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RESUMO

A doenca falciforme é uma desordem genética que ocorre principalmente em negros
e acomete mais de 6 milhdes de nascimentos por ano em todo o mundo. O termo
doenca falciforme (DF) inclui a anemia falciforme (AF) e outras hemoglobinopatias. A
AF pode apresentar uma série de complicacdes nesses pacientes, incluindo o
acidente vascular encefélico (AVE). A base fisiopatoldgica para o AVE isquémico
ainda nao esta totalmente elucidada, em virtude de haver multiplos fatores envolvidos
nesse processo. A fim de se avaliar o risco primario de AVE em criancas e
adolescentes falciformes, a ultrassonografia por Doppler Transcraniano (DTC) é
considerada a ferramenta prognostica mais adequada clinicamente disponivel, capaz
de predizer o risco aumentado de AVE. Varios polimorfismos tém sido estudados
atualmente nesses pacientes, dentre eles o da metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) e da o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), ainda que muitos sejam
controversos, porém esse estudo € inédito ao apresentar a relagdo entre a velocidade
do fluxo sanguineo encefélico (VFSE) e esses polimorfismo, além de determinantes
bioguimicos e hematolégicos. O objetivo desse estudo foi investigar se existe relacao
entre esses dois polimorfismos, a VFSE e o risco de acidente vascular encefélico em
pacientes falciformes. Trata-se de um estudo observacional descritivo, de carater
transversal, realizado no Hemocentro de Alagoas (HEMOAL) com a participacéo de
151 pacientes, entre 2 a 16 anos de idade, de ambos os sexos, diagnosticados com
DF, e uma populacéo controle de 64 pessoas sem a doenca. Observou-se que existe
relacdo entre os polimorfismos dos genes da MTHFR C677T e eNOS T786C com a
velocidade do fluxo sanguineo encefalico e o risco de acidente vascular encefélico em
pacientes com doenca falciforme. O tipo de hemoglobinopatia mais acometido com
aumento da velocidade do fluxo sanguineo encefalico é a HBSS (anemia falciforme).
N&o ha relacéo entre a velocidade de fluxo sanguineo encefalico aumentada com a
idade ou sexo nos pacientes falciformes. O risco de acidente vascular encefalico nos
pacientes falciformes esta classificado respectivamente nos seguintes extratos: a)
intermediario baixo; b) iminente; ¢) aumentado; e d) variavel com valor reduzido. Ha
correlacdo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefélico e a concentragdo de
hemoglobina corpuscular média, bilirrubina indireta e bilirrubina direta em pacientes
falciformes. Os polimorfismos mais prevalentes para os genes MTHFR C677T e os
gene eNOS T786C sdo os gendtipos do tipo CC. Os pacientes que apresentam
polimorfismo mutante (TT) apresentam maior risco de desenvolver acidente vascular
encefélico.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca falciforme. Acidente vascular encefalico. Doppler
transcraniano. Polimorfismos. MTHFR. eNOS.



ABSTRACT

Sickle cell disease is a genetic disorder that occurs primarily in blacks and affects more
than 6 million births a year around the world. Sickle cell disease (SCD) includes sickle
cell anemia (SCA) and other hemoglobinopathies. SCA can present a number of
complications in these patients, including cerebrovascular accident. The
pathophysiological basis for ischemic stroke has not yet been fully elucidated, since
there are multiple factors involved in this process. In order to assess the primary risk
of stroke in sickle children and adolescents, Transcranial Doppler ultrasonography
(DTC) is considered to be the most appropriate prognostic tool clinically available,
capable of predicting the increased risk of stroke. Several polymorphisms have now
been studied in these patients, including methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS), although many are
controversial, but this study is unprecedented in the relation between the velocity of
the encefalico blood flow and these polymorphisms, as well as biochemical and
hematological determinants. The aim of this study was to investigate whether there is
a relationship between these two polymorphisms, VFSE and the risk of stroke in sickle
cell patients. This is a cross-sectional observational study, carried out at the
Hemocentro de Alagoas (HEMOAL) with the participation of 151 patients, between 2
and 16 years of age, of both sexes, diagnosed with SCD, and a control population of
64 people without the disease. It has been observed that there is a relationship
between the polymorphisms of the MTHFR genes C677T and eNOS T786C with the
velocity of encefalic blood flow and the risk of stroke in patients with SCD. The type of
hemoglobinopathy most affected with increased blood flow velocity is HBSS (sickle cell
anemia). There is no relation between increased encephalic blood flow velocity with
age or sex in sickle cell patients. The risk of stroke in sickle cell patients is classified,
respectively, in the following extracts: a) low intermediate; b) imminent; c) increased;
and d) variable with reduced value. There is a correlation between encefalico blood
flow velocity and mean corpuscular hemoglobin concentration, indirect bilirubin and
direct bilirubin in sickle cell patients. The most prevalent polymorphisms for the MTHFR
C677T genes and the eNOS T786C gene are the CC type genotypes. Patients with
mutant polymorphism (TT) are at increased risk of stroke.

KEYWORDS: Sickle cell anemia. Stroke. Transcranial Doppler. Polymorphisms.
MTHFR. ENOS.
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1 INTRODUCAO

A doenca falciforme (DF) € uma desordem genética que afeta mais de 6
milhdes de nascimentos por ano, ocasionando risco de morte a essas pessoas. O
termo DF inclui a anemia falciforme (AF) e outras condi¢gBes patoldgicas em que o gene
da hemoglobina S (HbS) estd associado a variantes que caracterizam outras
hemoglobinopatias hereditarias (S/R° e S/R* tal) (GROSSE et al., 2011; LOBO et al.,
2011), envolvendo diversos tipos de gendtipos que promovem as caracteristicas
clinicas da doenca (STUART; NAGEL, 2004; STEINBERG, 2009).

A AF é uma doenca multissistémica associada a episodios de doenca aguda e
dano organico progressivo, em que ocorre a polimerizacado da molécula de hemoglobina,
gue leva a rigidez e vaso-oclusao dos eritrécitos, indispensavel para a fisiopatologia da
doenca (REES et al., 2010). Ocorre principalmente em negros, com alta prevaléncia em
todo 0 mundo, incluindo o Brasil (PIEL et al., 2013). E a forma mais grave pela qual a
DF apresenta-se, sendo necessario — para que ela se manifeste — que ocorra em
homozigose (HbSS) dos alelos [3° no gene responsavel pela sintese da cadeia 3 da
hemoglobina (OKUMURA et al., 2013). A AF é causada por uma mutacdo no gene da
B-globina, onde se substitui o acido glutamico pela valina, proporcionando uma
diversidade de expressdes fenotipicas nos pacientes acometidos (CONRAN et al.,
2009). Trata-se de uma desordem hemolitica que resulta em um estado inflamatorio
cronico (CHIES; NARDI, 2001; WEATHERALL et al., 2005).

Esse tipo de anemia pode apresentar uma série de complicagcdes nesses
pacientes, incluindo episédios vaso-oclusivos, provenientes do processo de
polimerizacdo, que podem resultar em sindrome toracica aguda (STA) (VICHINSKY et
al., 2000), crises algicas (PAIXAO et al., 2001), Ulceras de perna, infecges bacterianas
(GILL et al., 1995), hipertensdo pulmonar, priapismo, necrose 0ssea avascular e
acidente vascular encefalico (AVE) (ROGERS, 2005; KATO et al.,, 2006), além de
outras complicacdes intrinsecas a doenca (BALLAS, 2007; AKINSHEYE; KLINGS,
2010).

Dentre as complicacbes apresentadas pelos pacientes com AF, o AVE é uma
das mais catastrdficas. E uma doenga complexa, multifatorial e poligénica resultante da
combinacdo de fatores vasculares, ambientais e genéticos (KIM et al., 2012). Ocorre
em aproximadamente 11% dos individuos com AF até os 20 anos de idade, com risco

mais elevado na primeira década de vida e incidéncia de 1 a 2% ao ano no periodo
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compreendido entre 2 e 4 anos de idade (SWITZER et al., 2006; LOBO et al., 2011).
Nessas criangas, o AVE isquémico, geralmente, € resultante da estenose ou obstrucéo
de grandes vasos intracranianos, incluindo a artéria carotida interna (ACI) distal, a
artéria cerebral média (ACM) proximal e a artéria cerebral anterior (ACA) (STOCKMAN
et al., 1972; RUSSEL et al., 1976). A base fisiopatolégica para o AVE isquémico ainda
nao esta totalmente elucidada, em virtude de haver multiplos fatores envolvidos nesse
processo.

A fim de se avaliar o risco primario de AVE nos pacientes acometidos por essa
afeccdo em criancas e adolescentes, a ultrassonografia por Doppler transcraniano
(DTC) é considerada a ferramenta prognostica mais adequada clinicamente disponivel.
O DTC detecta a velocidade do fluxo sanguineo encefalico (VFSE), predizendo o risco
aumentado de AVE, permitindo a detec¢éo precoce de alteracdes arteriais através da
utilizacdo de sondas de 2 MHz, pelas janelas cranianas naturais (BERNAUDIN et al.,
2005; KWIATKOWSKI, 2006).

A mutacdo para a HbS ndo € o bastante para explicar a heterogeneidade
fenotipica encontrada nessa populacéo de pacientes com AF. A heterogeneidade entre
populagdes avaliadas previamente; a ndo-reprodutibilidade entre alguns estudos; e a
necessidade de identificar fatores relevantes associados ao AVE, indicam que deve
haver uma conducdo mais apropriada em pesquisas que possam demonstrar a
relevancia de fatores genéticos ao processo (LETTRE, 2012; RODRIGUES et al., 2016).

As relacdes entre os genes candidatos que potencialmente afetam a patogénese
da AF e os polimorfismos sé&o alvo de diversos estudos da atualidade. Esses
polimorfismos de nucleotideos Unicos - single nucleotide polymorfism (SNP) - podem
ser detectados por técnicas de genotipagem e modificar os fenotipos de uma doenca,
contribuindo assim para a identificacdo de modificadores genéticos em co-heranca com
a AF capazes de auxiliar no melhor delineamento e compreenséo da doenca (MILLER
et al., 2000; WANG, 2007).

Para contribuir com a caracterizacdo das diferencas genéticas responsaveis pela
diversidade encontrada na AF, varios polimorfismos tém sido estudados, dentre eles o
polimorfismo no gene da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e da 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS) (COUTO; ADORNO, MENEZES et al., 2004), que foram
alvos desse estudo.

AMTHFR éuma enzima regulatéria do metabolismo da homocisteina

(HCY), capaz de reduzir seus niveis no sangue, considerada uma enzima chave no
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metabolismo do folato, essencial para a sintese de DNA, além de possuir efeito
adicional no aumento de riscos para doenca vascular (FROSST et al., 1995; FRISO et
al., 2002). A variante C677T do gene da MTHFR tem sido correlacionada com 50% da
diminuicdo da atividade chave no metabolismo da HCY e consequente aumento em
seus niveis plasmaticos, o que pode causar danos as células endoteliais (AL-ABSI et
al., 2006).

O polimorfismo T786C da eNOS resulta na reducao significativa da atividade da
eNOS. Estudos tém sugerido que este polimorfismo pode estar associado a
predisposi¢cdo a hipertensao arterial, doengas coronarianas, aneurisma, diabetes, além
do desenvolvimento de estenose da artéria carétida interna (NAKAYAMA et al. 1999).

Existem, porém, resultados contraditérios quanto a importancia de mutacées no
gene da MTHFR e da eNOS como fatores de risco independentes para doencas
vasculares. Devido a isto, varios estudos tém sido realizados com o objetivo de se
compreender melhor o envolvimento desses polimorfismos com doencas vasculares
nessa populacdo. Em virtude da necessidade de se elucidar pormenorizadamente o
envolvimento desses polimorfismos com o AVE em pacientes com AF, buscou-se
responder a seguinte pergunta da pesquisa: existe relacdo entre os polimorfismos dos
genes da metilenotetrahidrofolato redutase e da Oxido nitrico sintase endotelial,
velocidade do fluxo sanguineo encefélico e o risco de acidente vascular encefalico em

pacientes falciformes?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar se existe relagcdo entre os polimorfismos dos genes da
metilenotetrahidrofolato redutase C677T e da 6xido nitrico sintase endotelial T786C, a
velocidade do fluxo sanguineo enceféalico e o risco de acidente vascular encefalico em

pacientes falciformes.

2.2 Objetivos especificos

Verificar a existéncia de relacdo entre as varidveis tipo de hemoglobinopatia,

sexo e idade e a velocidade do fluxo sanguineo encefalico em pacientes falciformes.

Estratificar o risco de desenvolvimento de acidente vascular encefalico em

pacientes falciformes, de acordo com os resultados do Doppler Transcraniano.

Correlacionar idade, parametros hematolégicos e bioquimicos com a velocidade
do fluxo sanguineo encefalico dos pacientes que apresentaram risco aumentado de

desenvolvimento de acidente vascular encefalico.

Relacionar os resultados do polimorfismo rastreado para o gene MTHFR C677T
com a velocidade do fluxo sanguineo encefalico dos pacientes que apresentaram risco

aumentado para o acidente vascular encefalico.

Apresentar a relacdo entre o polimorfismo rastreado para o gene da eNOS
T786C e a velocidade do fluxo sanguineo encefalico dos pacientes que apresentaram

risco aumentado para o acidente vascular encefalico.
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3 LITERATURA

3.1 Descricado da doenca Falciforme

3.1.1 Consideragdes gerais sobre a doenca falciforme

A nomenclatura DF engloba um grupo de anemias hemoliticas hereditarias que
apresentam como caracteristica comum a presenca de HbS dentro da hemacia e
representa a enfermidade hereditaria mais prevalente no mundo (YOONG; TUCK,
2002), incluindo condicdes patolégicas em que o gene da HbS esta associado a outras
hemoglobinopatias hereditarias. Dentre as hemoglobinopatias incluidas nas DF,
destaca-se a AF, termo utilizado a partir de 1992 por Manson, que é reafirmada como
importante questdo de salde publica, por apresentar relevancia clinica, hematolégica,
genética, bioquimica, epidemiolégica e antropoldgica, apresentando altos indices de
mortalidade. Apresenta como importancia fisiopatolégica a desoxigenacdo da
hemoglobina (LOBO et al., 2011).

A desoxigenacéo da HbS ocasiona a polimerizagdo dessa molécula, causando
a formacé&o de cristais e filamentos que facilitam a distorcdo da membrana eritrocitaria,
0 gue caracteriza o surgimento de drepandcitos, um tipo de poiquilocitose conhecido
pela sua caracteristica forma de foice, fenbmeno tal que promove alteracdes fisico-
guimicas na membrana (SERJEANT, 1992). A polimerizacdo da hemoglobina ocasiona
arigidez e vasoconstriccao dos eritrocitos, o que é fundamental para a fisiopatologia da
doenca (RESS et al., 2010). De acordo com Frenette; Atweh (2007), o processo de
polimerizacdo da HbS nos eritrécitos apresenta, como consequéncia, diversas
alteragcfes na célula, tais como: aumento da densidade dos eritrocitos, rompimento do
citoesqueleto eritrocitario, hemolise, efluxo de ions monovalentes como o potassio e
desidratacéo celular.

A AF é uma doenca multissistémica associada a episodios agudos e danos
progressivos aos individuos acometidos (RESS et al., 2010), causada por uma mutagao
no gene da globina 3 da hemoglobina, originando uma hemoglobina anormal,
denominada HbS (STEINBERG; ADEWOYE, 2006; WEATHERALL, 2010), que resulta
na troca do acido glutamico pela valina (GONCALVES et al., 2003), devido a troca da
base nitrogenada adenina (base purinica) por uma timina (base pirimidica) (REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010) na posicdo 6 da cadeia beta, com consequentes
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alteracdes fisico-quimicas na molécula da hemoglobina (WEATHERALL, 2010),
resultando em uma anemia do tipo hemolitica, com ampla variacdo, no que concerne a
severidade e padrédo de morbidade (BEUTLER, 2001). A Figura 1 mostra o modelo de

uma molécula de hemoglobina entre um individuo normal e outro com AF.

Figural-Modelo da moléculade hemoglobinade um individuo normal e de um individuo
com anemia falciforme.

\.. . | = )
.“ - a;

Hemoglobina s ‘

3

Normal "*.-_;;JM

Fonte: Disponivel em http://www.medicinageriatrica.com.br. A imagem a esquerda mostra a
cadeia hemoglobinica de um individuo normal, sem a anemia falciforme; enquanto que a direita
observa-se a cadeia de um individuo com anemia falciforme, com a hemoglobina S.

A base genética da AF é uma transversdo A-T no sexto cédon do gene da
hemoglobina. As complexidades da expressao génica da globina tornam dificil o
desenvolvimento de tratamento para as hemoglobinopatias com base na terapia
genética (LAN et al., 1998).

A Figura 2 apresenta um esquema com um gene normal e outro mutado. No
gene normal observa-se a presenca do aminoacido acido glutamico e a base purinica
GAG, enquanto que no gene mutado nota-se a substituicdo da base purinica por uma
pirimidica GTG, em virtude da troca da adenina pela timina e, consequentemente, pelo

aminoacido valina.
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Figura 2 — Esquema da mutagdo que resulta na substituicdo de uma base purinica por
uma pirimidica na posicédo 6 da cadeia beta da hemoglobina.

GENE NORMAL

I CAC GTG GAC TGA GGA CcTC CTC

DNA

I GTG CAC cTG ACT CcCcT GAG GAG

—F
inodcid li histidi hreonine Glutamic Glutamic
Aminoacido valine istidine acid acid

I CAC GTG GAC TGA GGA CcTC CcTC

DNA

[ cTG CAC cTG ACT ccT GTG GAG

Fonte: LOBO, C.; MARRA, V. N.; SILVA, R. M. G. Crises dolorosas na doenca falciforme. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter., S&o José do Rio Preto, v. 29, n. 3, p. 247-258, Set. 2007. Legendas:
A — Adenina; C — Citosina; G — Guanina e T — Timina.

3.1.2 Aspectos historicos e epidemioldgicos

Os estudos sobre AF surgiram a partir do momento em que se observaram
hemacias alongadas e em forma de foice em distensfes sanguineas de um jovem
negro com anemia, nas indias Ocidentais. Em 1927, Hanh e Gillepsie descobriram que
a falcizacdo dos eritrocitos acontecia como consequéncia da exposicao das células a
uma baixa tensdo de oxigénio. Em 1947, Accioly, pela primeira vez — no Brasil — sugeriu
gue se tratava de uma heranca autossdmica recessiva, o que foi ratificado apenas em
1949, por Neel e Beet, visto que o0s heterozigotos eram apenas portadores
assintomaticos e a doenca foi definida somente em estado de homozigose
(FIGUEIREDO, 1996).

Apds essas descobertas, outros pesquisadores buscaram entender as
diferencas entre a hemoglobina de individuos normais e pacientes com AF. Ainda em
1949, Linus Pauling et al. demonstraram que havia uma diferenca na migracao
eletroforética desses pacientes com hemacias em foice. A natureza bioquimica dessa
doenca foi elucidada em 1956, por Ingram, quando a hemoglobina foi fracionada em
peptideos. Em 1978, através dos estudos de Kan e Dozy, iniciaram-se a implementacao

de técnicas de biologia molecular. Na década de 70, a presenca da HbS foi considerada
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um problema de saude publica e o aconselhamento genético uma medida de prevencéo
eficaz (DIGSS, 1973).

A AF é encontrada principalmente na Africa e em povos ancestrais africanos,
como area principal a zona equatorial, delimitada ao deserto do Saara e macigo das
montanhas da Etiopia ao Norte e, ao Sul, aos rios Cunene e Zambeze. Acomete,
usualmente, pessoas da Africa subsaariana, Caribe, india, parte do Oriente Médio e
Mediterraneo e seus descendentes, mas também é uma desordem muito comum em
locais como o Reino Unido, em se tratando de pessoas com relagdes familiares com
africanos ou caribenhos (CONRAN et al., 2009) (Figura 3).

Figura 3 — Frequéncia do alelo S em diferentes popula¢cdes mundiais.
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Fonte: PERIN, C. et al. Anemia Falciforme. Porto Alegre, outubro de 2000. Disponivel em:
<http://genetica.ufcspa.edu.br/seminarios%20textos/AnemiaFalciforme.pdf> Acesso em: 13
maio 2012.

No Brasil, ha uma estimativa de nascerem 700 a 1000 crian¢cas com DF a cada
ano (LYRA et al., 2005; CONRAN et al., 2009) com estimativa da idade média de
sobrevivéncia de 14,3 anos para ambos 0s sexos. Em 2010, estimava-se que 93,4%
dos pacientes com AF iriam sobreviver um periodo médio de 18 anos. Os avangos na

area de hematologia envolvendo esses pacientes no ultimo século vieram para
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melhorar a sobrevivéncia dessa populacdo, o que p6de ser evidenciado em um estudo
realizado em 2014, cuja sobrevida passou a ser de 58 anos em ambos 0S sexos entre
os pacientes com AF (PLATT et al., 1994; ELMARIAH et al., 2014).

A distribuic&do do alelo S no Brasil é caracterizada por ampla heterogeneidade, a
depender da composic¢ao caucasoide ou negroide da populacéo, apresentando maiores
prevaléncias nas regides Norte e Nordeste (6% a 10%), enquanto nas regides Sul e
Sudeste a prevaléncia é menor (2% a 3%) (CANCADO; JESUS, 2007). Dados
PNTN/Ministério da Saude (2013) passaram a incluir Alagoas na distribuicdo do gene
S no Brasil (Figura 4). No Brasil, nascem aproximadamente 1000 recém-nascidos com
DF ao ano. Observa-se que para cada 3500 nascimentos um recém-nascido apresenta

DF em Alagoas.

Figura 4 — Distribuic&do do gene S no Brasil.
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Fonte: PNTN/Ministério da Saude. Programas Estaduais de Triagem Neonatal/Servigos de
Referéncia em Triagem Neonatal Credenciados, 2013.

Atualmente, em Alagoas, existem 552 pessoas com hemoglobinopatias, de
acordo com a Associacao de Pessoas com Hemoglobinopatias de Alagoas (APHAL). A
Figura 5 ilustra as regides de saude de Alagoas, ressaltando-se as macrorregifées com
0s numeros de habitantes. O municipio que apresenta maior numero de pessoas com

DF é a capital, Macei6 (184 pessoas), seguido de Arapiraca (26 pessoas). Percebe-se
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que municipios como Pariconha, Agua Branca, Olho D’agua do Casado, Belo Monte,

Jacuipe, Joaguim Gomes e Inhapi ndo apresentam casos de DF.

Figura 5 — Distribuicdo do gene S em Alagoas, de acordo com as regifes de saude.
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Fonte: Dados cedidos pela Associacdo de Pessoas com Hemoglobinopatias de Alagoas
(APHAL), 2017. Legendas: RS — Regides de Saude; Hab — Habitantes.

Dados do CGHS/DAE/SAS (2010) mostram que 26.998 pessoas foram
beneficiadas pelo Sistema Unico de Saude (SUS). A Figura 6 informa que as regides
mais beneficiadas sdo a Sudeste e Nordeste. Em Alagoas, 440 sao beneficiadas por

essas acoes.
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Figura 6 — Estimativa de beneficiados pelas a¢cbes da Politica Nacional de Doenca
Falciforme no Brasil, no ano de 2010.
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Fonte: CGHS/DAE/SAS (2010).

3.1.3 Caracteristicas clinicas

A natureza multifatorial da AF envolve uma série de mudancas, tais como:
afoicamento do eritrécito (Figura 7), ativacdo de mediadores inflamatoérios, hemolise,
episodios vaso-oclusivos, estresse oxidativo e disfuncdo endotelial, aparentemente
resultante da instabilidade da HbS. Os avancos moleculares, celulares e clinicos da
confirmam que se trata de uma doenca inflamatéria crénica com efeitos agudos

controlaveis clinicamente (LETTRE et al., 2008).
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Figura 7 — Campo microscopico evidenciando o afoicamento dos eritrocitos em paciente
com anemia falciforme.
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Fonte: AUTOR, 2017. As setas mostram trés dos diversos drepandcitos apresentados em um
campo microscopico. Aumento de 1000X. Corante May Grunwald-Giemsa.

Em um estado de desoxigenacdo, a molécula de hemoglobina torna-se
polimerizada e deforma os eritrocitos - causando danos oxidativos, desidratacao celular,
assimetria anormal fosfolipidica e aumento da adesdo ao endotélio vascular
(SERJEANT et al., 2005). De acordo com Kato et al. (2007); Conran et al. (2009); Booth
et al. (2010), as manifestacBes clinicas resultam de dois processos patoldgicos
importantes: hemodlise e vaso-oclusdo, além de crises algicas e alteracdes
cardiovasculares (SERJEANT, 1992). Complicacbes advindas da AF como:
insuficiéncia renal, crise vaso-oclusiva, STA e AVE, demonstraram resultar em reducao
de 25 a 30 anos da expectativa de vida das pessoas com a doenga, em comparacao
com a populacao geral sem DF (BRASIL, 2001).

A hemodlise é um evento importante na AF, desencadeada pela polimerizacéo da
HbS, ocorrendo predominantemente extravascular, por causa da fagocitose de
eritrocitos falcizados por células reticuloendoteliais. A hemolise varia amplamente entre
0s mais diversos tipos de genoétipos, sendo bem maior, todavia, em sua forma
homozigodtica, HbSS. A sobrevida das heméacias nesses pacientes pode variar entre 2
e 21 dias (KATO et al., 2006; BELISARIO et al., 2015).

Segundo Morris (2008), a disfuncao endotelial € um fator bastante importante na

fisiopatologia da AF, sendo, para alguns fenotipos, mais importante que a prépria

\s
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polimerizagdo da hemoglobina eritrocitaria. Essa disfungéo endotelial € produzida pela
hemolise acentuada, déficit de arginina, reducdo da biodisponibilidade do NO — que
pode responder pela vasculopatia presente em alguns subfendtipos em que
predominam as manifestacfes de priapismo, hipertensdo pulmonar, Ulceras de perna
e, provavelmente, o AVE.

A consequéncia da elevada adesividade do eritrécito falcémico ao endotélio
vascular dos capilares provoca a estase venosa que desencadeia a hipoxia tecidual,
fato que leva mais moléculas de HbS ao estado de desoxi-HbS, numa situacéo
circulatéria ja desfavoravel, lesando os tecidos perfundidos por esses capilares, além
disso, sabe-se que, eventualmente, pode ocorrer oclusdo total dos capilares como no
caso da trombose (STEINBERG, 1998).

3.1.4 Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial da AF é dividido em testes de triagem, que sao
utilizados para fazer um pré-diagnostico desta patologia, hemograma, teste de
falcizacéo, teste de solubilidade, dosagem de hemoglobina fetal e hemoglobina A2. O
diagnéstico confirmatorio é realizado pela deteccdo da HbS e da sua associacdo com
outras fracdes, assim, a técnica mais eficaz € a eletroforese de hemoglobina em acetato
de celulose ou em agarose, com pH variando de 8 a 9. As técnicas eletroforéticas
alcalina e &cida, associadas, séo Uteis quando se trata de variantes de hemoglobina,
como a hemoglobina C (HbC), em virtude dessas técnicas serem decisivas para o
diagnostico correto. Quando o padréo eletroforético da AF € similar ao de algumas
associacdes entre a HbS e outras hemoglobinas, podem ser necessarias quantificacdes
de hemoglobina A2 e fetal. Os valores dos indices hematimétricos sdo fundamentais
na concluséo dos resultados. A hemdlise e a presenca de crises de falcizagdo também

ajudam na elucidacao do diagnostico (BRASIL, 2001).

3.2 Acidente vascular encefélico

De acordo com Ohene-Frempong et al. (1998); Platt et al. (1994); Balkaran et al.
(1992); Wang et al. (1998); Leikin et al. (1989), o AVE é a mais catastrofica complicacéo
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da AF, representando 20% das mortalidades ocorridas entre criancas e adultos
(STOCKMAN et al., 1972; HOPPE et al., 2007), sendo, dessa forma, uma das maiores
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (MODI et al., 2005). E uma
doenca complexa, multifatorial e poligénica resultante da combinacdo de fatores
vasculares, ambientais e genéticos (KIM et al., 2012).

O Estudo Cooperativo nos Estados Unidos, do termo inglés Cooperative Study
of Sickle Cell Disease (CSSCD) mostrou que entre 5 a 10% dos pacientes com AF vao
experimentar um AVE clinicamente manifestado durante a infancia, enquanto outros 20
a 30% terdo infartos silenciosos detectaveis pela ressonancia magnética (RM), mas
sem correlacdo clinica. A concentracdo de hemoglobina baixa € um fator de risco para
0 AVE isquémico (OHENE-FREMPONG, et al. 1998). De acordo com Wang et al. (2008),
o pico de incidéncia de AVE em pacientes com AF ocorre entre as idades de 2 a 7 anos,
com predominio de AVE isquémico, apresentando alta taxa de recorréncia em
pacientes ap6s o primeiro episodio, tendo como possiveis fatores agravantes a histoéria
de STA recente ou recorrentes e a gravidade da anemia.

Um estudo da Jamaica, realizado por Adams (1994), observou uma prevaléncia
de AVE de 7,8% até 14 anos de idade. Powars et al. (1978) constataram 67% de
recorréncia do episdodio, entretanto 80% ocorreu nos trés primeiros anos apds o evento
primario. Segundo lItalia et al. (2015), o AVE ocorre em 11% dos pacientes com idade
inferior a 20 anos, sendo 300 vezes maior em criangas com DF.

De acordo com Domingues-Montanari et al. (2008), o AVE caracteriza-se por
apresentar comprometimento do fluxo sanguineo ao encéfalo seguido da oclusédo ou
ruptura do vaso sanguineo encefélico. Dessa forma, pode ser classificado em evento
isquémico ou hemorragico, respectivamente.

Dois tercos dos AVE ocorrem nos paises desenvolvidos e estima-se que em
2020 esta patologia seja a maior causa de incapacidade nesses
paises (CHRISTOPHER; NAGARAJA; SHANKAR, 2007). Os fatores de risco
convencionais para o AVE isquémicoincluem histéria prévia de doenca
cerebrovascular (SAWULA et al.,, 2009), hipertensdo arterial, diabetes mellitus,
obesidade (PEZZINI; DEL ZOTTO; PADOVANI, 2007), dislipidemia e
tabagismo (MODI et al., 2005), obrigando os pacientes a serem reabilitados dinamica,
continua e progressivamente até atingirem a restauracdo funcional. Contudo,

0 AVE isquémico também ocorre em individuos sem nenhum dos fatores de risco
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tradicionais e apenas dois tercos dos AVE podem ser atribuidos a tais fatores (MODI et
al., 2005).

Segundo Switzer et al. (2006), ainda ndo se tem a elucidacdo pormenorizada da
base fisiopatoldgica para o AVE isquémico. A vasculopatia com estenose de grandes
vasos cerebrais pertencentes ao circulo arterial do encéfalo é responsavel pela maioria
dos eventos agudos, principalmente no que diz respeito a parte distal da ACI e das
regides proximas as ACM e ACA.

Adams et al. (1998) tornaram publicos os resultados do estudo STOP, do inglés
Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Disease, um estudo clinico controlado e
multicéntrico, financiado pelo National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBIi), com o
objetivo principal de verificar a eficacia da prevencao primaria do AVE em criancas com
AF, por meio de transfusdo crbnica. Quatorze instituicbes dos Estados Unidos e
Canada participaram, rastreando-se 1934 criancas entre 2 e 16 anos de idade, sem
histéria de AVE prévio, pelo DTC. Cento e trinta dessas criancas apresentavam fluxo
sanguineo com velocidade média maxima (VMM) igual ou superior a 200 cm/s nas
artérias cerebrais, em dois exames, e foram separadas em dois grupos: um recebeu
transfusdo e outro ficou em tratamento conservador. A deteccao da velocidade média
com esses valores, nas ACI ou ACM, por meio do DTC, associava-se a elevado risco
para desenvolvimento de infarto cerebral isquémico sintomético.

Ainda, de acordo com Adams et al. (1998), do grupo que recebeu transfusao,
apenas um paciente evoluiu com AVE, enquanto que no grupo com tratamento
conservador, sem transfuséo, onze evoluiram para o AVE, com significancia entre eles.
Diante dessa evidéncia, o estudo foi interrompido, sendo oferecido regime crénico de
transfusdo a todos os pacientes com risco elevado. Esse tratamento levou a uma
reducdo de 90% nas taxas de AVE, ratificando a validacdo do DTC no rastreamento
das criancas com risco elevado para desenvolvimento de AVE. A curva de sobrevida
livre de evento, nesse caso o AVE, apos 65 meses de seguimento, mostrou diferenca
significante entre os grupos transfundidos e nédo-transfundidos, com o risco de AVE
93% maior nos nao-transfundidos. As transfusdes mantiveram a HbS abaixo ou proxima
de 30% (LEE et al., 2006).

O estudo STOP 1l foi iniciado em 2000, com o0 objetivo de determinar se os
pacientes nos quais a VFSE houvesse normalizado poderiam descontinuar o uso das
transfusdes profilaticas. Os resultados mostraram que as transfusfes profilaticas

deveriam ser mantidas para prevencao do AVE, por periodo indeterminado (ADAMS,



35

2005). De acordo com Fullerton et al. (2004), houve ocorréncia de menor niamero de
internacdes por AVE em criangas com AF em um hospital da Califérnia apés o estudo
STOP.

3.3 Doppler transcraniano

3.3.1 Consideragdes gerais sobre o Doppler transcraniano

Diversas técnicas vém sendo utilizadas para investigar a funcéo cerebrovascular
na infancia. Dentre essas técnicas, podem ser incluidas: tomografia por emissédo de
pésitrons, imagens de RM e espectroscopia infravermelha, contudo tais técnicas sado
caras, além de serem inviaveis para uso em criangas, visto que se faz necessario
permanecer sentado ou em pé por prolongado periodo de tempo (LOHMANN et al.,
2006). A angiografia cerebral é considerada o padrédo-ouro nesse tipo de investigacéao,
no entanto apresenta riscos de complicacdes e exige preparo do paciente (ADAMS et
al., 1992).

O DTC, descrito pela primeira vez por Aaslid et al. (1982) - embora o principio
Doppler tenha sido primeiramente descrito em 1843, por Christian Johann Doppler
(KASSAB et al., 2007) - € um transdutor ndo-invasivo baseado no uso de ondas sonoras
de baixa frequéncia (< 2 MHz) em janelas ésseas finas que permite a monitorizagéo
dinamica da VFSE (MOPPETT; MAHAJAN, 2004). E uma medida bem estabelecida da
VFSE, o que permite detectar, clinicamente, pacientes que apresentam alto risco de
desenvolver o AVE (ADAMS et al., 1992), todavia o risco € consideravelmente reduzido
naqueles pacientes que séo submetidos a transfusdo de sangue crénica (ADAMS et al.,
1998). Atualmente, o DTC vem sendo usado como um método ndo-invasivo de
avaliacdo da VFSE em artérias cranianas, oferecendo informagdes em tempo real sobre
a hemodinamica encefalica durante longos periodos de monitoramento (MARTINEZ-
SANCHEZ et al., 2009; YEO; SHARMA, 2010).

As sondas de frequéncia mais altas utilizadas em estudos envolvendo o Doppler
extracraniano nao sao aplicaveis as medidas intracranianas, visto que as ondas de
frequéncia mais alta ndo sédo capazes de penetrar adequadamente através do cranio.
Além de usar sondas de menor frequéncia, a insonacdo das artérias cerebrais s6 é

possivel através de regides mais finas do cranio, denominadas janelas acusticas. Logo,
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a familiaridade com a localizagcdo anatdmica das artérias cerebrais em relagdo as
janelas acusticas e as velocidades do fluxo sanguineo para as diversas artérias é critica
para medi¢cdes precisas do fluxo sanguineo (DEWITT; WECHSLER, 1988)

O efeito Doppler € caracterizado como a diferenca entre a transmissdo e as
frequéncias sonoras refletidas. Quando uma pequena quantidade de corrente elétrica
€ passada através do cristal piezoeléctrico no transdutor, ele vibra para gerar pulsos de
ondas de ultrassom de uma frequéncia especifica. As frequéncias dos ecos emitidos
depois de bater em um objeto em movimento sdo diferentes daqueles emitido pela
fonte. Tal efeito permite a deteccdo de movimento de tecidos e fluxo sanguineo. Os
sinais complexos resultantes das reflexdes de mover as células vermelhas do sangue
sdo divididos em velocidades individuais através de um método chamado de
Transformacédo Répida de Fourier (FFT). O angulo de insonacao (o angulo entre o feixe
de ultrassom e o fluxo de sangue) € presumido ser zero graus (EDELMAN, 2007).

O DTC mede a VMFSC em artérias que fazem parte do circulo arterial do
encéfalo, tais como ACI distal e ACM. As criancas que apresentam resultados anormais
(definidos como = 200 cm/s) tém um risco muito mais elevado de desenvolver AVE
primario que aqueles com resultados normais (<170 cm/s). O limiar de risco de 200
cm/s ndo é absoluto, porque as criangcas que apresentam resultados condicionais (170-
199 cm/s) também tém um risco elevado para o desenvolvimento de AVE (ADAMS et
al., 1992). Sendo assim, o DTC constitui-se como a ferramenta mais util, atualmente
disponivel, para predizer a doenca cerebrovascular, importante para a prevencédo
primaria do AVE através do rastreamento periddico dessas criancas (ADAMS, 2005).

Segundo Groen et al. (2012) e Bishop et al. (2010), o DTC €& uma técnica
apropriada para criancas. Diante do conhecimento que se tem sobre o cranio ser
relativamente fino na infancia (mais notavelmente em torno da janela temporal), os
vasos sanguineos sdo mais facilmente insonados e a falha na detec¢cdo de um sinal é
um evento raro, diferentemente do idoso, em que a espessura do cranio pode impedir
o procedimento em cerca de 30% dos casos (KEAGE et al., 2012).

Dez anos apos a primeira descricdo do DTC, em 1992, um grupo de
pesquisadores estudou 190 criangcas com DF com idade entre 3 e 18 anos e, apés 29
meses de seguimento, 23 pacientes apresentaram DTC com alta velocidade média nos
grandes vasos cerebrais (170 até 280 cm/s), confrontando com 167 com resultados
normais. Dessa forma, sete episddios de AVE foram diagnosticados, sendo um deles
em pacientes com DTC normal (ADAMS et al., 1992). Em 1997, o National Institute of



37

Health (NIH) recomendou o uso do DTC como teste de rastreamento para criangas com
DF, além da necessidade de tratamentos preventivos primarios com transfusées
regulares serem feitos as criangas de risco.

Infartos silenciosos também podem estar associados ao aumento da velocidade
do fluxo, o que pode acontecer em outras complica¢cdes neuroldgicas, tais como:
convulsdes e deficiéncia neurocognitiva. No que diz respeito a reducdo da VFSE,
podem estar envolvidos com outras doencas cerebrovasculares, tais como oclusdes e
outros acidentes cerebrovasculares (PRENGLER et al., 2006).

O DTC é restrito a criangas e ndo identifica com preciséo todos os pacientes com
AF gue irdo desenvolver complicacdes cerebrovasculares. Apresenta boa seguranca,
custo reduzido, e pode ser realizado em ambulatério, clinicas ou em atividades de
campo, devido a sua portabilidade. Possui indices de sensibilidade e especificidade
proximos da angiografia cerebral (ADAMS, 2005).

Em algumas areas no cranio, 0os 0ssos sao relativamente mais finos e permitem
penetracao suficiente do ultrassom. Estas areas sdo chamadas janelas acusticas. As
quatro janelas acusticas comumente empregadas em adultos sdo: a janela
transtemporal, a janela transorbital, a janela submandibular e a janela
suboccipital. Embora cada janela tenha vantagens Unicas para diferentes artérias e
indicacGes, um exame completo de DTC deve incluir medi¢cdes de todas as quatro
janelas e o curso de fluxo sanguineo em varias profundidades dentro de cada ramo
principal do circulo de Willis deve ser avaliado (ALEXANDROV et al., 2011).

Os pontos de referéncia para insonacdo dos segmentos arteriais do circulo

arterial encefalico, de acordo com o estudo STOP, sdo mostrados na Figura 8.
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Figura 8 — Ponto de referéncia parainsonacao dos segmentos arteriais do circulo arterial
do encéfalo, de acordo com o estudo STOP.
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O maior obstaculo para obter informacédo acustica a partir do espaco
intracraniano € o 0sso do cranio, que atenua cerca de 90% das ondas de
ultrassom. Como a atenuacdo é menor para o ultrassom de baixa frequéncia, € por
essa razado que o DTC emprega um ultrassom de 2 MHz para permitir o teste de
desempenho (EDELMAN, 2007).

Segundo Brambilla et al. (2007), faz-se necesséario realizar um DTC confirmatorio,
devido ao fato do mesmo apresentar varia¢des individuais fisiologicas, como o sono,
por exemplo e fatores como a febre, que podem elevar o fluxo sanguineo encefalico.
Os pacientes que apresentam fluxo maior que 220 cm/s ao primeiro teste, geralmente
terdo seus resultados confirmados em 95% dos casos. O estudo STOP reitera que 0
DTC deve ser realizado quando a crianga esté livre de eventos clinicos, tais como: febre,
anemia acentuada e hipoxia, a fim de evitar a elevacdo da VFSE. J4 a transfusdo de
concentrado de hemacias pode reduzir a velocidade por varias semanas, até que o

nivel de hematocrito retorne aos valores usuais.
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3.4 Determinantes genéticos que apresentam influéncia sobre a doenca

falciforme

Diversos estudos tém identificado associacdes entre polimorfismos de genes e
o desenvolvimento de doencas cerebrovasculares em pacientes com AF (FLANAGAN
et al., 2011). Os polimorfismos genéticos podem ser detectados por técnicas modernas
de genotipagem. Muitos tipos de SNP estdo associados ao grau de anemia, mas
também as crises de dor, Ulceras de perna, complicagBes hepatobiliares, priapismo e
AVE (FERTRIN; COSTA, 2010).

3.4.1 Gene da metilenotetrahidrofolato redutase

A MTHFR é uma enzima regulatéria do metabolismo da HCY, capaz de reduzir
seus niveis no sangue, sendo considerada uma enzima chave no metabolismo do folato,
essencial paraa sintese de DNA. Mutacbes ocorridas no gene da MTHFR tém
sido associadas com a forma enzimética termolabil, de baixa atividade biolégica
(FROSST et al., 1995). A MTHFR possui efeito adicional no aumento de riscos para
doenca vascular. A sua atividade enzimatica reduzida interrompe a sintese de
metionina no ciclo da homocisteina. A diminuicdo do maior doador do grupo metil
provoca uma hipometilacdo do DNA e expressédo do gene anormal, o qual pode ser
encontrado em individuos com gendtipo homozigoto mutante (FRISO et al., 2002).
Pacientes falciformes tém mostrado ativacdo da coagulacdo sanguinea e sistema
fibrinolitico, bem como aumento da atividade plaguetaria e consumo dos inibidores da
coagulacao, especialmente durante as crises vaso-oclusivas. Entre 0os pacientes com
AF, STA e AVE foram identificadas como possiveis causas de 6bito, e essas
complicagBes podem ser decorrentes de eventos tromboembdlicos (ANDRADE et al.
1998; MOREIRA-NETO et al. 2006).

Alteracbes na hemostasia sdo comuns de serem encontradas e as
manifestagcbes clinicas observadas incluem tromboembolismo venoso, trombose e
AVE, além de um maior risco dessas complicagcdes em pacientes esplenectomizados
(STEIN et al. 2006). Complica¢cbes vasculares s&o aspectos importantes no espectro
clinico da AF, no entanto existem evidéncias controversas sobre o papel da trombose
nesses casos (MOREIRA-NETO et al. 2006).
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Diversas doencgas, principalmente neuroldgicas, vasculares, com presenca
de homocisteinuria e/ou homocisteinemia, tém sido relacionadas a deficiéncia de
enzimas que atuam na metilacdo, principalmente a MTHFR. Esse polimorfismo foi
investigado em pacientes falciformes, associado ao aumento dos niveis séricos
de HCY total, descrito como um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, além disso, sabe-se que esses pacientes possuem um risco
aumentado de desenvolver a doenca vascular arterial e trombose venosa (COUTO;
ADORNO; MENEZES et al., 2004).

A HCY tem sido considerada um dos fatores de risco ndo s6 para doenca arterial
coronariana, trombose venosa, como também para o AVE. E uma enzima que atua na
regulacdo das reacdes de metilacfes celulares, capaz de catalizar a conversao do
5,10 metilenotetrahidrofolato para 5-metiltetrahidrofolato, de forma que o metil é doado
para a remetilacdo da homocisteina para metionina. Esta reacdo € importante para a
sintese de 5-adenosilmetionina (SAM), o mais importante doador de metil para o DNA,
proteinas de construcdo e reacdes de metilacdo de lipidios. Uma vez reduzida a
atividade da MTHFR, resulta um aumento da necessidade de consumo do &cido félico
para manter normais as remetilacbes de HCY para metionina. Na auséncia de
acido félico suficiente, a HCY intracelular acumula-se e aressintese de metionina é
reduzida, comprometendo as principais reacoes de metilacdo (FROSST et al., 1995).

O estudo de Friedman (2001) demonstrou que as caracteristicas das amostras
de pacientes com AF estudadas, com predominancia de mulheres e com idade acima
dos 20 anos, enquadram-se na faixa de maior risco de trombose venosa. Além disso,
estudos de meta-analise tém confirmado a associacdo da hiper-homocisteinemia com
eventos tromboembdlicos, enfatizando que essa alteracao é fator de risco trombogénico.
Nos ultimos anos tem sido focada grande atencéo no papel da HCY como um desses
fatores emergentes. Ha, portanto, um grande interesse na identificagdo de novos
fatores de risco que possam desempenhar um papel na patogénese da doenca
cerebrovascular (ALLURI et al., 2005). A adesao de células falciformes ao endotélio
representa um importante fator no fendmeno de vaso-oclusdo, que é um fator
fisiopatoldgico determinante, causador da maioria dos sinais e sintomas dessa doenca
(FRENETTE; ATWEH, 2007).

Além de outros componentes, o gene MTHFR est& incluido no rol das bases
moleculares para trombofilia hereditaria, j& que mutacdes genéticas tém sido

verificadas como causa de trombofilia em diferentes populagdes (AL-ABSI et al., 2006).
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Por causa da importancia dessas complicagdes vasculares na fisiopatologia da AF, um
namero de polimorfismos genéticos associados com trombofilia tem sido estudado
como potenciais modificadores genéticos (SETTY et al. 2001; HEBBEL, 2001). As
bases moleculares da trombofilia herdada incluem: mutagées G1691A no gene Fator V
de Leiden e G20210A no gene da protrombina, além do polimorfismo C677T no gene
MTHFR (ADAMS et al. 2003).

A variante C677T é caracterizada por uma mutacdo recessiva autossdmica
pontual, na posi¢cdo 677 no éxon 4 do gene MTHFR, o qual troca uma citosina por uma
timina, resultando na substituicio de uma alanina por uma valina no cédon 222. Esse
polimorfismo tem sido correlacionado com 50% da diminuicdo da atividade chave no
metabolismo da HCY e consequente aumento em seus niveis plasmaticos, o que pode
causar danos as ceélulas endoteliais (ULRICH, 2003).

A hiper-homocisteinemia é considerada um fator de risco para diversos eventos
trombaticos, incluindo danos cerebrais e periféricos, o que torna relevante avaliar o
papel dos variantes genéticos relacionados a trombofilia em complicacdes vasculares
da AF, por causa do aumento da ativacéo do sistema de coagulacdo nesses pacientes.
A elevagcédo moderada de HCY no plasma como fator causal de doencgas vasculares tem
motivado muitas discussdes. Pacientes que apresentam um estado de homozigose
para o polimorfismo MTHFR C677T apresentam niveis elevados de homocisteina. Em
pacientes falciformes, altos niveis de homocisteina foram associados com o risco do
desenvolvimento do AVE (AL-ABSI et al., 2006; MOREIRA-NETO et al. 2006). Existe
uma associagao entre a hiper-homocisteinemia e o AVE isquémico de risco de duas
a trés vezes maior (CHRISTOPHER; NAGARAJA; SHANKAR, 2007), sendo o nivel
de HCY plasmatica um fator de risco independente para AVE entre idosos e adultos
jovens (MODI et al., 2005). Adicionalmente a isso, outros estudos também demonstram
que a HCY tem sido considerada um dos fatores de risco para o AVE (SAWULA et al.,
20009).

E provavel que a co-heranca de uma ou mais dessas mutacées na AF possa
inclinar em direcdo a um estado de hipercoagulabilidade e agir como um fator de risco
no desenvolvimento do AVE (DICHGANS 2007). Sendo assim, € possivel que haja
uma associagcdo entre polimorfismos do gene MTHFR e o risco de AVE. De
acordo com Pezzini et al. (2007),se aHCY é um fator causal para a doenga
vascular, consequentemente individuos com genétipo 677TT, que reduz a atividade

enzimatica e esta relacionado a niveis mais elevados de HCY, apresentem um risco
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maior para AVE isquémico, comparado com aqueles que apresentam o gendtipo
677CC, ou seja, que possuem menores niveis de HCY plasmatica comparado com o
677TT. No entanto, a relacdo entre os niveis plasmaticos da HCY e o progndstico
do AVE também permanece controversa. O reconhecimento de individuos falciformes
com um determinante genético de alto risco para o desenvolvimento de complicacdes
vasculares permitird uma prevencgao primaria com o uso de uma terapia antitrombotica
(ANDRADE et al. 1998).

A Figura 9 sintetiza o metabolismo da homocisteina, que € metabolizada por
duas vias diferentes: a remetilacdo e a transulfuracdo. Na remetilagdo a homocisteina
produz metionina, através da reacao catalisada pela metionina sintase ou pela betaina-
homocisteina metiltransferase, sendo a vitamina B12 um precursor da metilcobalamina,
gue € um co-fator da metionina sintase. A transulfuracdo da homocisteina a cisteina é
catalisada por uma cistationina beta sintase, por um processo que requer a vitamina B6
como co-fator. A enzima 5,10 — metileno — tetrahidrofolato redutase é responsavel pela
reducdo da metileno-tetrahidrofolato (5,10-metileno-THF) a metil-tetrahidrofolato (5-
metil-THF). O 5-metil-THF apresenta importante papel na metilacdo da homocisteina
em metionina. A 5,10-metileno-THF e seus derivados sao importantes na sintese de

timina e purinas para a replicagdo do DNA (FROSST, 1995).

Figura 9 — llustracdo do metabolismo da homocisteina.
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Fonte: Carmel R, Mallidi PV, Vinarskiy S, et al. Hyperhomocysteinemia and cobalamin
deficiency in young Asian Indians in the United States. Am J Hematol 2002; 70:107.
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3.4.2 Gene da 6xido nitrico sintase endotelial

Outro mecanismo importante que pode estar relacionado com o AVE na AF é a
biodisponibilidade de éxido nitrico (ON), gas sinalizador com tempo de meia vida de
segundos, responsavel pela manutencéo do fluxo sanguineo normal. O ON tem papel
importante na fisiopatologia da AF e no tratamento das crises vaso-oclusivas
(RUBANYI; VANHOUTTE,1986; GLADWIN; SCHECHTER, 2001; LOPEZ et al. 2003).

A eNOS promove a formacdo de ON, que € amplamente conhecido por suas
propriedades antitrombdticas, anti-inflamatorias e anti-proliferativas. Desempenha
papel crucial na manutencdo da homeostase vascular encefalica por meio da inibicdo
da contraccdo e proliferacdo de musculo liso (GARG; HASSID, 1989), agregacao
plaguetaria (WOLF et al., 1997), adesao de leucécitos (KUBES et al., 1991) e pela
reducdo da permeabilidade ao endotélio (GARG; HASSID, 1989). A desregulacdo de
eNOS pode acelerar a aterosclerose (SPOTO et al., 2005) e potencialmente levar ao
AVE por reducgéo da sintese do NO (ELBAZ et al., 2000).

O ON ¢ sintetizado por trés isoformas distintas de ON sintase (NOS),
nomeadamente NOS neuronal (nNOS ou NOS1), NOS induzida (iINOS ou NOS2) e
NOS endotelial (eNOS ou NOS3). Ambos NnNOS e eNOS sao constitutivamente
expressos e suas acdes bioldgicas dependem da sua localizagdo subcelular (SESSA,
2004). O gene eNOS foi clonado em 1993, sendo localizado no cromossomo 7935-36
(MARSDEN et al., 1993), sendo composto, conforme estudo de Hingorani (2001), por
aproximadamente 21 kb de DNA gendmico. O gene compreende 26 éxons que
codificam uma proteina de 136 kDa e contém 1203 aminoacidos.

A eNOS é uma enzima expressa especialmente em células endoteliais
amplamente responsavel pela biodisponibilidade do NO ao nivel endotelial. Alteracdes
na producdo de ON derivada do endotélio, em seres humanos, tém sido associadas
com varias patologias e, em humanos, geneticamente determinada pela presenca de
diferentes polimorfismos no gene da eNOS. Seus niveis podem variar de acordo com
o tipo de resposta aos estimulos mecéanicos, citocinas e fatores de crescimento.
Diversos polimorfismos genéticos envolvendo o gene eNOS sao bem estabelecidos e
suas variantes polimorficas continuam sendo extensivamente investigadas (ENDRES
et al., 2004, FOSTERMANN; SESSA, 2012, QIAN; FULTON, 2013; WANG; WANG,
2000).
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O ON, ao se ligar com a guanilato ciclase, enzima que converte GTP para cGMP,
promove o relaxamento do muasculo liso vascular, causando uma vasodilatacdo. Em
pacientes portadores de AF, hemoglobina livre proveniente da destruicdo de hemacias
falcizadas consome o ON, produzindo metahemoglobina e nitrato bio-inativo (NOLAN
et al., 2006). Um estado de disponibilidade reduzido de ON na AF prejudica as funcdes
vasculares do ON, como inibicdo da ativacdo e agregacdo plaquetaria, além da
repressao transcricional de moléculas de adesao celular, como VCAM-1 e ICAM-1
(KATO et al., 2007). A deficiéncia de ON nos pacientes falciformes pode ser agravada
pela destruicdo da L-arginina, principal substrato da sintese de ON pela eNOS, através
da liberacdo de arginases provenientes dos eritrécitos hemolisados (MORRIS et al.,
2005). Espécies reativas de oxigénio, gerados em elevadas taxas em portadores de AF,
também consomem ON, contribuindo para diminuicdo da disponibilidade em pacientes
falciformes (ASLAN & FREEMAN, 2004; WOOD et al., 2005).

A deficiéncia de NO tem sido considerada um fator critico para causar disfuncao
endotelial e vasculopatia em pacientes com DF (WOOD et al, 2008). A
biodisponibilidade de ON prejudicada produz complicagdes, como: priapismo, Ulcera de
perna, AVE, insuficiéncia renal, distlrbios da motilidade esofagica e dor em pacientes
com DF (KATO et al., 2005). O papel da deplecao de ON pela hemoglobina livre na
patogénese da complicacdo em pacientes com DF ainda parece controverso (BUNN et
al., 2010). A diversidade da gravidade dos sintomas da DF continua desafiando
pesquisadores a compreenderem melhor os possiveis fatores genéticos que modulam
a gravidade da DF. Os polimorfismos do gene eNOS (eNOS 4a/b, eNOS 894G> T e
eNOS 786T> C) desempenham um papel central no gene eNOS e, consequentemente
nos niveis séricos de ON nesses pacientes (NISHANK et al., 2013). Relac&o entre
polimorfismos do gene da ENOS e vasculopatia foi encontrada em vérias doencas
(EKMEKCI et al., 2013), evidenciando, ainda, a possivel associacdo dos polimorfismos
do gene da eNOS e da gravidade das manifestac6es da DF em pacientes egipcios com
DF, uma vez que os polimorfismos do gene eNOS podem ser considerados
modificadores genéticos nessa patogenia.

Com a deplecéo dos niveis de ON, perde-se o equilibrio entre a vasoconstri¢cao
e vasodilatacdo, ocorrendo um direcionamento para a vasoconstricdo, ativacao
endotelial e proliferagdo. Na AF, a diminui¢cdo dos niveis de ON tem sido associada com
hipertenséo pulmonar, priapismo, Ulceras de membros inferiores e possivelmente, AVE
isquémico (KATO et al. 2007) (Figura 10).
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Figura 10 — Esquema da reducédo da disponibilidade do 6xido nitrico devido a hemolise
intravascular.
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Fonte: KATO et al. (2007). Hemoglobina plasmatica livre consome o ON, produzindo
metahemoglobina e nitrato bio-inativo (A). Arginase plasmatica consome L-arginase,
diminuindo sua disponibilidade para producdo de ON (B). Espécies reativas de oxigénio
consomem o ON, gerando radicais de oxigénio (C). Na AF, a diminuicdo da disponibilidade de
ON esta associada com o desenvolvimento de hipertensdo pulmonar, priapismo, Ulcera de
perna e AVE isquémico.

Terapias direcionadas para o restabelecimento da homeostase do ON tém se
mostrado promissoras em pacientes com AF. Criancas falciformes em crises algicas
agudas, ap6s a inalacdo de ON, apresentaram uma tendéncia a menores escores de
dor, além da diminuicdo da necessidade de analgésicos e, consequentemente, menor
permanéncia no hospital (WEINER et al. 2003; KATO et al. 2007).

O polimorfismo T786C da eNOS resulta na reducao significativa da atividade da
eNOS. Estudos tém sugerido que este polimorfismo pode estar associado a
predisposicao a hipertenséo arterial, doencas coronarianas, aneurisma, diabetes, além
do desenvolvimento de estenose da artéria carétida interna. Entre os polimorfismos de
eNOS conhecidos, os mais examinados e as variaveis mais funcionalmente comuns
relacionadas sao: o GIlu298Asp (894G/T, SNP id rs1799983), o 786T/C (SNP id
rs2070744), e o intron 4 VNTR, que é um nimero variavel de repeticdo em série (RIPPE
et al., 2012). Na AF, a associa¢do do polimorfismo com as manifestagcfes clinicas da

doenca nao estdo bem esclarecidos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Consideracfes éticas

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) via Plataforma
Brasil, sob o numero de protocolo 49687415.5.0000.0039, em consonancia com o
estabelecido nas Resolucdes 466/12 e 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(CNS)/Ministério da Saude (MS).

4.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional descritivo, de carater transversal, realizado
no Hemocentro de Alagoas (HEMOAL); Departamento de Aterosclerose Humana e
Experimental da Universidade Federal de Alagoas (UFAL); e Laboratorio de DNA
Forense da UFAL.

4.3 Amostra

A amostra foi constituida por pacientes diagnosticados com DF, em
acompanhamento clinico no HEMOAL, de acordo com os Protocolos e Diretrizes
Terapéuticas para pessoas com DF pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2011). Os
prontuarios dos pacientes foram analisados para obtencdo de dados relevantes a
pesquisa.

A selecdo das criancas e adolescentes foi realizada de forma aleatoria casual
simples através do aplicativo "Igerar", disponivel na Apple®Store, no qual foram
inseridos os dados necessarios, tais como namero inicial e o numero final do sorteio e
0 numero desejado de participantes, até se atingir o nimero desejado obtido pelo
calculo amostral, através da seguinte férmula: n= (Za/2 /e)?>x P(1-P), onde " Za/2 " é o

valor do escore padronizado (1,96); com nivel de significancia de 5%; “e” é a estimativa

de erro de 5%; e "P" a frequéncia do evento na populacdo. O calculo determinou uma
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amostra de 151 individuos. O grupo controle foi constituido por 64 individuos sadios,

sem a doenca.

4.3.1 Critérios de incluséo

Foram elegiveis a pesquisa pacientes, entre 2 a 16 anos de idade,
diagnosticados com DF, atendidos no HEMOAL (Macei6-Alagoas, Brasil), que
apresentassem em seu prontuario, ao menos, dois resultados de DTC e exames
laboratoriais de bioquimica, contagem de reticulocitos, hemograma e exame
confirmatorio do diagnéstico, no mesmo periodo de realizacdo do DTC, no periodo
compreendido entre novembro de 2010 a novembro de 2016, além de pessoas

saudaveis, sem a doenca, que constituiram o grupo controle.

4.3.2 Critérios de exclusao

Para o grupo com a doencga, foram excluidos os pacientes que, porventura,
faziam uso regular de bebidas alcodlicas e cigarro; gestantes; pacientes febris, com
hipoxia e acentuados graus de anemia; pacientes que estivessem em crises algicas no
momento da coleta; pacientes que houvesse sido transfundido nas Ultimas trés
semanas; aqueles que ndo compareceram aos exames agendados; 0s que retiraram o
seu consentimento durante a realizacdo da pesquisa; além daqueles que
apresentassem amostra inadequada de DNA ap0s a extracao.

Considerando-se o grupo controle, foram excluidos aqueles individuos que
apresentassem exames bioquimicos ou hematolégicos alterados, bem como aqueles
gue apresentassem diagndéstico de algum tipo de hemoglobinopatia ou alteracéo

hematoldgica.

4.3.3 Recrutamento dos sujeitos e aquisi¢ao do consentimento livre e esclarecido

Os participantes foram recrutados através das reunides mensais que ocorrem

no HEMOAL, promovidas pela Associacdo de Pessoas com Hemoglobinopatias do
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Estado de Alagoas (APHAL). Os responsaveis e as criangas foram comunicados sobre
o estudo durante a reunido, através da leitura dos Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e de Assentimento, em linguagem acessivel a todos os presentes.
A abordagem de recrutamento preservou os cuidados com 0s principios éticos e as

boas praticas clinicas que regem a pesquisa clinica, em ambitos nacional e mundial.

4.3.4 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada levando-se em consideracéo os cuidados e o
correto acondicionamento do material coletado, respeitando-se as normas de
biosseguranca vigentes, no periodo agendado pelos médicos do HEMOAL, durante
suas consultas periddicas, o que justificou a utilizagdo desses grupos vulneraveis, visto
gue a coleta ja foi realizada normalmente nesse periodo, como protocolo de rotina
nesses pacientes, ndo representando algo novo para os mesmos, nem 0s expondo a
riscos adicionais. Os resultados foram anexados aos prontuarios de cada um dos
envolvidos, seguindo-se o fluxo periddico normal.

Foram coletadas amostras de sangue periférico, preservadas imediatamente em
tubos contendo EDTA para a realizac&o dos testes hematologicos (grupo controle) e da
extracdo do DNA (grupos controle e com DF). Para a realizag&o dos testes bioquimicos

(grupo controle), utilizaram-se tubos sem anticoagulantes.

4.4 Variaveis

4.4.1 Variavel primaria

A variavel priméaria desse estudo foi a VFSE. Nesse estudo, conceituou-se como
VFSE a velocidade do fluxo sanguineo encefalico baseada na divisdo do valor caudal
volumétrico total do leito vascular pela rea da seccéo transversal desse leito, refletindo
a velocidade das hemécias em fungéo do tempo, medida em cm/s, nas grande artérias
do circulo arterial do encéfalo, baseada nos critérios do estudo STOP (LOBO et al.,
2011).
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4.4.2 Variaveis secundarias

As variaveis secundarias estudadas foram: idade, parametros do hemograma,
parametros reticulocitarios, parametros bioquimicos e a genotipagem de polimorfismos.

Conceituou-se como idade, o nimero de anos que uma pessoa conta desde o
seu hascimento até a época de que se fala.

Foi considerado como ocorréncia de AVE isquémico, a interrupcdo brusca do
fluxo de sangue em um vaso encefélico, ocasionando a passagem de oxigénio para as
células.

Definiram-se como parametros do hemograma: eritrograma, leucograma e
contagem de plaquetas. Para o grupo que ndo tem a doenca, definido como grupo
controle, os hemogramas foram realizados em equipamento hematolégico
automatizado, com parametros iguais aos que constam no prontudrio dos pacientes
com DF, da marca Sysmex, modelo XE-2100.

Os parametros reticulocitarios foram estabelecidos como: percentual néo-
corrigido de reticuldcitos; valor absoluto de reticuldcitos, em mm?3; percentual corrigido
de reticulécitos; e indice reticulocitico (IR). Os valores de referéncia para os reticulécitos
encontram-se na Tabela 1, levando-se em consideracdo o perfil de idade atribuido a

pesquisa.

Tabela 1 — Valores de referéncia para a contagem de reticulécitos.

Contagem de reticul6citos Valores de referéncia
Percentual corrigido 0,5a1,5%
Valor absoluto por mm? 25.000 a 85.000/mm?
IR (adultos ndo-anémicos) 0,5a1,8%
IR (adultos anémicos por anemia hemolitica) 1,8a2,9%

Fonte: Adaptado de Oliveira (2007). Legendas: IR — indice Reticulocitico; mm? — Milimetro

Cubico.

Foram estabelecidos como paradmetros bioquimicos: desidrogenase lactica
(LDH), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), bilirrubinas
total e fragOes (BTF), fosfatase alcalina (FAL), gama glutamil transferase (GGT), ureia

(V), creatinina (CR), proteinas total e fracdes (PTF) e ferritina.
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Determinaram-se 0s seguintes polimorfismos a serem genotipados: metileno
tetrahidrofolato redutase (MTHFR) C677T e oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS)
T786C.

4.5 Obtencéo dos dados sobre idade e ocorréncia de AVE isquémico

Os dados acerca da idade e ocorréncia de AVE isquémico nos pacientes com

DF foram obtidos através da avaliagcdo do prontuario.

4.6 Parametros da velocidade do fluxo sanguineo encefalico

Os parametros de VFSE foram obtidos através da analise dos prontuarios dos
pacientes. Foram definidos alguns parametros para os resultados do DTC. Considerou-
se auséncia de janela quando a VFSE foi igual a 0 cm/s; quando a VFSE era inferior a
70 cm/s, definiu-se como baixa; valores normais foram considerados entre 70 e 169
cm/s; valores entre 170 e 184 cm/s foram considerados como resultados condicionais
baixos; valores entre 185 e 199 cm/s foram considerados resultados condicionais altos;
guando os valores estavam compreendidos entre 200 e 219 cm/s adotou-se como
resultado anormal; resultados superiores a 220 cm/s foram considerados anormais,
com risco iminente de AVE (BRASIL, 2013).

4.7 Anélise molecular

4.7.1 Extracdo do DNA

A extragdo do DNA para o rastreamento de polimorfismos seguiu o protocolo
adaptado de Walsh e colaboradores (1991), utilizando-se BT Chelex® 100 Resin em

cada amostra. A Figura 11 mostra algumas das etapas da extracdo do DNA.
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Figura 11 — Procedimentos utilizados na extragdo de DNA.

Fonte: AUTOR, 2017. A) Amostras utilizadas para a extracdo do D
vortex; C) Termobloco. D) Eppendorf contendo sobrenadante e DNA.

NA; B) Agitador do tipo

4.7.2 Deteccédo do polimorfismo C677T no gene da MTHFR

O polimorfismo MTHFR C677T foi identificado através da técnica de PCR,
seguida por digestdo do produto de PCR com endonuclease especifica, como descrita
por Frosst et al. (1995). A Tabela 2 mostra a sequéncia dos primers para a pesquisa do

polimorfismo.

Tabela 2 — Sequéncias dos primers para pesquisa do polimorfismo da MTHFR C677T.

Primers Direcéao Sequéncia do Primer (5’- 3’)
MTHFR Sense TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGG
MTHFR Anti-sense AGGACGGTGCGGTGAGAGTG

Fonte: AUTOR, 2017. Legenda: MTHFR — Metilenotetrahidrofolato Redutase.

Foi utilizada a seguinte reacdo de PCR para amplificagdo do MTHFR: 0,8 ml de
DNA (250ng); 3,0 ml de tampéo de PCR 10x; 1,2 ml de MgCI2 (50mM); 1,0ml de dNTP
10mM; 0,5 ml de cada primer 10mM; 0,3ml de Platinum® Taq DNA polimerase 5U/ml,
para um volume final de agua 30,0 ml. Condi¢des de ciclagem: desnaturacao inicial
94°C - 5% 35 ciclos: 94°C — 1'; 60°C - 1' e 72°C - 1'; extensdo final 72°C - 7', em um
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termociclador Techne® TC-412, modelo FTC41H2D, perfazendo-se um total de 35
ciclos.

O produto da PCR foi digerido a 37°C durante 24 horas. O produto foi separado
por eletroforese e analisado em gel de agarose a 3,0%, marcado com brometo de etidio
e visualizado em luz ultravioleta.

O polimorfismo do MTHFR, ao utilizar-se a enzima Hinf |, origina fragmentos de
175 e 23 pares de bases (pb) quando a timina esta presente na posicdo 677 (alelo
mutado) e de 198 pb quando esta presente a citosina (alelo normal), resultando em
fragmentos de 175 e 23 pb para os portadores homozigotos e fragmentos de 198, 175
e 23 pb entre os portadores heterozigotos para o polimorfismo. A tabela 3 detalha o

tamanho dos produtos amplificados.

Tabela 3 — Tamanho dos produtos amplificados apés a clivagem com as endonucleases
de restricdo para o MTHFR C677T.

Primers Enzima Tamanho do Fragmentos apés
fragmento clivagem
MTHFR Sense/Anti-sense Hinf | 198 pb 175 pb + 23 pb

Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: MTHFR — Metilenotetrahidrofolato Redutase; pb — Pares de
Base; HINF | — Enzima de Restrigao.

4.7.3 Detecgéo do polimorfismo T786C no gene da eNOS

A pesquisa do polimorfismo T786C no gene da eNOS foi investigada através de
PCR seguidos por digestdo do produto de amplificacdo com a enzima Msp |, como
descrito por Data et al. (2003).

Foi utilizada a seguinte reacédo de PCR para amplificacdo da regido polimorfica
T-786C do gene da eNOS: 1,0 mL de DNA (200ng); 3,0 ml de tampéo de PCR 10x; 1,2
ml de MgCI2 (50mM); 0,5 mL de dNTP 10mM; 0,5 ml de cada primer (sense e anti-
sense) 10mM; 0,2ml de Platinum® Taq DNA polimerase 5U/uL, para um volume final de
agua 30,0 mL. Condic6es de ciclagem: desnaturagédo inicial 96°C - 2'; 35 ciclos: 96°C —
30”; 56°C — 30" e 72°C - 1'; extensao final 72°C - 5', em um termociclador Techne® TC-

412, modelo FTC41H2D, perfazendo-se um total de 35 ciclos.
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O tamanho dos produtos amplificados para a eNOS T786C, apls a clivagem,

estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Tamanho dos produtos amplificados ap6s a clivagem com as endonucleases
de restricdo para o estudo do polimorfismo da eNOS T786C.

Primers Enzima Tamanho do Fragmentos apés
fragmento clivagem
eNOS Sense/Anti-sense Mspl 349 pb 352 pb + 42 pb

Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: eNOS — Oxido Nitrico Sintase Endotelial; pb — Pares de
Base. Mspl — Enzima de Restricao.

Para a analise das endonucleases de restricdo, foram utilizados: 8,0 ul do
produto amplificado, 1,5 ul do tampéo da enzima 10x e 2U da enzima correspondente
a cada polimorfismo. Agua deionizada e estéril foi adicionada para completar o volume
de 15,0 ul e a mistura foi conduzida ao banho-maria a 37°C overnight (16 horas). O
produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1000 a 2,5% (Invitrogen,
Carlsbad CA, USA), corado com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e

fotografados.

A Tabela 5 mostra a sequéncia dos primers para a pesquisa do polimorfismo da
eNOS T786C.

Tabela 5 - Sequéncias dos primers para pesquisa do polimorfismo da eNOS T786C.

Primers Diregao Sequéncia do Primer (5°- 3’)
eNOS Sense CTTATCCTCCACTGCTTTTCAGAG
eNOS Anti-sense CGCAGGTCAGCAGAGAGACTAG

Fonte: AUTOR, 2017. Legenda: eNOS — Oxido Nitrico Sintase Endotelial.

4.8 Método estatistico

Para a analise de dados utilizou-se o software Graphpad Prism 6.0 e o Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) versao 20, com base numa amostra de 151
pacientes, sendo eles criancas de 2 a 16 anos de idade e com a doenca. Nesta etapa
as variaveis qualitativas foram estudadas através de suas frequéncias absolutas e
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percentuais e as variaveis quantitativas estudadas por meio de suas medidas de
dispersdo e posicdo. Através da estatistica inferencial foi possivel identificar uma
estimativa da média da VFSE nos pacientes e seu intervalo de 95% de confianca.

Para verificar a relagéo entre VFSE e o0 sexo, o diagrama de médias e as medidas
descritivas foram usadas para se obter uma tendéncia inicial de possiveis diferencas e
em seguida procedeu-se com o teste de hipéteses para confirmar se tal diferenca foi
significante. Para a escolha do teste de comparacao mais adequado, testou-se antes a
normalidade dos valores de VFSE nos dois grupos, por meio do teste de Shapiro-Wilk,
gue testa a hip6tese nula de que os dados sdao normais (p>0,05), contra a hipotese
alternativa de que h& auséncia de normalidade dos dados (<0,05). Ocorrendo
normalidade (dados paramétricos) o teste mais apropriado para a comparacao da VFSE
nos dois grupos é o Teste T para Amostras Independentes. Por outro lado, no caso de
ndo normalidade (dados ndo paramétricos) deve-se usar o Teste U de Mann-Whitney.
Ambos os testes avaliam a hipétese nula de que os dois grupos sdao semelhantes
(p>0,05) contra a hipotese alternativa de que os grupos diferem significativamente
(p<0,05) (SIEGEL; CASTELLAN, 2008).

A fim de se verificar a relacdo entre VFSE com a Idade, também foi aplicado o
teste Shapiro-Wilk, para testar a normalidade dos valores de VFSE e de Idade. Nos
casos de ocorréncia de normalidade em ambas as variaveis, o Teste de Correlacéo
Linear de Pearson foi usado para testar a intensidade (correlagdo muito fraca, fraca,
moderada, forte e muito forte), direcdo (inversamente ou diretamente proporcionais) e
a significancia da correlagéo entre a VFSE e Idade.

Por outro lado, ndo havendo normalidade, usou-se o Coeficiente Rho de
Correlacdo de Spearman para o estudo da correlacdo entre estas duas variaveis. O
valor deste coeficiente rho evidencia a intensidade desta correlacao, podendo ser muito
fraca (rho < 0,15), fraca (0,15 < rho < 0,30), moderada (0,3 < rho < 0,6), forte (0,6 <rho
< 0,8) e muito forte (0,8 < rho < 1,0). O sinal deste coeficiente (+ ou -) indica a dire¢éao
gue ocorre esta correlacéo, ou seja, se € positiva (quando uma variavel aumenta a outra
também aumenta) ou negativa/inversa (quando uma variavel aumenta a outra diminui).

Um teste de significancia desta correlacéo é aplicado para testar a hipétese nula
de que a correlagdo nao € significante (p>0,05) contra a hipétese alternativa de que a
VFSE e idade possuem correlacdo significante (p<0,05). Além disto, o grafico de
disperséo foi usado para ilustrar graficamente uma possivel relacdo entre ambas as

variaveis. Comparou-se os resultados desta correlacdo nos pacientes dos sexos
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masculino e feminino, com o objetivo de verificar se 0 sexo interferia nesta correlacéo.

Utilizou-se a Regressao Linear Multipla para analisar a variavel dependente
(VFSE) e os demais parametros bioquimicos e hematoldgicos, os quais mostravam
auséncia ou presenca de relacao significante entre as variaveis.

Para todos os testes estatisticos utilizou-se o nivel de 5% de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Frequéncia de pacientes submetidos ao Doppler transcraniano, de acordo
com os critérios de classificacdo a partir do sexo, idade e tipo de
hemoglobinopatia

A Tabela 6 apresenta a distribuicdo dos pacientes falciformes de acordo com o
sexo e a classificacdo da VFSE. De um total de 151 pacientes, 50,3% eram do sexo
feminino, enquanto que 49,7% eram do sexo masculino. Destes, 72,2% apresentaram
VFSE normais, enquanto que 10,6% apresentavam resultados condicionais e 17,2%
com resultados anormais. Somando-se o0s resultados condicionais aos resultados
anormais, tem-se 27,8% de resultados alterados, sendo esse o percentual de pacientes
com risco aumentado de desenvolvimento de AVE, em virtude de apresentarem VFSE

superior a 170 cm/s.

Tabela 6 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com o sexo e a classificagcdo da
velocidade do fluxo sanguineo encefalico (n=151).

Sexo N %
Feminino 76 50,3%
Masculino 75 49,7%
Total 151 100%

Classificacao da VFSE Valores de

referéncia
Normal 70 a 169 cm/s 109 72,2%
Condicional 170 a 199 cm/s 16 10,6%
Anormal >200 cm/s 26 17,2%

Total - 151 100%

Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: VFSE — Velocidade do fluxo sanguineo encefélico;
N — Numero de Pacientes.

Na Tabela 7, observa-se que a média de idade dos pacientes falciformes entre
2 e 16 anos de idade foi de 6,84 + 3,56 anos. Os resultados mostram que, com 95%
de confianca, a verdadeira idade média dos pacientes estudados é um valor
compreendido entre 6,26 e 7,42 anos de idade. O coeficiente de variacdo de 52,1%
mostra uma dispersédo moderada nas idades desses pacientes, com uma idade minima

registrada de 2 anos e maxima de 14 anos. A velocidade média do fluxo sanguineo
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encefélico foi de 141,17 + 43,95 cm/s, com uma dispersdo fraca a moderada, fato

evidenciado pelo coeficiente de variacéo de 31,1%.

Tabela 7 — Medidas descritivas da idade e velocidade do fluxo sanguineo encefalico dos
pacientes que realizaram o Doppler transcraniano (n=151).

Média SD Ccv IC 95% Mediana Minimo Maximo
(%)
Idade 6,84 3,564 52,1% (6,26; 7,42) 6 2 14
VFSE 141,17 43,958 31,1% (133,56; 147,5) 127 24 268

Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: DTC — Doppler Transcraniano; SD — Desvio Padréao; CV —
Coeficiente de Variacao; IC: - Intervalo de Confianca; VFSE — Velocidade do fluxo sanguineo
encefalico.

Dentre os 151 pacientes falciformes, 42 deles apresentaram resultados do DTC
alterados. A média de idade entre esses pacientes foi de 9,93 + 3,44 anos, com uma
mediana de 10. A tabela 8 mostra a comparagdo das idades dos pacientes com
resultados alterados da VFSE, por faixa etaria, onde se pode observar que a maioria
dos pacientes que apresentou resultados alterados possuiam idades entre 10 e 16 anos,

com uma média de 12,73 + 1,98 anos.

Tabela 8 - Comparacédo daidade dos pacientes com resultados de Doppler transcraniano
alterados, por faixa etaria (n=42).

Faixa Etaria Média Desvio-padrdo Mediana N %

2 a5 anos 4,67 0,58 5,00 3 0,07
6 a9 anos 7,24 1,25 7,00 17 0,40
10 a 16 anos 12,73 1,98 13,00 22 0,53
Total 9,93 3,45 10,00 42 100

Fonte: AUTOR, 2017. Legenda: N — Numero de Pacientes.

A Tabela 9 mostra as caracteristicas quanto ao tipo de hemoglobinopatia.
Observa-se que 92,72% dos pacientes (n=151) apresentam AF, seguidos de 6,62% de
hemoglobinopatia SC e 0,66% de S[3-tal. Considerando-se os pacientes com resultados
anormais, apenas 2,39% dos pacientes apresentam hemoglobinopatia SC e 2,39%
apresentam S[3-tal, sendo assim a hemoglobinopatia SS é representada com 95,22%

dos pacientes com resultados anormais.
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Tabela 9 — Caracteristicas dos pacientes envolvidos no estudo de acordo com o sexo e
o tipo de hemoglobinopatia.

SS SC SR-tal
Considerando-se os 151 140 10 (6,62%) 1 (0,66 %)
pacientes (92,72%)
Considerando-se 0S 42 40 (95,22%) 1(2,39%) 1 (2,39%)

pacientes com resultados de
DTC anormais

Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: SS - Anemia Falciforme (homozigoto); SC -
Hemoglobinopatia SC; SR-tal — S Beta Talassemia; N — Numero de Pacientes; DTC: Doppler
Transcraniano.

5.2 Estratificagdo do risco de desenvolvimento de acidente vascular encefélico
através da velocidade do fluxo sanguineo encefalico em pacientes falciformes

com resultados alterados

A estratificacdo do risco detalha, pormenorizadamente, os pacientes que
apresentaram resultados de DTC com auséncia de janela; os que apresentaram
dificuldade técnica por falta de cooperacdo; baixa VFSE; resultados normais;
condicionais baixo e alto; anormal; e anormal com risco iminente de AVE, de acordo
com os critérios de classificacdo estabelecidos pelo protocolo de uso do DTC, a partir
da VFSE, em cm/s, como procedimento ambulatorial na prevengdo do AVE em
pacientes falciformes.

Apoés a separacao desses pacientes de acordo com o resultado do DTC, foram
estratificados apenas 0s pacientes que apresentaram risco aumentado de AVE, cujos
resultados incluiam os pacientes classificados como risco intermediario baixo, com
VFSE entre 170 a 184 cm/s; risco intermediério alto, com VFSE entre 185 e 199 cm/s;
e risco alto, aqueles cujas velocidades eram maiores ou iguais a 200 cm/s. Nesse ultimo
grupo, houve uma dicotomizacao entre o pacientes classificados como anormais, com
VFSE entre 200 e 219 cm/s e risco aumentado; e anormais, com risco iminente de AVE,
com VFSE maior ou igual a 220 cm/s (Tabela 10). Observa-se que dos 15,89% dos
pacientes apresentaram risco iminente de AVE. A média da VFSE nos pacientes com

risco aumentado foi de 243,77 + 17,39 cm/s.
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Tabela 10 — Frequéncia de pacientes falciformes submetidos ao Doppler transcraniano,
a partir da velocidade do fluxo sanguineo encefalico, em cm/s.

Resultado do DTC Média da Numero de %
VFSE pacientes (n)
(cm/s)
Baixa VFSE (variavel com valor <70 2 1,32
reduzido)
Normal 70-169 109 72,1
9
Condicional baixo (risco intermediario 170-184 16 10,6
baixo) 0
Condicional alto (risco intermediario 185-199 0 0
alto)
Anormal (risco aumentado) 200-219 11 7,28
Anormal (risco iminente de AVE) =220 13 8,61
TOTAL e 151 100

%

Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: DTC: Doppler Transcraniano; VFSE — Velocidade de Fluxo
Sanguineo Encefalico; N - Niumero de Pacientes; cm/s — Centimetro por Segundo; AVE —
Acidente Vascular Encefalico.

5.3 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos analisados nos pacientes com risco

aumentado para o acidente vascular encefalico

Os principais parametros do hemograma analisados incluem uma avaliagcéo das
séries vermelha, branca e plaquetaria.

Comparando-se o0 grupo controle, sem a doencga, e 0s pacientes com resultados
alterados, observou-se que trés pacientes (7%) apresentaram valores normais para a
contagem de heméacias, enquanto que 39 (99,93%), a grande maioria, apresentou
valores abaixo da referéncia. Todos os pacientes apresentaram baixos niveis de
hemoglobina, caracterizando o estado de anemia do ponto de vista laboratorial, o que
foi ratificado com os dados clinicos presentes no prontuério dos pacientes. Quarenta e
um pacientes (99,98%) apresentaram valores de hematdcrito abaixo da referéncia e

apenas 1 (2%) com valores dentro do padrdo normal. Esses parametros sé&o
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diretamente proporcionais, sendo caracteristica a diminuicdo dos trés parametros, na
maioria dos pacientes falciformes.

Os indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM foram analisados, evidenciando-
se um paciente (2%) com macrocitose, enquanto que 41 (99,98%) apresentaram
valores normais, para os quais, a classificacdo do ponto de vista morfolégico é dada
como normocitica. Apenas um paciente (2%) apresentou hipocromia, enquanto que 41
(99,98%) apresentaram hemacias normocrémicas.

No intuito de se observar a amplitude de distribuicdo das hemacias, como
principal parametro para avaliar anisocitose, analisaram-se os resultados do RDW-CV,
cuja média foi de 18,7%, com valores entre 12,9% e 42,3%. Diante de um total de 42
pacientes, 2 (5%) ndo apresentaram anisocitose, confrontando-se com 40 (99,95%) que
possuiram aumento da amplitude de distribuicdo das hemacias, portanto, anisocitose.
A morfologia eritrocitaria mostrou a presenca de uma dupla populagdo, a qual
denominamos dimorfismo eritrocitario, em 40 pacientes (99,95%), as custas de
microcitose e macrocitose, com policromasia e poiquilocitose com a presenca de
drepandcitos em todas laminas dos pacientes falciformes, independentemente do tipo
de hemoglobinopatia presente. Foi realizada a contagem de eritroblastos em cada
lamina, a morfologia eritrocitaria, cuja média para a contagem manual foi de 8,33
eritroblastos, com valores minimo e maximo compreendidos entre 0 e 147.

No intuito de se avaliar a cinética de producdo medular, foram utilizados
parametros relacionados aos reticuldcitos, os quais incluiram o percentual ndo corrigido
de reticulécitos; o valor absoluto de reticulécitos por mm?3 (uL), que apresenta nao
apenas a propor¢cao entre os eritrocitos maduros e os reticuldcitos, mas o real valor de
reticulécitos por volume de sangue; o percentual corrigido (primeira correcéo) para 0s
pacientes que apresentaram reticulocitose, que leva em consideracdo o grau de anemia,
gue pode ser feita pelo hematdécrito ou pela hemoglobina, sendo esta Ultima escolhida
nesse estudo devido ao fato de ser o parametro mais fiel relacionado a anemia; e a
segunda correcdo, que corresponde ao indice reticulocitico (IR), que estabelece a
correcdo para a saida prematura dos reticulécitos da medula para o sangue, que ocorre
em virtude dos altos niveis de eritropoetina circulante.

A Tabela 11 compara as variaveis hematoldgicas entre os pacientes falciformes
e 0 grupo controle. Os seguintes parametros hematoldgicos apresentaram significancia
guando comparados ao controle: heméacias, hemoglobina, hematdcrito, volume

corpuscular médio, hemoglobina corpuscular médio, concentracdo de hemoglobina
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corpuscular média, leucdcitos, segmentados, linfécitos, mondcitos, basofilos,
reticulocitos e eritroblastos.

Dezenove pacientes (45%) apresentaram leucocitose. Nao houve nenhum caso
de leucopenia dentre os pacientes analisados. Um dos pacientes, com leucdcitos
normais, apresentou um desvio a esquerda acentuado, registrando-se 38% de
neutréfilos bastonetes, com um valor absoluto de 2.876/mm3. Ao analisar-se a
morfologia leucocitaria, percebeu-se que todos os neutrofilos bastonetes eram do tipo
bilobulado, caracteristicos da Anomalia de Pelger-Huet.

Nove pacientes (21%), apresentaram valores acima da referéncia,
caracterizando trombocitose, enquanto que 1 (2%) apresentou trombocitopenia. A
média do VPM foi de 7,01fL, com minimo de 4,68fL e maximo de 16,8fL. Ao analisar-
se a morfologia plaquetaria de 2 (5%) pacientes, observaram-se macroplaguetas no
sangue periférico, nos mesmos pacientes em que o VPM estava com valores

aumentados.

Tabela 11 - Medidas descritivas e teste de Mann-Whitney para a comparacdo das
variaveis hematoldgicas entre os grupos controle e pacientes falciformes.

Grupos p
Controle Pacientes Falciformes
Média SD Mediana Média SD Mediana
Idade na coleta 10,27 4,47 10,00 9,93 3,45 10,00 0,539
RBC 10*6/uL 4,77 0,42 4,72 2,73 0,67 2,53 0,001*
HGB 13,04 1,33 13,00 7,91 1,47 7,87 0,001*
HCT 38,54 4,02 38,00 22,85 4,44 21,75 0,001*
VCM 81,42 5,73 81,60 84,46 6,91 84,55 0,014
HCM 27,58 1,97 27,80 29,36 4,38 29,80 0,002
CHCM 33,90 1,47 33,84 34,26 3,97 34,05 0,824
PLT 288,84 75,21 277,00 317,36 122,31 337,50 0,184
WBC 7904,18  1992,65 7400,00 12400,38 5524,42  12000,00 0,001*
SEG 3759,01  1355,70 3550,80 5966,19 3730,70 4981,50 0,001*
BAST 84,48 62,04 84,40 222,93 493,94 84,05 0,509*
LINF 3088,80 1070,80 2763,60 4682,84 3377,27 3710,30 0,035*
MON 558,31 169,06 564,00 886,89 633,85 773,90 0,004*
EOS 444,83 405,22 361,50 618,51 722,82 359,00 0,327
BASO 3,72 15,94 0,00 28,89 67,59 0,00 0,027*
ERITROBLASTOS 0,00 0,00 0,00 8,33 22,46 3,50 0,001*
RETIC % 0,57 0,39 0,50 11,18 5,99 11,00 0,001*
RETIC ABSOLUTO 20480 21460 14040 296629 170993 300096 0,001*
RET PRIMEIRA 0,51 0,38 0,45 6,02 3,08 545 0,001*

CORRECAO



62

IR 0,28 0,21 0,25 2,97 1,64 2,57 0,001*

Fonte: AUTOR, 2017. Teste U de Mann-Whitney. *significante. Legendas: SD — Desvio Padréo;
RBC — Contagem de heméacias; HGB — Hemoglobina; HCT — Hematdcrito; VCM — Volume
Corpuscular Médio; HCM — Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM — Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média; RDW — Amplitude de Distribuicdo das Hemécias; PLT —
Contagem de Plaquetas; WBC — Contagem de Leucécitos; SEG — Segmentados; BAST —
Bastonetes; LINF — Linfécitos; MON — Monécitos; EOS — Eosinéfilos; BASO — Basofilos; RETIC
— Reticuldcitos; IR — indice Reticulocitico; p — Nivel de Significancia; uL — Microlitros.

A Figura 12 mostra um campo microscéopico apresentando reticulocitose,
caracteristica de pacientes com hemdlise, presentes em anemias classificadas como

hiperregenerativas do ponto de vista cinético, como a anemia falciforme.

Figura 12 - Distenséo sanguinea de sangue periférico de um paciente falciforme com
reticulocitose.

Fonte: AUTOR, 2017. As setas mostram reticuldcitos corados com azul brilhante de cresil e
contra-corados com corante May-Grunwald Giemsa. Aumento de 1000X.

5.4 Parametros bioquimicos analisados nos pacientes com risco aumentado para

0 acidente vascular encefalico

A Tabela 12 mostra os marcadores bioquimicos dentre os pacientes com risco
aumentado para o AVE.

Os seguintes parametros apresentaram significancia quando comparados ao
controle: desidrogenase lactica, aspartato aminotransferase, alanino aminotransferase,

bilirrubinas total e fracbes, gama glutamiltransferase e ureia.



63

Tabela 12 — Medidas descritivas para a comparacao das variaveis bioguimicas entre os
grupos controle e pacientes falciformes.

Grupo p
Controle Pacientes Falciformes
Média SD Mediana Média SD Mediana

Idade na 10,27 4,47 10,00 9,93 3,45 10,00 0,539
coleta

LDH 209,95 54,45 215,00 476,93 213,14 441,60 0,001*
AST 23,83 7,00 23,00 43,33 17,12 40,00 0,001*
ALT 14,71 6,70 13,00 23,34 11,15 22,00 0,001*
BT 0,48 0,26 0,44 2,91 1,39 2,59 0,001*
BD 0,10 0,07 0,08 0,64 0,35 0,54 0,001*
Bl 0,38 0,20 0,36 2,26 1,25 2,00 0,001*
FAL 168,56 75,29 156,00 212,26 121,75 171,00 0,169
GGT 13,56 4,57 13,00 24,94 13,97 23,00 0,001*
UREIA 30,60 7,58 32,12 21,54 6,82 20,70 0,001*
CREAT 0,53 0,16 0,49 0,49 0,22 0,42 0,065
PTOT 7,45 0,45 7,50 7,76 0,85 7,55 0,080
ALB 4,54 0,45 4,40 4,70 0,59 461 0,103
GLOB 2,91 0,49 2,96 3,05 0,85 3,04 0,322
FERRITINA
Fonte: AUTOR, 2017. Teste U de Mann-Whitney. *significante. Legendas: SD — Desvio Padréao;
LDH - Desidrogenase Lactica; AST — Aspartato Aminotransferase; ALT — Alanina

Aminotransferase; BT — Bilirrubinas Totais; BD — Bilirrubina Direta; Bl — Bilirrubina Indireta; FAL
— Fosfatase Alcalina; GGT — Gama Glutamiltransferase; PTOT — Proteinas Totais; ALB —
Albumina; GLOB - Globulina; p — Nivel de Significancia.

5.5 Relacédo entre idade, par@metros hematoldgicos e bioquimicos e a velocidade

do fluxo sanguineo encefélico

5.5.1 Relacéo entre velocidade do fluxo sanguineo encefalico e a idade

A Figura 13 apresenta a relacédo entre a VFSE e a idade, incluindo os 151
pacientes falciformes desse estudo. Constatou-se que ndo houve correlacdo
significante entre as variaveis, considerando-se ambos os sexos (Rho de Spearman=

0,015; p= 0,875). A constante presente na equacdo da reta indica que,
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desconsiderando-se a idade, o valor mais provavel para a VFSE de um paciente
gualquer, selecionado aleatoriamente € de 177,2 cm/s. O coeficiente angular da reta

indica que a cada ano acrescido na idade, a VFSE aumenta em 2,098 cm/s.

Figura 13 — Relacdo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefélico e a idade,
considerando-se ambos os sexos (n=151).
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: VFSE — Velocidade do Fluxo Sanguineo
Encefélico; cm/s — Centimetro por Segundo.

A Figura 14 mostra que ndo houve correlacao significante entre a VFSE e a idade,
em comparacao com o sexo feminino (Rho de Spearman= 0,09; p= 0,431). A equacao
da reta apresenta uma constante de 191,32, indicando que, desconsiderando-se a
idade, o valor mais provavel para a VFSE de um paciente qualquer do sexo feminino,
selecionado aleatoriamente, é de 191,32 cm/s. O coeficiente angular da reta significa

dizer que a cada ano acrescido na idade, a VFSE nas mulheres aumenta em 1,29 cm/s.
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Figura 14 - Relacdo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefélico e a idade,
considerando-se o sexo feminino (n=151).

Velocidade do Fluxo (cmis)

Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: VFSE — Velocidade do Fluxo Sanguineo
Encefalico; cm/s — Centimetro por Segundo.
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A Figura 15 torna claro que ndo houve correlacao significante entre a VFSE e a

idade quando se trata do sexo masculino (Rho de Spearman= -0,13; p= 0,282).

Interpretando-se a reta, a constante indica que, desconsiderando-se a idade, o valor

mais provavel para a VFSE de um paciente qualquer do sexo masculino, selecionado

aleatoriamente, € de 169,56 cm/s. O coeficiente angular da reta indica que a cada ano

acrescido na idade, a VFSE aumenta em 2,32 cm/s.
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Figura 15 — Relacdo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefélico e a idade,
considerando-se 0 sexo masculino.
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: VFSE — Velocidade do Fluxo Sanguineo
Encefélico; cm/s — Centimetro por Segundo.

5.5.2 Relacdo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefalico e parametros

hematolbgicos

A Figura 16 mostra que houve correlacéo positiva e significante entre a VFSE e
a CHCM em pacientes de ambos os sexos, analisados em conjunto (Rho de
Spearman= 0,455; p= 0,002 — Sig. 2-tailed). Nao houve correlacao significante entre
hematdcrito, hemoglobina, RDW, VCM, HCM, leucdcitos totais e plaquetas. O valor da
constante da equacao da reta diz que, desconsiderando-se a CHCM, o valor mais
provavel para a VFSE de um paciente qualquer, selecionado aleatoriamente, € de 8,32
cm/s. O coeficiente angular da reta indica que a cada unidade (g/dL) acrescida na
CHCM, a VFSE aumenta em 5,54 cm/s.
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Figura 16 — Relacéo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefalico e a concentracéo
de hemoglobina corpuscular média, em ambos os sexos, analisados em conjunto (n=42).
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: VFSE — Velocidade do fluxo sanguineo encefalico; cm/s —
Centimetro por Segundo; CHCM — Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; g/dL —
Gramas por Decilitro.

A Figura 17 apresenta informacdes sobre a relacao entre a VFSE e a CHCM no
sexo masculino, onde se percebeu que houve correlacao significante de sentido direto
entre as variaveis (Rho de Spearman= 0,667; p= 0,001). A constante indica que,
desconsiderando-se a CHCM, o valor mais provavel para a VFSE de um paciente
gualquer do sexo masculino, selecionado aleatoriamente, € um valor negativo de -52,86
cm/s. O coeficiente angular da reta indica que a cada unidade (g/dL) acrescentada na

CHCM, em um paciente do sexo masculino, a VFSE aumenta em 7,37 cm/s.
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Figura 17 — Relacgéo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefalico e a concentracéo
de hemoglobina corpuscular média em pacientes do sexo masculino (n=21).
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: VFSE — Velocidade do Fluxo Sanguineo
Encefalico; cm/s — Centimetro por Segundo; g/dL — Gramas por Decilitro.

5.5.3 Relacdo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefalico e parametros

bioquimicos

A bilirrubina indireta apresentou correlagdo positiva e significante com a VFSE
(Rho de Spearman= 0,319; p= 0,040), na analise conjunta dos sexos, como mostra a
Figura 18. A constante da reta torna evidente que, desconsiderando-se a Bl, o valor
mais provavel para a VFSE de um paciente qualquer, selecionado aleatoriamente, € de
165,18 cm/s. O coeficiente angular da reta mostra que a cada unidade (mg/dL)

acrescida na Bl, a VFSE aumenta em 14,51 cm/s.
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Figura 18 - Relagcdo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefélico e a bilirrubina
indireta, para ambos 0s sexos, em analise conjunta (n=42).
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: VFSE - Velocidade do fluxo sanguineo encefalico;
cm/s — Centimetros por Segundo; g/dL — Gramas por Decilitro; Bl — Bilirrubina Indireta.

A Figura 19 apresenta correlacdo significante com a VFSE e a Bl para o sexo
feminino (Rho de Spearman= 0,489; p= 0,025). O valor apresentado pela constante
indica que, desconsiderando-se a Bl, o valor mais provavel para a VFSE de um paciente
gualquer do sexo feminino, selecionado aleatoriamente, é de 177,35 cm/s. A VFSE
aumenta em 12,81 cm/s a cada unidade acrescida de Bl, de acordo com que a equacao

da reta apresenta.
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Figura 19 — Relacdo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefalico e a bilirrubina
indireta, para o sexo feminino (n=21).
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: VFSE — Velocidade do Fluxo Sanguineo Encefalico; cm/s —
Centimetros por Segundo; g/dL — Gramas por Decilitro; Bl — Bilirrubina Indireta.

A Figura 20 evidencia que a BD apresentou correlacdo positiva - em sentido
inverso - e significante quando se comparou com a VFSE e o sexo masculino (Rho de
Spearman= -0,449; p= 0,041). O valor da constante mostra que, desconsiderando-se a
BD, o valor mais provavel para a VFSE de um paciente qualquer do sexo masculino,
selecionado aleatoriamente, € de 207,31 cm/s. O coeficiente angular da reta indica que
a cada unidade (mg/dL) acrescida na BD, em um paciente do sexo masculino, a VFSE
€ diminuida em 21,62 cm/s.
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Figura 20 — Relacédo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefalico e a bilirrubina direta
para o sexo masculino (n=21).
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Fonte: AUTOR, 2017. Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: VFSE — Velocidade do Fluxo
Sanguineo Enceféalico; cm/s — Centimetros por Segundo; g/dL — Gramas por Decilitro; BD —
Bilirrubina Direta.

5.6 Deteccao do polimorfismo do gene MTHFR C677T

A Figura 21 evidencia os resultados obtidos para o polimorfismo no gene da
MTHFR (C677T) ap0s a digestdo com a enzima Hinf I. Observa-se, nesta sequéncia de
amostras, que os pacientes 1, 2, 4 e 6 apresentaram polimorfismo em heterozigose. Os
pacientes 6 e 7 apresentaram polimorfismo em homozigose. Os pacientes 3 e 5 ndo

apresentaram polimorfismo. Observa-se, em M, um marcador X174 para o polimorfismo.
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Figura 21 — Deteccdo de polimorfismos no gene da MTHFR C677T.
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: M — Marcador X174; 1 — Heterozigoto; 2 — Heterozigoto; 3 —
Normal; 4 — Heterozigoto; 5 — Normal; 6 — Homozigoto; 7 — Homozigoto.

5.7 Deteccao do polimorfismo do gene eNOS T786C

A Figura 22 evidencia os resultados obtidos para o polimorfismo no gene da
eNOS (T786C) apos a digestdo com a enzima Mspl. Observa-se, nesta sequéncia de
amostras, que os pacientes 1, 5, 6 e 8 apresentaram polimorfismo em heterozigose
(415pb, 370pb e 45pb). O paciente 2 apresentou polimorfismo em homozigose (370pb
e 45pb). Os pacientes 3, 4, 7 e 9 ndo apresentaram polimorfismo (415pb). Observa-se,
na amostra 10, um controle positivo para o polimorfismo, enquanto que na amostra 11,

tem-se o produto da PCR né&o digerido.
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Figura 22 — Deteccdo de polimorfismo no gene da eNOS T786C.
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: M — Marcador de peso molecular 100pb; 1 — Heterozigoto; 2
— Homozigoto; 3 — Normal; 4 — Normal; 5 — Heterozigoto; 6 — Heterozigoto; 7 — Normal; 8 —
Heterozigoto; 9 — Normal; 10 — Controle Positivo para o Polimorfismo; 11 — Produto da PCR
nao digerido.

5.8 Relagé&o entre o polimorfismo do gene MTHFR C677T e a velocidade do fluxo

sanguineo encefélico, de acordo com o resultado do Doppler transcraniano

Os resultados obtidos pelo autor dessa tese, ilustrados na Tabela 13, mostram
uma prevaléncia de 45,2% para o genétipo CC (normal), seguido de 40,5% do gendtipo
CT (heterozigoto) e 14,3% do gendtipo TT (mutante), com uma frequéncia alélica de
0,65 para o alelo 677C e 0,35 para o alelo 677T. Dentre os pacientes com resultados
anormais, o genotipo de maior prevaléncia foi o heterozigoto MTHFR 677CT, com 50%,
enguanto agueles que apresentaram resultados condicionais tiveram maior prevaléncia
do gendtipo homozigoto dominante MTHFR 677CC (68%).
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Tabela 13 — Relagdo entre o Doppler transcraniano dos pacientes que apresentaram
resultados alterados (anormais, condicionais ou reduzidos) e o polimorfismo do gene
MTHFR C677T.

DOPPLER TRANSCRANIANO Total p
MTHFR C677T ANORMAL  CONDICIONAL REDUZIDO
cc n®%) 6(31,6%) 11 (57,9%) 2 (10,5%) 19 (100,0%) 0,020
cT n(%) 12(70,6%) 5 (29,4%) 0 (0,0%) 17 (100,0%)
TT n(%) 6(100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 6 (100,0%)
Total n%) 24(57,1%) 16 (38,1%) 2 (4,8%) 42 (100,0%)
cc n(%) 6(250%) 11 (68,0%) 2(100,0%) 19 (452%) 0,020
cT n(%) 12(50,0%) 5 (31,2%) 0 (0,0%) 17 (40,5%)
TT n(%) 6(250%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 6 (14,3%)
Total 24 (100,0%) 16 (100,0%) 2 (100,0%) 42 (100,0%)

Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: MTHFR - Metilenotetrahidrofolato Redutase; CC -
Homozigoto Normal; CT — Heterozigoto; TT — Homozigoto Mutante; n — Niumero de Individuos;
p — Nivel de Significancia. Teste de Qui-Quadrado de Independéncia com Nivel de Significancia
de 5%.

A Tabela 14 compara a VFSE, dentre os pacientes com resultados anormais,
com 0s genatipos relacionados ao polimorfismo do gene MTHFR 677. Observa-se que
h& diferenca significante (p<0,05) quando se comparam a VFSE entre os diferentes
tipos de genotipos. O gendtipo que apresentou maiores VFSE, logo maior risco de
desenvolvimento de AVE, foi o MTHFR 677TT (245,3 cm/s), embora o 677CT também
indicou uma velocidade média elevada (206,9 cm/s). Os pacientes com o genétipo
677CC apresentaram um valor médio proximo ao valor da normalidade para a VFSE
(175,2 cml/s).
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Tabela 14 — Comparacédo da velocidade do fluxo sanguineo encefalico de acordo com os
diferentes genétipos para o polimorfismo do gene MTHFR C677T.

GENOTIPOS MTHFR T786C
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: MTHFR - Metilenotetrahidrofolato Redutase; CC -
Homozigoto Normal; CT — Heterozigoto; TT — Homozigoto Mutante; n — Niamero de Individuos;
SD - Desvio Padrdo; CV — Coeficiente de Variagdo; p — Nivel de Significancia. Teste U de
Mann-Whitney, com nivel de significancia de 5%.

5.9 Relagéo entre o polimorfismo do gene eNOS T786C e a velocidade do fluxo

sanguineo encefalico, de acordo com o resultado do Doppler transcraniano

Nossos resultados apontam uma prevaléncia de 52,4% para o genoétipo 786CC,
enquanto 26,2% corresponde ao gendtipo 786CT e 21,4% ao genodtipo 786TT, com
uma frequéncia alélica de 0,645 para o alelo C e 0,345 para o alelo T. A Tabela 14
informa que, dentre os pacientes com resultados anormais, houve igual distribuicdo
(33,3%) para cada tipo de genotipo, enquanto aqueles que apresentaram resultados
condicionais tiveram maior prevaléncia do genétipo homozigoto 786CC (81,3%) e
apenas 6,3% do tipo 786TT.
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Tabela 15 — Relagdo entre o Doppler transcraniano dos pacientes que apresentaram
resultados alterados (anormais, condicionais ou reduzidos) e o polimorfismo do gene
eNOS T786C.

DOPPLER TRANSCRANIANO Total p
eNOS T786C ANORMAL  CONDICIONAL REDUZIDO
cc n(%) 8(36,4%) 13 (59,1%) 1 (4,5%) 22 (100,0%) 0,020
cT n(%) 8(727%) 2 (18,2%) 1(9,1%) 11 (100,0%)
TT n(%) 8(88,9%) 1 (11,1%) 0 (0,0%) 9 (100,0%)
Total n%) 24(57,1%) 16 (38,1%) 2 (4,8%) 42 (100,0%)
cc n(%) 8(33,3%)  13(81,3%) 1(50,0%) 22 (52,4%) 0,020
cT n(%) 8(333%) 2 (12,5%) 1(50,0%) 11 (26,2%)
TT n(%) 8(333%)  1(6,3%) 0 (0,0%) 9 (21,4%)
Total 24 (100,0%) 16 (100,0%) 2(100,0%) 42 (100,0%)

Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: eNOS — Oxido Nitrico Sintase Endotelial; CC — Homozigoto
Normal; CT — Heterozigoto; TT — Homozigoto Mutante; n — Numero de Individuos; p — Nivel de
Significancia. Teste de Qui-Quadrado de Independéncia com Nivel de Significancia de 5%.

A Tabela 16 compara a VFSE, dentre os pacientes com resultados anormais,

com os gendtipos relacionados ao polimorfismo do gene eNOS T786C.

Observa-se que a velocidade do fluxo sanguineo nos pacientes com
polimorfismos do gene eNOS 786TT diferencia-se significantemente daqueles com
gendtipo 786CC e 786CT, contudo, entre os dois ultimos ndo houve diferencas
significantes na VFSE. O gendtipo que apresentou maiores VFSE, logo maior risco de
desenvolvimento de AVE, foi 0 eNOS 786TT (234,0 cm/s), embora o 677CT também
indicou uma velocidade média elevada (206,9 cm/s). Os pacientes com o genétipo
786CT apresentaram uma VFSE de 193,5 cm/s e o gendtipo 786CC mostraram um
valor médio de 185,5 para a VFSE.
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Tabela 16 — Comparacédo da velocidade do fluxo sanguineo encefalico de acordo com os
diferentes genétipos para o polimorfismo do gene eNOS T786C.
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Fonte: AUTOR, 2017. Legendas: eNOS — Oxido Nitrico Sintase Endotelial; CC — Homozigoto
Normal; CT — Heterozigoto; TT — Homozigoto Mutante; n — Nimero de Individuos; SD — Desvio
Padrdo; CV — Coeficiente de Variacdo; p — Nivel de Significancia. Teste U de Mann-Whitney,
com nivel de significancia de 5%.
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6 DISCUSSAO

Essa tese € inédita ao correlacionar a VFSE, parametros hematoldgicos,
bioquimicos e genéticos com o risco de AVE em pacientes com AF. Os resultados
apresentados pelo autor, mostraram que o0s pacientes sao igualmente distribuidos em
relacdo ao sexo, no que diz respeito a VFSE, diferentemente do estudo de Barbosa et
al. (2006), em que o sexo feminino foi predominante, e isso pode ter ocorrido devido ao
fato desses autores terem utilizado um namero bem superior de pacientes do sexo
feminino (n=68), quando comparado com o sexo masculino (n=20). Além disso, esses
autores nao separaram os dados por faixa etaria e sexo porque consideraram essa
discrepancia muito grande, o que para nés representa um viés para a pesquisa. A
auséncia de estudos envolvendo a variavel sexo deixa-nos a mercé da falta de
conhecimento e discussédo acerca de fatores individuais dessa doenca, logo foi de
grande valia realizar essa analise pormenorizada.

O estudo de Detterich et al. (2013) observou diferencas entre 0s sexos, porém
no que diz respeito a hemodinamica e as respostas hematologicas a transfuséo
sanguinea em pacientes com AF em regime cronico de transfusdo, ndo relacionados
diretamente a VFSE. Pacientes do sexo masculino exibiram reducdo paradoxal da
liberacdo de oxigénio em resposta a transfusdo em virtude de o aumento da resisténcia
vascular ser maior que o aumento da capacidade de oxigénio, o que pode ser
proveniente da incapacidade de suprimir adequadamente o percentual de hemoglobina
entre os ciclos de transfuséo.

Ao considerar-se a idade dos 151 pacientes desse estudo, observou-se que
média dos pacientes que se submeteram ao DTC foi de 6,84 + 3,56. A idade minima
de pacientes foi de 2 anos e a maxima de 14 anos. De acordo com Lobo et al. (2011),
a primeira década de vida apresenta risco mais elevado de AVE, com incidéncia de 1
a 2% ao ano entre o periodo compreendido entre 2 e 4 anos de idade. Nossos dados
servem como norteadores sobre qual o periodo de idade que essa populacédo costuma
apresentar VFSE alterada e, em consequéncia disso, riscos mais elevados de AVE,
alertando para maior vigilancia nessa fase.

A média de idade dos 42 pacientes com resultados alterados foi de 9,93 + 3,44
anos de idade. O que explica a idade elevada nesses pacientes com resultados

alterados é que, possivelmente, esses pacientes ja apresentavam resultados alterados
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anteriormente, mas nunca tiveram oportunidade de realizar o DTC, ja que poucos
pacientes em Alagoas tém esse encaminhamento.

A média da VFSE dos pacientes com resultados anormais em nosso estudo foi
de 225,83 = 23,59 cm/s e a VFSE dos condicionais foi de 175,81 cm/s. O estudo de
Rodrigues et al. (2016) observou que a média de idade foi de 9,19 = 5,92. A analise
dos resultados permitiu-nos mostrar que a faixa etaria que mais apresentou resultados
alterados foi a de 10 a 16 anos, com valor médio de 12,73 £ 1,98 anos de idade. Esses
autores ndo esclareceram o porqué da alteracdo ter ocorrido nessa faixa etaria.
Supomos que esses resultados ndo podem ser inferidos como significantes em todos
0S grupos populacionais.

Em nossa pesquisa, observou-se uma propor¢cao de 10,6% de pacientes com
resultados condicionais e 17,2% de resultados anormais, perfazendo-se um total de
27,8% de resultados alterados. Esses resultados mostram-se bastante superiores aos
encontrados no maior estudo da area em pacientes com AF, realizado por Adams
(1998), cuja frequéncia de pacientes com resultados anormais foi de 9,7%. Esse estudo,
gue orienta e traca diretrizes para o uso do DTC através da VFSE, fornecida em cm/s,
considera resultados anormais aqueles acima de 200 cm/s e condicionais aqueles entre
170 e 199 cm/s, o que representa um alerta para que medidas preventivas sejam
observadas nesse grupo de pacientes, a fim de se evitar ou minimizar o risco de AVE.
Em conjunto, nesse estudo, resultados condicionais e anormais foram padronizados
como resultados alterados, com risco aumentado de AVE. Tal estudo possibilitou a
identificacdo de criancas com maior chance de evento encefalico agudo e reduziu a
ocorréncia de AVE de 10% para menos de 1% ao ano, além da implementacdo do
regime regular de transfusdo de hemacias, que foi imprescindivel para a reducéo de
92% do risco de novo evento (ADAMS, 1998).

O estudo de Makani et al. (2009), evidenciou que 3% dos pacientes tinham
resultados condicionais, enquanto que apenas 1% possuia resultados anormais. Vale
a pena ressaltar que pacientes falciformes quenianos apresentam sequelas
neuroldgicas frequentes, com necessidade de acompanhamento neuroldgico. As
limitacBes técnicas e econbmicas dessas populacdes, muitas vezes, restringem a
implantacdo de técnicas de biologia molecular na grande maioria dos laboratérios
clinicos e hematologicos e um real acompanhamento desses pacientes. Outros fatores

gue podem justificar esse tipo de resultado séo os interferentes ambientais, como: meio
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ambiente, deficiéncia alimentar e qualidade nutricional inadequada, que, certamente,
tém influéncia nas consequéncias fisiopatologicas da AF.

Bernaudin et al. (2008), em estudo feito envolvendo criangas, observaram que
nédo houve casos de resultados condicionais, mas houve 16% de casos de resultados
anormais, o que esteve de acordo com nosso estudo, no que diz respeito a frequéncia
de anormais, mas ndo nos condicionais. Apesar de paises da Europa relatarem raros
casos de AF, observa-se alta prevaléncia como resultado do crescimento da populagcao
africano-caribenhas e em consequéncia da imigracéo do Norte e Africa subsaariana de
pessoas com esse disturbio genético, logo os resultados anormais parecem ser
condizentes com esse aumento nessa populacao, o que ja acontece no Brasil devido a
migracdo durante o periodo da escravatura.

O estudo realizado por Adams et al. (2004), nos EUA, mostrou 18% de
resultados condicionais e 9% de pacientes com resultados anormais. O numero
superior de resultados condicionais em relacdo aos anormais mostra que o uso de
técnicas modernas como a implementacao de biologia molecular e transplantes nesses
pacientes podem ser a explicacdo para tal reducdo, o que reduz o numero de
hospitalizagdes dos pacientes, mesmo sendo o transplante de alto custo, em virtude de
nao ser realizado pelo sistema publico de saude.

Comparando-se resultados de estudos em populacdes brasileiras, 4%
apresentaram resultados condicionais e 3% apresentaram resultados anormais, de
acordo com Belisario et al. (2010), o que difere bastante dos nossos resultados, ainda
gue a mesma metodologia tenha sido utilizada. Estudo realizado em Sergipe, por Hyder
et al. (2008), mostrou valores bem abaixo dos nossos resultados, 2,9% de resultados
anormais, mas também abaixo dos resultados do estudo STOP. De acordo com
Hokazono et al. (2011), a proporgéo de pacientes com resultados anormais foi de 1,6%,
ja para Park et al. (2006), a propor¢cdo de resultados anormais foi de 2,6%.
Provavelmente, os resultados dessa tese foram diferentes devido a falta de
implementacdo adequada do Programa Estadual de Atencdo a Pessoa com AF em
Sergipe. Além disso, a cobertura ofertada pelo SUS de apenas 95 pacientes em
Sergipe, diferentemente das 440 assistidas por esse servico em Alagoas, embora essa
assisténcia ndo seja plena haja vista que ndo ha cobertura do DTC em todos o0s
pacientes pediatricos, impedindo a equidade no atendimento das necessidades

especificas desses usuarios. A velocidade média do fluxo sanguineo encefalico
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apresentada em nosso estudo foi de 141,17 + 43,95, que se aproximou dos estudos de
Cox et al. (2014), cuja velocidade média foi de 131 cm/s.

De acordo com as caracteristicas dos pacientes envolvidos, quanto ao genotipo
da hemoglobinopatia, em nosso estudo, 92,72% apresentaram o0 padrédo de
homozigose HbSS, sendo classificados como AF, embora 6,62% apresentassem HbSC
e 0,66% apresentassem Si3-tal. Estima-se que, respectivamente, 11%, 15% e 24% dos
pacientes com o padréo HbSS e 2%, 4% e 10% dos pacientes com HbSC desenvolvam
AVE sintomatico até os 20, 30 e 45 anos de idade, a estimativa de prevaléncia de AVE
ajustada pela idade foi de 4,01% em portadores de HbSS; 1,29% para Si3-tal; e 2,43%
para S/R° Talassemia (OHENE-FREMPONG et al., 1998). Esses fatos justificam a
necessidade do acompanhamento regular desses pacientes, bem como a profilaxia do
AVE.

Aqueles pacientes com resultados condicionais entre 170 e 184 cm/s
(condicionais baixos) precisariam repetir o DTC a cada 3 meses e, no caso de
resultados subsequentes normais, poderia adotar-se a conduta para o grupo normal;
0s pacientes com resultados entre 185 e 199 cm/s (condicionais altos) deveriam repetir
o DTC apo6s 1 més e, em caso de se manterem inalterados, recomenda-se repetir a
cada 3 meses, mas isso ndo vem sendo realizado em Alagoas. Em caso de dois
exames alterados, recomenda-se discutir o risco de AVE e considerar regime
transfusional crénico, sobretudo naqueles que apresentam valores de VFSE = 220 cm/s,
com risco iminente de AVE. Esses fatores, em conjunto, podem contribuir
negativamente no prognostico desses pacientes (BRASIL, 2013).

Os reticuldcitos sdo importantes indicadores da capacidade funcional da medula
0ssea. A reticulocitose apresentada por todos os pacientes dessa tese indica atividade
proliferativa compensatéria da medula éssea frente a uma anemia hemolitica. De
acordo com Oliveira (2007), a maioria dos estudos nao realiza correcdo na contagem
de reticuldcitos, assim estabelece-se apenas a proporcao entre eritrocitos maduros e
reticulécitos, nem tampouco leva-se em consideracdo a saida prematura de
reticulécitos da medula para o sangue, que ocorre devido aos altos niveis de
eritropoetina circulante, dessa forma o protocolo utilizado nessa tese garante maior
confiabilidade nos resultados dessas contagens. Nossa pesquisa teve o cuidado de
realizar as técnicas de forma adequada para que os riscos de vieses fossem cada vez

mais minimizados ou nao ocorressem. Defendemos que essa analise deve ser
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realizada, a fim de avaliar melhor a cinética de producdo de hemacias e o grau de
hemolise nesses pacientes.

O presente estudo mostra que 45% dos pacientes com DTC alterados
apresentaram leucocitose. A leucocitose é uma alteragcdo frequentemente encontrada
nesses pacientes. Isso merece uma atencao especial, visto que qualquer infeccéo
bacteriana no individuo com AF tem grande potencial de evoluir para sepse, muitas
vezes com éxito letal, caso ndo seja identificada e tratada precocemente. As infeccdes
s&o as complicagdes mais frequentes nos individuos com AF. E bastante conhecido
gue h& maior susceptibilidade a infeccbes por organismos encapsulados como
consequéncia da asplenia, que é decorrente do sequestro de eritrocitos falcizados nos
corddes esplénicos e sinusoides, com consequente formacdo de trombose, infartos,
atrofia e fibrose do bago (LOGGETTO et al., 1999).

Os dados apresentados pelo autor desta tese estdo em consonancia com 0s
resultados de Calderan et al (2008), quanto a leucocitose, muitas vezes com desvio a
esquerda. Um dos pacientes apresentou elevada quantidade de neutrofilos bastonetes
com caracteristicas de Anomalia de Pelger Huet. Esse tipo de anomalia € uma alteracéo
autossémica dominante que envolve a diferenciacao terminal de leucécitos, em que se
observa a segmentacdo incompleta do nucleo dos granuldcitos, podendo confundir o
manejo terapéutico do paciente, caso seja mal interpretado. Apesar de ser considerada
uma alteracdo sem sintomatologia, quando adquirida, pode estar associada,
ocasionalmente, em leucemias granulociticas, doencas mieloproliferativas e algumas
infeccBes. E bastante relevante elucidar a origem hereditaria ou adquirida dessa
anomalia, evitando-se assim interpretacdes errbneas do hemograma e condutas
clinicas e terapéuticas desnecessarias.

Nesse estudo, 21% dos pacientes apresentaram trombocitose, com
macroplaquetas sendo evidenciadas em 2% deles. Esse achado, segundo Oliveira
(2007), é esperado, visto que as plaquetas elevam-se em funcdo da atrofia do baco,
gue normalmente armazena 1/3 das plaquetas circulantes, podendo estar levemente
diminuidas em criancas pequenas com ba¢o aumentado.

No estudo realizado pelo autor da tese, os parametros bioquimicos que tiveram
significancia foram: desidrogenase lactica, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, bilirrubinas total e fragbes, gama glutamiltransferase e ureia. Tais
parametros sao de grande relevancia por permitirem um acompanhamento acerca do

grau de hemolise apresentado pelos individuos e, muitas vezes, na tomada de deciséo
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sobre a hospitalizacdo dos mesmos. A avaliacdo de parametros bioquimicos também
séo de grande valia em pacientes com AF, devido a hemolise ocorrida com frequéncia,
além do estresse oxidativo crénico gerado pelo estado hemolitico crénico e sobrecarga
de ferro proveniente da terapia transfusional (SCHECHTER, 1985).

As analises evidenciaram que houve correlacdo significante entre a VFSE e os
parametros CHCM e bilirrubina indireta, considerando-se ambos 0s sexos. Houve
correlacédo positiva entre eles, o que implica dizer que quanto maior a VFSE, maiores
os niveis de CHCM e de Bl e vice-versa. Nao foram encontrados estudos publicados
sobre esse tipo de relacdo, sendo esse, provavelmente, o primeiro a retratar tal dado.
Houve correlacéo significante e positiva entre a VFSE e a Bl, para o sexo feminino. Isso
implica dizer que quanto maior a VFSE, maiores os niveis de Bl nesses individuos e
vice-versa e que esses parametros podem ser utilizados no auxilio para o entendimento
da influéncia dos indices hematolégicos sobre o AVE. Quanto ao sexo masculino,
houve correlacao significante e direta para a CHCM e indireta para a BD. Isso quer dizer
gue quanto maior a VFSE, maior a CHCM e menores os niveis de BD. Os achados de
hiperbilirrubinemia dessa tese, sobretudo na correlagdo com a VFSE, sé@o de extrema
valia, jA que, segundo Schechter (1985), a bilirrubina é o principal produto do
metabolismo do grupo heme e indica ser util na monitorizagdo dos pacientes, dados
gue ndo constam nas publicacfes relacionadas a esse tema.

De acordo com Aliyu et al. (2006), os pacientes que fazem uso de hidroxiureia
contam com o aumento do conteudo de agua no interior das hemacias, além de
aumento da capacidade de deformacéo e melhora do fluxo microvascular das hemacias
falciformes. Isso pode explicar essa relacdo entre a VFSE e a CHCM. A
hiperviscosidade encontrada em quem faz transfuséo também é um fator que interfere
diretamente na VFSE. Segundo Noguchi; Schechter (1985), a razdo para o aumento da
CHCM estéa ligada diretamente com o grau de hemdlise, bem como os niveis de
bilirrubinas totais. Os niveis de bilirrubina direta diminuem, em relacdo ao de Bl, devido
a hemdlise intravascular, como um mecanismo compensatoério apos o aumento da BI.

Os achados dessa tese mostraram que nao houve diferenca entre os niveis de
hemoglobina e hematodcrito no que concerne aos sexos masculino e feminino. Esses
resultados séo similares aos de Detterich et al. (2013) em que a hemoglobina e o
hematdcrito ndo apresentaram diferenca entre eles quanto ao sexo. Esse mesmo
estudo mostrou que o sexo masculino apresenta aumento no percentual de HbS,

contagem de reticuldcitos e plaquetas e quantidade de hemoglobina livre no plasma,
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gquando comparado ao sexo feminino. De acordo com Platt et al. (1994) e Gladwin et al.
(2003), a diferenca no percentual de hemoglobina deve representar um mecanismo que
explica o aumento de complicagdes vasculares previamente observadas em homens
com AF, podendo contribuir com o aumento da resisténcia vascular sistémica nesse
sexo.

Ainda, a idade e os niveis de hemoglobina ndo apresentaram correlacdo
significante quando comparadas a VFSE, ndo apresentando concordancia com o que
Cox et al. (2014) apresentaram, quando afirmaram que ha forte associacao inversa
entre a idade e os niveis de hemoglobina, quando comparada com a VFSE, logo,
guanto maior a idade apresentada pelo paciente, e maiores 0s niveis de hemoglobina,
menor a VFSE, ou vice-versa.

Os resultados adquiridos através da realizacdo dessa pesquisa permitiram
entender que a frequéncia de pacientes com DTC alterado em Alagoas é bastante
elevada (27,8%) e isso exige uma tomada de decisdo emergencial, a fim de que esses
pacientes ndo venham a desenvolver episodios de AVE, ou que pelo menos 0s riscos
desse agravo sejam minimizados A grande totalidade dos pacientes estudados
apresentam homozigose quanto ao tipo de hemoglobinopatia, mas existem outros que
sao portadores de outras hemoglobinopatias cujas diretrizes ainda nao existem.

Nosso estudo é inédito ao avaliar a relagdo entre os polimorfismos e a VFSE.
Acreditamos que esse dado é de extrema importancia por dois aspectos: primeiro,
permite avaliar melhor o risco de AVE, em que sao identificados os genoétipos mutantes.
Clinicamente, esses achados permitem um melhor aconselhamento genético nesses
pacientes e seus descendentes. Ao se analisar os polimorfismos do nosso estudo,
observaram-se prevaléncia de 45,2% para o genotipo CC (normal), seguido de 40,5%
do gendtipo CT (heterozigoto) e 14,3% do gendétipo TT (mutante), com uma frequéncia
alélica de 0,65 para o alelo 677C e 0,35 para o alelo 677T. Dentre os pacientes com
resultados anormais, o genétipo de maior prevaléncia foi o heterozigoto MTHFR 677CT,
com 50%, enquanto aqueles que apresentaram resultados condicionais tiveram maior
prevaléncia do genoétipo homozigoto dominante MTHFR 677CC (68%).

O polimorfismo MTHFR C677T tem sido encontrado entre diferentes populacdes
e grupos étnicos, com baixa frequéncia entre africanos (FLETCHER; KESSLING, 1998).
Um estudo realizado por Couto et al. 2004, em recém-nascidos de uma populacdo de
Salvador — Bahia, apresentou prevaléncia de 36,2% para o genétipo CT e 5,3% para o

gendtipo TT, com frequéncia alélica de 0,23. Ainda no Brasil, Arruda et al. (1998)
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realizaram um estudo de prevaléncia da mutacdo C677T entre populagbes de grupos
étnicos distintos, encontrando uma frequéncia alélica de 0,1 entre descendentes
europeus; 0,14 entre negros; e 0,12 entre indianos.

O estudo de Silva Filho et al. (2011) mostrou que o polimorfismo MTHFR C677T
foi encontrado em 37,5% de criangas que apresentavam doencas cerebrovasculares.
Quinze criancas eram heterozigotas para a mutacao e 4 eram homozigotas, sendo que
essas ultimas ndo apresentavam doenca cerebrovascular, logo ndo nos oferece dados
sobre a VFSE. Acreditamos que os autores nao tém condi¢cdes precisas de predizer o
risco de AVE, ja que ndo apresenta a correlagdo com a VFSE. Humberto da Silva et al.
(2017), realizaram um estudo com 95 pacientes falciformes e encontraram 69,5% com
padrdo homozigoto selvagem para MTHFR (677CC), 28,4% heterozigotos (677CT) e
2,1% de homozigotos mutantes (677TT), conduzindo para uma frequéncia alélica de
0,84 para o alelo ancestral (677C) e 0,16 para o mutante (677T).

Segundo dados levantados por Durand et al. (2001), a prevaléncia da
homozigose do MTHFR (677TT) pode variar entre 1 e 30% nha populacdo em geral.
Esses dados estdo em consonancia com 0S nossos resultados, que apresentaram
14,3% de homozigose, porém ndo havia sido relacionado com a VFSE, dentre os
pacientes com risco aumentado de AVE. Balasa et al. (2002) encontraram uma
prevaléncia entre caucasianos de 10 a 20%. Morelli et al. (2002) relataram uma
prevaléncia de 9% de 677TT e Franco et al. (1999) uma prevaléncia de 16,6%, apesar
de o Brasil apresentar uma ampla miscigenagdo, com uma grande propor¢cdo de
caucasianos dentre os individuos normais. Isso reforca que, apesar da grande
frequéncia dessa patologia na raca negra, ndo é caracteristica exclusiva dessa
populacao.

Moreira Neto et al. (2006) detectaram a presenca do polimorfismo MTHFR
677TT em 1,8% e a forma heterozigota em 34%, sendo 9 deles do padrédo HbSS e 9
HbSC. A presenca do alelo 677T foi associada com a ocorréncia de doengas
cerebrovasculares, todavia esta associacdo nao foi significante quando as
complicacbes foram avaliadas separadamente em pacientes com necrose avascular,
retinopatias e sindrome toracica aguda. Hatzlhofer et al. (2012) relataram uma
frequéncia do alelo 677T para MTHFR de 50,8%. A maioria desses estudos foi
realizado com um numero considerado por varios dos proprios autores como
insuficiente para afirmar a relacdo entre o polimorfismo e o risco de doencas

cerebrovasculares.
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Além do MTHFR, muitos polimorfismos de nucleotideos simples em varios loci
genéticos tém sido relatados no que diz respeito as complicacdes e progndstico das
doencas falciformes (STEINBERG, 2009). A reducdo da biodisponibilidade do ON &
uma consequéncia fisiopatologica bem estabelecida da hemolise intravascular nesses
pacientes e vém sendo conectada com a maioria das complicagcfes clinicas dessa
patologia, ainda assim, poucos estudos tém estabelecido relacdo potencial entre o
polimorfismo eNOS e a DF (FERDINAND et al., 2015; TANTAWY et al., 2015).

Nossos resultados sobre eNOS, apontam uma prevaléncia de 52,4% para o
genotipo 786CC, enquanto 26,2% corresponde ao genoétipo 786CT e 21,4% ao gendtipo
786TT, com uma frequéncia alélica de 0,645 para o alelo C e 0,345 para o alelo T.
Dentre os pacientes com resultados anormais, houve igual distribuicdo (33,3%) para
cada tipo de gendtipo, enquanto aqueles que apresentaram resultados condicionais
tiveram maior prevaléncia do genétipo homozigoto 786CC (81,3%) e apenas 6,3% do
tipo 786TT. Apesar da alta prevaléncia para o genotipo CC, nossos resultados apontam
gue a percentagem do mutante deve ser levada em consideracdo, a fim de evitar
episodios de AVE, nessa populagéo.

O estudo realizado na Grécia por Armenis et al. (2017), envolvendo 79 pacientes
adultos, mostrou uma frequéncia de 21,5% do gendtipo TT, 31,6% do gendtipo CT e
46,8% do CC. Os controles apresentaram 10,4% do genotipo TT, 41,7% do gendtipo
CT e 47,9% do CC. Quando se analisaram os alelos, foi registrada uma frequéncia
alélica de 0,373 (T) e 0,627 (C).

Sharan et al. (2004) estudou o polimorfismo T786C em 87 pacientes africanos e
americanos, principalmente adultos, e relataram um aumento da prevaléncia do alelo
C786 em mulheres com STA. Baseado nisso, eles sugeriram que T786C deve ser o
primeiro polimorfismo modificador de doencas especificas de determinado género.
Diferentemente, Chaar et al. (2006) encontraram susceptibilidade diminuida para STA
em estudo envolvendo 173 criangas com a mutacao no alelo C786. No Brasil, Vargas
et al. (2005) ndo encontraram nenhuma relacao entre genaétipo e distribuicdo dos genes
entre pacientes e controles. Thakur et al. (2014), ao analisar 145 pacientes falciformes
na Africa, ndo encontraram diferenca entre pacientes e controles, quando se usou como
referéncia o gendtipo T786C e as frequéncias génicas. Nishank et al. (2013) estudaram
uma populacédo indiana miscigenada de 150 pacientes e ndo encontraram aumento da
frequéncia dos alelos C e T para a posicao -786 em pacientes falciformes. Um estudo

recente (YOUSRY et al., 2016), foi reportada uma distribuicdo similar dos genotipos
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para o polimorfismo T786C entre 100 adultos egipcios com falciforme e um aumento
da incidéncia de crises vaso-oclusivas e STA relacionadas ao genétipo 786CC.

O que pode explicar a inconsisténcia e a diversidade dos resultados sao as
diferentes populacdes, associadas as diferentes idades analisadas e o pequeno
tamanho amostral relatado pelos proprios autores. Isto € reforcado por Tanus-Santos
et al. (2001) ao mostrarem que as distribuicdes alélicas diferem significantemente entre
populagdes distintas para o polimorfismo T786C, como é o caso dos caucasianos, que
tendem a apresentar a mutagéo 786C de forma mais prevalente que pessoas de origem
asiatica e africana.

A maioria dos estudos citados anteriormente englobam, ao mesmo tempo,
criancas e adultos, porém, o curso clinico das DF varia entre individuos de diferentes
idades, o que pode representar falha na interpretacédo dos resultados. De acordo com
Vichinsky et al. (1997), complicacdes especificas como a STA parecem apresentar
diferentes cursos clinicos e etiologia a depender da idade, podendo-se inferir tal fato na
forma em que os modificadores genéticos afetam o curso clinico nas diferentes idades.

Nossos resultados permitiram inferir que os genotipos TT, tanto para MTHFR
677 quanto para eNOS apontam para maior risco de desenvolvimento de AVE em
pacientes com VFSE anormais.

Este € o primeiro estudo genético realizado em pacientes falciformes em
associacado com a velocidade do fluxo sanguineo encefélico e variaveis hematologicas
e bioquimicas. Com base em nossos resultados, sugerimos um melhor
acompanhamento na propedéutica dos pacientes falciformes, com o seguimento via
DTC. Com esse acompanhamento, acreditamos ser possivel reduzir o risco de AVE.
Da mesma forma, vemos como obrigatorio o seguimento do protocolo de avaliacao

hematolégica e bioquimica em todos os casos de pacientes falciformes.
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7 CONCLUSOES

Existe relacdo entre os polimorfismos dos genes da MTHFR C677T e da eNOS
T786C com a velocidade do fluxo sanguineo encefélico e o risco de acidente vascular

encefalico em pacientes com doenca falciforme.

O tipo de hemoglobinopatia mais acometido com o aumento da velocidade do
fluxo sanguineo encefalico € a HBSS (anemia falciforme). Nao ha relacdo entre a
velocidade de fluxo sanguineo encefalico aumentada com a idade ou sexo nos

pacientes falciformes.

O risco de acidente vascular encefélico nos pacientes falciformes em relacéo ao
fluxo sanguineo encefalico esta classificado respectivamente nos seguintes estratos: a)

intermediario baixo; b) iminente; ¢) aumentado; e d) variavel com valor reduzido.

Ha correlagéo entre a velocidade do fluxo sanguineo encefélico e a concentracao
de hemoglobina corpuscular média, bilirrubina indireta e bilirrubina direta em pacientes

falciformes.

O polimorfismo mais prevalente para o gene MTHFR C677T é o gendtipo do tipo
677CC. Os pacientes falciformes com o polimorfismo mutante (677TT) da MTHFR
associados ao aumento da velocidade do fluxo sanguineo encefalico, apresentam

maior risco de desenvolver acidente vascular encefalico.

Dentre os pacientes falciformes, o polimorfismo que apresentou maior
prevaléncia para o gene eNOS T786C foi o 786CC. Os pacientes com 0 gendtipo
mutante (786TT), com velocidade do fluxo sanguineo encefalico aumentada,

apresentam riscos mais elevados de desenvolvimento de AVE.
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