clinica da AF dentro das mesmas regides ou entre regides diferentes.
A compreensdo desses diferentes fendtipos da AF merece atencido através da
expansado dos estudos genéticos, incluindo estudos focados em locis que estédo
ligados ao acidente vascular cerebral e outras complicagbes graves, para
implementagdo de melhorias no atendimento aos pacientes (Ezekekwu et al., 2018;
Wonkam et al., 2015).

2.5 CAVEOLINA
2.5.1 O 6xido nitrico na anemia falciforme

Antes de nos adentrarmos no estudo da proteina caveolina-1 é importante
ressaltarmos a importancia da enzima eNOS que esta intimamente relacionada com
a fisiopatologia da AF (Antwi-Boasiako & Campbell, 2018) bem como a fung¢des da

proteina expressa pelo gene CAV-1(Pushpakumar et al., 2019).

O éxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa de radical livre, diatdbmica. E
muito soluvel em agua e cerca de 7 vezes mais soluvel em solventes n&o polares e
membranas lipidicas biolégicas, de modo que pode atravessar facilmente as
membranas fosfolipidicas (Pakula, 2019). O NO é produzido a partir da arginina por
sintases de oxido nitrico (NOS) que convertem enzimaticamente a L-arginina em L-
citrulina. Possuimos trés isoformas da enzima NOS: NO sintase neuronal (NOS1),
NOS induzivel por macréfagos (NOS2) e NOS endotelial (NOS3), sendo esta ultima
isoforma a mais abundante em nosso organismo (Antwi-Boasiako et al., 2018;

Doulias & Tenopoulou, 2020).

O NO produzido pela NO sintase endotelial (também camada de eNOS) é um
forte modulador da fisiologia vascular. Através de seus efeitos sobre as células lisas
vasculares, o NO desempenha um papel fundamental na vasodilatacdo. Além disso,
o NO demonstrou reduzir a transcricdo de varias moléculas de adesédo endotelial

como ICAM-1e VCAM-1 além de familias da selectina (E- e P-selectina) e para inibir
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a ativagcdo plaquetaria (Antwi-Boasiako et al., 2018; Nader, Romana, & Connes,
2020).

A falcizagdo e hemodlise eritrocitaria causadas pela polimerizacdo da HbS
resultam na liberagdo de hemoglobina livre que elimina rapida e potentemente o NO
do plasma, reduzindo a sua biodispoibilidade. A hemodlise também resulta na
liberagdo de arginase, uma enzima que degrada o substrato para a sintese de NO,
L-arginina, diminuindo assim a producdo de NO pela eNOS. (Antwi-Boasiako &
Campbell, 2018; Hallmark et al., 2021) Além disso, os pacientes com AF
demonstraram ter elevagdes de dimetilarginina assimétrica (ADMA), um metabdlito
da arginina e inibidor endégeno da eNOS, implicando no aumento da inibicdo dessa

enzima e diminuindo ainda mais a producao de NO (Hallmark et al., 2021).

A “hipotese da deficiéncia de NO” postula que varios eventos desencadeados
pela hemdlise resultam em diminuicdo da biodisponibilidade de NO na AF. Por sua
vez, essa diminui¢ao levaria a vasoconstri¢cao, lesdo endotelial, geragao de espécies
reativas de oxigénio, ativagao plaquetaria, adesdo de leucdcitos, vaso-oclusao e
isquemia. Assim, a baixa biodisponibilidade de NO contribui para a patologia da AF
no desenvolvimento de complicagdes clinicas participando de mecanismos da
oclusdo vascular que pode levar a morbidade e mortalidade substanciais (Nader,
Romana, & Connes, 2020; Nader, Romana, Guillot, et al., 2020).

Estudos de disponibilidade de NO e sua sinalizagao sao repletos de desafios
relacionados a sua mensuragao devido a prépria meia-vida curta (média de meia-
vida de 100 ms) e a complexidade do seu metabolismo. Portanto, os desafios
associados com a medicdo de NO ndo devem ser subestimados e precisam ser
considerados ao interpretar os estudos de sua biodisponibilidade (Hallmark et al.,
2021).

2.5.2 Gene CAV-1 e a fungao da sua proteina

Os principais candidatos para a avaliacdo da predisposicdo do AVC em
pacientes falciformes incluem genes envolvidos na biologia do éxido nitrico, lesao
endotelial, trombose e inflamacao (Driss et al., 2009; Hoppe et al., 2007). Neste

contexto, um interessante candidato € o gene CAV-1 localizado no cromossomo 7
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(7931.1) e responsavel por codificar a caveolina-1, um componente estrutural e de
sinalizagdo das caveolas, principalmente em células inflamatorias, epiteliais e
endoteliais (Jia et al., 2020; Yan et al., 2019).

As caveolas sao caracterizadas como invaginagbes de 50 a 100 nm da
membrana plasmatica na superficie celular, formadas principalmente por caveolinas
e sao encontradas em tipos celulares diferenciados, incluindo principalmente células
endoteliais e células musculares lisas vasculares. Existem trés isoformas de
caveolinas, que s&o denominadas caveolina 1 (Cav1), caveolina 2 (Cav2) e
caveolina 3 (Cav3) . Essas proteinas sdo codificadas por diferentes genes, CAV17,
CAV2 e CAV3, respectivamente. CAV71 €& expresso na maior parte dos tipos
celulares e é essencial para a biogénese das cavéolas; CAV3 é predominantemente
expresso em células musculares (células cardiacas, esqueléticas estriadas e células
musculares lisas) sendo também necessaria para a morfogénese caveolar; CAV2 é
geralmente expresso em conjunto com Cav1 em adipdcitos, células endoteliais,
pneumdacitos e fibroblastos, mas parece ser dispensavel para a formacgao caveolar. A
perda da expressao dos genes CAV7 ou CAV3 resulta em uma completa falta de
caveolas (Lian et al., 2019; Mollace et al., 2020).

Caveolinas podem se ligar a moléculas pré-sobrevivéncia e pro-crescimento,
como a enzima eNOS e outras proteinas que permitem que a caveolina regule vias
de sinalizag&o, como receptor acoplado a proteina G, tirosina quinases, eNOS e vias
MAPK , que estdo associados a inflamacado e alteragbes fenotipicas na parede
vascular e no miocardio. Consequentemente, foi estabelecido que a caveolina
desempenha um papel crucial em doencas cardiovasculares, incluindo
aterosclerose, disfuncdo da microcirculacdo coronariana, cardiomiopatia,
insuficiéncia cardiaca, lesdo de reperfusdo isquémica, hipertensdo pulmonar e

acidente vascular cerebral isquémico (Lian et al., 2019; Tian et al., 2020).

A maior parte quantitativa e funcional da enzima eNOS é encontrada nas
caveodlas, e possuem atividade enzimatica ndo detectavel em fracbes de membrana
plasmatica onde essas importantes invaginagdes sao inexistentes. A proteina Cav-1
€ um componente estrutural essencial na formacdo dessas cavéolas e esta

envolvida em diferentes vias de transduc&o de sinal (Troiano et al., 2021).
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A Caveolina-1 (Cav-1), uma proteina transmembrana integral de 21 kDa é um
regulador negativo bem conhecido da atividade da eNOS em células endoteliais
vasculares, interagindo diretamente com a enzima produtora do NO e mantendo-a
em um estado inativo (Hsieh et al., 2020). A eNOS é uma enzima dependente de
Ca2+/calmodulina e sua atividade é regulada por sua interagdo com caveolina.
Quando a eNOS esta ligada a caveolina-1, a atividade da enzima é atenuada
enquanto sua dissociagdo da caveolina-1 aumenta a fungdo da enzima (Mollace et
al., 2020; Pushpakumar et al., 2019). Quando a concentragdo de calcio intracelular
€ aumentada, as proteinas (Cav-1/eNOS) se dissociam, ativando produgéo do NO,

importante vasodilatador, como ilustrado na figura 6 (Mierke et al., 2020).

ENOS': ENOS
INATIVADA : ATIVADA

CAV : /i—_:;\

Figura 6: Esquema de ativagdo da eNOS em caveolas endoteliais. Modificado de (Lian et
al., 2019). A eNOS inativada permanece ligada a caveolina-1, com fluxo de elétrons vindos
do NADPH interrompido. Com a ativagdo do receptor muscarinico M2 pela acetil-colina,
ocorre o influxo de calcio que se liga com a calmodulina. A eNOS se dissocia da caveolina-1
e se combina com a calmodulina, reestabelecendo a cadeia de elétrons vindo do NADPH
produzindo o NO. NO, éxido nitrico; eNOS, oxido nitrico sintase endotelial; ACh, acetilcolina;
M2, receptor muscarinico 2.
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Alteracgdes bioldgicas no ciclo do NO na AF parecem estar envolvidas no
desenvolvimento doengas cerebrovasculares, como a vasculopatia cerebral, infarto
silencioso e acidente vascular isquémico (Connes et al., 2013; Michael R. DeBaun et
al., 2012).

Outra importante fungdo de caveolina-1 de grande impacto na fisiologia
vascular é seu envolvimento na progressédo da aterosclerose através da regulagéo
da inflamagéao vascular e transcitose de LDL (do inglés low-density lipoprotein) (X.
Zhang et al., 2020). A caveolina também esta envolvida em diversos estudos a
respeito da sua funcionalidade relacionada ao AVC isquémico, 0 mais comum na
AF, sendo apontada como uma importante proteina por desempenhar fungées como
alteracao da permeabilidade da barreira hematoencefalica, regulagcdo da inflamacéo
vascular cerebral, angiogénese cerebral, estresse oxidativo e até a sinalizag&o
neuronal, podendo ser uma importante molécula de valor prognéstico(Castellanos et
al., 2018; Huang et al., 2018; Jun Zhang et al., 2016; Zhong et al., 2019).

Os processos criticos durante o desenvolvimento do AVC como a alteragao
da permeabilidade da Dbarreira hematoencefalica (BHE), angiogénese,
neuroinflamacao e pré-condicionamento isquémico sao modulados pela caveolina-1.
As vias MAPK e fosfoinositide 3-quinase/proteina quinase B (PI3k/Akt), que
medeiam apoptose e autofagia, também sao afetadas pela Cav-1 no contexto de
lesdo de isquemia e reperfusdo. Tomados em conjunto, a permeabilidade da BHE, a
sobrevivéncia celular, a inflamag&o e a angiogénese estdo envolvidas na regulagéo

do acidente vascular cerebral isquémico pela caveolina (Tian et al., 2020).

2.5.3 Polimorfismos no gene CAV-1

Alguns polimorfismos no gene CAV-1 ja foram associados com
consequencias funcionais para o gene da caveolina 1 e podem estar associados a
desfechos clinicos. Foram selecionados para este trabalho trés SNPs (polimorfismos
de nucleotideo unico) no gene CAV-1: rs3807989 (G>A), rs7804372 (T>A) e
rs1997623(A>C), todos com o MAF (frequéncia alélica minima) maior que 0,1 nas
populagdes africana e caucasiana. O SNP rs3807989 esta localizado no
cromossomo 7931 no segundo intron do gene CAV1, sendo considerado um Tag-
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SNP que esta significativamente associado com os niveis de expressao da proteina
caveolina-1 (S. Chen et al., 2016; Kastelijn et al., 2011; Jian Zhang et al., 2017).

O SNP rs7804372 também é intrbnico assim como o rs3807989. Apesar de
suas localizagcbes intrbnicas nao resultarem diretamente em uma alteracido de
aminoacidos da cadeia transcrita, influenciam os niveis de expressdo do gene CAV1
por splicing alternativo, afetando a estabilidade do mRNA ou ainda se combinando a
outros SNPs proximos (Li et al., 2020a). Além disso, o rs7804372 pode estar
relacionado com o controle transcricional por se localizar em um sitio de ligagao para
o fator de transcricdo PBX1 (do inglés pre-B-cell leukemia homeobox-1) (Sugie et al.,
2013).

Segundo o banco de dados genéticos Ensembl, o rs3807989 esta localizado
na posicao 7:116546187 (forward strand) do genoma. Com relagdo a posi¢gao do
SNP no transcrito, ele se encontra na posi¢cao 12759 considerando o intron no
sentido 3’-5’. Ja para o rs7804372, temos como posigdo do genoma e posi¢ao no
transcrito (no sentido 3’ — 5°) 7:116554174 (forward strand) e 4772, respectivamente.
Os dois SNPs estdo envolvidos no principal transcrito do gene CAV1
(ENST00000341049.7) com tamanho de 36.143bp, como ilustrado na tabela 1.

Ja o SNP selecionado rs1997623, € uma variante missense que faz parte do
transcrito do éxon 1 e ja foi relacionado anteriormente com a sindrome metabdlica.
Estudos tém especulado que a variante pode influenciar o nivel de expressao de
gene CAV1 por meio da influencia em mecanismos regulatérios na regido promotora
(Nizam et al., 2018). De acordo com o Ensembl, esse SNP esta envolvido em um
transcrito menor quando comparado ao transcrito dos SNPs intronicos,
apresentando 34.628bp (ENST00000451122.5). Quanto a sua posicdo gendmica e
no transcrito temos 7:116525306 (forward strand) e ENST00000451122.5:c.244,

respectivamente (Tabela 1).
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Principal Posigao no Posigao no transcrito

transcrito genoma
rs3807989 ENST0000034104 Cromossomo ENST00000341049.7:c.196-
9.7 7:116546187 12759G>A
(forward strand)
rs7804372 ENSTO0000034104 Cromossomo ENST00000341049.7:¢c.196-
9.7 7:116554174 4772T>A
(forward strand)
rs1997623 ENST0000045112 Cromossomo ENST00000451122.5:c.244A
25 7:116525306 >C

(forward strand)

Tabela 1: Principais transcritos, posigado gendmica e no transcrito para cada SNP,

segundo o banco de dados Ensembl.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar a associagdo dos polimorfismos rs3807989, rs7804372 e
rs1997623 no gene CAV-1 com complicagdes cerebrovasculares de pacientes
pediatricos com anemia falciforme acompanhados pelo ambulatério do Programa de
Triagem Neonatal da Fundagdo HEMOPE.

3.2 Objetivos especificos

e \Verificar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs rs3807989,
rs7804372 e rs1997623 no gene CAV-1.

o Verificar a existéncia de associacdo entre os SNPs rs3807989, rs7804372 e
rs1997623 no gene CAV-1 e o desenvolvimento de complicagdes

cerebrovasculares em pacientes pediatricos com AF;
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4. METODOLOGIA
4.1 Casuistica

Este trabalho trata-se de um estudo do tipo coorte retrospectivo com
comparagao interna de grupos, onde os pacientes foram classificados de acordo
com as manifestacbes clinicas. Incluiu-se também o resultado do Doppler
Transcraniano, apresentado durante o seguimento no HEMOPE juntamente com o
resultado da genotipagem para os polimorfismos selecionados. O trabalho foi
desenvolvido na Universidade Federal de Pernambuco, onde foram realizados os
testes moleculares e tivemos a Fundagdo de Hematologia de Pernambuco como
instituicdo coparticipante, onde amostras foram coletadas e realizadas as analises
dos prontuarios dos pacientes participantes.

A amostra foi constituida de 339 pacientes pediatricos portadores de anemia
falciforme (Hb SS), cadastrados e acompanhados no ambulatério do Programa de
Triagem Neonatal da Fundacdo HEMOPE. De todos os pacientes foram analisados
os perfis clinicos e laboratoriais contidos em seus prontuarios de acompanhamento
meédico. Durante as visitas de rotina desses pacientes ao ambulatério do HEMOPE,
cerca de 8ml de sangue periférico foram coletados em tubo contendo EDTA como
anticoagulante e conduzido ao setor de Hematologia e Biologia Molecular do
Laboratério Central do Centro de  Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco para a realizacao das analises moleculares.

De acordo com as complicagdes clinicas os pacientes foram alocados nos
seguintes grupos:

1. Subgrupo de individuos que desenvolveram AVC: composto por individuos
que apresentaram registro de ressonancia magnética e/ou tomografia
computadorizada comprovando a les&o neurolégica;

2. Subgrupo de individuos que apresentaram os resultados de DTC: normal
(pacientes com média da velocidade maxima de fluxo sanguineo < 170 cm/s),
condicionante (pacientes com média da velocidade maxima de fluxo sanguineo entre
170 — 199 cm/s) e alto risco (pacientes com média da velocidade maxima de fluxo
sanguineo = 200 cm/s);

3. Subgrupo de individuos com doenga cerebrovascular (DCV): pacientes que

possuem o acometimento pelo AVC e DTC classificado como alto risco.
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4. Subgrupo de individuos com outras complicagdes cerebrovasculares:
pacientes com infarto silencioso (presenga de RNM alterada sem manifestagbes

clinicas) e/ou ataque isquémico transitorio (isquemia de rapida reperfusao).

4.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos na pesquisa pacientes pediatricos de 02 até 20 anos de
idade (seguindo o critério de idade estabelecido pela Organizacdo Mundial da
Saude), com anemia falciforme confirmados por biologia molecular, de ambos os
sexos e que comparecem regularmente ao ambulatério do Programa de Triagem
Neonatal da Fundacdao HEMOPE, onde seus dados sao atualizados a cada visita de

rotina.

4.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos da pesquisa pacientes aparentados, pacientes que estejam
em regime profilatico de hipertransfusdo e/ou em uso de hidroxiuréia ou ainda que

tenham realizado os referidos tratamentos em menos de 3 meses antes da coleta.

4.4 Analise hematoloégica e clinica

As analises dos dados hematoldgicos foram realizadas utilizando contador
eletrénico de células (STKS, Coulter Corporation, FL, USA). A quantificacdo das
hemoglobinas fetal (HbF) e S foram feitas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC — VARIANT / BIO-RAD, CA, USA). Os dados clinicos foram
obtidos pela analise de prontuarios dos pacientes que comparecem regularmente ao

ambulatorio de Hematologia da Fundagdo HEMOPE.

4.5 Analise molecular
4.5.1 Extracao do DNA genémico e genotipagem

A extragcao de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucdcitos pela técnica
de fenol-cloroférmio modificado (Davis et al., 1986). Os SNPs: rs3807989,
rs7804372 e rs1997623, localizados no gene CAV-1 selecionados para esse estudo,
possuem MAF (do inglés, minor allele frequency) superior a 10% na populagao
africana (YRI) e caucasiana (CEU). A metodologia empregada para a realizagéo das

genotipagens foi a técnica de PCR em tempo real através da detecgdo de SNPs
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utilizando o sistema TagMan®. As reacdes foram feitas utilizando o aparelho
QuantStudio® 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, EUA).

4.6 Analise Estatistica

As caracteristicas clinico-laboratoriais dos individuos foram apresentadas de
forma descritiva. As frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas por
contagem direta. Para verificar se as frequéncias estavam de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado o teste de distribuicao de x2. O teste x* ou
teste exato de Fisher's (quando aplicavel) foi utilizado para comparagdes entre
variaveis categoricas, enquanto que os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney foram utilizados para comparagdes entre as variaveis continuas. O
risco para o desenvolvimento das complicagdes foi avaliado a partir da analise das
datas de desenvolvimento das complicacdes, em relacdo a data de nascimento.
Curvas de incidéncia cumulativa foram construidas refletindo o tempo para o
desenvolvimento das complicagbes com o teste de log-rank utilizado para a
comparagao das curvas. Todos os valores de P foram ajustados para os dois lados
com nivel de significancia a 0,05. O modelo univariado e multivariado de riscos
proporcionais de Cox (CPHM) foi realizado com o AVC como evento para testar a
independéncia de covariaveis. Todas as analises foram realizadas utilizando os
softwares SPSS Statistics 19.0 (IBM corporation) e STATA 16.0 (Stata Corporation,
EUA).

4.7 Aspectos Eticos

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos (CEP/CCS/UFPE) e ao comité de ética do HEMOPE.
Apoés a aprovacao (CAAE: 48566421.3.3001.5195), foi desenvolvido obedecendo
integralmente os principios éticos estabelecidos na resolugéo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (CNS). A coleta de dados s6 foi iniciada ap6s a aprovagao do

projeto de pesquisa pelo CEP cumprindo o cronograma proposto.
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5. RESULTADOS

5.1 Descrigao da coorte

Foram incluidos no estudo 339 individuos com acompanhamento regular no
HEMOPE, sendo 165 do sexo feminino (48,7%) e 174 do sexo masculino (51,3%). A
mediana de idade dos 339 pacientes foi de 14 anos (intervalo de 2 — 20 anos). A
taxa de ocorréncia de AVC no grupo analisado foi de 7,4% (25 pacientes) com
mediana de idade de 06 anos (intervalo de 2 - 12 anos). A taxa de ocorréncia de
doenca cerebrovascular foi de 14,2% (48 pacientes) com mediana de idade de 06
anos (intervalo de 2 — 12 anos). Com relagdo as analises do DTC, nove pacientes
apresentaram DTC inadequado (isto €, velocidade de fluxo ndo detectada pelo
exame devido a limitagao técnica), um que apresentou o exame inconclusivo (isto €,
resultados de DTC que nao puderam ser interpretados) e outros nove que nunca
realizaram o DTC. Devido a esses fatos, esses 19 pacientes foram excluidos das
analises de associagdo com o exame de DTC. Em relacdo aos resultados da
velocidade de fluxo sanguineo cerebral avaliado pelo DTC, 213 (66,6%) pacientes
foram classificados como DTC normal, 73 (22,8%) como DTC condicionante e 34
(10,6%) como DTC de alto risco. Os dados da caracterizagdo laboratorial e da
caracterizacgao clinica dos pacientes incluidos no estudo constam na tabela 2 e 3,

respectivamente.

Tabela 2: Caracterizagao laboratorial dos pacientes incluidos no estudo.

Variavel Laboratorial Mediana Intervalos
HbF (%) 9,60 1,10 — 27,90
Contagem de hemacias (x10" 2,62 1,64 — 4,98
células/uL)

Hemoglobina (g/dL) 7,65 4,80 - 11,60
Hematocrito (%) 22,75 14,70 — 33,20
Volume corpuscular médio (fL) 86,90 53,40 — 103,40
Hemoglobina corpuscular média (g/dL) 29,30 19,80 — 85,70
Contagem de leucdcitos (x10°/L) 14,68 2,10 -489,00
Contagem de reticuldcitos (%) 10,4 1,50 — 29,20
Contagem de plaquetas (x10°/L) 454 49,00 - 1010,00
Lactato desidrogenase (U/L) 824 12,40 — 2401,00
Bilirrubina total (mg/dL) 1,94 0,38 — 39,00

Bilirrubina indireta (mg/dL) 1,51 0,24 - 11,00
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Tabela 3: Caracterizagao clinica dos pacientes incluidos no estudo.

Caracterizagao clinica dos N (%)
pacientes incluidos no estudo N =339
Sexo
Feminino 165 (48,70%)
Masculino 174 (51,30%)
Idade
Intervalo (anos) 5-20
Mediana (anos) 14
Doppler Transcraniano 320
Normal 213 (66,6%)
Condicionante 73 (22,8%)
Alto risco 34 (10,6%)
AVC 339
Sim 25 (7,4%)
Nao 314 (92,6%)
Doenc¢a Cerebrovascular 339
Sim 48 (14,2%)
Néo 291 (85,8%)
Outras complicagoes Cerebrovasculares 322
Sim 22 (6,6%)
Nao 310 (93,4%)
FRAVC 339
Sim 34 (10%)
Né&o 305 (90%)

Dos 48 pacientes classificados no grupo DCV, 25 (52,01%) desenvolveram
AVC. As taxas de ocorréncia do AVC de acordo com os grupos do DTC foram: 7/213
(3,28%) para os individuos com DTC normal, 4/73 (5,47%) para os individuos com

DTC condicionante e no grupo de alto risco 11/34 (32,35%).

Com relagdo aos haplétipos da globina B®, 152 pacientes (58,8% de um total
de 259 pacientes que possuem o resultado da analise) apresentaram o haplétipo
CAR/CAR.

5.2 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do gene CAV1

As genotipagens dos SNPs rs3807989, rs7804372 e rs1997623 localizados
no gene CAV-1 foram realizadas em 339 individuos. A distribuicdo genotipica dos
SNPs apresentou-se dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05). As
frequéncias alélicas e genotipicas dos referidos polimorfismos podem ser

observadas na tabela 4.
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Tabela 4: Frequéncias alélicas e genotipicas.

Frequéncias

SNPs do Genoétipos enotipicas Alelos Frequéncias
gene CAV-1 P genotip alélicas (%)
(n e %)

AA 43 (12,7%) ;
rs7804372 AT 121 (35,7%) ? 8’38 E%’é’ ;
T 175 (51,6%) ’ °
AA 70 (20,6%) o
rs3807989 AG 182 (53,7%) é 8’22 Eg;"f ;
GG 87 (25,7%) ’ i
AA 8 (2,4%) ;
rs1997623 AC 124 (36,6%) ’é 8’% g;é’;
cc 207 (61,1%) ’ °

5.3 Associagoes dos polimorfismos do gene CAV71 com a ocorréncia das
principais complicagoes cerebrovasculares na AF

Para as analises de associagdo, foram testados os modelos de herancga
genética recessivo, dominante, sobredominante e codominante para os trés
polimorfismos em estudo. Foram analisadas associagdes dos polimorfismos com a
ocorréncia do AVC, doencga cerebrovascular, estratificacbes do DTC, faixa de alto
rico para o AVC, dados laboratoriais e outras complicacbes cerebrovasculares.
Nenhuma associagao estatistica foi observada em nenhum dos modelos de heranga
genética entre os polimorfismos rs7804372 e rs3807989 e as variaveis estudadas
(p>0,05). O resultado desta analise esta representado na tabela 1 do material
suplementar de acordo com o modelo de herangca codominante pois € o que melhor

representa os dados.

Além disso, foi realizada a analise univariada de riscos proporcionais de Cox
para ambos SNPS intronicos rs7804372 e rs3807989 tendo o AVC como evento,
ndo obtendo também nenhum dado estatisticamente relevante conforme ilustrado na
tabela 5. O tempo de acompanhamento foi definido como o tempo transcorrido entre

a data da admissao do paciente no HEMOPE e a data da sua ultima consulta.

Tabela 5: O modelo univariado de riscos proporcionais de Cox para os SNPS
rs7804372 e rs3807989 tendo como variavel de falha a ocorréncia do AVC.

Variavel Gendtipos HR [95% CI] p-Valor

rs7804372 AAVSAT vsTT 0.73[0.42 - 1.28] 0.277
rs3807989 AA vs AG vs GG 0.90 [0.49 — 1.66] 0.750
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Ja para o polimorfismo rs1997623, algumas estatisticas significativamente
relevantes foram encontradas. Seguindo o modelo de heranga codominante, como
ilustrado na tabela 6, este SNP se mostrou associado com o niveis de hemoglobina
(P-valor = 0.047), Hematocrito (P-valor = 0.029), acometimento pelo AVC (P-valor =
0.003) e a DCV (P-valor = 0.011).

Tabela 6: Associacao do polimorfismo rs1997623 do gene CAV1 de acordo com o modelo

de heranga codominante com a ocorréncia de AVC, DCV e com as variaveis relacionadas

ao desenvolvimento de AVC em pacientes pediatricos com AF.

T Homozigoto . Homozigoto
Caracteristicas clinicas odps 0s selvagem Heterozigoto variante
.. tes 9 AC
e laboratoriais p:c_le;w AA Total: 124 CcC p-valor
rs1997623 N'(%) Total:8 °Na(;% ) Total: 207
N (%) N (%)
HbF (%)
Mediana 9,60 8,00 9,80 9,35 0,570
Intervalo 1,10 — 27,90 3,20-17,00 1,10 — 27,40 1,60 — 27,90
RBC (x10"/Ml)
Mediana 2,62 2,47 2,63 2,61 0,543
Intervalo 1,64 — 4,98 1,85-2,71 1,64 — 3,90 1,66 — 4,98
Hb (g/dL)
Mediana 7,65 7,00 7,70 7,70 0,047*
Intervalo 4,80-11,60 5,20 -7,50 5,30 - 10,60 4,80-11,60
Ht (%)
Mediana 22,75 20,15 22,60 23,30 0,029*
Intervalo 14,70 - 33,20 16,20 — 22,30 15,40 - 31,10 14,70 — 33,20
VCM (fL)
Mediana 86,90 86,90 85,70 87,30 0456
Intervalo 53,40 — 75,60 — 95,70 72,40 - 103,40 53,40-102,90 ’
103,40
HCM (g/dL)
Mediana 29,30 28,20 29,40 29,30 0,742
Intervalo 19,80 -85,70 25,80 — 30,90 22,10 - 85,70 19,80 — 34,20
WBC (x10°/L)
Mediana 14,68 14,90 13,95 14,92 0,736
Intervalo 2,10 - 48,90 8,94 — 19,60 3,30-32,20 2,10 -48,10
PLQ (x10°L)
Mediana 454 487 466 441 0,669
Intervalo 49 - 1010 49 — 748 114 — 875 136 - 1010
Reticuldcitos (%)
Mediana 10,40 10,70 10,60 9,90 0,858
Intervalo 1,50 — 29,20 6,20 - 22,10 1,50 — 25,30 1,50 — 29,20
LDH (U/L)
Mediana 824,00 606,00 724,00 859,50 0256
Intervalo 12,40 — 378,00 - 12,40 — 2219,00 211,00- ’
2401,00 912,00 2401,00
BT (mg/dL)
Mediana 1,94 1,81 1,93 1,94 0,923
Intervalo 0,38 — 39,00 1,18 - 5,10 0,38 -7,46 0,50 — 39,00
Bl (mg/dL)
Mediana 1,51 1,35 1,49 1,51 0,920
Intervalo 0,24 - 11,00 0,71 -4,87 0,24 -7,28 0,31 -11,00
Sexo
Feminino 165 (48,7%) 7 (87,5%) 59 (47,5%) 99 (47,8%) 0,084
Masculino 174 (51,3%) 1(12,5%) 65 (52,41%) 108 (52,2%)
DTC
Normal 213 (66,6%) 6 (75,0%) 67 (54,0%) 140 (67,6%) 0115
Condicionante 73 (22,8%) 1(12,5%) 30 (24,2%) 42 (20,3%) '
Alto Risco 34 (10,6%) 1(12,5%) 18 (14,5%) 15 (7,2%)
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AVC
Sim 25 (7,4%) 2 (25,0%) 15 (12,1%) 8 (3,9%) 0,003*
Nzo 314 (92,6%) 6 (75,0%) 109 (87,9%) 199(96,1%)

DCV
Sim 48 (14,2%) 2 (25,0%) 26 (20,9%) 20 (9,7%) 0,011*
Nzo 291 (85,8%) 6 (75,0%) 98 (79,1%) 187 (90,3%)

FRAVC
Sim 34 (10%) 1(12,5%) 18 (14,5%) 15(7,3%) 0.100
Nzo 305 (90%) 7 (87,5%) 106 (85,5%) 192(92,7%) ’

OUTRAS COMPLICAGOES
Sim 22 (6,6%) 0 (0%) 9 (7,2%) 13 (6,3%)

N&o 310 (93,4%) 8 (100%) 114 (91,9%) 188 (90,7%) 0.715

HbF: Hemoglobina fetal, RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdcrito, VCM, Volume
corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucécitos, PLT: Plaquetas,
LDH: Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, BI: Bilirrubina indireta, DTC: Doppler
transcraniano, AVC: Acidente vascular cerebral, DVC: Doenca cerebrovascular.

O impacto do polimorfismo rs1997623 no modelo codominante (homozigoto
variante CC, versus homozigoto selvagem AA versus heterozigoto AC) foi avaliado
com relagdo ao tempo de desenvolvimento do AVC (idade em anos). A idade
mediana para o desenvolvimento de AVC foi de 06 anos (intervalo: 2 a 12 anos). A
média de seguimento para desenvolvimento de AVC foi de 17 anos (IC95%: 16 a 17
anos). Os pacientes homozigotos selvagens (AA), heterozigotos (AC) e homozigotos
variantes (CC) apresentaram respectivamente um seguimento médio de 13 anos
(IC95%: 10 a 17), 16 anos (IC95%: 15 a 16) e 17 anos (1C95%: 17 a 18) com taxa de
desenvolvimento de AVC de 25% (AA), 12% (AC) e 3,4% (CC) (P=0.007) (Figura 7).

1,0 P =0,007

0,87

0,6

Probabilidade

0,4

00 *+++

1 1 1 1
00 5,00 10,00 15,00 20,00
Idade de desenvolvimento do AVC (anos)
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Figura 7: Probabilidade de acometimento pelo AVC dependente do gendtipo para o
polimorfismo rs1997623.

Ao se analisar a frequéncia do alelo selvagem A do polimorfismo rs1997623 e
o acometimento pelo AVC, observamos que o mesmo esta mais associado com o
desenvolvimento dessa complicagdo quando comparado ao alelo polimérfico C (P =
0.0032; OR: 2.568; IC: 1.374 — 4.655), como ilustrado na tabela 7. Além disso, o
mesmo cenario € observado em relagdo ao desenvolvimento de DCV (P = 0.0092;
OR: 1.950; IC: 1.205 — 3.160), como pode ser visto na tabela 8.

Tabela 7: Analise alélica do polimorfismo rs1997623, para o desenvolvimento do AVC.

AVC Alelos

A C
Sim 19 (13,57%) 31 (5,76%)
Nao 121 (86,43%) 507 (94,24%)
Total 140 (100%) 538 (100%)

P =0.0032; OR: 2.568; IC: 1.374 — 4.655

Tabela 8: Analise alélica do polimorfismo rs1997623, para o desenvolvimento da DCV.

DCV Alelos

A C
Sim 30 (21,43%) 66 (12,27%)
Nao 110 (78,57%) 472 (87,73%)
Total 140 (100%) 538 (100%)

P =0.0092; OR: 1.950; IC: 1.205 — 3.160

Além disso, encontramos uma correlagao estatistica (P = 0.008 ) do rs1997623 na
analise univariada de riscos proporcionais de Cox tendo o AVC como evento (tabela
9). Ja na analise multivariada com o sexo, idade HbF e Hapldtipo Bs néo
observamos correlagcao estatisticamente relevante como ilustrado na tabela 10. Para
ambos os testes, a ocorréncia do AVC foi a variavel de falha e o tempo de
acompanhamento foi definido como o tempo transcorrido entre a data da admissao

do paciente no HEMOPE e a data da sua ultima consulta.
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Tabela 9: O modelo univariado de riscos proporcionais de Cox para O SNP
rs1997623tendo como variavel de falha a ocorréncia do AVC.

Variavel Gendtipos HR [95% CI] p-Valor

rs1997623 AA vs AC vsCC 0.42[0.22 - 0.80] 0.008

Tabela 10: O modelo multivariado de riscos proporcionais de Cox para O SNP
rs1997623 tendo como variavel de falha a ocorréncia do AVC.

Variavel Gendétipos HR [95% CI] p-Valor
rs1997623 AA vs AC vs CC 0.24 [0.04 — 1.36] 0.108
Sexo Feminino vs Masculino  3.54 [0.50 — 24.98] 0.204
Idade Variavel continua 0.88[0.58 — 1.34] 0.578
HbF High vs Low 0.27 [0.02 — 1.81] 0.276
Haploétipo Bs CAR/CAR vs Outros 3.59 [0.38 — 33.66] 0.262

Para categorizacdo da hemoglobina fetal (HbF) foi realizada a mediana da coorte
para este paréametro (9.60%) e dois grupos foram formados: grupo “high” para
dosagem de HbF > 9.60% e grupo “Low” para dosagem de HbF < 9.60%. Para
categorizagdo dos Haplotipos Bs, os pacientes foram alocados em dois grupos:
Grupo com genotipo CAR/CAR e grupo com todos os outros gendtipos.
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6.0 DISCUSSAO

A busca por marcadores genéticos que possam auxiliar o DTC na
estratificacdo de risco para o AVC em pacientes com AF se tronou de grande
relevancia. A necessidade de um painel mais sensivel nessa estratificacao pode ser
ratificada pela evidéncia das taxas de ocorréncia de AVC de acordo com o DTC em
nossa coorte. O grupo de pacientes com DTC normal teve 3,28% de seus individuos
acometidos pelo AVC e o grupo condicionante 5,47%. Isso nos mostra que o AVC
pode acometer pacientes mesmo que estes ndo sejam enquadrados no grupo de
alto risco segundo o DTC. Essa problematica levanta a hipétese de que se esses
pacientes fossem estratificados de maneira mais sensivel e enquadrados no grupo
de alto risco, teriam sidos submetidos a terapia profilatica mais eficaz e o AVC teria
maior chance de ser prevenido. Diante do exposto, diversos genes envolvidos na
fisiopatologia da AF sao estudados como possiveis marcadores, a exemplo deste
trabalho, o gene CAV1.

CAV1 é um pequeno gene que abrange uma regido genémica de 36.391 pb
com 3 éxons e codifica a caveolina-1, um dos trés membros da familia caveolina e
componente estrutural essencial da caveola (S. Chen et al., 2015, 2016). Além de
estar envolvida em todos os processos ja citados anteriormente e principalmente
com a biodisponibilidade do éxido nitrico, de relevante importancia para o cenario da

AF, estudos apontam para outras funcionalidades da caveolina-1.

Devido a essas funcionalidades importantes, varios estudos tém implicado
caveolina-1 na fisiopatologia de disturbios metabdlicos e inumeras doengas
cardiovasculares, porém nunca com a AF. Uma de suas fung¢des foi demonstrada
pelo envolvimento da cav-1 com mecanismos regulatorios idnicos afetando as
funcdes dos canais de sodio e potassio nas células cardiacas bem como inibindo a
via de sinalizacdo do TGF-R1, que desempenha um papel importante na fibrose
atrial (S. Chen et al., 2015; Ulus et al., 2021). Além disso, o gene CAV1 se
demonstrou bastante expresso em tipos de células relevantes para a aterosclerose,
envolvido no transporte de colesterol e com casos de hipertrigliceridemia.
Adicionado a isso, foi observado que camundongos com esse gene nulo, possuiam
um efeito protetor contra esse processo de aterosclerose (S. Chen et al., 2016;

Mora-Garcia et al., 2017; Seifert et al., 2019). Este achado também a coloca em uma
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posicdo importante no cenario do AVC de modo geral uma vez que dislipidemias
podem proporcionar um ambiente vascular favoravel para instalacdo de um AVC

aterosclerético, mesmo que este nao seja o tipo de AVC estudado na AF.

O SNP rs3807989 ja foi anteriormente correlacionado com a fibrilagéo atrial,
com a Doencga Arterial Coronariana, Infarto do Miocardio (IM), sindrome de
bronquiolite obliterante e a suscetibilidade ao carcinoma hepatocelular (S. Chen et
al.,, 2015, 2016; Kastelijn et al., 2011; Ulus et al., 2021; Jian Zhang et al.,
2017).Dentre essas complicagdes, podemos ressaltar os estudos que unem esse
SNP a disturbios cardiovasculares ja que a disfungdo endotelial visualizada na AF

tem grande impacto nas suas manifestagdes clinicas, em especial o AVC.

Bem como o rs3807989, o rs7804372 também ja possui largos estudos que o
correlacionaram com o risco elevado de acidente vascular cerebral aterosclerético
de grandes artérias, risco de doenga arterial coronariana doenga e infarto do
miocardio (Shyu et al., 2017). Este achado o torna interessante por estar envolvido
com o AVC aterosclerético mas ainda nao possuir estudos se tratando do AVC
isquémico na AF. Além disso, o rs7804372 ja foi correlacionado como marcador de
risco para canceres do sistema digestivo (principalmente gastrico e colorretal) (P.
Chen et al., 2021) que apesar de nao possuir muita correlagdo com o tema central
do nosso estudo, demonstra a influencia desse SNP intrénico em diversos cenarios
patologicos. Os SNPs rs3807989 e o rs7804372 demonstraram em conjunto estarem
associados também no cenario da tumorigénese com a suscetibilidade ao cancer de
mama e gastrico, demonstrando que ambos os SNPs, apesar de serem intronicos e
nao possuirem seus mecanismos elucidados, estdo envolvidos processos

patologicos de grande relevéancia (Li et al., 2020b).

Apesar de ja terem sido relacionados com diversos disturbios
(majoritariamente nas populac¢des asiaticas e europeias), os SNPs rs3807989 e o
rs7804372 n&o se demonstraram associados neste trabalho com as variaveis
analisadas, sendo importante ressaltar que este trabalho foi o primeiro que os uniu
ao cenario da AF, sendo necessarios maiores estudos para validagcao deste achado.
Em contrapartida, algumas associagdes relevantes foram encontradas para o
rs1997623.
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O CAV1 é expresso em uma variedade de células tumorais e por conta disso,
estudos anteriores sugeriram que a expressao de CAV17 pode inibir o crescimento do
tumoral em seu inicio (Li et al., 2020b). Estudos envolvendo o rs1997623
demonstrou que seu alelo C pode aumentar o risco de aparecimento do cancer de
mama enquanto o alelo A rs1997623 pode ser protetor (M. Wang et al., 2017). Esse
SNP também foi associado com a ocorréncia da sindrome metabdlica e baixo niveis

de colesterol HDL ( do inglés “High-Density Lipoprotein”) (Nizam et al., 2018).

O presente estudo € o primeiro a associar o SNP rs1997623 com variaveis
relacionadas ao acidente vascular cerebral no cenario da AF. Encontramos uma
associagao significativa desse polimorfismo com o AVC propriamente dito (P=0.003)
e com a DCV (P=0.011). Além disso, foi observado que individuos com o gendtipo
selvagem AA possuem um risco maior para o desenvolvimento do AVC, seguido do
genotipo heterozigoto e por fim o homozigoto variante CC (P=0,007), sugerindo um

efeito protetivo proporcional a frequéncia do alelo variante C.

O mesmo resultado de risco para o AVC foi observado quando comparados
os alelos individualmente: o alelo selvagem A demonstrou-se associado com um
maior risco (P = 0.0032; OR: 2.568; IC: 1.374 — 4.655) comparado ao alelo variante
C. A associacéao de alelos com a DCV também manteve o mesmo padrido observado
em relagdo ao AVC, conferindo ao alelo selvagem A um risco maior para a
complicagao (P = 0.0092; OR: 1.950; IC: 1.205 — 3.160) o que corrobora com a
hipotese de que este SNP possa conferir carater protetivo contra essas

manifestacodes.

Em adicdo a estes achados, tivemos a correlagdo estatistica do rs1997623
(P=0.008) na analise do modelo univariado de riscos proporcionais de Cox frente ao
AVC, o que ratifica nosso achado da curva de sobrevida. Entretanto, ja na analise
multivariada, correlacionando o mesmo SNP com a idade, sexo, porcentagem de

HbF e haplétipos Bs, a estatistica ndo se demonstrou relevante (P=0.108).

Como ja mencionado neste trabalho, a caveolina regula negativamente a
atividade de numerosas moléculas sinalizadoras, incluindo a éxido nitrico sintase
endotelial, enzima responsavel pela formacao do vasodilatador oxido nitrico (Li et al.,

2020b). Sendo assim, sua maior expressao contribuiria para um ambiente molecular
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mais favoravel ao desenvolvimento de vaso-oclusbes uma vez que a

biodisponibilidade do NO estaria reduzida.

Frente a esse cenario, hipotetizamos que a acdo protetiva do alelo
rs1997623-C em relagcdo aos eventos estudados possa se dar pela diminuicdo da
expressdo do gene CAV1, aumentando a biodisponibilidade do oxido nitrico e
desfavorecendo assim, a instalacio de um quadro de complicacdes

cerebrovasculares de cunho vasooclusivo.

Um estudo realizado por Madhoun et al. (2022) nos mostra que esse SNP se
encontra em uma regido de ligacéo de varios fatores de transcrigdo que regulam a
regido promotora do gene e esse polimorfismo pode alterar esse sitio de ligagao.
Este mesmo trabalho mostrou que em pré-adipdcitos o alelo “A” aumentou o
recrutamento do fator EBF1 (do inglés: early B-cell factor 1) provocando um aumento
da expressdo génica, enquanto que o alelo “C” estava relacionado com menor
acetilagcao de histonas, menor recrutamento de fatores de transcricao e niveis mais
baixos de expressao do CAV1 (Madhoun et al., 2022).

O achado do estudo citado acima corrobora a nossa hipotese, entretanto
maiores estudos se fazem necessarios uma vez que o perfil de expressdo da
Caveolina-1 e a regulacdo dessa expressao podem mudar de acordo com o tipo
celular (Madhoun et al., 2022). Dito isso, esclarecimentos a cerca dessa expressao
em células endoteliais sdo essenciais para que a hipotese levantada em nosso

estudo possa ser de fato validada.
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CONCLUSOES

Os SNPs rs3807989 e o rs7804372 do gene CAV1 nao se mostraram
associados com as principais complicagdes clinicas observadas em pacientes

com AF na populagao estudada;

O SNP rs1997623 do gene CAV?1 mostrou-se associado com o
desenvolvimento do acidente vascular cerebral (AVC) e com a doenga

cerebrovascular (DCV);

Pacientes com gendtipo AA (homozigoto selvagem) para o polimorfismo
rs1997623, apresentaram um maior risco de desenvolvimento de AVC e DCV,
quando comparados com os gendtipos AC (heterozigoto) e CC(homozigoto

mutado);
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9.2 Termo de Assentimento livre e esclarecido — menores de idade

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MENORES DE 7 a 18 ANOS)
OBS: Este Termo de Assentimento para o menor de 7 a 18 anos nao elimina a necessidade da
elaboragcao de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que deve ser assinado pelo
responsavel ou representante legal do menor.

Convidamos vocé , apos autorizagdo dos seus
pais [ou dos responsaveis legais] para participar como voluntario (a) da pesquisa: “Investigagdo da
associagido de polimorfismos no gene cav-1 e os niveis séricos de caveolina-1 com complicagbes
cerebrovasculares em pacientes pediatricos com anemia falciforme”. Esta pesquisa é da
responsabilidade do (a) pesquisador (a) Ana Beatriz Lucas de Moura Rafael (Endereco: Rua Prof.
Augusto Lins e Silva, 668, apto.803, Setubal, Recife - PE, CEP: 51030030 — Fone: (81) 997842214 —
e-mail: anabeatrizimr12@gmail.com).

Tambeém participam desta pesquisa os pesquisadores: Dr. Antdnio Roberto Lucena de Araujo
(Telefone para contato: 81 99800-9382), Dr. Aderson da Silva Araudjo (Telefone para contato: 81
99976-5136) e Dr. Igor de Farias Domingos (Telefone para contato: 81 99609-5839) e esta sob a
orientagdo do Prof. Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra Telefone: (81) 99800-8105 e-mail
macbezerraufpe@gmail.com.

Vocé sera esclarecido (a) sobre qualquer duvida com o responsavel por esta pesquisa.
Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo,
pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma via
deste termo |lhe sera entregue para que seus pais ou responsavel possam guarda-la e a outra ficara
com o pesquisador responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo havera
nenhum problema, desistir € um direito seu. Para participar deste estudo, um responsavel por vocé
devera autorizar e assinar um Termo de Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou
interromper a sua participacdo em qualquer fase da pesquisa, sem nenhum prejuizo.

Noés verificamos que a anemia falciforme é uma doenga de grande incidéncia que altera os
glébulos vermelhos e que provoca dores, o que pode estar interferindo nas atividades do dia a dia do
paciente. Nao estdo previstos beneficios diretos para o paciente, entretanto, como beneficio indireto,
este trabalho tem como objetivo a identificacdo de alteragdes genéticas na anemia falciforme que
permitira a deteccado precoce de complicagdes clinicas da doenca, levando a melhoria do servigo
prestado e ao aumento da qualidade de vida dos pacientes.

Dessa forma, gostariamos que vocé doasse 8 ml de sangue, obtidos usando agulhas e
seringas descartaveis. O risco por nés avaliado para o paciente € que em fungdo da coleta de
sangue, pode haver a formagao de um pequeno hematoma local, além da ocorréncia de uma dor leve
resultante da picada de agulha. Além disso, analisaremos os prontuarios feitos pelo médico
responsavel para obtencdo de dados clinicos e laboratoriais que auxiliardo no entendimento das
manifestagdes clinicas.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a
participar do estudo e que esta decisdo nao acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores.
Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa
como informacgodes coletadas dos prontuarios médicos ficarao armazenados em computador pessoal,
sob a responsabilidade do pesquisador responsavel, no enderego acima informado, pelo periodo de
minimo 5 anos apoés o término da pesquisa.

Nem vocé e nem seus pais (ou responsaveis legais) pagardo nada para vocé participar desta
pesquisa, também nao receberdo nenhum pagamento para a sua participagdo, pois é voluntaria. Se
houver necessidade, as despesas (deslocamento e alimentagdo) para a sua participagédo e de seus
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pais serdo assumidas ou ressarcidas pelos pesquisadores. Fica também garantida indenizagdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da sua participagao na pesquisa, conforme decisao
judicial ou extra-judicial.

Este documento passou pela aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE que esta no enderecgo: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 - e-mail:
cephumanos.ufpe@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)

ASSENTIMENTO DO (DA) MENOR DE IDADE EM PARTICIPAR COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, , portador (a) do documento de Identidade
(se ja tiver documento), abaixo assinado, concordo em participar do estudo
“Investigagcido da associagdo de polimorfismos no gene cav-1 e os niveis séricos de caveolina-1 com
complicagbes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com anemia falciforme”, como voluntario
(a). Fui informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, o que vai ser feito,
assim como os possiveis riscos e beneficios que podem acontecer com a minha participagcéo. Foi-me
garantido que posso desistir de participar a qualquer momento, sem que eu ou meus pais precise
pagar nada.

Local e data

Assinatura do (da) menor :

Presenciamos a solicitagdo de assentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do/a
voluntario/a em participar. 02 testemunhas (nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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9.3 Termo de Assentimento livre e esclarecido - Responsaveis

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS)

Solicitamos a sua  autorizagdo para  convidar o (@) seu/sua filho
(a) (ou menor que esta sob sua responsabilidade) para participar, como
voluntario (a), da pesquisa estudo “Investigacdo da associagdo de polimorfismos no gene cav-1 e os
niveis séricos de caveolina-1 com complicagdes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com
anemia falciforme”. Esta pesquisa é da responsabilidade do (a) pesquisador (a) Ana Beatriz Lucas de
Moura Rafael (Endereco: Rua Prof. Augusto Lins e Silva, 668, apto.803, Setubal, Recife - PE, CEP:
51030030 — Fone: (81) 997842214 — e-mail: anabeatrizZimr12@gmail.com).Também participam desta
pesquisa os pesquisadores: Dr. Antdnio Roberto Lucena de Araujo (Telefone para contato: 81 99800-
9382), Dr. Aderson da Silva Araujo (Telefone para contato: 81 99976-5136) e Dr. Igor de Farias
Domingos (Telefone para contato: 81 99609-5839) e esta sob a orientagdo do Prof. Dr. Marcos André
Cavalcanti Bezerra Telefone: (81) 99800-8105 e-mail macbezerraufpe@gmail.com.

O/a Senhor/a sera esclarecido (a) sobre qualquer duvida a respeito da participagéo dele/a na
pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e o/a Senhor/a concordar que o (a)
menor faga parte do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
esta em duas vias.

Uma via deste termo de consentimento |he sera entregue e a outra ficara com o pesquisador
responsavel. O/a Senhor/a estara livre para decidir que ele/a participe ou nao desta pesquisa. Caso
nao aceite que ele/a participe, ndo havera nenhum problema, pois desistir que seu filho/a participe é
um direito seu. Caso nao concorde, ndo havera penalizagdo para ele/a, bem como sera possivel
retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

Nés verificamos que a anemia falciforme é uma doenga de grande incidéncia que altera os
glébulos vermelhos e que provoca dores, o que pode estar interferindo nas atividades do dia a dia do
paciente. Nao estdo previstos beneficios diretos para o paciente, entretanto, como beneficio
indireto,este trabalho tem como objetivo a identificagdo de alteracbes genéticas na anemia falciforme
que permitira a detecgao precoce de complicagdes clinicas da doenga, levando a melhoria do servigo
prestado e ao aumento da qualidade de vida dos pacientes.

Dessa forma, gostariamos que seu/sua filho (a) doasse 8 ml de sangue, obtidos usando
agulhas e seringas descartaveis. O risco por nds avaliado para o paciente é que em fungéo da coleta
de sangue, pode haver a formacédo de um pequeno hematoma local, além da ocorréncia de uma dor
leve resultante da picada de agulha. Além disso, analisaremos os prontuarios feitos pelo médico
responsavel para obtencdo de dados clinicos e laboratoriais que auxiliardo no entendimento das
manifestagdes clinicas.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a
participar do estudo e que esta decisdo nao acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores.
Todas as informacgdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicagdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a nao ser entre os responsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa
como informacgodes coletadas dos prontuarios médicos ficarao armazenados em computador pessoal,
sob a responsabilidade do pesquisador responsavel, no enderego acima informado, pelo periodo de
minimo 5 anos apoés o término da pesquisa.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada e nem recebera nenhum pagamento para ele/ela participar
desta pesquisa, pois deve ser de forma voluntaria, mas fica também garantida a indenizagdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo dele/a na pesquisa, conforme
decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a participagdo serao
assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento com transporte e alimentagao).
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Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego:
(Avenida da Engenharia s/n — Prédio do CCS - 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-
PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPAGAO DO/A VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo assinado,
responsavel por , autorizo a sua participagdo no estudo
“Investigagido da associagdo de polimorfismos no gene cav-1 e os niveis séricos de caveolina-1 com
complicagbes cerebrovasculares em pacientes pediatricos com anemia falciforme” como voluntario(a).
Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os
procedimentos nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da
participacao dele (a). Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de seu acompanhamento/
assisténcia/tratamento) para mim ou para o (a) menor em questéo.

Local e data
Impressao
Assinatura do (da) responsavel:
Digital
(opcional)

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do
voluntario em participar. 02 testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:




9.4 Tabela suplementar 1

Tabela suplementar 1: p-valor no modelo de heranga codominante para os SNPs
rs7804372 e rs3807989.

Caracteristicas clinicas e p-valor p-valor
laboratoriais rs7804372 rs3807989
HbF (%) 0,146 0,303
RBC (x10"/MI) 0,880 0,259
Hb (g/dL) 0,970 0,164
Ht (%) 0,646 0,052
VCM (fL) 0,124 0,539
HCM (g/dL) 0,397 0,740
WBC (x10°/L) 0,931 0,281
PLQ (x10°/L) 0,645 0,175
Reticuldcitos (%) 0,448 0,996
LDH (U/L) 0,199 0,252
BT (mg/dL) 0,403 0,327
BI (mg/dL) 0,170 0,504
Sexo 0,349 0,380
DTC 0,181 0,109*
AVC 0,153 0,638
DCV 0,499 0,599
FRAVC 0,060 0,449

OUTRAS COMPLICAGOES 0,580 0,935
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10. Curriculum Lattes

Ana Beatriz Lucas de Moura Rafael

Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/2631453246522146
ID Lattes: 2631453246522146

Formagao académicaltitulagao

2020

Mestrado em andamento em Genética (Conceito CAPES 4).

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

Titulo: Investigagao da associagao de polimorfismos no gene CAV-1 e os niveis
séricos de caveolina-1 com complicagdes cerebrovasculares em pacientes
pediatricos com anemia falciforme..

Orientador: & Prof. Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra.

Coorientador: Prof. Dr. Antonio Roberto Lucena de Araujo.

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
CNPq, Brasil.

Grande area: Ciéncias Biologicas

Grande Area: Ciéncias da Saude / Area: Medicina / Subarea: Clinica Médica /
Especialidade: Hematologia.

2021
Especializagcdo em andamento em Hematologia Clinica e Laboratorial (NHCL).
(Carga Horaria: 540h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
2016 - 2019

Graduacido em Biomedicina.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

Titulo: Analise da associagao do polimorfismo rs284875 no gene TGFBR3 no
desenvolvimento de doenca cerebrovascular em pacientes pediatricos com anemia
falciforme.

Orientador: Prof. Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra.

2000 - 2015

Ensino Médio (2° grau).
Colégio Imaculado Coragédo de Maria, CICM, Brasil.
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Formagao Complementar

2019 - 2019

IV CURSO 1.000 LAMINAS CITOLOGIA HEMATOLOGICA AVANCADA. (Carga
horaria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019

(Monitoria) V CURSO 1.000 LAMINAS CITOLOGIA HEMATOLOGICA AVANCADA.
(Carga horaria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019

IV CURSO DE LIQUIDOS BIOLOGICOS. (Carga horaria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019

VIl CURSO DE INTERPRETACAO DO HEMOGRAMA. (Carga horaria: 25h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2019 - 2019

(Monitoria) Pos graduagcdo em Hematologia Clinica e Laboratorial - Turma 4b.
(Carga horaria: 540h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2018 - 2018

| CURSO DE IMUNOHEMATOLOGIA LABORATORIAL. (Carga horaria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2018 - 2018

1l CURSO DE AVALIA(;AO CLINICA E LABORATORIAL DA HEMOSTASIA. (Carga
horaria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2017 - 2017

| Curso de Inverno em Bioinformatica da UFPE. (Carga horaria: 40h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.

2017 - 2017

Minicurso Praticas em gPCR. (Carga horaria: 7h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil.
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Atuacao Profissional

2020 - 2020
Vinculo: Convidado, Enquadramento Funcional: Ministrante, Carga horaria: 16

Ministrante do Minicurso de Flebotomia na XXVI Semana de Biomedicina da UFPE.
Totalizando uma carga horaria de 16 horas.

2019 - 2019

Vinculo: Iniciagao Cientifica, Enquadramento Funcional: Aluno Voluntario, Carga
horaria: 20

Iniciagao Cientifica Voluntaria no laboratorio de Hematologia e Biologia Molecular da
UFPE com énfase em polimorfismos genéticos relacionados ao AVC em pacientes
com anemia falciforme, sob orientacdo do professor Marcos André Cavalcanti
Bezerra.

2018 - 2019
Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitoria, Carga horaria: 12

Monitoria na disciplina de Exames Hematoldgicos pelo Departamento de Biofisica e
Radiobiologia (CB-UFPE) para o curso de Biomedicina sob orientacado dos
Professores Marcos André Cavalcanti Bezerra e Antonio Roberto Lucena de Araujo.

2018 - 2019

Vinculo: Estagio extracurricular, Enquadramento Funcional: Aluno Voluntario, Carga
horaria: 20

Participou como estagiaria voluntaria no Laboratério de Hematologia e Biologia
Molecular do Laboratério Central (LabCen) do Centro de Biociéncias (CB) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob supervisao do Prof. Dr. Marcos
André Cavalcanti Bezerra. Totalizando Carga Horaria de 1.440 horas.
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2018 - 2018
Vinculo: Monitoria, Enquadramento Funcional: Monitoria, Carga horaria: 12

Monitoria na disciplina de Urinalises e Fluidos Biolégicos pelo Departamento de
Biofisica e Radiobiologia (CB-UFPE) para o curso de Biomedicina sob orientagao da
Profa. Dra. Isvania Maria Serafim da Silva Lopes.

Projetos de extensao

2019 - 2019

Liga Académica de Hematologia Clinica e Laboratorial - LHCL

Descrigao: Membro fundador e atual diretora da Liga Académica de Hematologia
Clinica e Laboratorial (LHCL). A LHCL & uma projeto que utilizara integralmente seu
patrimdnio com o objetivo aprimorar o aproveitamento académico na area das
hematologia clinica e laboratorial por meio das atividades de ensino, pesquisa e
extensdo. A LHCL é um projeto com tempo de duragao indeterminado, formada por
académicos e professores de Biomedicina, podendo integrar académicos de
qualquer curso da area da saude da Universidade Federal de Pernambuco, sendo
20% das vagas destinadas a académicos de instituicdes externas. As atividades da
LHCL serao divididas nas seguintes areas: didatica ou de ensino, cientifica,
extensao e laboratorial. Além disso, a LHCL conta com encontros periddicos os
quais alternam entre aulas, discussoes, intervencdes e aplicacao pratica do
conhecimento.

Situacao: Concluido; Natureza: Extensao.

Alunos envolvidos: Graduacéo: (26) .

Integrantes: Ana Beatriz Lucas de Moura Rafael - Integrante / Danizia Menezes de
Lima Silva - Integrante / Amanda Moreira Gongalves de Aguiar - Integrante / Maria
Luiza Salustiano Bandeira - Integrante / Dammyres Barboza de Santana Silva -
Integrante / Jonathas Emanuel Santos Nogueira - Integrante / Marcos André
Cavalcanti Bezerra - Coordenador.



