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RESUMO

O acidente vascular cerebral (AVC) € uma complicacdo da anemia falciforme
(AF), resultando em morbidade e mortalidade. Atualmente, a Unica ferramenta
disponivel para rastrear o risco de AVC em criancas com AF é o Doppler
Transcraniano (DTC). Apesar de suas vantagens, a técnica apresenta
limitacbes. Estudos sugerem que alteracbes em genes nédo relacionados a
mutacao primaria da AF podem modular o risco para o desenvolvimento do AVC.
O estudo dos polimorfismos ANXA2 (rs11853426), TEK (rs489347), TGFBR3
(rs284875), ADCY9 (rs2238432), ENPP1 (rs1044498), alfa talassemia (-
a3.7Kb), os haplétipos do gene da BS-globina e os niveis de hemoglobina fetal
(HbF) foi realizado em 402 pacientes com AF, 47 destes com doenca
cerebrovascular (DCV), com mediana de idade de 14 anos em acompanhamento
regular no HEMOPE. Os polimorfismos foram genotipados utilizando PCR em
tempo real, a pesquisa da a-3.7-kb foi realizada por gap-PCR e a determinacao
dos haplatiplos por PCR-RFLP. Os niveis aumentados de HbF, de Hb total e uso
prévio de hidroxiuréia foram associados com a diminuicdo do risco do AVC
(p<0,001). Dos pacientes que desenvolveram AVC, observamos que 34,38%
tinham DTC alterado (p<0,0001). Nao encontramos associacdo dos haplotipos,
da alfa talassemia e nem dos polimorfismos estudados com a ocorréncia da DCV.
Estes resultados indicam que o background genético dos pacientes em nossa

populacdo pode alterar a influéncia dos moduladores genéticos da AF.

Palavras-chave: Anemia Falciforme, Doenca Cerebrovascular, Doppler

Transcraniano, Moduladores Genéticos.



ABSTRACT

Stroke is a complication of sickle cell anemia (FA), resulting in morbidity and
mortality. Currently, the only tool available to screen stroke risk in children with SCA
is Transcranial Doppler (TCD). Despite its advantages, the technique has
limitations. Studies suggest that alterations in genes unrelated to the primary AF
mutation may modulate the risk of developing a stroke. The study of polymorphisms
ANXA2 (rs11853426), TEK (rs489347), TGFBR3 (rs284875), ADCY9 (rs2238432),
ENPP1 (rs1044498), alpha thalassemia (- a3.7Kb), the haplotypes of the BS globin
gene and the levels of Fetal hemoglobin (HbF) was performed in 402 patients with
AF, 47 of them with cerebrovascular disease (CVD), with a median age of 14 years
undergoing regular follow-up at HEMOPE. The polymorphisms were genotyped
using real-time PCR, the search for a-3.7-kb was performed by gap-PCR and the
determination of haplotypes by PCR-RFLP. Increased levels of HbF, total Hb and
previous use of hydroxyurea were associated with a decreased risk of stroke
(p<0.001). Of the patients who developed stroke, we observed that 34.38% had
altered DTC (p<0.0001). We found no association between haplotypes, alpha
thalassemia or the selected polymorphisms with the occurrence of CVD. These
results indicate that the genetic background of patients in our population may alter

the influence of genetic modifiers of AF.

Key words: Sickle Cell Anemia; Cerobrovascular Disease; Transcranial Doppler;

Genetic Modulators.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Estrutura da hemoglobina . . ............................ 18
Figura 2- Estrutura dos genesdaaefglobinas.................... 18
Figura 3- Ontogenia das hemoglobinas humanas . .. ................ 19
Figura 4- Mutacéo genética do gene HBB na anemia falciforme . .. ... .. 21
Figura5- PolimerosdaHbS . ... ... . .. . . . 22
Figura 6- Estimativa mundial de recém nascidos com anemia falciforme . 23
Figura 7- FrequénciadogeneSnoBrasil . ........... ... ... ... .... 24
Figura 8- Fisiopatologia da anemia falciforme . . .. .................. 26
Figura 9- Manifestagdes clinicas da anemia falciforme . .. ............ 27
Figura 10- Fendtipos da anemia falciforme ........................ 28

Figura 11- Mecanismo de inibicdo da polimerizacao da HbS pela HbF... 29
Figura 12- Delecdo -a 7k . . . . . . 32
Figura 13- Idade média do primeiro evento da doenca cerebrovascular

por gendtipo da doenca falciforme. . ..................... 33
Figura 14- Incidéncia por idade do risco de acidente vascular cerebral

isquémico e hemorragico na anemia falciforme . . . ......... 35
Figura 15- Fisiopatologia do AVCI na anemia falciforme ... ........... 37
Figura 16- Arteriopatia venoclusiva e efeitos do regime de transfuséo

CIOMICO . vt e e e e e e e e e 40

Figura 17- Grafico de amplificacdo da PCR em tempo real para o

polimorfismo TEK rs489347. .. ........ .. .. ... 60
Figura 18- Analise dos fragmentos dos polimorfismos ANXA2

IS11853426 . . . oo 62
Figura 19- gapPCR para analise da delecdo-a3,7Kb . ............... 63
Figura 20- Anadlise dos sitios polimérficosnoclusterp. .............. 64

Quadro 1- Polimorfismos associados a doenca cerebrovascular na

anemia falciforme ........ ... ... ... . . ... L 47
Quadro 2- Resultados de estudos sobre a associacéo de polimorfismos

a doenca cerebrovascular na anemia falciforme . .......... 48

Quadro 3- Condi¢Oes das reacdes utilizadas para amplificacdo das



regides polimorficas do cluster daglobinaB............... 65
LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Primers utilizados para amplificacdo do gene ANXA2 e condi¢cbes
dareacdode amplificacdo . ........... ... .. . i
Tabela 2- Sequéncias dos primers para pesquisa da delegdo a3 . .. ... ..
Tabela 3- Primers utilizados para amplificacdo de regides do cluster .. . ...
Tabela 4- Composicdo das reacdes utilizadas para amplificacéo das regides
polimorficas do clusterdaglobinaB.........................
Tabela 5- Tamanho dos produtos amplificados e apés a clivagem com as
endonucleases derestricdio . . . ...
Tabela 6- Caracteristicas laboratoriais dos pacientes incluidos no estudo . . .
Tabela 7- Caracteristicas de sexo e idade do total de pacientes e da idade
do grupo da doenca cerebrovascular. . . .....................
Tabela 8- Resultados do doppler transcraniano e numero de casos de AVC
por categoria do doppler transcraniano . ....................
Tabela 9- Frequéncias alélicas e genotipicasdos SNPs . ................
Tabela 10- Frequéncia dos haplétipos p® e da alfa talassemia ............
Tabela 11- Caracteristicas dos pacientes com anemia falciforme de acordo
com o status da doenca cerebrovascular ...................
Tabela suplementar 1- Estratégias terapéuticas empregadas para 0s

pacientes com doenca cerebrovascular ...........

67



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

item Definigcdes

ACI Artéria cerebral interna

ACM Artéria carétida interna

ADCY9 Adenilato ciclase 9

AEO Arteriopatia estenoclusiva

AF Anemia falciforme

Al Arabe indiano

AlT Ataque isquémico transitério

a Alfa

a3 7Kb Delecso a3 7Kb

a-Tal Alfa talassemia

ANGPT2 Gene da angiopoetina

ANXA2 Anexina A2

AR Alto risco

ARM Angiorressonancia

AVC Acidente vascular cerebral

AVCH Acidente vascular cerebral hemorragico

AVCI Acidente vascular cerebral isquémico

B Beta

Bs Cadeia globinica beta com alteracédo para formacéo da
HbS

BEN Benin

BI Bilirrubina indireta

BR Baixo risco

CA Crise augica

CAR Republica central africana

CAM Camardes

CHF Concentrado de hemacias fenotipadas

cm/s Centimetro por segundo

DCV Doenca cerebrovascular



DF Doenca falciforme

DHL Desidrogenase lactica

DTC Doppler transcraniano
ENPP1 Ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase 1
EPO Eritropoetina

EUA Estados unidos das américas
Fe** Ferro ferroso

Fex** Ferro férrico

FSC Fluxo sanguineo cerebral

Y Gama

GOLGBI Golgina B1

GTP Guanosina trifosfato

Hb Hemoglobina

HBB Gene da globina beta

HbF Hemoglobina fetal

HbS Hemoglobina S

Hc Hemacia

Ht Hematocrito

HU Hidroxiuréia

ICAN-1 Molécula de adeséo intercelular-1
IL-1 Interleucina 1

IL-4 Interleucina 4

IL-8 Interleucina 8

IS Infarto silencioso

Kb Kilobase

LCR do inglés locus control region
MAF do inglés minor allele frequency
NF-kB Fator nuclear kappa B

NIH National Institute of Health
NO Oxido nitrico

Nos NO sintetase

0? Oxigénio

PCR Polymerase chain reaction



PGF
PHHF
RC
RNM
ROS
RTC

Sp-talassemia

Sp*-talassemia

SpO-talassemia

SC

SD

SEN

SS

STA
STOP
TAMMV
TEK
TGFBR3

TLRs
TNF
TWITCH

VCAM-1
VCM
VMM

Fator de crescimento plaquetéario

Persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal

Risco condicional

Ressonancia magnética

Espécies reativas de oxigénio

Regime de transfus&o cronica

Gendtipo heterozigoto composto para hemoglobina S e
B-talassemia

Genotipo heterozigoto composto para hemoglobina S e
B*-talassemia

Gendtipo heterozigoto composto para hemoglobina S e
RO-talassemia

Gendtipo heterozigoto composto para hemoglobinas SC
Gendtipo heterozigoto composto para hemoglobinas SD
Senegal

Gendtipo heterozigoto composto para hemoglobinas SS
Sindrome toraxica aguda

Do inglés Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Disease
Tempo de elevacao da velocidade média

Tirosina quinase

Receptor do fator de transformacéo do crescimento beta
1]

Receptores toll-like

Fator de necrose tumoral

Transcranial Doppler with Transfusion Changing to
Hydroxyurea

Molécula de adeséao celular-vascular-1

Volume corpuscular médio

Velocidade média méaxima



SUMARIO

1. INTRODUGAO . .. ... 16
2. REVISAODA LITERATURA . ...ttt 17
2.1 HEMOGLOBINAS HUMANAS. . . .. ... 17
2.2 HEMOGLOBINOPATIAS. . . .. 20
2.3 ANEMIA FALCIFORME. . . .. ... e 20
2.3.1 Histéricoedefinicdo . ............ ... ... ... ... ...... 20
2.3.2 Epidemiologia. . ... ... 22
2.3.3 Fisiopatologia. . .......... . i 24
2.3.4 Manifestacdes clinicas . .................. ... ....... 26
2.3.5 Fenotipos da anemia falciforme .. .................... 27
2.3.5.1 Hemoglobinafetal ................ ... ... .. ... ... ... 29
2.3.5.2 HaplotiposdogenedaBSglobina....................... 30
2.3.5.3 Alfatalassemia. .. .. ... 31
2.4 DOENCA CEREBROVASCULAR NA ANEMIA FALCIFORME 32
2.4.1 Definicdo, epidemiologia e fatores derisco ............. 32
2.4.2 Acidente vascular cerebral Isquémico (AVCl) . .......... 35
2.4.2.1 Fisiopatologia . . ... 36
2.4.2.2 Tratamento da prevencédo secundariado AVCL. . ........... 39
2.4.2.2.1 Regime de transfusdocrénico . ......................... 39
2.4.2.2.2 Transplante de células tronco hematopoiéticas . . .......... 41
2.4.2.3 Tratamento de prevencédo primariado AVCI . ............... 41
2.4.2.3.1 Dopplertranscraniano. . . ........... i 41
24232 HIAroXiUr€Ia . . . .. oo e 44
2.4.2.3.3Novasterapias . . ... coi i 45
2.4.2.4 Moduladores genéticosdo AVCI . ............. ... ... ..... 46

2.4.2.4.1 Polimorfismo rs11853426 de gene ANXA2. . .. ............. 48



2.4.2.4.2 Polimorfismo rs2238432 do gene ADCY9. . .. .............. 50

2.4.2.4.3 Polimorfismo rs489347dogene TEK . . .. ................. 50
2.4.2.4.4 Polimorfismo rs284875do gene TGFBR3. . . .. ............. 53
2.4.2.4.5 Polimorfismo rs1044498 do gene ENPP1. . ... ............. 54
3. OBJETIVOS . . .o 57
3.1 OBJETIVO GERAL . . . .. i 57
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS . . . ...ttt 57
4. MATERIAL EMETODOS . .. ..ot e 58
4.1 ASPECTOSETICOS . . .o ettt ettt 58
4.2 DESENHO DO ESTUDO ECASUISTICA . ... ...t 58
4.3 DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS ... ... 59
4.4 ANALISES MOLECULARES . .. ..ot e 59
44.1 Genotipagem de polimorfismos por PCRem temporeal.... 59
4.4.2 Genotipagem para o polimorfismo ANXA2 rs11853426. ... .. 61
4.43 Determinacdo da mutagcdo a37kb L. 62
4.4.4 Determinacio dos haplétipos BSglobina................. 63
4.5 ANALISEDE DADOS . ...ttt e 66
5. RESULTADOS . . ... e 67
51 CARACTERISTICAS LABORATORIAIS . .. ... ..o 67
5.2 CARACTERISTICAS CLINICAS E RESULTADOS DO DTC.... 67
5.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS . .. ............... 69

54  GENOTIPAGEM DA ALFA TALASSEMIA E DE HAPLOTIPOS B8
GLOBINA . . ..o e 70

5.5 COMPARACAO DOS DADOS DO GRUPO CASO E GRUPO

CONTROLE . . ..o s, 71
6. DISCUSSAOD . . .ot s 74
7. CONCLUSOES . . ... s 80

8. REFERENCIAS . . ...t s 81



10.



16

1. INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é uma das doencas genéticas mais comuns no
mundo e é caracterizada pela heranca da hemoglobina S (HbS), decorrente de
uma mutacdo em homozigose no gene que codifica a cadeia globinica B (HBB; BS
GAG—GTG; glubval). A base da fisiopatologia da doenca € decorrente da
polimerizacdo da HbS sob baixas concentracdes de oxigénio, levando a alteracbes
fisico-quimicas na hemacia e deforma¢des em seu citoesqueleto. Apresenca dos
eritrécitos falcizados contribui para a ocorréncia de eventos fisiopatolégicos como
a hemolise e a vasoclusdo na microcirculacdo, levando ao desenvolvimento de
complicacg@es clinicas, com destaque para as complicagdes cerebrovasculares. O
acidente vascular cerebral (AVC) € uma das principais complicacdes da doenca,
atingindo criangas e adultos e é definido como um evento neurolégico agudo
secundario a oclusdo de uma grande artéria cerebral ou a hemorragia, com
posterior isquemia. Disfuncdo neurolégica motora e cognitiva sdo as principais
consequéncias, impactando de forma importante a vida do paciente. O AVC do tipo
isquémico (AVCI) é o mais comum nos pacientes com AF nas duas primeiras
décadas de vida e as criangas apresentam um risco 300x maior de desenvolver a
complicacéo, do que aquelas com perfil de hemoglobinanormal, tornando assim a

AF a maior causa de AVC durante a infancia.

Atualmente a Unica metodologia disponivel para identificacdo do risco de
AVC na AF é o Doppler Transcraniano (DTC), que consiste em exame de
ultrassonografia ndo invasivo e indolor, que estima a velocidade média das grandes
artérias intracranianas do poligono de Willis, realizado em pacientes de 2 a 16 anos
de idade. Os individuos séo classificados de acordo com as velocidades obtidas
em: normal (velocidade até 170cm/s); condicionante (entre 170cm/s e 199cm/s)e
alto risco (AR) (maior ou igual a 200cm/s), de acordo com o estudo Stroke
Prevention in Sickle Cell Disease (STOP), que avaliou o risco do desenvolvimento
de AVCI detectado através do DTC. O estudo mostrou que o regime de transfusao
cronico (RTC), terapia ja utilizada na prevencado da recorréncia do AVCI na AF,
reduz o risco do AVCI priméario em 92% em criancas que tém DTC AR. O DTC é a

Unica ferramenta que auxilia na prevencdo do AVCI priméario, mas apresenta
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algumas limitagdes. Alguns pacientes apresentam janela acustica espessa,
impossibilitando a realizagdo do exame. Além disso, é uma técnica de
especificidade relativamente baixa, uma vez que cerca de 60% dos individuos
classificados como AR ndo desenvolverdo o AVC, sendo submetidos
desnecessariamente ao RTC. Por outro lado, algumas criangas com DTC normal
podem apresentar o AVC. Por fim, nem todos os centros oferecem o exame, assim
como nem todos os pacientes o fazem com a regularidade necessaria.

Diante dessas limitagOes, percebe-se a importancia da identificacdo de
novos moduladores que indiquem o risco do desenvolvimento de AVCI nos
pacientes com AF, para que sejam utilizados como ferramenta de suporte aos
resultados do DTC. Diversos estudos apontam que genes envolvidos em vias de
inflamagé&o, biologia do oxido nitrico, estresse oxidativo e adesdo endotelial
podem estar relacionados com desenvolvimento de doenca cerebrovascular na
AF. Polimorfismos nos genes ANXA2, TEK, TGFBR3, ADCY9, ENPP1, a presenca
da coheranca da talassemia alfa e haplétipos da RS globina ja foram relacionados

com complicacdes cerebrovasculares na AF.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HEMOGLOBINAS HUMANAS

A hemoglobina (Hb) é a proteina responsavel pelo transporte de
oxigénio (O?) através da circulagdo do sangue. Sua estrutura é formada por
guatro subunidades. Cada uma delas é formada por uma porcdo protéica
(globina) e um grupo prostético (heme). Existem diferentes tipos de globinas,
todas formadas por duas globinas alfa e duas globinas ndo alfa. A HbA é uma
proteina tetramérica composta por 2 pares de cadeias de polipeptideos de
globina: um par de cadeias de alfa (a) globina e um par de cadeias de beta ()
globina (Ahmed MH et al. 2020). Cada subunidade € ligada ao heme, uma
molécula de protoporfirina ligada ao ferro na forma ferrosa (Fe**). O ferro, que
tem a funcdo de se ligar a molécula de oxigénio, quando oxidado, passa ao
estado férrico (Fe***), cuja proteina passa a chamar-se metemoglobina (Ahmed

MH et al. 2020). A figura 1 mostra a estrutura da hemoglobina.
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Figura 1- Estrutura da hemoglobina. Estrutura quaternaria da hemoglobina com duas cadeias a e
duas cadeias 3 coloridas em cinza e castanho, respectivamente.

Central water cavity

Fonte: Ahmed MH (2020) Subcell Biochem.

Os genes da a globina sdo dois (HBA1, HBA2) e estdo localizados no
cromossoma 16 (16p13.3) juntamente com o gene embrionério zeta (¢) (HBZ1).
N&o ha nenhum substituto da alfa globina na formacao de qualquer Hb normal
existente desde o nascimento (Adekile A, 2021). O unico gene da 3 globina (HBB)
esta localizado no cromossoma 11 (11p15.5) em um cluster de genes que contém

um gene épsilon (€) (HBE1), semelhante ao  embrionario, os genes da globina

gama (Y) (HBG1, HBG2), e o gene da delta (O) globina (HBD), como ilustrado
pela figura 2.

Figura 2- Estrutura dos genes da a e B globinas. Os genes da alfa e beta globinas localizam-se
nos cromossomos 11 e 16, respectivamente.
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Fonte: Med Princ Pract 2021;30:201-211.
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No periodo embrionario, as hemoglobinas, que contém as cadeias de
globina ¢ (HBZ) ou € (HBE1) s&o detectaveis somente durante os estagios mais
precoces da embriogénese (Shibayama N. 2020). Entre 4 a 14 semanas de

gestacdo sao sintetizadas 3 diferentes hemoglobinas: Hb Gowerl (¢2/€2), Hb

Portland (¢2/y2) e Gowerll (a2/€2) (Hardson RC. 2012) em ordem de formagé&o
(Shibayama N. 2020). A partir da 142 semana de gestagdo, apos a eritropoiese
fetal se estabelecer no figado e no baco, estas hemoglobinas sdo substituidas
pela hemoglobina fetal (HbF) (a2/y2), que permanece até o final da gestacdo
(Adekile A, 2021). A HbF é a principal hemoglobina existente nas heméacias fetais
durante a gestacéo, constituindo 60-80% do total da Hb até o nascimento, quando
ha a supressdo da expressédo do gene Y e expressao do gene da beta globina,
apos o nascimento, resultando na diminuicdo da HbF para niveis menores do que
0,5% e aumento da sintese de HbA (a2/p2) para aproximadamente 97-98%,
guando a substituicdo se completa em torno dos 6 meses de vida, como mostra
a figura 2 (Shibayama N. 2020).

Figura 3— Ontogenia das hemoglobinas humanas. Mudanca de hemoglobina da vida embrionaria
para a vida adulta.
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2.2 HEMOGLOBINOPATIAS

As hemoglobinopatias sédo doencas de origem genética, autossdmicas
recessivas, cujas mutacdes ocorrem no gene da [3 globina, que codifica a HbA.
Estas alteragcbes podem ser divididas em estruturais ou de producdo. As
hemoglobinopatias mais comuns sédo a talassemia e a doenca falciforme.
(Goonasekera HW et al. 2018).

A talassemia decorre do desequilibrio das concentracGes de a e 3
globinas, afetadas durante seu processo de sintese, levando a diminuicdo ou
supressao destas. (Goonasekera HW et al. 2018). A doenca falciforme (DF) € o
tipo de hemoglobinopatia mais comum no mundo, causada pela mutacao no gene
da B globina, que produz uma proteina anormal, a hemoglobina S (HbS). A forma
mais grave e mais comum deste tipo de hemoglobinopatia é denominada de
Anemia falciforme (AF), forma homozigota (SS), decorrente da combinacéo de
dois alelos mutantes BS (HbSS). (Stuart et al. 2004; Serjeant, 2013). Quando ha
a coexisténcia da HbS com outras variantes anormais da B-globina, com as quais
a HbS pode polimerizar também (ex: SB-talassemia, SC, SD etc), sao

denominadas de doenca falciforme (DF) (Saraf et al. 2014).

2.3 ANEMIA FALCIFORME

2.3.1 Historico e definicéo

A descoberta da hemoglobin S por Linus Pauling e colegas, feita em 1949,
foi a primeira demonstracdo da producdo de uma proteina anormal que poderia
causar uma doenca genética a partir do conceito de uma base molecular (Eaton
WA. 2003; Mohanty D. 2014; Eaton WA. 2020). Jessé Accioly, médico alagoano,
em 1946, quando cursava o 5° ano de Medicina na Faculdade de Medicina da
Bahia, publicou nos Arquivos da Faculdade de Medicina da Bahia, o mecanismo da
heranca da anemia falciforme, jornal de circulacdo local (Accioly J. 1947). A
sociedade cientifica internacional s6 tomou conhecimento do seu feito quando
publicado, através da Profa. Eliane Azevédo em divulgac¢ao internacional em 1973
(Azevédo ES. 1973). No entanto J. V. Neel, um cientista independente j& havia
desenvolvido a mesma hipotese e publicado internacionalmente em 1947 (Neel JV.

1947). Em 1956, Vernon Ingram identificou a alteracdo na sequéncia de
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aminoécidos da cadeia da beta globina (HBB; BS GAG—GTG,; glu6val) (Ingram VM.
1956). Desde entdo muito conhecimento foi adquirido, mais intensificados a partir
de meados de 1970, com o advento da tecnologia aplicada no campo da genética
(Ahmed MH et al. 2020).

A substituicdo de uma base nitrogenada, a adenina pela timina, na posi¢cao
do sexto cdédon do gene que codifica a B globina da Hb (HBB:c.20A>T, p.E6V),
causa a troca do aminoacido acido glutamico pela valina, produzindo uma Hb
anormal, a HbS, e resultando em alteracBes nas propriedades fisico-quimicas da
molécula de Hb. (Kato GJ et al. 2018; Carden MA and Jane Little J. 2019) como
ilustrado na figura 4.

Figure 4— Mutacao genética do gene HBB na anemia falciforme. A hemoglobina normal é formada
por duas subunidades a-globina e duas subunidades B-globina, a Ultima é codificada pelo HBB.
O alelo B° da HbS é um alelo do gene HBB no qual ha uma substituicdo da adenina pela timina,
resultando na troca do acido glutamico pela valina na posigdo 6 na cadeia da B-globina. A HbS
desoxigenada pode polimerizar e estes polimeros tornam a heméacia deformada.
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Fonte: Kato GJ et al. 2018 (modificado).

Em condi¢cdes de desoxigenacédo, hipoxia e acidose, a molécula de HbS
forma polimeros dentro da heméacia (Hc), que modificam seu citoesqueleto,
causando alteracbes fisico-quimicas e tornando a hemacia densa e menos
deformavel, dando origem ao formato de foice ou meia-lua, patognoménico e
indispensavel para a patogénese da doenca (Steinberg MH. 2022). Estas
alteracdes desencadeiam uma cascata de eventos intra e extracelulares, incluindo
rigidez e fragilidade da Hc, desidratacao celular, ativacéo de receptores de adesao,
oclusdo da microvasculatura e ativacdo plaquetaria, de neutrofilos e mondcitos,
culminando na formacédo de um estado pro inflamatorio e pr6 trombotico. (Kaul et
al. 1999; Steinberg. 1999; Stuart et al. 2004; Kato GJ et al. 2018; Piccin A et al. 2019).

A figura 5 ilustra a estrutura dos polimeros da HbS.
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Figura 5- Polimeros da HbS. (A) Estrutura dos polimeros visualizada por microscopia eletrnica.
Cada esfera representa um tetramero da HbS. (B) Estrutura atébmica da HbS desoxigenada
visualizada através de cristalografia por raio X.

A B

Fonte: Dykes GW (1978); Wishmer BC (1975).

2.3.2 Epidemiologia

A anemia falciforme é a doenca monogénica mais prevalente na Africa
subsaariana, sul da Asia, Oriente Médio e na regido do Mediterraneo. A cada ano,
aproximadamente 300.000 recém-nascidos nascem com a AF no mundo e este
namero pode aumentar para 400.000 até o ano de 2050. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 20 a 25 milhdes de individuos sao
portadores de AF no mundo, destes, 12-15 milhdes estdo na Africa subsaariana, 5
a 10 milhdes na india e 3 milhdes distribuidos pelo planeta. (Brousseau et al. 2010;
Hassell. 2010; Piel FB et al. 2013; Piel FB et al. 2020; Bhattacharya et al. 2021
Sedrak et al. 2021).

A AF apresenta alto indice de mortalidade infantil, porém, apesar disso,
atingiu ampla distribuicdo mundial através da migracdo e da pressdo seletiva

exercida em regifes que sdo endémicas para malaria, levando a doencga ao status
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de problema de saude publica (Piel et al. 2010; Weatherall. 2010; Grosse et al.
2011). O portador do traco recessivo da AF, aquele que herda apenas um gene
HBSS de um dos pais, € assintomatico e, por consequéncia, na grande maioria
das vezes, desconhece sua condicdo genética e a possibilidade de transmiti-la aos
seus descendentes. A figura 6 representa o niUmero estimado de recém-nascidos

portadores de anemia falciforme nascidos no mundo.

Figura 6- Estimativa mundial de recém nascidos com anemia falciforme a cada 100.000
nascimentos por pais em 2015.
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Fonte: Kato et al., 2018.

No brasil, de acordo com os dados do Ministério da Saude (2021), estima-
se a prevaléncia de 25.000 a 30.000 portadores de AF e a incidéncia de 3.500
casos novos a cada ano. Estima-se também que 200.000 pessoas com o trago
falciforme nascem ao ano, com o total de 8.000.000 de individuos, isso &, 4% da
populacéo brasileira. As maiores prevaléncias estdo nas regides norte, nordeste e
sudeste. No estado de Pernambuco, estima-se que a incidéncia da doenca seja de
1:700 nascidos Vivos por ano. <https://lwww.gov.br/saude/pt-
br/assuntos/noticias/2022/junho/governo-federal-reforca-necessidade-do-
diagnostico-precoce-da-doenca-
falciforme#:~:text=Estima%2Dse%20que%2C%?20atualmente%2C,com%20Doen
%C3%A7a%20Falciforme%20n0%20Pa%C3%ADs.>
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A figura 7 destaca a frequéncia do gene HBSS nas diferentes regides do

Brasil.

Figura 7- Frequéncia do gene S no Brasil.
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2.3.3 Fisiopatologia

Dois principais fendbmenos sao caracteristicos e responsaveis pela
patogenia da AF: a vasoclusdo e a hemolise. Os polimeros da HbS distorcem o
formato da hemacia, tornando-a densa, rigida e aderente. Sdo formados agregados
celulares de heméacias falcizadas, neutrofilos e mondcitos ativados e plaquetas
ativadas, provocando aumento do tempo de transito vascular, oclusado vascular e
consequente inducdo da desoxigenacdo da Hb e mais polimerizagdo. Além disso,
a afinidade do O? com a HbS é menor do que a afinidade com a HbA, o que
exacerba a polimerizacdo (Kato GJ et al. 2018). A propagacdo da vasoclusao
culmina em inflamacao, estado de hipercoagulabilidade e isquemia dos tecidos
(Allali S et al. 2020).

Os polimeros da HbS distorcem o formato da hemacia, tornando-a densa,
rigida e aderente. Sdo formados agregados celulares de hemacias falcizadas,
neutrofilos e mondcitos ativados e plaquetas ativadas. Esta ativacdo das células
imunes inatas liberam uma grande quantidade de citocinas e quimiocinas proé
inflamatorias, que por sua vez aumentam a expressdo das moléculas de adesao

(Allali S et al. 2020). A P-selectina € uma molécula de adesdo que facilita a
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aderéncia de plaquetas e leucdcitos ao endotélio, armazenadas no corpo de
Weibel-Palade, no endotélio e no interior das plaguetas. Durante o processo
inflamatorio e de hipdxia, a P-selectina é liberada para a superficie do endotélio
vascular, promovendo a aderéncia das células ao endotélio. O resultado é o
aumento do tempo de transito vascular e consequente inducdo da desoxigenacao
da Hb e mais polimerizacdo. Além disso, a afinidade do O? com a HbS é menor do
gue a afinidade com HbA, o que exacerba a polimerizagao (Kato GJ et al. 2018). A
propagacgéao da vasocluséo culmina em inflamacao, estado de hipercoagulabilidade
e isquemia dos tecidos (Allali S, et al. 2020).

Em consequéncia da concentracdo aumentada dos polimeros da HbS que
se acumulam na Hc (Rees et al. 2018), lesdes celulares como dano a membrana
da Hc, aumento de sua rigidez, desidratacéo e aumento da expresséo de moléculas
de adesdao, levam a hemdlise intravascular, com diminuicdo da meia vida das
hemacias de 120 dias para 17 dias, em média. (Malowany et al. 2012). A hemolise
ocorre numa taxa muito maior do que o normal, sem que 0 organismo possa
resolver de forma adequada, causando anemia hemolitica crénica (Malowany et al.
2012).

Uma unica Hc contém pelo menos 250 milhdes de moléculas de Hb que,
apos a lise, estardo sob a forma livre na circulagcdo sanguinea (Blackburn et al.
2018). A Hb livre é dividida em heme, ferro e globina. Estas estruturas catalisam a
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxigen species)
gue depletam o 6xido nitrico (NO, do inglés nitric oxide) através da producéo de
nitrato inerte (Kato et al. 2007; Kato et al. 2009; Schaer et al. 2013; Lindermayr et
al. 2015). O NO é um radical livre produzido enzimaticamente pela familia das NO
sintetases (NOs) durante a conversao da arginina em citrulina. O NO endotelial &
difundido para musculo liso adjacente, causando relaxamento. (Lindermayr et al.
2015). Na AF o NO também é depletado durante a hemolise intravascular, quando
a arginase ¢ liberada das Hcs, destruindo a arginina, substrato do NOs (Morris et
al. 2005). O prejuizo na biodisponibilidade do NO causa disfuncdo do endotélio
(Kato et al. 2007).

O produtos da hemolise intravascular danificam o sistema vascular, uma
vez que o conjunto de alteracBes decorrentes do estado pré inflamatério, da
hipercoagulabilidade e da perda da integridade estrutural do endotélio levam a

injaria tecidual e isquemia (Pierrot et al. 2015).
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Na literatura, para melhor compreensao, os fenébmenos de vasocluséo e
hemodlise s&o descritos separadamente, porém ocorrem de forma contigua. A

Figura 8 representa estes dois fenbmenos.

Figura 8- Fisiopatologia da anemia falciforme. A HbS sofre polimerizacdo reversivel quando
desoxigenada. O polimero falciforme fere o eritrécito e eventualmente produz danos irreversiveis a
membrana. Essas células tém uma vida util reduzida (hemoalise), algumas das quais ocorrem por via
intravascular consumindo 6xido nitrico (NO). As hemacias falciformes também levam a vasoclusao.
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2.3.4 Manifestacdes clinicas

Individuos com a mesma mutacao da doenca podem apresentar evolucdes
diferentes em relacéo a gravidade e a mortalidade. (Steinberg et al. 1983; Platt et
al. 1994; Serjeant et al. 2017). Fatores ambientais e genéticos provavelmente sejam
a explicacdo para esta grande variabilidade do fendtipo da doenca (Steinberg.
2009) . Fatores ambientais como condi¢cdes socioecondmicas, grau de
escolaridade, prevaléncia de doencas infectocontagiosas, além de acesso a
assisténcia médica de qualidade, tém grande impacto na evolucdo da doenca
(Zago. 2007). Por outro lado, fatores genéticos ja foram identificados como
modificadores da AF. Os dois mais importantes sdo os determinantes do aumento
do nivel da HbF nas hemacias e a coexisténcia da alfa talassemia (a-Tal) que atuam
diminuindo a polimerizacdo da HbS (Steinberg. 2009; Rees et al. 2010, Steinberg
MH. 2022. Runge A, et al. 2022).

Ao longo da vida, os pacientes com AF sofrem dos efeitos agudos e
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cumulativos da falcizacdo das hemacias, dos recorrentes episédios de vasoclusao,
isquemia e reperfusdo, hemolise e inflamacéo (Serjeant. 2013), com consequentes
efeitos multisistémicos, uma vez que a doencga tem sua origem no sangue (Kato et
al, 2018). A figura 9 ilustra as principais complicacdes da doenca (Meier et al. 2012,
Kato et al, 2018) como a DCV, STA, priapismo, infeccao, Ulcera de perna.

Figura 9— Manifestacdes clinicas do anemia falciforme. Complicagfes agudas e cronicas da anemia
falciforme. As complica¢6es cronicas contribuem para a mortalidade precoce da doenca.
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2.3.5 Fendtipos da anemia falciforme

Atualmente séo reconhecidos dois subfenétipos da doenca, um
relacionado a disfuncéo endotelial, secundéaria & hemalise e o outro relacionado

a vasocluséo e viscosidade, como ilustra a figura 10 (Kato et al. 2007).
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Figura 10- Fendtipos da anemia falciforme. Os dois maiores fenétipos da Anemia Falciforme séo
a hemodlise e a vasoclusao.
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Fonte: Kato GJ (2007) Blood Rev.

Estes fendétipos, mesmo que reconhecidos separadamente, acontecem
de forma simultanea, podendo haver sobreposi¢cdo de um dos fenétipos ao outro
em alguns pacientes (Kato et al. 2018; Adekile A. 2021).

O espectro da disfuncao endotelial esta associado a hipertensao pulmonar,
AVC, Ulceras de perna e priapismo (Kato GJ et al. 2017, Kato et al. 2018),
geralmente em pacientes que apresentam quadro de hemdlise crbnica mais
intensa. O espectro da vasoclusdo € associado a crises algicas, STA e
osteonecrose, em consequéncia do aumento da viscosidade, resultante do
hematdcrito (Ht) mais alto (Kato GJ et al. 2018). Os hapldtipos da BS globina,
envolvidos com a modulacgao dos niveis de HbF (a2y2), e a coheranca da a-Tal séo
moduladores genéticos com grande impacto nos fendtipos da AF (Steinberg MH.
2020; Vichinsky E, 2017; Mikobi et al. 2018).
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2.3.5.1 Hemoglobina fetal

As primeiras manifestacdes clinicas da anemia falciforme iniciam-se em
torno do sexto més de vida, quando a sintese de cadeia da gama (y) globina é
substituida pela sintese de cadeias B, isto €, a HbF é substituida pela HbS (Ware
et al. 2010; Blobel GA et al. 2015 Miller et al. 2000).

A extensdo e duracdo da desoxigenacdo da Hb, a concentracao intra-
eritrocitaria das hemoglobinas S e F estdo diretamente relacionadas a
polimerizacdo da HbS (Rees et al. 2018). A HbF tem grande forca anti-
polimerizacéo pois as subunidades de y globina formam um heterotetramero hibrido
em combinacdo com 2 cadeias de a-globinas , uma de y-globina e uma de B-
globina, que n&o sofrem polimerizacdo, pois sdo muito mais sollveis que o
homotetramero a2B3S2 (Eaton and Bunn HF, 2017, Rees et al, 2018; Williams and
Thein, 2018, Henry ER et al. 2020). A Figura 11 representa 0 mecanismo de inibigéo

da polimerizacéo realizado pela HbF.

Figura 11— Mecanismo de inibicao da polimerizacdo da HbS pela HbF. Dissociacédo dos tetrameros
em dimeros e reassociacdo na composi¢cao da HbS com HbF, resultando em trés tetrdmeros com
consequente diminuigdo da fragdo do homotetramero HbS (a2352).
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Fonte: Bunn HF, McDonough M, 1974,

A hemoglobina fetal (a2y2), tem grande significado clinico para a AF, uma
vez que pacientes com maiores niveis de HbF, apresentam menos complicacdes
da doenca (Eaten WA and Bunn HF. 2017; Steinberg MH. 2020) evidenciando o
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efeito protetor da HbF na AF (van der Land V et al. 2016; Eaton WA and Bunn HF.
2017). Um bom exemplo para isso € o caso da persisténcia hereditaria de
hemoglobina fetal (PHHF). Dele¢bes do gene da (B-globina ou mutagdes pontuais
nos promotores dos genes da HbF levam a niveis elevados de HbF (Menzel S and
Thein SL. 2019). De forma geral, o fenétipo causado por essas mutacdes €&
denominado PHHF ( Lettre G and Bauer DE. 2016). A pancelularidade da HbF
associada a essas mutacdes inibe a polimerizacdo da HbS na maioria das
hemacias falciformes, de modo que esses pacientes geralmente apresentam
reducdo importante da hemdlise e das complicacBes vasoclusivas (Steinberg MH.
2020b). Foi demonstrado que polimorfismos genéticos em trés locus de
caracteristicas quantitativas (QTL): Xmnl1-HBG2, HMIP-2(MYB) e BCL11A, que
influenciam nos niveis de HbF e na gravidade da doenca na AF. O gene BCL11A é
um regulador repressor da expressdao da HbF. Individuos portadores de
polimorfismos no gene BCL11A s&o conhecidos por terem expressao diminuida de
BCL11A, o que resulta em aumento da producdo de HbF (Uda M et al. 2008;
Friedrisch JR et al. 2018).

2.3.5.2 Haplétipos do gene da BS globina

Os hapotipos do gene da BS globina sao sitios polimorficos localizados no
cluster da B-globina. Diferentes haplétipos foram nomeados de acordo com sua
origem étnica e geografica. Sao eles: Benin (BEN), Republica Central Africana
(CAR), Senegal (SEN), Camardes (CAM) e Arabe-Indiano (Al) (Lindenau et al.
2016; Serjeant and Vichinsky 2017; Adekile A. 2021). Os hapldtipos da BS globina
estao envolvidos com a modulagao dos niveis de HbF (a2y2), mediada por
variantes polimérficas na regiao promotora do gene da y globina (Quinn and Miller
2004; Menzel S and Thein SL. 2019).

Pacientes portadores de AF com haplétipo SEN e Al apresentam maiores
niveis de Hb F (>15%), sendo associados a forma clinica menos grave da doenca.
Por outro lado pacientes que apresentam haplotipo CAR tendem a desenvolver um
guadro clinico mais grave, pois cursam com niveis diminuidos de HbF (<5%).
Pacientes que possuem o haplétipo BEN apresentam niveis intermediarios de HbF

(5 a 15%) e quadros clinicos moderados, no que diz respeito a gravidade da doenca
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(Gravitz and Pincock 2014, Serjeant GR and Vichinsky E, 2017, Williams and Thein,
2018).

2.3.5.3 Alfa talassemia

As delecdes dos genes da alfa globina causam um desequilibrio da sintese
entre as cadeias globinicas a e B (Steinberg and Adewoye. 2006), como € 0 caso
da delecdo — a®7%°, representada pela figura 12. A existéncia da coheranca da alfa
talassemia com a AF levara a menor producdo de cadeias da alfa globina, reducéo
da concentracdo intracelular de Hb e, consequentemente, reducdo da
polimerizacdo, modulando outras caracteristicas hematolégicas como aumento no
numero de hemacias, dos niveis de Hb total e hematdcrito, e diminuicdo dos niveis
de volume corpuscular médio, Hb corpuscular média, concentragcdo média de Hb
corpuscular, reticulécitos, leucécitos e hemolise (Steinberg and Adewoye. 2006;
Rumaney et al. 2014).

Por estes motivos a ocorréncia da coheranca da alfa talassemia com a AF
tem efeito modulador de protecéo contra complicacdes da doenca relacionadas a
intensidade da hemdlise, como no priapismo (Nolan VG et al. 2005), ulceras de
pernas (Senet P et al. 2017), acidente vascular cerebral, (Griffin PJ, et al. 2014;
Rumaney et al. 2014; Tewaris et al. 2015; Joly P, et al, 2016; Mikobi et al. 2018;
Hatzlhofer BLD et al. 2021), ao mesmo tempo que aumenta o risco de complicacfes
mais diretamente relacionadas a maior viscosidade do sangue como as crises
algicas, sindrome toracica aguda e osteonecrose (Steinberg et al. 2012). A
coheranca da talassemia alfa também tem efeito protetor contra resultados
anormais do doppler transcraniano (DTC) (Joly P, et al, 2016 ) em resultado ao
efeito de reducdo da hemolise e da exposicao da fosfatidilserina na superficie da
membrana da Hc, consequentemente diminuindo a adeséo celular ao endotélio e
reducdo da injaria vascular (Griffin PJ, et al. 2014, Ojewunmi OO et al. 2021,
Reggiani G et al. 2023).
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Figura 12— Delegdo — a3,
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Fonte: Shimauti EL (2015) Genet Mol Biol.

2.4 DOENCA CEREBROVASCULAR NA ANEMIA FALCIFORME

2.4.1 Definicao, epidemiologia e fatores de risco

A AF é a doenca hematoldgica mais associada as doencas neuroldgicas
gue ocorrem na faixa etaria pediatrica. Criancas com a AF apresentam 300 vezes
mais chance de apresentar o AVC que criancas que nao tém a doenca (Broderick
et al. 1993; Ohene-Frempong et al. 1998). E umas das complica¢cdes mais graves
da doenca, levando a altos indices de morbidade (Arnold SD et al. 2017).

A frequéncia da doenca cerebrovascular tem relagdo com o gendétipo da
doenca falciforme e populacdo estudada. A maior incidéncia ocorre em
homozigotos com SS (0,61/100 pacientes/ano), seguido dos individuos SC
(0,15/100/ano), SBR*-talassemia (0,09/100/ano), e SBR°- talassemia (0,08/100/ano).
A figura 13 retrata a idade do primeiro AVCI de acordo com o gendétipo da DF

(Ohene-Frempong et al. 1998).
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Figura 13- Idade media do primeiro evento de doenca cerebrovascular por genétipo da doenca
falciforme; () SS: (..) SC; () S -tal: (- -) Sp%-tal.
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Fonte: Ohene-Frempong K (1998) Blood Jan 1;91(1):288-94.

Na AF, a DCV abrange desde eventos estruturais a funcionais (Quinn.
2013), cujos principais sdo o0 acidente vascular cerebral isquémico (AVCI) e
hemorragico (AVCH), ataque isquémico transitorio (AIT), infarto silencioso (IS) e
sindrome moyamoya (DeBaun MR et al. 2020). AVCI € o evento neurolégico agudo
com duracao de mais de 24 horas, secundario a oclusdo de uma artéria, resultando
em isquemia e déficit neurolégico (Ohene-Frempong et al. 1998; DeBaun MR et al.
2020). Na AF o AVCI ocorre por estreitamento seguimentar progressivo da porcao
distal da artéria cardtida interna e ramos proximais das principais artérias
intracranianas do poligono de Willis. O AVCH € o evento neurologico agudo com
duracdo maior que 24 horas, secundario a hemorragia de uma artéria, resultando
em isquemia e déficit neurolégico (Ohene-Frempong et al. 1998, DeBaun MR et al.
2020). AIT é o evento neuroldgico cujos sintomas se resolvem em <24 horas, sem
evidéncia radiolégica (ou em 48 horas se o sistema basilar estiver envolvido)
(Ohene-Frempong et al. 1998, DeBaun MR et al. 2020). IS é a evidéncia de
pequeno infarto cerebral através da ressonancia magnética de imagem (RNM) sem
correlacao clinica (Abboud et al. 2011, DeBaun MR et al. 2020). Estima-se que 25%
das criancas com AF menores que 6 anos de idade j&4 apresentam o IS (Hasson et
al. 2019), mais que 33% até os 18 anos (DeBaun et al. 2012; Bernaudin et al. 2015),

guase a metade dos pacientes até os 14 anos (Bernaudin et al. 2010) e 53% dos
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adultos com idade em torno de 30 anos (Kassim et al. 2016). Criangas com IS tém
maior risco de ter AVC e IS progressivo (Miller et al. 2001; Pegelow et al. 2002,
DeBaun MR et al. 2020 ) e as morbidades associadas sé&o reducdo da habilidade
intelectual e do progresso escolar ( Schatz et al. 2001, DeBaun MR et al. 2020).

O estreitamento segmentar progressivo do diametro intraluminal das
artérias cerebrais internas e artérias cerebrais médias (ACM) reduz o fluxo
sanguineo dos hemisférios cerebrais, com consequente vasodilatagcdo dos vasos
da cortical, recrutando mecanismos de compensacdo através de
neovascularizagdo colateral, Vvisualizadas através RNM cerebral ou
angiorressonancia (ARM) cerebral, denominada sidrome de moyamoya, que
geralmente situa-se na base do cérebro e menos frequentemente nos troncos
proximais das artérias cerebrais posteriores (Russell et al. 1984; Smith et al. 2012;
Rallo MS et al. 2022). A sindrome de moyamoya representa uma das formas mais
severas de arteriopatia e representa grande risco de complicacdes tromboticas
(Helton et al. 2014; Fasano et al. 2015).

Algumas caracteristicas laboratoriais estdo bem estabelecidas como
fatores de risco para o desenvolvimento de acidente vascular cerebral, como nivel
mais baixo de hemoglobina (Hokazono M et al. 2011; Meier ER et al. 2016; Rankine-
Mullings AE et al. 2018; Rankine-Mullings A et al. 2021; Ataga Kl et al. 2020;
Reggiani G et al. 2023), e aumento da hemdlise medida através da contagem dos
reticulocitos e lactato desidrogenase (Rees DC et al. 2008; Bernaudin F et al. 2011;
Coic L et al. 2011, Silva CM et al. 2011; Meyer ER et al. 2014; Belisario AR et al.
2016; Bernaudin F, et al. 2016; Ware RE et al. 2016), niveis de aspartato
aminotransferase (Miller ST et al. 2001) e leucocitose (Hyacinth HI et al. 2012). A
leucocitose € uma das caracteristicas laboratoriais comuns na AF. Algumas das
explicacbes para isso sao hipoesplenismo ou asplenia e a estimulacdo da medula
0ssea pela hemolise cronica (Stewart WM et al. 1992) e esta associada a maior
risco de AVC ( Miller ST et al. 2000) e a sindrome toracica aguda (STA) (Platt OS.
2000, Klings ES and Steinberg MH. 2022).

A sindrome torécica aguda (STA) é um evento clinico que apresenta
associacdo com a ocorréncia da DCV (Belisario et al. 2016; Klings ES and
Steinberg MH. 2022, Koehl JL et al. 2022). E uma das mais graves complicacdes
da AF, segunda maior causa de internacdo hospitalar e também apresenta alto

indice de mortalidade (Meier et al. 2012; Koehl JL. 2022). E mais frequente no
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portador da AF, forma homozigota (SS) e trés vezes mais comum em criangas, mas
mais grave em adultos (Klings ES and Steinberg MH. 2022). E caracterizada por
aparecimento de novo infiltrado pulmonar, febre e sintomas respiratérios, cuja
etiologia pode ser infecciosa, infarto pulmonar ou embolia gordurosa ( Vichinsky
EP, et al. 1997; Ballas SK. 2018). O comprometimento pulmonar e insuficiéncia
respiratéria levam a hipoxia, fator importante no desencadeamento da polimrizacéo
das heméacias falciformes (Koehl JL et al. 2022). Eventos neuroldgicos estédo
associados a complicacdo da STA, principalmente quando a doenca pulmonar é
grave e quando ocorre faléncia respiratoria. Oximetria de pulso <96% esta
associada ao aumento do risco de eventos neurolégicos como AVC, infartos
cerebrais silenciosos, sindrome de leucoencefalomalacia posterior reversivel,
encefalite necrotizante aguda e de crise algica (Rackoff WR et al. 1993; Henderson
JN et al. 2003).

2.4.2 Acidente vascular cerebral isquémico (AVCI)

Até os 20 anos de idade estima-se que 11% dos portadores de AF terdo
AVC e 20% até os 40 anos (Ohene-Frempong et al. 1998; Bernaudin et al. 2010,
DeBaun MR et al. 2020). O AVCI acontece predominantemente no periodo da
infancia e adolescéncia e o AVCH na fase adulta (Powars et al. 1978; Adams et al.
1994; Ohene-Frempong et al. 1998; Van et al. 2014; Koehl JL et al. 2022) como

retratado na figura 14.

Figura 14— Incidéncia por idade do risco de acidente vascular cerebral isquémico e hemorragico
em pacientes com anemia falciforme. Linha continua: AVC isquémico; Linha tracejada: AVC
hemorragico.
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Afasia, prejuizo na fala, inabilidade motora (hemi ou quadriparesia) e
prejuizo cognitivo permanente sado sequelas comuns nos sobreviventes do AVCI
(Connes et al. 2013). O 6bito decorrente do AVCI é raro, diferentemente do 6bito
por AVCH que é de aproximadamente 25% (DeBaun MR et al. 2020).

O AVCI, assim como o IS podem ocorrer ap0s a ocorréncia de STA,
(Colombatti et al. 2013; Rankine-Mullings et al. 2018), anemia aguda como
consequéncia de sequestro esplénico e infeccéo pelo parvovirus B19 (Solomou et
al. 2013; Nottage et al. 2016; Rigano et al. 2018), hipdxia noturna (Kirkham FJ etal.
2001), eventos nos quais quedas importantes de Hb ou hipdxia ocorrem (Ojewunmi
et al. 2018; Colombatti R et al.2018).

2.4.2.1 Fisiopatologia

A fisiopatologia do AVCI inicia-se com a falcizagdo da heméacia, cujo
processo ocorre de forma aguda e cronica, ativando uma sequéncia de eventos que
culminam na vasoclusao, isquemia e por fimno AVCI (Sundd et al. 2019; Runge A
et al. 2022). As evidéncias levam a crer que o AVCI seja uma consequéncia de
varios fatores como reologia anormal da hemacia falcizada, hemdlise, inflamacéao,
estado de hipercoagulabilidade, hipoxia, anemia, disfuncdo endotelial e fatores
genéticos que resultam na oclusdo de grandes artérias cerebrais, como ilustrado
na Figura 15 (Runge A et al. 2022).
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Figura 15— Fisiopatologia do AVCI na AF: hemécias falciformes hemolisadas liberam
hemoglobina livre, arginase-1 e ATP/ADP sérico. O aumento da Hb livre amplia a atividade da
reacdo de Fenton, que aumenta a producgéo de radicais livres causado pelo heme livre e consumo
do oxido nitrico (NO). A arginase-1 esgota ainda mais o NO ao consumir a L-arginina plasmatica,
que normalmente é convertida em NO através da sintese do Oxido nitrico endotelial (eNOS). A
deplecao adicional de NO resulta em vasoconstricdo, liberacdo de pro coagulantes e ativacdo de
moléculas de adesao celular, que contribuem para a vasoclusdo. Além disso, os radicais livres
provocam danos endoteliais e vasoclusdo. O heme livre aumenta a producdo de endotelina-1 (ET-
1) e fator de crescimento placentario (PIGF), exacerbando a vasoconstriccdo. A liberacao de
ATP/ADP promove ainda a ativacdo de moléculas de adesao celular e vasoclusdo. A hemdlise
cronica leva a anemia e hipdxia cerebral, promovendo vasodilatacdo cerebrovascular que nao é
capaz de compensar adequadamente a hipéxia, resultando em AVCI.
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Durante a hemodlise intravascular, a ruptura de hemacias libera na

circulagdo sanguinea hemoglobina, nucleotideos de adenina e arginase-1. A
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hemoglobina livre € removida do sangue pela haptoglobina ou oxidada através do
oxido nitrico (NO) em metemoglobina, que rapidamente € degradada em heme
livre. Este é subsequentemente eliminado pela hemopexina, uma proteina com
grande afinidade pelo heme, formando os complexos heme-hemopexina que séao
absorvidos por macréfagos e hepatécitos através de endocitose mediada por
receptor (Santiago RP et al. 2018). Em situacdes de hemdlise excessiva na anemia
falciforme, a haptoglobina, a hemopexina e o NO estdo esgotados, levando ao
acumulo de hemoglobina livre e heme livre na circulagdo. O heme livre aumenta os
niveis de espécies reativas de oxigenio (ROS), resultando em estresse oxidativo e
inflamacédo (Kato GJ et al. 2017). O processo inflamatério leva ao aumento da
expressdo de moléculas de adesdo celular. A P-selectina, que media a adeséo
entre as hemacias falciformes e o endotélio, bem como entre leucdcitos, plaguetas
e células endoteliais, é cronicamente ativada nas plagquetas e nas células
endoteliais em pacientes com AF (Matsui NM et al. 2001). Os reticul6citos
falciformes também tém expressdo aumentada de moléculas de adesao (Beliséario
et al, 2016; Brousse V et al. 2015). A ativacdo das plaguetas desempenham um
papel importante na vasocluséo através da ativacéo de neutroéfilos e da inducao de
um estado inflamatorio e de hipercoagulabilidade (Polanowska-Grabowska R et al.
2010).

A hemolise libera a arginase eritrocitaria- 1, esgotando a arginase,
substrato da sitese do NO, que leva a reducao da biodisponibilidade de NO (C.D.
Reiter CD et al. 2002; Morris CR et al. 2005). Niveis diminuidos de NO limitam a
conversdo de GTP (guanosina trifosfato) em cGMP (guanosina monofosfato
ciclico), que é necessario para relaxar o musculo liso vascular e permitir a
vasodilatacao (Kato GJ et al. 2017). A interrupcao deste processo leva, portanto,
ao aumento da vasoconstricdo, agravada pelo aumento da liberacdo de endotelina-
1, um potente vasoconstritor enddgeno das células endoteliais, quando expostas a
hemoglobina livre (Ergul S et al. 2017).

A hemodlise crénica na anemia falciforme resulta em anemia que, por sua
vez, induz a hipdxia, causando polimerizacdo da HbS e falcizacdo, adesdao
eritrocitaria e vasoclusao (Papageorgiou DP et al. 2018). A anemia também diminui
o conteudo de oxigénio arterial, levando a vasodilata¢ao progressiva da vasculatura
cerebral no intuito de manter o fornecimento adequado de oxigénio ao cérebro

(Guilliams et al. (2019). A taxa de fluxo sanguineo cerebral (FSC) é aumentada para



39

atender a demanda cerebral de oxigénio. Com o tempo, 0S vasos sanguineos
cerebrais demonstram reserva vascular reduzida e capacidade vasodilatadora
diminuida, piorando a sua capacidade de regular adequadamente o FSC (V ‘aclav(
L et al. 2019). Em casos de anemia grave, como durante as crises vasoclusivas, 0s
vasos cerebrais atingem a vasodilatacdo maxima e ndo conseguem compensar a
diminuicdo do conteudo de oxigénio arterial, resultando em isquemia cerebral e
aumento do risco de AVC (Kosinski PD et al. 2017; Fortin et al. 2018; Bhattacharya
P etal. 2021). O FSC esta inversamente associado a hemoglobina e correlacionado
positivamente com a bilirrubina e a LDH na AF (V aclavu L et al. 2019). Estudos de
ressonancia magnética cerebral demonstraram a diminuicdo da taxa metabdlica
cerebral de oxigénio no cérebro de individuos com AF (V aclavl L et al. 2019; Vu
C etal. 2021).

Episddios vasoclusivos recorrentes resultam em isquemia ciclica, necrose
e lesédo de reperfuséo, causando disfuncéo endotelial e alterando a estrutura das
grandes artérias cerebrais (Switzer JA et al. 2006) com consquente proliferacdo das
células do masculo liso, hiperplasia da camada intima e média por aumento de
fibroblastos, degeneracdo da lamina elastica , fiborose da adventicia (Inusa et al.
2014). A arteriopatia estenoclusiva (AEO) da porcédo distal das artérias caréticas
internas (ACIs) e dos ramos proximais das principais artérias intracranianas do

poligono de Willis € comumente a leséo final que causa o AVCI (Fasano et al. 2015).

2.4.2.2 Tratamento da prevencao secundaria do AVCI
2.4.2.2.1 Regime de transfusao crbnico

A explicacdo proposta por Platt (2005), representada pela Figura 16, é
uma boa aproximacdo do que acontece nas grandes artérias cerebrais antes do
AVCI (Platt. 2005). O diagrama mostra os fatores que iniciam e promovem a
vasculopatia das grandes artérias cerebrais na AF. As setas solidas representam a
progressdo e as setas tracejadas representam o efeito presumido do RTC, que
podera impedir ou reverter o processo se for iniciado antes de estenoses graves
serem formadas (Platt. 2005). Um dos efeitos do RTC é a reducéo do nivel de
hemoglobina livre no plasma, mesmo efeito protetor imputado a coheranga da a-
Tal (De Montalembert et al. 2013; Webb et al. 2013).
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Figura 16— Arteriopatia venoclusiva e efeitos do regime de transfuséo crénico. Danos as artérias
cerebrais resultam na ligacao de reticulécitos e hemacias maduras nas células endoteliais através
de ligantes especificos. Essas células séo expostas a agentes oxidantes, fazendo com que elas
sejam ativadas (Painel A). Células endoteliais ativadas tornam-se cada vez mais aderentes as
hemacias, leucdcitos e plaguetas. Algumas células endoteliais sdo desalojadas da matriz subjacente
(PainelB). Quanto mais células aderem e sdo ativadas, mediadores inflamatorios, quimioatrativos,
moléculas de adesao, fatores de crescimento, pré-coagulantes e hemoglobina livre séo produzidos.
Células do musculo liso migram e proliferam, causando uma les&o hiperplasica que invade a limen
da artéria (Painel C). A lesdo, embora assintomatica, torna-se detectavel ao doppler transcraniano
(Painel D). O regime de transfusao crénico, mantendo o nivel de Hb S abaixo da concentragdo de
30 a 40%, impede afalcizacdo aguda e o acidente vascular cerebral (Painel E) e promove a reversao
do dano. Quando o regime de transfuséo € interrompido, a lesdo pode desenvolver-se novamente.
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O RTC devera ser realizada com hemécias fenotipadas e deleucocitadas,
medidas necesséria para prevenir a aloimunizacdo e reagfes transfusionais
respectivamente (DeBaun et al. 2020). Geralmente, apds 12 meses do RTC
iniciado, serd necessario o uso de quelante do ferro com o objetivo de atenuar o
deposito de ferro excessivo causado pelas transfusbes de concetrados de
hemacias (DeBaun et al. 2020). Apesar da realizacdo do RTC, a recorréncia do
AVCI pode ocorrer em alguns casos, principalmente aqueles em que a AEO ja
existe (Hulbert et al. 2011; Arkuzewski et al.2014, Estcourt et al. 2020).

2.4.2.2.2 Transplante de células tronco hematopoiéticas

Uma das indica¢fes do transplante de células tronco hematopoiética na AF
€ a doenca vascular cerebral (Bernaudin F. 2019). Este procedimento tem
apresentado sobrevida livre de doenga de 5 anos em torno de 92% e os melhores
resultados sdo alcancados se realizado antes dos 12 anos de idade (Gluckman E
et al. 2017). E um procedimento que necessita de um doador aparentado
compativel, é de alto custo e associado a riscos (Arnold et al. 2017, Brandow AM
and Liem RI, 2022).

2.4.2.3 Tratamento da prevencao primaria do AVCI

2.4.2.3.1 Doppler transcraniano

A anemia falciforme € uma doenca altamente heterogénea em sua
apresentacao clinica e por isso se faz necessario uma ferramenta que proporcione
a identificacdo do paciente de alto risco para AVCI (Meier et al. 2012), possibilitando
gue condutas importantes sejam tomadas como a realizacdo do regime de
transfusdo crénico (RTC), a introducdo precoce da hidroxiuréia (HU) e até mesmo
a realizacdo do transplante de células tronco hematopoiéticas (De abun et al, 2020),
no intuito da prevencao de prejuizos cognitivos e motores que acontecem com 0
acometimento do AVCI, minimizando assim a morbidade e letalidade da doenca e
0s custos gerados pelo tratamento de suas complicagdes (De abun et al, 2020).

O DTC é a unica ferrementa clinica validada para triagem do risco para
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AVCI, como demonstrado pelo estudo americano STOP (Stroke Prevention Trial in
Sickle Cell Disease), marco importante no cuidado aos pacientes portadores de AF
(Adams et al. 1992; Adams et al. 1997; Adams et al. 1998). Estudo clinico,
controlado e randomizado, realizado em criancas com AF, avaliou o risco do
desenvolvimento de AVCI detectado através do DTC. O estudo mostrou que o RTC,
terapia ja utilizada na prevencéo da recorréncia do AVCI na AF, reduz o risco do
AVCI primario em 92% em criancas que tém DTC com velocidades aumentadas
(DTC de alto risco — DTC AR) (Adams et al. 1998), além de reduzir a progressao
da AEO (Adams et al. 1998; Abboud et al. 2004). Um grupo foi submetido a conduta
observacional e o outro grupo ao RTC para a prevencao profilatica primaria do
AVCI. O estudo foi interrompido antes do prazo previsto da finalizagdo uma vez que
mostrou uma diminuicdo de 92% do risco do primeiro AVCI no grupo submetido ao
RTC. Criancas com a velocidade do fluxo sanguineo cerebral na ACM ou na ACI
igual ou superior a 200 cm/s possuem risco de 10% ao ano de desenvolverem
AVCI, que pode ser reduzido para menos de 1% com o RTC (Adams et al. 1998).
A partir destes resultados, o National Institute of Health (NIH) dos EUA recomendou
a realizacdo do DTC em criangcas dos 2 aos 16 anos de idade com AF para
avaliacdo do risco de desenvolvimento de AVCI e o RTC como medida preventiva
para as criancas sob alto risco (Adams et al. 1998).

Atualmente a triagem com o DTC é a ferramenta padrao para a prevencgao
do primeiro AVCI nas criancas com AF (Adams. 2005; Brewin J et al. 2017; DeBaun
MR et al. 2020), através da afericdo do tempo de elevacdo da velocidade média
maxima (TAMMV) das grandes artérias intracranianas do poligono de Willis (ACM
e ACI) (Adams et al. 1998). A definicdo de DTC AR € quando a velocidade média
maxima (VMM) é maior ou igual a 200cm/s na ACM ou na ACI, de risco condicional
(RC) quando a VMM entre 170cm/s a 199 cm/s e de baixo risco ou normal (BR)
guando <170cm/s (Adams et al. 1998). Os achados de um DTC anormal sugerem
o aumento das velocidades do fluxos sanguineos cerebral, decorrente do
estreitamento da artéria, podendo ser reversivel nos estagios iniciais da AEO, antes
do desenvolvimento da hiperplasia da camada intima e da medial (Steen et al.
2003; Deane et al. 2010; Hulbert et al. 2011; Telfer et al. 2011; Gueguen et al. 2014,
Kennedy et al. 2014). ApGs a deteccdo do DTC de AR em dois exames
consecutivos, realizados num intervalo de 30 dias, a crianca serd submetida ao

tratamento preventivo com o RTC realizado com concentrado de hemacias
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fenotipadas (CHF) mensalmente, com o objetivo principal de diminuir a HbS para
<30%.

Criangas portadoras de AF com velocidades do DTC com risco condicional
(170-199 cm/seg) podem desenvolver acidente vascular cerebral. (Adams RJ et al.
1998; Hankins JS etal. 2015) . Embora o risco de AVC primario seja menor naqueles
qgue apresentam DTC na faixa de risco condicional em relagdo aos AR (2 - 5%
versus 9% por ano), h4 mais pacientes com velocidades condicionais do que
anormais do DTC (prevaléncia de 17% versus 9%), e 0 numero absoluto de
criancas que podem desenvolver AVC é aproximadamente equivalente entre estas
duas categorias (Adams RJ e tal. 2004; Hankins JS et al. 2008). O risco de
conversdao do TCD de velocidades condicionais para velocidades anormais €
substancial e varia de 15 a 55% (Adams RJ e tal. 2004, Hankins JS etal. 2015).
Uma vez que a conversdo ocorra, 0 tratamento estabelecido é a terapia
transfusional cronica (Adams RJ et al. 1998), representando um fardo substancial
para pacientes e familiares e especialmente trazendo os risco dos efeitos adversos
inerentes a RTC (DeBaun MR et al, 2020), porém terapias formais para os
pacientes com DTC condicionante ainda nao foi estabelecida (DeBaun MR et al,
2020).

Estudos comprovam a eficacia do uso da hidroxiureia (HU) na diminuicéao
das velocidades do DTC (Kratovil T et al. 2006; Zimmerman SA et al. 2007; Hankins
JS etal. 2015, Adegobe SA et al. 2018), sendo seu maior beneficio 0 aumento da
HbF. Adegoke e colaboradores (2018) encontraram reversdo de 69,2% de DTC
condicionante para normal em pacientes em uso de HU versus 36,8% no grupo
sem uso de HU, além de que, no grupo do uso de HU ndo houve nenhuma
conversdo para o DTC de AR, enquanto no grupo sem uso de HU a conversao foi
de 5,3% (Adegoke. et al, 2018).

A prevaléncia de DTC de AR varia amplamente conforme a populacao
estudada. No estudo multicéntrico STOP, realizado nos EUA e Canada, cerca de
9% dos participantes apresentaram exame de AR (Adams et al. 1998), na Franca,
14,8% (Bernaudin et al. 2005), Reino Unido, 6,5% (Rees et al. 2009) e na Africa
6,9% (Cox et al. 2014). Em estudo multicéntrico no Brasil, das 773 criancas
estudadas, 88,1% foram baixo risco, 7% risco condicionante e 4% foram AR (Leite
et al. 2012).

O DTC é um instrumento preditor sensivel de risco de AVCI (Adams et al.
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1992; Adams et al. 1997; Adams et al. 1998; Adams et al. 2004, Lee et al. 2006;
Bernardin et al. 2011; Leite et al. 2012; Bernaudin et al. 2016), porém, de baixa
especificidade, uma vez que aproximadamente 60% dos pacientes com DTC de AR
ndo terdo AVCI, isto é, para evitar a ocorréncia de um episddio de AVCI, seria
necessario submeter seis a sete criancas ao RTC (Adams RJ et al. 1997; Jordanet
al. 2012; Lagunju IA et al. 2013) de acordo com as condutas preventivas atuais,
causando a exposicao desnecesséria aos efeitos adversos deste tratamento, como
a infeccao, aloimunizacgéo e sobrecarga de ferro ( Adams et al. 1997; Akinsheye et
al. 2010; Buchanan et al. 2010; Helton et al. 2014; Hasson et al. 2019). O DTC
apresenta outras limitagbes como a restricdo de sua aplicabilidade apenas a
pacientes jovens, dos 2 aos 16 anos de idade e necessita da colaboragéo da
crianca (Salama K et al. 2020). Alguns pacientes apresentam impossibilidade da
realizacdo do exame por causa da maior espessura da tabua éssea craniana,
indisponibilizando a janela acustica (Adams et al, 2004 Hoppe et al. 2007).
Pequenos segmentos de estenose podem passar despercebidos quando
executados por profissionais pouco experientes (Salama K et al. 2020). A adeséo
aos programas de rastreamento pelo DTC enfrenta problemas ao redor do mundo
(Phillips SM, et al. 2021). Em torno de 1/3 de pacientes nao realizam o DTC.
(Fullerton et al. 2006; Raphael et al. 2008; Rees et al. 2008; Eckrichea et al. 2013;
Lagunju et al. 2014). Nem todos os centros de tratamento a AF tém acesso ao DTC
ou mesmo ao RTC, principalmente em paises em desenvolvimento (Ali SB et al.
2011) pelo alto custo destes procedimentos (Bernaudin F et al. 2011Wayne AS et
al. 2000). Existe um numero restrito de profissionais treinados que sabem
interpretar corretamente os resultados do DTC (Fullerton et al. 2006). Soma-se a
rejeicdo ao RTC, ainda considerada alta, tanto pelos responsaveis, quanto pelos
profissionais de saude (Lagunju IA et al. 2013), por causa da duracdo
indeterminada do tratamento (DeBaun MR et al. 2020), efeitos adversos do RTC,

alto custo e dificuldades na disponibilidade de sangue (Lagunju IA et al. 2013).
2.4.2.3.2 Hidroxiuréia
A hidroxiuréia (HU) é atualmente a mais efetiva terapia moduladora da

doenca na AF. Seu impacto terapéutico tem como pilar central o aumento da

sintese de HbF (McGann et al. 2019; Runge A et al. 2022), além de reduzir os niveis
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de neutrdfilos e reticuldcitos pela citotoxicidade da medula 6ssea (Charache S et al
1995; Barazia A et al. 2015), reducdo da aderéncia da Hc ao endotélio, reducéo
dos niveis de moléculas de adesao (Wali Y etal. 2012; Allali S et al. 2020), aumento
das espécies de NO, com provavel relacdo com a inducdo da HbF (Rankine-
Mullings AE and Nevitt SJ. 2021). E uma droga eficaz e segura (Guyatt et al. 2011;
Ford et al. 2018). Sua indicagédo tem sido extendida para lactentes no intuito da
prevencao aguda e cronica das complicagdes da doenca (Wykes C and Rees DC.
2011; Kim. 2014; Faye et al. 2017; Ford et al. 2018).

O uso da HU é capaz de reduzir significativamente as velocidades do DTC
(Adegoke, SA et al. 2018) sendo Uutil e efetivo para a prevencdo do AVCI em
situacdes onde nédo € possivel a realizacdo do RTC, especialmente em criancas
gue nunca tiveram o AVCI (Hankins JS, et a. 2015; Rankine-Mullings A et al. 2021).
Para aquelas criangas com AF, entre 2 a 16 anos que possuem DTC AR e que
estejam recebendo o RTC como prevencdo do AVCI primario, o guideline clinico
americano de 2020 (DeBaun MR et al. 2020) recomenda que, apés 1 ano de RTC,
com normalizacdo das velocidades do DTC e com ressonancia magnética e
angiografia por ressonancia magnética (ARM) do cérebro sem evidéncia de
vasculopatia grave, seja suspenso 0 RTC e mantido o tratamento com hidroxiureia
na dose maxima tolerada, baseado no estudo Transcranial Doppler with
Transfusions Changing to Hydroxyurea (TWIiTCH) ( Ware RE et al. 2016), evitando-

se os riscos e desvantagens da RTC (Ali et al. 2011; Bernaudin et al. 2016).

2.4.2.3.3 Novas terapias

Nas ultimas duas décadas, com o avanc¢o do estudo da biologia molecular,
novos agentes terapéuticos surgiram (Steiberg, 2020b), com potencial para a
prevencao primaria e secundaria do AVC (http://ClinicalTrials.gov: NCT02850406,
NCT05018728, NCT04218084, NCT05228834, NCT05334576, NCT05371184),

alguns deles ja aprovados pelos 6rgaos regulatérios de alguns paises, outros em

fase de pesquisa para o tratamento da DF (Araujo ADS et al. 2023).

Aprovada em 2017 pelo FDA para uso em criangcas maiores que 5 anos e
adultos (Ballas SK.2020), a L-glutamina é um precursora da sintese da glutationa,
NAD e arginina, que protegem a Hc do dano oxidativo e indiretamente mantem o

ténus vascular (Quinn CT. 2018). Esta droga é de uso oral e mostrou ser eficaz na
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reducdo do numero de crises algicas, hospitalizacéo e transfusées de concentrado
de hemécias (Niihara Y et al. 2018, Araujo ADS et al. 2023).

O Crizanlizumab é um anticorpo monoclonal, da classe IgG que se liga a
P-selelectina, inibindo-a, bloqueando sua interagcdo com seu ligante, o PSGL-1 (do
inglés P- selectin glycoprotein ligand-1), reduzindo aderéncia das células
sanguineas ao endotélio (Araujo ADS et al. 2023). Foi aprovado pelo FDA em 2019
nos EUA para o tratamento de portadores de AF (Blair HA. 2020), sendo observada
a diminuicdo das crises algicas (Ataga Kl et al, 2017; Kutlar A et al. 2019; Allali S et
al. 2020).

O voxelotor € um medicamento de uso oral, com acao de inibicdo da
polimerizacdo da HbS através da ligacéo, de forma reversivel, a cadeia alfa da Hb,
modulando a afinidade da Hb com o oxigénio e prevenindo a falcizacdo da HbS (
Engel ER et al. 2020; Herity LB et al. 2021). Aprovada pelo FDA em 2019 e
atualmente prescrita para criancas com AF maiores que 4 anos, 0 voxelotor
mostrou eficacia em aumentar de forma significativa o nivel total da Hb em pelo
menos 1 g/dL em relag&o ao placebo (51% vs 7%, p<0,001) (Vichinsky E et al.
2019, Araujo ADS et al. 2023).

A terapia génica € mais uma opcdo curativa para a AF. O objetivo é
substituir o gene anormal por novo material genético, fornecendo um potencial de
cura da doenca sem a necessidade de um doador de medula 6ssea e sem a
toxicidade associada ao regime de condicionamento tradicional utilizado no
transplante de células tronco hematopoiéticas. (Engel ER et al. 2020). Existem duas
estratégias basicas nesta opcao terapéutica: a edicdo génica, quando um vetor de
DNA é projetado para se integrar em um ou mais loci nos cromossomos do paciente
(edicédo genética), ou a técnica de adi¢cdo génica, quando um vetor é utilizado para
ser expresso em um gene poés mitotico de vida longa ou em uma célula que se
divide lentamente (adicdo de genes). Neste Ultimo caso, o DNA (do inglés
deoxyribonucleic acid) transferido é estabilizado extracromossomicamente (High
KA and Roncarolo MG. 2019; Araujo ADS et al. 2023).

2.4.2.4 Moduladores genéticos do AVCI

Estudos tém sido realizados com o objetivo de identificar os fatores de

risco associados com a doenca cerebrovascular em portadores da AF. Alguns
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genes foram escolhidos por seu envolvimento nos mecanismos fisiopatoldgicos
da patogénese da DCV, como o0s envolvidos na angiogénese, inflamacéo,
regulacao do tonus vascular, proliferacéo celular, apoptose e coagulacao (Hoppe
C et al. 2004; Sebastiani P, et al. 2005; Flanagan JM et al. 2011; Flanagan JM et
al. 2013, Belisério et al, 2015; Belisério et al. 2016), alguns destes representados

no quadro 1.

Quadro 1- Polimorfismos associados a DCV na AF.

Gene | Cromossomo | Polimorfismo | MAF ngﬁgi'gga Funcéo Consequéncia
rs11853426 = =
ANXA2 | 15 (15q22.2) Regi&o 29% | Anexina 2 Regul_a(;ao e produgédo da Aument_o dos eventos
' regulatéria plasmina trombéticos
rs2238432 o Transdugcdo dos sinais | Defeito na transdugdo de
ADCYS | 16(16p13.3) Regido 3'UTR 38% (AC9) neuronais sinais neuronais
15489347 Regulagdo da angiogénese,
TEK 9(9p21.2) Variante 35% Tie2 € ’da EXpressao d'?s Estado pro6 inflamatoério.
intrénica moléculas de  adeséo
celular
rs284875 U L.
TGFBR3 1(1p22.1) Reqido 37% | TGFBR3 Regulagdo inflamatéria e | Doenca Cerebrovascular,
pee. promgotora imunoldgica. estado pro-inflamatério
rs1044498 Aumento da pressao
ENPP1 6(6023.2) Variante 32% PC1 Sinalizagdo purinérgica sanguinea e diminuicdo da
missense sintese do NO no endotélio

Fonte: Flanagan, JM (2011) Blood.

Hoppe e colaboradores (2004) estudaram 104 SNPs (do inglés single
nucleotide polymorphisms) em 65 genes candidatos e encontraram associacdes
de risco para DCV de grandes vasos as variantes TNF (-308)GG e IL4R 503P
(Hoppe C et al. 2004). Flanagan e colaboradores (2011), encontraram 38
polimorfismos em 22 genes e apenas 4 genes tiveram associagao validada com
o risco do AVC na AF, sendo ADCY9 associado a protecao contra o AVC e 0s
genes TEK, ANXA2 e TGFBR3 associados a maior risco de AVC (Flanagan JM
et al. 2011). Posteriormente o0 mesmo autor reportou um estudo de genoma de
ampla associacdo (GWAS, do inglés genome-wide association study) para AVC
na AF, onde encontrou variantes nos genes GOLGB1 e ENPP1 associadas a
protecdo contra o AVC (Flanagan et al. 2013). Belisario e colaboradores (2015),
por sua vez, hdo encontrou associacao de protecao contra o risco de AVC com
a mutacdo GOLGB1 Y1212C, como proposto por Flanagan et al, 2013 e, por
outro lado, encontrou que a variante ENPP1 K173Q foi associada com aumento
de risco para AVC (Belisario et al. 2015). O quadro 2 lista os estudos aqui

mencionados.
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Quadro 2- Resultados de estudos sobre a associacdo de polimorfismos a doenca

cerebrovascular na anemia falciforme.
ADCY9 TEK ANXA2 TGFBR3 ENPP1 TNF
AUtor | 15553843 | rs489347 | rs11853426 | rs284875 | COSBBL | 151044498 | rs1080629 IL4
Risco Risco
Hoggoei al aumentado | aumentado
(308)GG 503P

Sebastiani Risco Risco Risco Risco
et al. 2005 diminuido | aumentado | aumentado | aumentado

Flanagan Risco Risco Risco Risco N&o houve | N&o houve
etal, 2011 diminuido | aumentado | aumentado | aumentado | associagdo | associagéo

Flanagan Risco Risco
et al. 2013 diminuido diminuido
Belisario et Né&o Risco

al. 2015 associado | aumentado

Risco Risco
Belisério et | N&o houve | aumentado | N&o houve N&o houve Risco N&o houve | Nao houve
e L aumentado o L o o
al. 2016 associacao (GC ou associacao associacdo | diminuido | associagdo | associagdo
GG) (GA ou AA)
Fonte: Hope et al. 2004, Sebastiani et al. 2005, Flanagan et al, 2011 e 2013, Belisério et al.

2015 e 2018

2.4.2.4.1 Polimorfismo rs11853426 do gene ANXA2

O gene ANXA2, localizado no cromossomo 15 (15022.2), codifica a
proteina Anexina A2 (Anx2). As anexinas sao proteinas que participam dos
processos relacionados ao transporte e comunicacao celular, através da membrana
plasmatica, como a endocitose e exocitose, fusdo membranar, interacdes
membrana/citoesqueleto e regulacdo de canais calcio-dependentes (Faure et al.
2002; van de Graaf et al. 2003) além de participarem do metabolismo Gsseo,
regulando o balancgo entre a osteogénese e a reabsor¢cédo 0ssea, na regulacao do
crescimento celular e transducdo de sinal, sobretudo no tecido endotelial e no
processo de coagulacao sanguinea (Flood and Hajjar 2011).

A Anexina A2 esté relacionada a regulacéo do processo de diviséao celular,
via regulacdo do anel citocinético (Benaud et al. 2015). A auséncia de Anx2
compromete todo o processo de divisdo celula uma vez que induz a falha nos
estagios iniciais de formacdo do anel citocinético, disfuncdo no arranjo dos
filamentos de actina, diminuindo sua polimerizacédo, disfuncdo no arranjo dos
microtubulos do citoesqueleto, levando a uma perda de organizacdo espacial dos
componentes celulares (Benaud and Prigent 2016).

A Anx2 citoplasmatica forma um complexo membranar estavel com a

proteina acessoOria pll, membro da familia de proteinas S100 (S100A10),
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composto por duas subunidades de Anx2 e p11 (A2-p11) (Bharadwaj et al. 2013).
O complexo Anx2-pll desempenha um papel importante na regulacdo dos
processos hemostaticos na superficie das células endoteliais, aumentando a
atividade catalitica do ativador tecidual do plasminogénio ( tPA) na conversado do
plasminogénio (Plg) em plasmina (principal enzima fibrinolitica), viabilizando o
processo de dissolucdo da fibrina (Chasserot-Golaz et al. 2005; Fan et al. 2010;
Zhu et al. 2010; Flood and Hajjar. 2011).

Ling e colaboradores (2004), estudando o papel fisiolégico da Anx2 em

camundongos nocauteados para ANXA2 (Anxa2'/ 7), demonstraram a deposicao de
fibrina no interior da microvasculatura destes animais, tornado-0s mais propensos

ao desenvolvimento de trombos quando comparados com 0s animais saudaveis

(Anxa2*/*) (Ling et al. 2004). Em 1999, Jacob Rand (Rand. 1999) propés o termo
“Anexinopatias” para classificar uma novo conjunto de doengas, cujos membros da
familia das anexinas, atuam de modo desregulado, participando da fisiopatologia
destas doencas. A primeira doenca considerada uma anexinopatia foi a leucemia
promielocitica aguda (LPA), descrita por Menell e colegas (Menell et al. 1999). Os
autores demonstraram que os blastos leucémicos da LPA expressavam altos niveis
de Anx2, levando a uma fibrindlise exacerbada nestes pacientes, contribuindo
assim para os eventos hemorragicos nesta doenca.

Uma analise de 108 SNP’s em 39 genes candidatos revelou variagbes em
ANXA2, estabelecendo uma associagcdo com maior risco de AVC em pacientes com
AF (Sebastiani et al. 2005). Um segundo estudo independente, apresentou
resultados semelhantes em criancas com DF com polimorfismo rs 11853426 do
gene ANXA2 (Flanagan et al. 2011). Polimorfismos em ANXA2 foram associados
com o surgimento de osteonecrose na AF (Baldwin et al. 2005). Estes resultados
sugerem que a Anx2 pode atuar como um modificador importante das formas de
expressao clinica da AF, bem como de seu curso natural (Hedhli et al. 2012).

Diversos polimorfismos no gene ANXAZ2 ja foram descritos, evidenciando
reducdo nos seus niveis de expressao, seja modulando a ligacdo dos fatores de
transcricdo e/ou acentuadores aos seus sitios especificos (Baldwin et al. 2005),
conduzindo a um estado de maior estase vascular, podendo levar ao risco
aumentado das complicagbes tromboticas, como o AVC e acentuando o

aparecimento de crises vasoclusivas (CVO’s) (Flanagan et al. 2011).
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2.4.2.4.2 Polimorfismo rs2238432 do gene ADCY9

As adenilatos ciclases (ACs) sdo enzimas transmembrana plasmatica que
catalisam a converséo do ATP para cAMP (adenosina-3’,5’-monofosfato), segundo
mensageiro no metabolismo celular que transmite sinais extracelulares para
efetores intracelulares, particularmente a proteina quinase A (PKA) , responsavel
pela ativacdo de multiplas vias de transducdo de sinal (Hacker et al. 1998;
Sunahara et al. 2002). As ACs regulam diversas respostas fisioldgicas, incluindo
metabolismo lipidico e de carboidratos, crescimento e diferenciagdo celular. A AC9
(adenilato ciclase do tipo 9) humana, uma das 10 isoformas de AC, € uma proteina
de 1294 aminoacidos que contém dois médulos com seis hélices transmembrana
cada; ambos necessarios para a atividade catalitica (Sunahara et al. 2002).

A AC9 é expressa em varias células do pulmdo, com maior expressao no
musculo liso das vias aéreas (Small et al. 2003). E estimulada pela subunidade a
da proteina Gs e inibida pelas Gi (Yan et al. 1998; Sunahara et al. 2002). Esta
envolvida na mediacdo da sinalizacdo dos receptores B2 adrenérgicos (B2AR),
ativando a proteina quinase A, que fosforila as multiplas proteinas no muasculo liso
das vias aéreas (Teixeira, 2017). O gene que codifica a AC9, ADCY9 contém 11
exons e abrange, estruturalmente, uma regido de 153 kilobases (Ludwig and
Seuwen ,2002), localizado no braco curto do cromossomo 16, na posi¢cédo 16p13.3
(Hacker et al. 1998). O mRNA do ADCY9 esta presente em todos os tecidos e de
forma mais importante, no muasculo esquelético, coracdo e cérebro onde é
altamente expresso nos astrécitos e tem papel essencial para transducao de sinais
neuronais (Hacker et al, 1998). O polimorfismo rs2238432 do gene ADCY9 é
resultado da troca da base nitrogenada guanina por adenina (G/A). Na literatura,
este polimorfismo foi associado a diminui¢ao do risco do AVC, na AF (Sebastiani et
al. 2005), (Flanagan et al, 2011).

2.4.2.4.3 Polimorfismo rs489347 do gene TEK

O gene TEK, conhecido também como TIE2 ou HYK, localizado no
cromossomo 9p21.2 (Sebastiani et al. 2005) € um membro da familia de receptores
de tirosina com um dominio quinase altamente conservado ao longo das espécies.

Ele é expresso em maior quantidade no endotélio de artérias e veias, mas também
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ja foi isolado em células neuronais, epiteliais, cardiacas e renais, além de ser
também encontrado em precursores hematopoéticos e outros tecidos (Du Z et al.
2017).

O Tie2 possui um dominio quinase citoplasmatico e uma zona dita como
funcional que é dividida em 4 subdominios: o C-terminal, N- terminal, cauda C-
terminal e o dominio de insercdo. Mutacdes nessas regides podem causar
desordens fisioldgicas ligadas a sinalizacéo e funcdes exercidas pelo receptor (Du
Z et al. 2017; Parikh, 2017). Através da fosforilacdo e regulacdo balanceadas pelos
seus ligantes especificos, o Tie2, desempenha diversas fun¢bes, sendo as mais
evidentes a da regulacao da angiogénese, regulacao da expressdo de moléculas
de adesao, remodelacéo e integridade vascular. Devido a variedade da expressao
tecidual do receptor, o Tie2 tem sido relatado como participante de diversas
situacbes patologicas como inflamacdo, cancer, diabetes, doencas oculares e
sepse. (Eklund L et al. 2016; Khan et al. 2014).

Os ligantes do Tie2, Angiopoetina 1 (ANGPT-1) e Angiopoetina 2 (ANGPT-
2), apesar de serem homologos entre si, desempenham func¢des distintas sobre o
receptor. A ANGPT-1 desempenha papel de agonista do receptor enquanto que a
ANGPT-2 atua como antagonista. (Parikh, 2017a). O Tie2 faz parte de um
complexo de receptores composto por ele e pelo Tiel, onde a ligacdo da ANGPT —
1 ao Tie2, através do dominio C-terminal, provoca uma dissociacdo do Tie2 do
complexo, levando a uma dimerizacao e autofosforilacdo. A ativacdo do Tie2 pela
ANGPT-1 desencadeia uma cascata de sinalizacdo que promovera sobrevivéncia
celular, integridade vascular, resposta anti-inflamatoéria/ antiapoptética através da
diminuicdo de producdo da citocina pro-inflamatéria NFKkB e reducdo da
permeabilidade vascular através do aumento da interacdo actina- miosina via VE-
caderina no endotélio. Essa diversidade de funcdes ¢€ justificavel pelo fato de que
durante a cascada de sinalizacdo desencadeada pela ativacdo do Tie2, outros
receptores de tirosina quinase sao transfosforilados, que levam, por exemplo, a
sintese do fator ativador de plaguetas (PAF). A ANGPT-2 age como um antagonista
competitivo, onde a sua ligacéo ao Tie2 inibe a cascata de sinalizacdo reduzindo a
estabilidade venosa e aumentando as chances de remodelacdo vascular, bem
como promove um estado pro-inflamatorio. A tirosina fosfatase transmembrana
vascular-endotelial (VE-PTP) promove inibig&o fisica da sinalizac&o do Tie2 quando

estimulada pelos seus ligantes (Khan et al. 2014; Parikh, 2017a, 2017b; Higgins et
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al. 2018).

Diante de um contexto de um endotélio sob condigdes normais de estimulo,
a ativagao do Tie2 pela ANGPT-1 gera inibigao do fator de transcrigao FOXO1 que
é responsavel pela transcricao de ANGPT-2, havendo um equilibrio na produgao e
liberagdo da ANGPT- 2 dos corpos de Weibel Palade. Diante de uma situagao de
inflamagao e estresse vascular, células endoteliais recebem o estimulo de liberagao
de ANGPT-2 gerando um looping de feedback positivo onde a quantidade soluvel
de ANGPT-2 supera a quantiadde de ANGPT-1 e a expressao do receptor Tie2 é
diminuida (Khan et al. 2014; Eklund et al. 2016; Parikh, 2017b).

No contexto da AF, a maior aderéncia das hemacias contendo HbS ao
endotélio, hemdlise e hiperativacdo dos leucdcitos, levam a um microambiente
vascular inflamatoério devido a liberagéo diversas citocinas pré-inflamatoérias (Zago
e Pinto, 2007). Diante desse cenario, o equilibrio homeostéatico entre ANGPT-1,
ANGPT-2, Tie2, Tiel e VE-PTP é rompido e um estado caotico € instalado onde a
producédo de ANGPT-1 € diminuida juntamente com a expressdo de Tie2. A
producédo de ANGPT-2 é aumentada através da ativacao do FOXOL1, responsavel
pela transcricdo de ANGPT-2, levando para um cenario pro-inflamatorio, onde ha o
aumento da expressao de moléculas de adesdao como o VCAM-1 e o ICAM-
1,aumento na producdo de NFkB, perda da estabilidade vascular e aumento na
permeabilidade endotelial. Também ha a diminuicéo da ativacdo de Oxido Nitrico
Sintetse Endoteial (eNOS) e liberacédo de oxido nitrico (NO), potente vasodilatador
(Parikh, 2017b). Todos esses fatores podem contribuir para eventos de vaso-
oclusdo como o AVC, infarto e isquemia tecidual, tornando o TEK um candidato a
modulacao genética da AF.

O AVC é uma manifestacdo clinica da anemia falciforme que ja foi
associados com o polimorfismo rs489347 do gene TEK (Sebastiani et al. 2005).
decorrente da troca de uma base nitrogenada citosina por uma guanina (Parikh,
2017a) e que possui um minor allele frequency (MAF) de 0,35. Em um estudo
realizado por Flanagan e colaboradores em 233 criancas com anemia falciforme
foram genotipadas 22 genes e 38 SNPs diferentes, previamente associados ao
risco para o AVC na literatura. Foram encontradas associacdes significativas com
0 aumento de risco no desenvolvimento de AVC com 4 polimorfismos, dentre eles
0 rs489347 do gene TEK (Flanagan et al. 2011). Belisario et al, encontraram que o

SNP TEK rs489347 foi associado mais uma vez ao aumento de risco para o AVC,
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nas analise unifatorial e multifatorial do estudo. A genotipagem das 395 criancas
incluidas no estudo, aquelas com pelo menos um alelo G (CG ou GG) apresentaram
trés vezes mais risco para isquemia cerebral aguda do que as criangas com o

genotipo CC ( Belisario et al. 2016).

2.4.2.4.4 Polimorfismo rs284875 do gene TGFBR3

Os fatores de crescimento transformador $ (TGF-B), conjunto de citocinas
multifuncionais, modulam processos de desenvolvimento e reparo de tecidos como
a diferenciacao celular, progressédo do ciclo celular (proliferacdo ou morte da
célula), adesao e migracao celular, producéo de matriz extracellular e participacéo
da respostaimune (Nolan et al. 2006Chen et al. 2012). O TGF- € considerada uma
citocina anti-inflamatéria e reguladora do sistema imunoldgico. Existem trés
isoformas de TGF-B, reguladas por genes distintos (TGF-B1, - B2 e - B3) cujas
funcdes dependerdo de outros fatores de crescimento, do tipo de célula, estado de
diferenciacao e crescimento, (Govinden and Bhoola, 2003).

Assim como existem 3 isoformas do TGF-f3, existem trés receptores de
TGF-B (TGFBRS) envolvidos em suas vias de sinalizacdo: o receptor dos tipo |
(TGFBR1), Il (TGFBR2) e Ill (TGFBR3) codificados por genes diferentes. Os
receptors TGFBR1 e TGFBR2 sédo responsaveis pela transducéo de sinalizacéo e
0 TGFBR3 pela regulacdo e mediacdo da transducédo da sinalizacdo de TGF-B
(Chen et al. 2012). O TGFBR3, codificado pelo gene TGFBR3 € um proteoglicano
de membrana que funciona como um co-receptor juntamente com outros membros
da superfamilia de receptores de TGF-B (Pruitt et al., 2014). O TGFBR3 aumenta a
ligacdo de TGF-B ao TGFBR1 e ao TGFBR2. Nos ultimos anos, porém, mais
funcdes do TGFBR3 foram identificadas, expandindo seu papel de simples co-
receptor para um receptor mais amplo e complexo influenciando o trafego de
receptores TGFBR1 e TGFBR2, regulando assim a sinalizacdo do TGF-
(Groeneveld et al., 2018). O papel do TGFBRS3, como facilitador da ligacédo do TGF-
B aos receptores de sinalizacdo é mais evidente com TGF-32.

O AVC é diretamente associado a variantes no TGFBR3 e indiretamente
associado a variantes no TGFBR2, que possuem papéis importantes na sinalizagéo
do TGF-B. Polimorfismos no gene TGFBR3 sdo associados ao AVC (Sebastiani P

et al. 2005), além de apresentar relacdo com a necrose avascular, priaprismo,
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Ulcera de pernas, hipertensdo pulmonar e infec¢cdes bacterianas (Driss et al. 2009).
Belisario e colaboradores (2016) associaram o SNP TGFBR3 rs284875 a um
aumento do risco de DTC de alto risco, onde criangas portadoras de AF com pelo
menos um alelo A mutante tinha a chance de DTC de alto risco que era 3,4 vezes
maior em comparacdo com aqueles com o gendétipo GG. O mecanismo desta
associacdo ndo ficou bem esclarecido neste estudo (Belisario et al. 2016). O
mesmo polimorfismo rs284875 foi associado (Sebastiani et al. 2005) e validado
(Flanagan et al. 2011) como fator de risco para o desenvolvimento de acidente

vascular cerebral em individuos com AF.

2.4.2.4.5 Polimorfismo rs1044498 do gene ENPP1

O Ectonucleotideo Pirofosfatase/Fosfodiesterase 1 (ENPP1), também
conhecido como PC1, € uma glicoproteina transmembrana de classe Il presente
tanto na membrana plasmatica quanto no reticulo endoplasmatico de diversos
tecidos incluindo figado, musculo esquelético, tecido adiposo e cérebro. O seu
gene, também chamado de ENPP1, esta localizado na banda 6g23.2 do
cromossomo 6 (Goldfine et al. 2008). O PC1 tem como fungao a clivagem de varias
moléculas, incluindo ligagdes fosfodiéster de nucleotideos e agucares de
nucleotideos. O seu principal substrato € o ATP. O dominio catalitico desta enzima
guela dois ions de zinco no sitio ativo (Kato et al. 2012). O grupo fosfato do ATP se
liga entre esses dois ions para desencadear o processo de clivagem da ligagao e
produzir monofosfato de adenosina (AMP) e pirofosfato (PPi). Desse modo, o
ENPP1 desempenha um papel crucial na sinalizagao purinégica (Harahap e Godin,
1988; Sortica et al. 2015). As purinas e nucleosideos, tal como adenosina e ATP,
possuem um papel importante na regulacao das funcdes cardiovasculares,
neurolégicas, imunoldgicas, musculoesqueléticas, hormonais e hematoldgicas.
Especificamente, essa via esta envolvida na agregacao plaquetaria, contragao
muscular, proliferagao celular, migracao, diferenciagao e apoptose, bem como na
regulacao da hipoxia e isquemia nos tecidos. (Stella et al. 2016; Onyedibe Kl et al.
2019).

Por ser um grande gerador de pirofosfato, o ENPP1 também atua na
mineralizagao éssea e calcificagao de tecidos moles (Nam HK et al. 2011). Deste

modo, o pirofosfato € importante na prevengao do acumulo de depdsitos anormais
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de calcio (calcificagao) e outros minerais (mineralizagao) no corpo. Portanto,
mutagdes de perda de fungao no gene ENPP1 € a causa principal de calcificagao
arterial em pacientes com calcificagao infantil (Nam HK et al. 2011). Além disso, 0
ENPP1 é capaz de inibir a atividade da subunidade beta da tirosina quinase do
receptor de insulina (RI) e a subsequente sinalizagao celular, causando resisténcia
a insulina (Pizzuti et al. 1999; Moehlecke et al. 2010). O polimorfismo K173Q
(rs1044498) (A>C), frequentemente denominado K121Q devido a um erro em
estudos iniciais do ENPP1, é resultante da substituicdo de uma lisina (K) por uma
glutamina (Q) no cédon 173 do segundo dominio similar de somatomedina-b
(SMB2) do gene ENPPL1 (Sortica et al. 2015).

Esse polimorfismo vem sendo amplamente investigado, pois diversos
estudos mostraram um aumento da atividade inibitéria, reduzindo a autofosforilagao
do receptor de insulina. Em um estudo multicéntrico, a variante 173Q foi associada
com maior risco de desenvolvimento precoce de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e
infarto agudo do miocardio quando comparado ao alelo 173K (Bacci et al. 2005).
Além disso, o0 SNP ENPP1 K173Q € capaz de aumentar a atividade do ENPP1
intracelular e os niveis séricos da enzima ENPP1, elevando os niveis extracelulares
de PPi,o que pode ser um fator protetor contra a calcificagao vascular (Flanagan et
al. 2013).

A variante Q173 foi significativamente associada a redugao da atividade da
sintase do NO em células endoteliais humanas (Bacci et al. 2009). Outros fenétipos
associados a este polimorfismo incluem aceleragao do processo de aterosclerose
(Bacci et al. 2005), elevagao do risco para hipertensao (Kubaszek et al. 2004) ou
obesidade (Meyre et al. 2005) e aumento da predisposi¢ao para o desenvolvimento
de nefropatia diabética (Canani et al. 2002). No entanto, o papel preciso do
polimorfismo K173Q no desenvolvimento de complicagbes vasculares da DM2,
especialmente em relagao a doencga cardiovascular aterosclerética, ainda nao esta
totalmente esclarecido (Moehlecke et al. 2010). Nos ultimos anos alguns estudos
encontraram associagao entre a variante K173Q e o desenvolvimento de AVC em
criangas com AF. Flanagan (2013), Bélisario (2015) e seus colaboradores
observaram que a presenca desse polimorfismo pode modular o risco de AVC em

pacientes com AF.

Devido a heterogeneidade fenotipica da DF, existe grande dificuldade em



se prever quais individuos serdo mais gravemente afetados (Meier et al. 2012;
Serjeant et al. 2017). A identificacdo precoce de criangas com maior risco de
desenvolver um AVC permitiria intervengdes precoces, como um programa
profilatico de transfusdo de sangue (Adams RJ et al. 1998; DeBaun MR et al.
2020), terapia com hidroxiureia (Ware RE et al. 2016) ou transplante de medula
O0ssea (Bernaudin F et al. 2016; Gluckman E et al. 2017) antes do
desenvolvimento de sequelas motoras e/ou neurocognitivas, diminuindo taxas de
morbidade e mortalidade, consequentemente melhorando a qualidade e
expectativa de vida em criancas com AF, além da possibilidade de evitar custos
de tratamento e manuseio de individuos com AVC (Lo W et al. 2008; Bernaudin
et al. 2011; Belisario AR et al. 2018). Por outro lado, uma previséo de risco mais
precisa evitaria a indicacao de terapias arriscadas e potencialmente téxicas em
individuos de baixo risco (Lagunju IA et al. 2013). Diante dessas limitacdes,
percebe-se a importancia da analise do efeito combinado dos fatores envolvidos
no AVC e identificacdo de moduladores que possam indicar o risco do
desenvolvimento de AVC nos pacientes com AF, para que sejam utilizados como

ferramenta de suporte aos resultados do DTC.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca dos polimorfismos ANXA2 (rs11853426), TEK
(rs489347), TGFBR3 (rs284875), ADCY9 (rs2238432), ENPP1 (rs1044498), a
delecdo da talassemia alfa (-a3.7Kb), os haplétipos da B globina e os niveis de
HbF em uma coorte de pacientes pediatricos com AF, bem como, analisar suas

possiveis associacfes com o risco do desenvolvimento de AVC .

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
ANXA2 (rs11853426), TEK (rs489347), TGFBR3 (rs284875), ADCY9
(rs2238432), ENPP1 (rs1044498), e delecdo da alfa talassemia (-a®>7<®) e os
haplétipos da Bs-globina em pacientes pediatricos com anemia falciforme;

2 Verificar a existéncia de associacdo entre as frequéncias alélicas e
genotipicas encontradas com o desenvolvimento de complicacbes

cerebrovasculares em pacientes pediatricos com anemia falciforme;

3 Avaliar o perfil clinico-laboratorial de pacientes com anemia falciforme
gue desenvolveram ou ndo complicacbes cerebrovasculares (crises algicas,
STA, HbF, contagem de hemacias, Hb total, Ht, VCM, contagem de reticuldcitos,

de leucdcitos e de plaquetas, DHL, e bilirrubinas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 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.
ApOs a aprovagdo (CAAE: 58426622.9.0000.5208), foi desenvolvido, obedecendo
integralmente os principios éticos estabelecidos na resolugdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (CNS).

4.2 DESENHO DO ESTUDO E CASUISTICA

Este trabalho é um estudo do tipo coorte transversal retrospectivo, com
comparacao interna de grupos, onde os pacientes foram classificados de acordo
com o status da doenca cerebrovascular (AVC e/ou DTC AR).

O trabalho foi desenvolvido no setor de Hematologia e Biologia Molecular
do Laboratorio Central do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco, onde foram realizados os testes moleculares, tendo a Fundacéo de
Hematologia de Pernambuco - HEMOPE como instituicdo coparticipante, onde
amostras foram coletadas e realizadas as analises dos prontuarios dos pacientes
participantes. Foram incluidos no estudo 402 pacientes com Hb SS que realizam
acompanhamento regular no HEMOPE, sendo 193 (48,1%) do sexo feminino e
209 (51,9%) do sexo masculino. A mediana de idade destes individuos foi de 14
anos (variacdo: 4 — 20 anos). Para confirmar o diagnostico da AF, todas as
amostras dos pacientes foram submetidas a analise de restricdo de fragmento do
gene da globina beta (HBB) usando enzima Ddel e quantificacdo das
hemoglobinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Para a realizacdo dos experimentos foi necessaria a coleta de 4mL de
sangue em tubo com EDTA para extracdo de DNA. Foram excluidos da pesquisa

pacientes aparentados, ou com falta de seguimento ambulatorial regular.

A presenca do AVC foi definida pelo registro de ressonancia magnética
e/ou tomografia computadorizada, com lesdo neurolégica correspondente aos
sinais e sintomas clinicos, conforme definicdo do AVC ja descrita nesta
dissertacdo. Para os resultados de DTC foram considerados como DTC normal

pacientes com média da velocidade maxima de fluxo sanguineo <170 cm/s, DTC
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condicionante, pacientes com média da velocidade maxima de fluxo sanguineo
entre 170 — 199 cm/s e DTC alto risco, pacientes com média da velocidade
maxima de fluxo sanguineo =200 cm/s. O grupo caso de doenga cerebrovascular
(DCV) foi composto por individuos que apresentaram registro de ressonancia
magnética e/ou tomografia computadorizada mostrando lesdo neuroldgica
consequente de acidente vascular cerebral (AVC) e por individuos com elevada
faixa de risco para ocorréncia de AVC determinada pela alta velocidade
detectada pelo DTC (=200 cm/s) em dois exames subsequentes, com intervalo

aproximado de 30 dias.

4.3 DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Os dados clinicos como ocorréncia de AVC, resultados de DTC, crise
algica, sindrome toracica aguda, uso de hidroxiuréia e do regime de transfusao
cronico, assim como os dados laboratoriais (HbF, hemoglobina total, volume
corpuscular médio (VCM), leucdcitos, plaguetas, contagem de reticuldcitos,
desidrogenase lactica e bilirrubina indireta) foram obtidos pela analise de
prontuarios dos pacientes que compareceram regularmente ao ambulatério de
Hematologia da Fundacdo HEMOPE.

4.4 ANALISES MOLECULARES

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucdcitos do sangue
periférico dos pacientes pela técnica de fenol-cloroférmio modificada, estabelecida
por Davis et al, 1986. A pureza do DNA foi avaliada utilizando o equipamento
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) e a

analise qualitativa realizada em gel de agarose 1,0%.

4.4.1 Genotipagem de polimorfismos por PCR em tempo real

Foram selecionados para este estudo os polimorfismos ANXAZ2
(rs11853426), MAF(do inglés minor allele frequency) =49%, TEK (rs489347),
MAF=35%, TGFBR3 (rs284875), MAF=37%, ADCY9 (rs2238432), MAF=38% e
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ENPP1 (rs1044498), MAF=32%. A genotipagem dos polimorfismos TEK
(rs489347), TGFBR3 (rs284875), ADCY9 (rs2238432), e ENPP1 (rs1044498) foi
realizada através de PCR em tempo real por discriminagdo alélica utilizando o
sistema TagMan®, que consiste em sondas marcadas com fluorocromos
desenhadas especificamente para serem complementares a cadeia de
oligonucleotideos. As sondas utilizadas no estudo estdo disponiveis para 0 uso em
pesquisa de carater cientifico no site: <https://products.appliedbiosystems.com —
ID: C___ 609129 10, C___ 945105 10, C__ 16172531 10, C__ 1207994 _20>.
Para realizacdo desta técnica, foi utilizado o aparelho QuantStudio 5 Real Time
PCR System (Applied Biosystems) disponibilizado no Nucleo de Plataformas
Tecnoldgicas (NPT) do Instituto Aggeu Magalhdes — Recife.

As reacgoes foram preparadas em um volume final de 10 pL, utilizando 5 uL
de Tagman Genotyping Master Mix (Thermofisher, Foster City, EUA), 0,25 uL de
sonda Tagman na concentracdo de 20 vezes (Thermofisher, Foster City, EUA), 3,75
ML de H20 ultrapura e 1 yL de DNA na concentragao de 50 ng/puL. A ciclagem para
0s ensaios foi 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos
e 60°C por 1 minuto. Apés a reacdo da PCR, foi plotado os sinais de fluorescéncia
para cada amostra e assim discriminando os alelos presentes, conforme
recomendacdes do fabricante (Life Technologies, California, USA), ilustrado pela

figura 17.

Figura 17- Grafico de amplificacdo da PCR em tempo real para o polimorfismo TEK rs489347.

Curvas em azul representam o alelo C e curvas em verde o gendtipo G. A) Curva de amplificagédo

para o genotipo heterozigoto CG para o polimorfismo TEK rs489347. B) Curva de amplificacdo para

0 genotipo homozigoto GG para o polimorfismo TEK rs489347. C) Curva de amplificacdo para o

gendtipo homozigoto CC para o polimorfismo TEK rs489347.
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Fonte: Nucleo de Hematologia Clinica e Laboratorial — UFPE, 2023.



61

4.4.2 Genotipagem para o polimorfismo ANXA2 rs11853426

A determinacdo do polimorfismo ANXA2 rs11853426 foi feita por meio de
PCR seguida de andlise de restricdo de fragmentos (PCR-RFLP). A amplificacdo
do fragmento do gene ANXA2 foi feita utilizando 1 pL de DNA gendmico (50 ng)
numa reacédo com volume final de 50 pL, contendo 5 pL de tampé&o para PCR 10X,
5 pL de MgCl.50mM, 1,5 uL de dNTPs a 10mmol, 1 pL de cada primer a 10pmoles
e 0,5 pL de Tag DNA Polymerase. A sequéncia dos oligonucleotideos e as

condicOes de amplificacdo utilizadas estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1- Primers utilizados para amplificacdo do regido do gene ANXA2 e condi¢des da reagéo
de amplificacéo.

Primers Sequéncia do Primer (5°-3")
Direto 5-AATCATGTAGCAGGGCCCG-3
Reverso 5-TGGAGTGTAGTGGTGCGATCA-3

Condicbes de amplicacao

Desnaturacéo Desnaturacéo Anelamento Extenséo
inicial 35 ciclos Extensao Final

TCC) Tempo T(ECC) Tempo T(ECC) Tempo T(CC) Tempo T((C) Tempo
94 5 94 45” 68 45” 72 45” 72 7

Fonte: A autora (2023).

Para a digestdo enzimatica, o produto da amplificacdo da PCR (707 pb) foi
digerido com a enzima de restricdo HpyCH4I1V (New England BioLabs Inc.) a
temperatura de 37°C por 30 minutos, numa reacgao de volume final de 15 uL (10 uL
do produto da amplificagdo, 1 uL do tampao NEBuffer 10X, 0,25 pyL da enzima
HpyCH41V e 3,75 uL de agua). Para visualizagdo dos produtos da restricdo, as
amostras foram aplicadas em gel de agarose 1,5% contendo brometo de etidio. O
gel foi visualizado para analise dos fragmentos amplificados.

O fragmento contendo o alelo selvagem C em homozigose quando clivado,
gera fragmentos de 356 pb e 351 pb; o fragmento de 707 pb contendo o alelo
mutante T em homozigose ndo apresenta sitio de restricdo. O genoétipo heterozigoto

€ identificado pela presenca de todos os fragmentos como ilustra a figura 18.



62

Figura 18- Anélise dos fragmentos do polimorfismo ANXA2 rs11853426. O alelo C cria um sitio de
restricdo para enzima HpyCH4IV gerando fragmentos de 356 e 351 pares de bases (pb). O alelo T
abole o sitio de restricdo da enzima demonstrando apenas um fragmento de 707 pb. Amostras 1 e
4 homozigotos CC, amostras 2 e 6 heterozigotos CT, amostras 3 e 5 homozigotos TT. M: Marcador
de peso molecular, ND: Controle ndo digerido (produto da PCR).

T RN 707 pb

356 pb
351 pb

Fonte: Nacleo de Hematologia Clinica e Laboratorial — UFPE, 2023.

4.4.3 Determinagédo da mutagdo o 37«

A determinacdo do genotipo o foi realizada pela técnica de PCR,
utilizando os primers C2 e C10 na pesquisa da delecdo o*7%® ,como descrito por

Dodé e cols. (1993). A Tabela 2 mostra a sequéncia dos primers.

Tabela 2- Sequéncias dos primers para pesquisa da delecdo o®>"%" .Localizac&o referente ao gene
o No cromossomo 16 depositados no banco de dados NCBI (ID: J00153).

Primers Sequéncia do Primer (5°-3") Direcéo Posicao
Cc2 CCATGCTGGCACGTTTCTGA AS 11365
C10 GATGCACCCACTGGACTCCT S 5641

S = Sense; AS = Anti-sense.
Fonte: A autora (2023).

Foi utilizada a seguinte reacéo de PCR: 1,0 ul de DNA (250ng); 2,5 ul de
tampao a*; 2,5 ul de DMSO; 0,75l de dNTP 10mM; 0,5 ul de cada primer 10uM;
0,25yl de taq polimerase 5U/ul, em um volume final de 25,0 ul de &gua.

Condicdes de ciclagem: desnaturagédo inicial 94°C - 10'; 30 ciclos: 94°C - 45",



63

56°C - 1' e 72°C - 1'; extenséo final 72°C - 7'. Para o tampé&o a foi utilizado o
seguinte protocolo - Solugdes estoque: 3,35 ml de Tris-HCI 2M (pH 8,6); 1,66 ml
de (NH4)2S04 1M; 250 ul de MgClz 1M; 33,5 ul de Na;EDTA 0,2M; 85 pul de BSA-
20 mg/ml; 70 ul de B mercaptoetanol 14,3M, para um volume final de 10 ml com
dH>O. Todas as solucdes estoque foram autoclavadas, exceto MgCl> que é
filtrada.

Na pesquisa da -0*7%®, o produto amplificado gera um fragmento de
2,1kb para o haplétipo normal (o) € de 1,9kb para o haplétipo mutante (-a®7KP)
como mostra a figura 19.

Figura 19- gapPCR para andlise da delecdo -0, Produto dos fragmentos amplificados
diferenciados por gel de agarose. Os gendtipos descritos na figura sdo: 1 (aa/aa); 2 (-a3,7Kb)/aa);
3 (-a3,7Kb)/aa); 4 (-a3,7Kb)/(-a3,7Kb).

2,1Kb
1,9 Kb

Fonte: Nucleo de Hematologia Clinica e Laboratorial — UFPE, 2023.

4.4.4 Determinacao dos haplotipos B°

As analises dos polimorfismos foram realizadas através da amplificacao de
cada regido do DNA que contém os sitios de interesse pelo método da PCR,
seguido de andlise de restricdo. Para os haplétipos BS foram analisados 6 sitios
polimérficos (5’yG-Xmnl, yG-Hindlll, yA-Hindlll, yp-Hincll, 3’ yB-Hincll, 5'B-Hinfl),

segundo Sutton e cols. (1989) como mostram a figura 20 e a tabela 3.
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Figura 20- Andlise dos sitios polimérficos no Cluster 3. Estudo dos 6 sitios polimérficos no Cluster
B para a determinagdo dos haplétipos BS.

5 € ¥© A v 5 B ¥
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1
CAMER - + + -+ + =
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Fonte: Sutton e cols, 1989.

Tabela 3- Primers utilizados para amplificacéo de regides do cluster p: localizag&o referente ao
cluster g no cromossomo 11.

Primer Sequéncia do Primer Direcdo Posicdo Regido
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT S 33862 5Y°©
H1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC AS 34518

H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA S 36203 y©
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA AS 35422

H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA S 40358 yA
H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC AS 41119

H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA S 46426 P
H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT AS 47126

H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC S 49476  3'yPp
H8 GGACCCTAACTGATATAACTA AS 50089

H9 CTACGCTGACCTCATAAATG S 60906 5B
H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT AS 61291

S = Sense; AS = Anti-sense.

Fonte: Banco de dados NCBI (ID: U01317).

A composicao das reacdes e condi¢cdes de amplificacdo variou dependendo

do resultado e estdo representadas na tabela 4 e quadro 3, respectivamente.
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Tabela 4- Composicao das reacdes utilizadas para amplificagédo das regides polimérficas do

cluster da globina .

Volumes (ul)

Componentes Xmn | Hind Il Hind Il Hinc Il Hincll Hinfl
5v¢  y© y© yp Syp 5B
Tampao (10x) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
MgCl. (50mM) 2,5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,5
dNTP’s (10mM) 1,0 15 15 15 15 1,0
Primer 5’ (10 uM) 1,25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Primer 3’ (10 uM) 1,25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Taq DNA Polimerase
(5U/ul) 0,25 05 0,5 0,5 0,5 0,25
DNA (200 ng) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
dH20 37,75 38,0 38,0 38,0 38,0 38,25
Volume Final (ul) 50 50 50 50 50 50

Fonte: A autora (2023).

Quadro 3- CondicOes das reacdes utilizadas para amplificacéo das regides

polimorficas do cluster da globina B.

Desnaturagdo | Desnaturagdo | Anelamento | Extens&o
inicial 35 ciclos Extenséo Final
Regido
T Tempo | T Tempo | T Temp | T Tempo | T (°C) | Tempo
(°C) (°C) (°C) |o (°C)
5YG 94 |5 94 45” 60 45” 72 1’307 72 7
yG 94 |5 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7
YA 94 |5 94 30” 55 1’ 72 1’ 72 7
v 94 |5 94 30” 55 1 72 1 72 7
3y 94 |5 94 30" 55 1 72 1 72 7
5P 94 |5 94 45” 57 45” 72 1’307 72 7

Fonte: A autora (2023).

Para confirmacdo da amplificacdo, o produto da PCR foi submetido a

eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio e visualizado

em luz ultravioleta, para posterior analise de restricao.

Para a analise de restri¢cdo, o produto da PCR foi digerido a 37°C durante

24 horas, com endonucleases de restricdo apropriadas para cada sitio polimorfico.

A identificacdo dos padrbes de restricdo que determinam os haploétipos foi realizada

por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio e

visualizado sobre luz ultravioleta.

Cada amostra foi marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de
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restricdo. Como controle, foi utilizado & amostra de um individuo heterozigoto para
cada sitio polimorfico. O tamanho dos produtos de amplificacéo e apds clivagem,

podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5- Tamanho dos produtos amplificados e apds a clivagem com as endonucleases de
restricao.

: : .~ Tamanho Fragmentos Apoés
Primers Enzima Regiao Fragmento Clivagem
HOeH1l Xmnl 5'y¢ 650 pb 450 pb + 200 pb
H2 e H3  Hindlll  y© 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3eH4 Hindlll yA 760 pb 400 pb + 360 pb
H5e H6  Hincll v 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb
H7eH8 Hincll  3yp 590 pb 470 pb + 120 pb
H9 e H10 Hinfl 5B 380 pb 240 pb + 140 pb

Fonte: A autora (2023).

De acordo com perfil de restricdo para as regides polimorficas do cluster da
globina B, é possivel definir os haplétipos BS. Pacientes que apresentarem padréo
de restricdo diferentes do perfil pré-determinado na literatura tem seu haplotipo

considerado “Atipico”.

4.5 ANALISE DE DADOS

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 distribuicdo de x. O teste x?
ou teste exato de Fisher’s (quando aplicavel) foi utilizado para comparacgdes entre
variaveis categoricas, enquanto que os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis
e Mann-Whitney foram utilizados para comparacfes entre as variaveis continuas.
Todos os valores de P foram ajustados para os dois lados com nivel de significancia
a 0,05. As analises foram realizadas utilizando o software SPSS Statistics 19.0 (IBM

corporation).
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5. RESULTADOS
5.1 CARACTERISTICAS LABORATORIAIS

A Tabela 6 conttm os dados da caracterizacdo laboratorial desta
populacéo.

Tabela 6- Caracteristicas laboratoriais dos pacientes incluidos no estudo.

Variavel laboratorial Mediana Intervalo

Hb F (%) 9,70 0,8-28,5
Contagem de hemaécias (x10'? células/uL) 2,1 1,66 — 4,98
Hemoglobina (g/dL) 7,90 6,0-11,6
Volume corpuscular médio (fL) 86,95 61-103

Hematdcrito (%) 22,8 15,0-33,0
Contagem de leucdécitos (x10%/L) 13,9 2,1-245
Contagem de plaquetas (x10°%/L) 449 49 -1010
Contagem de reticulécitos (%) 10,6 2,6-264
Desidrogenase lactica (U/L) 829,0 124 — 2401
Bilirrubina total (mg/dL) 1,95 0,26 — 39,0
Bilirrubina indireta (mg/dL) 1,51 0,21-11,0

5.2 CARACTERISTICAS CLINICAS E RESULTADOS DO DTC

Do total de pacientes, o grupo caso com DCV foi representado por 47
pacientes (11,6%), 24 tiveram AVCI (6%) e 35 pacientes apresentaram DTC AR
(8,7%). 12 pacientes apresentaram os dois eventos com mediana de idade para

esse grupo de 4 anos, como mostra a tabela 7.
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Tabela 7- Caracteristicas de sexo e idade do total de pacientes e idade no grupo da doenca

cerebrovascular.

Caracteristicas de sexo e idade do total de pacientes e da

idade no grupo da DCV

n (%)

(n total = 402)

Sexo
Feminino
Masculino
Idade
Intervalo (anos)
Mediana de idade (anos)
Doenca cerebrovascular
Intervalo de idade (anos)

Mediana de idade (anos)

193 (48,1%)
209 (51,9%)

04 - 20
14
47 (11,6%)
1-12
4

Em relacéo aos resultados do DTC, 69,3% (257 pacientes) foram normais,

21,3% (79 pacientes) foram condicionantes e 9,4% (35 pacientes) foram de alto

risco. Ao analisarmos apenas o0s pacientes que desenvolveram AVC, aos

resultados do DTC, encontramos 2,3% (06 pacientes) com DTC normal, 5,0% (04

pacientes) no grupo com DTC condicionante e 34,28% (12 pacientes) com DTC de

alto risco (p<0,0001), como mostra a tabela 8.

Tabela 8- Resultados do Doppler transcraniano e nimero de casos de AVC por categoria do doppler

transcraniano.

Resultado do Doppler Transcraniano

Casos de AVC

N % N %
Normal 257 66,2 06 2,3
Condicionante 79 19,6 04 5,0
Alto risco 35 8,7 12 34,2
Inadequado 14 3,6 01 7,1
Inconclusivo 03 0,8 -
Nunca fez 14 3,7 01 7,0

A categorizacao do risco do DTC néao foi realizada em 31 pacientes: 14

pacientes que nao realizaram o exame, 14 pacientes com resultado inadequado e
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3 pacientes com DTC inconclusivo.

Dos 402 pacientes, 155 (39,8%) desenvolveram mais que duas crises
algicas ao ano, como mostra a tabela 9. Em relacdo a STA, do total de 402
pacientes, 39 pacientes (9,8%) apresentaram a complicagao.

Com relacao as estratégias terapéuticas empregadas para os pacientes, foi
observado que dos 47 pacientes com DCV, 24 (51%) n&o faziam uso da terapia
com HU antes do desenvolvimento do desfecho clinico. O regime de transfuséo
cronico foi iniciado em 96% dos individuos pds-DCV. O uso da HU foi feito em 70%
dos individuos pés-DCV (Tabela suplementar 1).

5.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

Foram genotipados os polimorfismos ANXA2 (rs11853426) em 367
pacientes, TEK (rs489347) em 380 pacientes, TGFBR3 (rs284875) em 377
pacientes, ADCY9 (rs2238432) em 379 pacientes e ENPP1 (rs1044498) em 378
pacientes.

Para todos os o polimorfismo realizados, foram observados MAF > 10%,
exceto para o TGFBR3 (0,07%).

A distribuicdo genotipica dos SNPs apresentou-se dentro do equilibrio de
Hardy-Weinberg (p > 0,05), exceto para os polimorfismos TGFBR3 (rs284875),
ADCY?9 (rs2238432) e TEK (rs489347) como mostra a tabela 9.



70

Tabela 9- Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs.

Gene Frequéncia Frequéncia
SNP Gendtipos  Genotipica (n e %) Alelos Alélica (%)
cC 102 (27,8%)
ANXA2 C 0,53
CT 185 (50,7%)
rs11853426 T 0,47
TT 79 (21,5%)
cC 226 (59,5%)
TEK CG 122 (32,4%) C 0,75
rs489347 GG 31 (8,2%) G 0,25
TT 332 (88,3%)
TGFBR3 TC 39 (10,3%) T 0,93
rs284875 cC 5 (1,3%) C 0,07
ADCY9 GA 102 (26,9%) G 0,87
rs2238432 GG 276 (73,1%) A 0,13
TT 132 (34,9%)
ENPP1 TG 170 (45,2%) T 0,57
rs1044498 GG 75 (19,8%) G 0,43

5.4 GENOTIPAGEM DA ALFA TALASSEMIA E DE HAPLOTIPOS BS GLOBINA

A delecgao a -3,7kb foi realizada em 350 pacientes e encontrada em 20,6%
(72 pacientes), como mostra a tabela 10. 48 amostras ndo foram analisadas no
grupo nao DVC e 4 no grupo DCV.

Os haplétipos BS foram agrupados em CAR/CAR e ndo CAR/CAR uma vez
gue a incidéncia do haplétipo CAR/CAR ¢é fortemente predominante em nossa
regido (Hatzlhofer BLD et al. 2021). Foram realizadas 334 genotipagens dos
haplétipos. O haplotipo CAR/CAR foi encontrado em 57,0% dos pacientes. A
frequéncia do alelo CAR foi de 75%, do alelo Benin de 16% e do haplétipo atipico
(ATP) de 7,0%. Os haplotipos Arabe indiano, Camares e Sengal tiveram

frequéncia menor que 1%. Estes dados estdo descritos na tabela 10.
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Tabela 10- Frequéncia dos haplétipos s e da alfa talassemia.

Modulador Genético N (%)

Delecédo -a3,7Kb (N = 351)

-a/-a 08 2,3
-a/aa 64 18,2
aad/aa 278 79,5

Haplétipos Bs (N = 334)

CAR/CAR 190 57,0
CAR/BEN 78 23,3
CAR/ATP 36 10,7
BEN/BEN 11 3,3
BEN/ATP 10 3,0
CAR/ARB 3 0,9
CAR/CAM 2 0,6
BEN/CAM 1 0,3
BEN/ARB 1 0,3
CAR/SEN 1 0,3
SEN/ATP 1 0,3

CAR (Republica Central Africana); BEN (Benin); ATP (Atipico); CAM (Camardes); ARB (Arabe-
Indiano), SEN (Senegal).

5.5. COMPARACAO DOS DADOS DO GRUPO CASO E GRUPO CONTROLE

A tabela 11 reune as caracteristicas clinico-laboratoriais e de genotipagem
dos polimorfismos, proporcionando a comparacdo de acordo com o status da DCV.

Podemos observar que niveis maiores de HbF tiveram impacto significativo
na protecdo contra o DCV (p < 0,001), assim como 0s niveis mais altos de
hemoglobina (p = 0,005). Apesar de apresentar uma associacao estatistica
limitrofe, maiores niveis de leucdcitos foram associados com risco de DCV ( p =
0,055).

Para as analises de associa¢do com as variaveis genéticas foram aplicados
0os modelos de heranca genética recessivo, dominante e codominante.

Independente do modelo empregado, n&o foram observadas relacdo de
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significancia estatistica dos polimorfismos genéticos, hapl6tipos ou até mesmo da

mutagdo a *7%* com a desfecho clinico (p > 0,05).

Além disso foi observado que a terapia com HU influenciou no risco de

desenvolvimento da DCV, onde pacientes em uso da droga tinham uma menor

frequéncia do desfecho clinico (p = 0,037).

Tabela 11- Caracteristicas dos pacientes com anemia falciforme de acordo com o status da doenca

cerebrovascular.

L Total de DCV N&o DCV
Variaveis pacientes P-value
No. % No. % No. %
Sexo
Feminino 193 48,1 26 55,3 167 47,0 0,351
Masculino 209 51,9 21 44,7 188 53,0
Idade, mediana 14 15 14 0,124
Intervalo (4-20) (6-20) (4-20)
Hb F (%), mediana 9,70 6,20 10,20 <0,0001*
Intervalo (0,80-28,50) (1,20-11,20) (0,80-28,50)
Hb (g/dL), mediana 7,90 7,60 8.00 0,005*
Intervalo (6,00-11,60) (6,20-10,00) (6.00-11,60)
VCM (fL), mediana 86,95 86,10 87,00 0,930
Intervalo (61-103) (72-100) (61-103)
WBC (x10%L), mediana 13,90 15.35 13.85 0,055
Intervalo (2.10-24,53) (9.7-21.50) (2.10-24.53)
Plag (x10%/L), mediana 449,0 449,0 448 0,543
Intervalo (49,00-1010) (228-748) (49-1010)
Ret (%), mediana 10,60 9,60 10,60 0,647
Intervalo (2,60-26,40) (4,20-25,30) (2.60-26,40)
DHL (U/L), mediana 829,00 711,5 830 0,620
Intervalo (124-2401) (371-2401) (124-2277)
Bl (mg/dL), mediana 1,51 1,35 1,51 0,653
Intervalo (0,21-11,00) (0,35-6,92) (0,21-11,00)
CA/ano?
0-2 235 60,2 33 71,1 202 58,7
2-5 104 26,7 9 20 95 27,6 0,235
>5 51 13,1 4 8,9 47 13,7
N&o analisados 12
Sindrome toracica aguda
Sim 39 9,8 01 2,2 38 10.8 0,067
Nao 359 90,2 46 97,8 313 89.2
Hidroxiureia**
Sim 251 63,1 23 48,9 228 65,0 0,037*
Nao 147 36,9 24 51,1 123 35,0
N&o analisados 04 04
Haplotipo
Nao CAR/CAR 144 43,1 15 34,6 129 44,5 0,253
CAR/CAR 190 56,9 29 65,9 161 55,5
N&o analisados 68
a—Thal
Normal 278 79,4 38 88,4 240 78,2 0,158
Mutado 72 20,6 05 11,6 67 21,8
N&o analisados 52 04 48
ANXA2 rs11853426
CC 102 27,8 13 28,9 89 27,6 0,370
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CT 185 50,7 19 42,2 166 51,9
TT 79 21,5 13 28,9 66 20,5
Nao analisados 36 02 34
ADCY9 rs2238432
GG 276 73,1 38 80,9 238 72,0 0,223
GA 102 26,9 9 19,1 93 28,0
N&o analisados 24 24
TGFBR3 rs284875
T 332 88,3 38 82,6 294 89,1 0,436
TC 39 10,4 7 15,2 32 9,7
CcC 05 1,3 01 2,2 04 1,2
N&o analisados 26 01 25
TEK rs489347
cC 226 59,56 26 55,3 200 60,2 0,606
CG 122 32,2 18 38,3 104 31,3
GG 31 8,2 3 6,5 28 8,4
N&o analisados 23 23
ENPP1 rs1044498
TT 132 35,0 16 34,8 116 35,0 0,941
TG 170 451 20 435 150 45,3
GG 75 19,9 10 21,7 65 19,6
Nao analisados 25 01 24

Abbreviacdo: Hb F- Hemoglobina Fetal; Bl-bilirrubina indireta; LDH-Desidrogenase lactica; WBC-
Contagem de globulos brancos; Plag- Plaquetas; Ret- Reticul6citos; CA-Crise algica.

IN6s s6 consideramos o nimeros de CAs documentadas no Ultimo ano (2021)

*Indica diferenca estatistica significante

** Para os pacientes do grupo DCV, foram consideradas as informacéo de terapia da HU antes do
desenvolvimento do desfecho.
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6. DISCUSSAO

O acidente vascular cerebral € uma complicacdo grave da anemia
falciforme, com incidéncia de aproximadamente 11% até os 20 anos de idade,
trazendo grande impacto na qualidade de vida destes pacientes. Por isso se faz
necessaria a identificacao precoce daqueles individuos que apresentam maior risco
de AVC, para que o tratamento de prevencgao possa ser realizado (DeBaun MR,
2020).

A partir do estudo STOP, os resultados de diminuigao do risco do AVC com
a prevencdao, através da realizacdo do DTC, tém sido reproduzidos pelo mundo
afora (Adams RJ et al, 1998, Lobo et al, 2010, DeBaun MR, 2020). O guideline
brasileiro recomenda a realizacdo do DTC para a prevencéao primaria do AVC entre
2 a 16 anos de idade para portadores de AF (Lobo et al, 2010). Recentemente, a
Sociedade Americana de Hematologia confeccionou um guideline de prevencéo,
diagnostico e tratamento da DCV na AF, fazendo consideracdes em relacao as
peculiaridades destas medidas em paises em desenvolvimento e reafirmaram a
importancia da realizacdo do DTC na prevencdo do AVCI (DeBaun MR et al, 2020).
No entanto, esta ferramenta apresenta suas limitacdes, uma delas € a baixa
especificidade, promovendo terapias como RTC para criancas que nao terdao AVC,
causando exposicdo desnecessarias aos efeitos adversos do tratamento. Diante
disto, outros métodos de identificacdo do risco do AVC na DF se faz necessario.

Algumas caracteristicas clinico-laboratoriais da AF jA vém sendo
associadas aos risco de DCV (Belisario et al, 2018, Hatzlhofer et al. 2021; Reggiane
et al. 2023). Estudos em gémeos portadores desta doenca, mostraram a relacéo
do risco do DTC anormal e do AVC, com importante relacdo do componente
genético com o risco da doenca cerebrovascular (Driscoll et al, 2003, Kwiatkowskj|
et al, 2003).

Neste estudo do tipo transversal e retrospectivo avaliamos a existéncia de
associacao de moduladores genéticos e clinico-laboratoriais com o risco da doenca
cerebrovascular em populacao pediatrica, com mediana de idade de 14 anos, num
total de 402 pacientes portadores de AF, acompanhadas em centro académico.

Nédo foram observadas relacdo de significancia estatistica dos
polimorfismos genéticos ANXA2 (rs11853426), TEK (rs489347), TGFBR3
(rs284875), ADCY9 (rs2238432) e ENPP1 (rs1044498), com o risco da DCV,
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diferentemente do que alguns autores encontraram anteriormente (Sebastian et al.
2005; Flanagan et al, 2011).

Em alguns estudos nos quais alguns polimorfismos mostraram associacao
de risco de AVC, divergéncias foram evidenciadas, como por exemplo em relacao
a variante no gene GOLGB1, em que Flanagan e colaboradores (2013) encontram
associacdo de protecdo, enquanto que, na populacdo estudada por Beliséario e
colaboradores (2015), este resultado n&o foi confirmado. J&a, em relacdo ao gene
ENPP1, a variante ENPP1 Q173 (Flanagan et al. 2013) foi associada a protecao
contra o risco de AVC, enquanto que, no estudo de Belisario e colaboradores (2015)
a variante ENPP1 K173 € que foi associada ao aumento do risco, como sinalizado
no quadro 2.

N&do foram encontradas relacdo de significancia estatistica com os
haplétipos estudados (CAR, BEN, SEN, CAM, ARB e ATP) e o risco da DCV. Em
nossa populacéo o haplétipo CAR/CAR foi o mais frequente (57%) e a frequéncia
do alelo CAR de 75%. Alguns estudos brasileiros mostram a predominancia deste
haplétipo em nosso pais, com uma frequéncia que varia entre 41 a 67% (Zago et
al.1992; Figueiredo et al. 1996; Cardoso and Guerreiro JF. 2010; Silva LB and
Goncalves RP. 2010; Filho ILS, et al. 2010; Cabral CHK et al. 2011; Camilo-Araujo
RF et al. 2014; Da Silva MAL, et al. 2014; Shimauti ELT et al. 2015; Alves AC et al.
2020 ). Nossos resultados mostraram que o estado de Pernambuco apresenta a
maior frequéncia alélica do haplétipo CAR da BS-globina no Brasil (75,1%). Na
maioria dos estados brasileiros ha alta prevaléncia do gendtipo heterozigoto
CAR/Benin (Zago et al.1992; Figueiredo et al. 1996; Cardoso and Guerreiro JF.
2010; Silva LB and Goncalves RP. 2010; Filho ILS, et al. 2010; Cabral CHK et al.
2011; Camilo-Araujo RF et al. 2014; Da Silva MAL, et al. 2014; Shimauti ELT et al.
2015; Alves AC et al. 2020 ), mas o gendtipo mais frequente encontrado em nosso
estudo foi 0 haplétipo homozigoto CAR/CAR. Os haplétipos ARB e SEN, tidos como
mais favoraveis (Steinberg MH. 2020b), tiveram incidéncia de <1%.

Nossos resultados apresentaram como associacdes de protecdo a DCV
niveis mais altos de Hb total (p<0,005), de HbF (p<0,001) e uso da HU (p<0,037).
De forma consistente estas caracteristicas sdo considerados, na literatura, como
fatores protetores contra a DCV (Belisario et al, 2018; MacGann et al. 2019; Henry
ER et al. 2020; Hatzlhofer et al. 2021; Reggiane et al. 2023).

A hemoglobina fetal tem poderosa propriedade antipolimerizacao, uma vez
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que suas subunidades de y-globina formam tetrameros hibridos mistos de duas
cadeias de a-globina, com uma cadeia de y-globina e uma cadeia de BS-globina e,
por serem mais sollveis, ndo sofrem polimerizacao (Eaton and Bunn HF, 2017,
Rees et al, 2018; Williams and Thein, 2018, Henry ER et al. 2020) Lettre (2008),
Cardoso (2014) e seus colaboradores demonstraram a influéncia das variantes
genéticas relacionadas a HbF no impacto dos fendtipos da doenca. Mais
recentemente, Sommet e colaboradores (2016), em estudo longitudinal
prospectivo, observou o papel protetor da HbF contra a DCV (HR: 0.68; 95% CI:
0.48-0.96). Uma vez que ocorre menor polimerizagdo em consequéncia de maiores
niveis de HbF, h& diminuicdo da hemolise intravascular, protegendo o endotélio da
lesdo causada pelas espécies reativas de oxigénio e da deplecdo do NO,
provocada pelos produtos da hemolise. A menor taxa de hemdlise tem como
consequéncia maiores valores da hemoglobina total. Ataga e colaboradores (2020)
observaram que o aumento de apenas 1g/dl da Hb total pode conferir uma reducao
de 41% na reducdo do AVC. Este achado € também explicado pelo mecanismo
fisiopatolégico subjacente da lesdo cerebrovascular isquémica na AF, onde a
gravidade da anemia esta associada ao aumento do fluxo sanguineo cerebral,
diminuicdo da reserva compensatoria e maior risco do AVC durante periodos de
estresse, quando a oferta e a demanda de oxigénio cerebral encontram-se em
desequilibrio (Debaun et al. 2012).

A hidroxiureia é, atualmente, o mais poderoso modulador da AF (MacGann
et al. 2019; Montalembert et al. 2021; Wang W et al. 2023). Seu principais efeitos
séo de inducéo da producado de HbF através do estresse eritropoiético, aumento do
NO e diminuicdo da adesdo celular levando a reducdo de crises algicas,
hospitalizacdo e necessidade transfusional. Estudos comprovam a eficacia da
hidroxiuréia na diminuicdo das velocidades do DTC (Hankins JS etal. 2015,
Adegobe SA et al. 2018), sendo Uutil e efetivo na prevencdo de AVCI,
particularmente em paises em desenvolvimento, como ferramenta terapéutica de
grande importancia, onde a disponibilidade do uso de RTC é geralmente restrita
(Ballas SK et al.2020; DeBaun MR et al. 2020).

Em nossa populacéo, niveis maiores de HbF, cujo valor da mediana foi
9,7% (0,8-28,5%), foram associados a protecdo contra a DCV. Nossa populacdo
apresenta preponderantemente o hapl6tipo CAR, considerado o de maior

gravidade. Estudos mostram que, entre as possiveis causas de niveis
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excepcionalmente elevados de HbF, estédo delecdes ou substituicdes de base Unica
no agrupamento do gene HBB e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nos
genes BCL11A e MYB (HMIP-2) que codificam repressores da expresséao do gene
HbF (Uda M et al. 2008; Friedrisch JR et al. 2018). Leonardo e colaboradores (2016)
demonstraram que no Brasil, como em outras partes do mundo, variantes comuns
de HMIP-2 e BCL11A aumentam os niveis de HbF em pacientes com AF. Contudo,
esses efeitos foram mais perceptiveis em pacientes brasileiros portadores de AF,
sugerindo a influéncia da miscigenacdo genética, uma vez que a mutacao
falciforme nos nossos pacientes esta inserida num contexto genético com grande
proporcao de descendentes europeus, transportando alelos promotores de HbF em
alta frequéncia. Ainda no mesmo estudo, alelos que aumentam a HbF nos loci
estudados foram associados a uma reducdo significativa nas complicacbes
relacionadas a falciforme, especialmente acidente vascular cerebral (Leonardo et
al. 2016; Steinberg MH. 2020).

A coheranca da alfa talassemia ndo apresentou associagcdo coma DCV em
Nnossos pacientes, apesar de observarmos uma quantidade consideravelmente
menor da existéncia da coheranca da talassemia no grupo caso (11,6% x 21,8%).
A prevaléncia desta delecdo em nosso estudo de 20,5% esta em concordancia com
outras previamente relatadas em estudos anteriores (Neonato MG et al. 2000;
Adorno EV et al. 2008; Uda M et al. 2008, Beliséario et al. 2010, Hatzlhofer BLD et
al. 2020). Ataga e colaboradores (2020) observou que em pacientes com AF, a
coexisténcia de talassemia alfa produziu uma reducao relativa do risco de 0,44 para
AVC, com uma analise multivariada mostrando que o efeito protetor da talassemia
alfa se deve em grande parte a melhora na concentracdo de hemoglobina; a
talassemia alfa néo foi um preditor significativo de acidente vascular cerebral apés
ajuste para concentracdo de hemoglobina (Ataga et al. 2020).

Diferentemente de estudos anteriores, como os relatados por Meier (2014,
2016), Belisario (2016; 2018), Sommet (2016) e Debaun (2020) e seu
colaboradores, nos quais a contagem de reticulécitos se mostrou o preditor mais
poderoso de AVCI e DTC AR, nosso estudo ndo mostrou associacédo (p=0,62),
assim como também ndo encontramos associacdo com a leucocitose, também
considerada fator de risco com DCV pelos mesmos autores acima citados.

N&o encontramos associacao de risco de DCV em relacao a crise algica e

STA, duas complicacdes mais associadas ao fenotipo da vasoclusdo. A STA



78

apresenta associagao de risco aumentado com o AVC principalmente por causa da
hipoxia secundaria a doenga pulmonar (Ojewunmi et al. 2018; Colombatti R et
al.2018) Uma das principais indica¢fes do uso da hidroxiureia é para pacientes que
apresentam crises algicas recorrentes e STA, com o objetivo de induzir a ascenséo
da HbF (Ballas SK et al. 2020). Nossos dados mostraram que o uso de HU e niveis
altos de HbF apresentaram associagcdo com a protecdo do AVC.

Dados do nosso estudo mostram que a mediana da idade do evento da
DCV foi de 4 anos de idade, sendo que 1 paciente apresentou AVC antes dos dois
anos de idade. O DTC é realizado para pacientes entre 0s 2 aos 16 anos de idade,
ndo possibilitando conhecer, através dele, o risco do AVC em idades que estéo fora
desta faixa etaria, evidenciando uma das limita¢cdes desta ferramenta prognéstica.
Em nosso estudo houve a ocorréncia de AVC em 2,3% do pacientes com DTC
normal, 5% com condicionante e 7,1% dos exames inadequados, evidenciando
também suas limitagdes de sensibilidade.

Conforme documento do Ministério da Saude de 2020 (Sickle Cell Disease:
transcranial doppler coverage in Brazil from 2018 to 2020) a cobertura do DTC no
ano de 2018 em Pernambuco foi de 115,38% e em 2019 de 85,71%, ganhando
posicdo de destaque no cenario nacional. No entanto, nos anos de 2020 a 2021
estes indices cairam de forma importante devido a pandemia causada pelos SARS-
COV-19 e em 2022 a realizacdo deste exame foi interrompida pela quebra do
aparelho, sendo reiniciada em meados do ano corrente. AF. A avaliacéo sistematica
por ressonancia magnética nao foi realizada em nossos pacientes, ndo sendo
possivel considerar os infartos silenciosos na andlise, que € um importante fator
de risco para o AVC em criangas com AF (DeBaun MR et al. 2020),mesmo porque,
esta pratica oneraria de forma importante o estudo. As limitacdes do DTC, ja citadas
em literatura (Lagunju IA et al. 2013; Salama K et al. 2020; Phillips SM, et al. 2021;
DeBaun MR et al. 2020) levam a necessidade da associacao de outras ferramentas
gue possam identificar precocemente o risco do AVC dos pacientes com AF.

Buscar ferramentas genéticas, utilizando polimorfismos em genes
envolvidos nos mecanismos fisiopatolégicos da patogénese da DCV, como genes
da angiogénese, inflamacao, regulacdo do tbnus vascular, proliferacdo celular,
apoptose e coagulacdo tem sido um dos objetivos de otimizar a deteccao precoce
do risco de AVC em pacientes com AF, embora seja uma ferramenta de alto custo,

principalmente em paises onde até mesmo a implementacdo do rastreio de TCD
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nao seja viavel (Lagunju et al. 2014, Belisario AR. 2016), representando um desafio
adicional para a comunidade cientifica na identificacdo de ferramentas custo-
efetivas que possam prever o AVC em criangas com doenga falciforme em todo o
mundo.

Uma possivel razdo para a falha na replicacdo de alguns resultados de
polimorfismos é que a genética subjacente da vasculopatia cerebral em criancas
com AF seja baseada em multiplos genes com efeitos menores e indireto no risco
de AVC (Amlie-Lefond C. Et al. 2018).

O Brasil apresenta niveis excepcionais de mistura genética (da Silva et al,
2011; Coelho et al, 2015), e isso também se aplica a populacédo de portadores de
AF, fator que pode explicar nossos resultados serem distintos da literatura, cujas
populacdes apresentam background genético diferente.

Futuros estudos de polimorfismos em todo o genoma nos permitirdo
conhecer como complexos mecanismos genéticos influenciam no risco de AVC na
AF. Ate 14, é de extrema importancia identificar um score clinico- laboratorial de
risco para o AVC, que seja validado em coortes independentes. Além disso, 0 uso
da hidroxiuréia em idade cada vez mais precoce (WangW et al. 2023), assim como
a possibilidade do efeito de novas terapias com diferentes mecanismos de acéo
(Ballas SK.2020; Blair HA. 2020; Herity LB et al. 2021; Engel ER et al. 2020) na
fisiopatologia do AVC, provavelmente reduzirda o risco desta complicacdo tdo grave

em portadores de AF.
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7. CONCLUSOES

Os polimorfismos ANXA2 (rs11853426), TEK (rs489347), TGFBR3
(rs284875), ADCY9 (rs2238432), ENPP1 (rs1044498), a delecao da talassemia alfa
(-a3.7Kb), os haplotipos da BS globina n&o apresentaram associagcao com o risco
do AVC em nossa coorte pediatrica.

Nossos resultados apresentaram como associacfes de protecdo a DCV
niveis mais altos de Hb total (p<0,005), de HbF (p<0,001) e uso da HU (p<0,037).

Nosso resultado divergiu dos resultados de estudos semelhantes na
literatura, possivelmente pela influéncia do background genético dos pacientes em
nossa populacao, que pode alterar a acdo dos modificadores genéticos da AF.

Futuros estudos de polimorfismos em todo 0 genoma serdo necessarios
para permitir conhecer como 0os complexos mecanismos genéticos influenciam no
risco de AVC na AF.
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Tabela suplementar 1- Resumo das estratégias terapeuticas empregadas para 0s pacientes com
doenca cerebrovascular.

Caso Evento evelzﬂ?g ?alnos) chp\;e R-I-DCCE/OS Hg(?\(/)S
1 AVC/DTC AR 6 Néo Sim Sim
2 AVC 4 N&o Sim Sim
3 DTC AR 4 Néo Sim Sim
4 DTC AR 8 Nao Sim N&o
5 AVC/DTC AR 7 Sim Sim Sim
6 DTC AR 4 Néo Sim Sim
7 DTC AR 4 N&o Sim Sim
8 AVC/DTC AR 3 Sim Sim Sim
9 AVC 9 Néo Sim Sim
10 DTC AR 2 N&o Sim Sim
11 AVC/DTC AR 12 Sim Sim Sim
12 AVC 5 Nao Sim N&o
13 AVC 9 Sim Sim Nao
14 DTC AR 2 Sim Sim Sim
15 DTC AR 4 Sim Sim Sim
16 AVC/DTC AR 1 Sim Sim Sim
17 DTC AR 8 Sim Sim Sim
18 AVC 4 Sim Sim Sim
19 DTC AR 6 Sim Sim Nao
20 DTC AR 4 Sim Sim Sim
21 DTC AR 2 Sim Sim Sim
22 AVC 5 Nao Sim Nao
23 AVC/DTC AR 6 Sim Sim Sim
24 AVC/DTC AR 2 Sim Sim Sim
25 AVC 4 Sim Sim Sim
26 DTC AR 5 Sim Sim Sim
27 DTC AR 2 Sim Sim Sim
28 DTC AR 5 Sim N&o Sim
29 AVC 1 Sim Sim Sim
30 DTC AR 2 Sim N&o Sim
31 AVC 3 Nao Sim Nao
32 AVC 5 Sim Sim Sim
33 DTC AR 3 Sim Sim Sim
34 AVC/DTC AR 5 Nao Sim Nao
35 DTC AR 4 Nao Sim Sim
36 DTC AR 8 Nao Sim Sim
37 AVC/DTC AR 5 Nao Sim Nao
38 DTC AR 4 Sim Sim Sim
39 AVC/DTC AR 6 Néao Sim Nao



40
41
42
43
44
45
46
47

DTC AR
AVC
DTC AR
AVC/DTC AR
DTC AR
AVC/DTC AR
AVC
DTC AR

W W oo W w N

10
5

N&o
N&o
N&o
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

AVC: Acidente vascular cerebral; DTC AR: Doppler transcraniano de alto risco; HU:
Hidroxiureia; RTC: Regime de transfusdo cronico.
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