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RESUMO

A vitamina D, por meio da ligacdo com seu receptor, o VDR, efetua a¢gbes que
vao além do metabolismo do célcio, e tem impacto na fisiopatologia da anemia
falciforme (AF), como regulacdo da inflamacdo, tbnus vascular e trombogénese.
Neste contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar a associacdo de
polimorfismos no gene VDR com as complicacdes clinicas de pacientes com AF.
Foi realizada a genotipagem para os polimorfismos Fokl (rs2228570) e Cdx-2
(rs11568820) do gene VDR, em 538 pacientes. Nenhuma associacéo foi observada
entre o polimorfismo Cdx-2 e as variaveis clinicas analisadas. Em contrapartida,
individuos com gendétipo homozigoto variante TT para o polimorfismo Fokil
apresentavam maior frequéncia de doenca cerebrovascular (DCV) (p=0,009; OR:
2,7, IC 95%: 1,33 — 5,82). As analises de risco cumulativo mostraram que 0s
pacientes com este genotipo apresentaram maior taxa de desenvolvimento de DCV
(33%) quando comparado aos gendtipos CT e CC (16%) em um menor intervalo de
tempo (p=0,003). Adicionalmente, individuos com gendtipo TT apresentaram maior
frequéncia de Doppler transcraniano alterado em relacdo aos individuos com os
outros gendtipos (p=0,007). Avaliando o0s niveis de 25-hidroxivitamina D,
identificamos os menores niveis em individuos com DCV fazendo uso de
hidroxiureia e com genétipo TT para o polimorfismo Fokl. Em resumo, esses
resultados apontam o polimorfismo Fokl do gene VDR como um potencial modulador

de risco para complicacBes cerebrovasculares na AF.

Palavras-chave: 25-hidroxivitamina D. Cdx-2. Fokl. Receptor da vitamina D.
rs2228570.



ABSTRACT

Vitamin D, through binding to its receptor, VDR, performs actions that go
beyond calcium metabolism, and has an impact on the pathophysiology of sickle cell
anemia (SCA), such as regulation of inflammation, vascular tone and
thrombogenesis. This study aimed to evaluate the association of polymorphisms in
the VDR gene with the clinical complications of patients with SCA. Genotyping for
Fokl (rs2228570) and Cdx-2 (rs11568820) VDR gene polymorphisms was performed
in 538 patients. No association was observed between Cdx-2 polymorphism and the
clinical variables analyzed. In contrast, patients with TT genotype for Fokil
polymorphism had higher frequencies of cerebrovascular disease (CVD) (p = 0.009;
OR: 2.7; 95% CI: 1.33 - 5.82). Cumulative risk analyzes showed that patients with TT
genotype had a higher rate of CVD development (33%) when compared to CT and
CC genotypes (16%) in a shorter time interval (p=0.003). In addition, patients with TT
genotype had higher frequencies of abnormal transcranial Doppler (p=0.007).
Regarding 25-hydroxyvitamin D levels, we observed the lowest levels in individuals
with CVD using hydroxyurea and with TT genotype for the Fokl polymorphism. In
summary, these results indicate Fokl polymorphism of VDR gene as a potential risk
modulator for cerebrovascular complications in SCA.

Keywords: 25-hydroxyvitamin D. Cdx-2. Fokl. Vitamin D receptor. rs2228570.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF), doenca hereditaria monogénica mais comum no
mundo, é causada pela homozigose de uma mutagao pontual no gene da globina 3
(HBB), a qual leva a substituicdo do aminoacido acido glutamico pela valina no 6°
cédon da cadeia 3 globinica, resultando na formagédo de uma hemoglobina anormal,
a hemoglobina S (Hb S). Sob condicfes de hipdxia, a Hb S se organiza na forma de
polimeros e precipita, causando alteracdes morfoldgicas na hemacia, resultando, por
fim, na sua falcizacdo. A doenca € caracterizada por um quadro inflamatério crénico,
no qual a liberacdo de citocinas inflamatorias, adesdo de leucdcitos, plaguetas e
hemacias ao endotélio vascular contribuem para sua fisiopatologia. Em conjunto,
esses eventos levam a oclusédo de vasos na microcirculacdo, seguido por isquemia e
infarto tecidual. A ocorréncia desses eventos, juntamente com a hemdlise, compde
um conjunto de fatores fisiopatolégicos determinantes da grande maioria dos sinais
e sintomas presentes nos pacientes com AF.

As principais complica¢cdes clinicas desses pacientes incluem crises de dor,
priapismo, sindrome toracica aguda, osteonecrose, Ulceras maleolares, insuficiéncia
renal, dactilite, sequestro esplénico e acidente vascular encefalico (AVE), sendo
essas trés ultimas mais recorrentes em criangas. Entretanto, os pacientes com AF
apresentam grande variabilidade clinica, e, por este motivo, a investigacdo de
moduladores genéticos relacionados com a fisiopatologia da doenca, podem auxiliar
na investigacdo da susceptibilidade de individuos portadores de AF quanto a
protecdo ou risco de desenvolvimento de complicagfes clinicas.

Neste contexto, o gene do receptor da vitamina D (VDR) é um interessante
candidato para investigacdo genética, uma vez que polimorfismos neste gene
podem levar a alteracbes nos mecanismos de acdo da vitamina D. A vitamina D é
um hormoénio esteroidal lipossoluvel que tem fungbes importantes em diversas
atividades fisiolégicas, como a regulacdo do sistema imunoldgico, regulacdo da
inflamacédo, além da sua conhecida acdo no metabolismo do célcio. Estudos
demonstram que a deficiéncia de vitamina D pode resultar em um estado pro-
inflamatorio exarcebado, com maior liberacéo de interleucinas. As a¢des da vitamina
D sdo mediadas via ligacdo com seu receptor especifico o VDR, que € um receptor
nuclear, que atua como um fator de transcricdo dependente de ligante. O VDR é

expresso em diversos tipos celulares e parece participar, direta ou indiretamente, da
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regulacéo de cerca de 3% do genoma humano.

Polimorfismos de nucleotideo uUnico (SNPs, do inglés, single nucleotide
polymorphism) no gene VDR podem afetar a funcdo deste receptor e, por
consequéncia, a acdo da Vitamina D. Dois dos SNPs frequentemente estudados
(Fokl e Cdx-2) tém sido associados a disturbios 0sseos, doencas autoimunes,
doenca vascular, cancer e outras patologias. Entretanto, na anemia falciforme esta
relacdo ainda € pouco estudada. Dessa forma, devido a presenca do VDR em
diversos orgaos e seu papel em mecanismos importantes para a fisiopatologia da
AF, como inflamacgédo, disfuncdo endotelial, estresse oxidativo e coagulagcdo, €
possivel que variantes polimdrficas de impacto funcional para o VDR (Fokl e Cdx-2),
poderiam perturbar as ac¢Bes da vitamina D e influenciar no agravamento de

complicac@es clinicas da AF.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar a possivel associacdo dos polimorfismos Fokl e Cdx-2 do VDR e os
niveis séricos da 25(0OH)D com as complicacdes clinicas de pacientes com anemia

falciforme acompanhados pelo ambulatério da Fundacdo HEMOPE.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos Fokl
(rs2228570) e Cdx-2 (rs11568820) do gene VDR, em pacientes com anemia
falciforme;

2. Verificar a existéncia de associacdo entre as frequéncias alélicas e
genotipicas dos polimorfismos Fokl e Cdx-2 com as variaveis clinicas e
laboratoriais dos pacientes estudados;

3. Avaliar os niveis séricos da 25(OH)D em pacientes com anemia falciforme e
relacionar com as variaveis clinico-laboratoriais e o0s genoétipos dos

polimorfismos Fokl e Cdx-2.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ANEMIA FALCIFORME
2.1.1 Etiologia e epidemiologia

Mais de 100 anos se passaram desde a publicacdo do primeiro caso de
anemia falciforme (AF) em um jovem de descendéncia africana com hemacias
peculiarmente alongadas e com formato de foice (HERRICK, 1910). Os anos
seguintes foram marcados por um nimero progressivo de relatos da AF e diversos
avancos na elucidacao das bases moleculares da doenca (SERJEANT, 2010). De
fato, tais avancos levaram Linus Pauling e colaboradores em 1949 a descoberta do
padrdo de migracao eletroforético diferenciado entre a hemoglobina S e a
hemoglobina A, culminando no nascimento do conceito de doenga molecular, sendo
a AF o primeiro exemplo descrito (PAULING et al., 1949).

A hemoglobina S (Hb S) é uma variante estrutural patolégica da hemoglobina
normal do adulto (Hb A) que resulta de uma mutagdo pontual no gene da B-globina
(HBB), localizado no cromossomo 11p15.15. Esta alteracdo molecular consiste na
substituicdo da base nitrogenada adenina por timina no sexto cédon do gene HBB,
levando a troca de um residuo de acido glutamico hidrofilico por um residuo de
valina hidrofébico com consequente mudanca na molécula de hemoglobina (HBB,
glubval, rs334) (FRENETTE; ATWEH, 2007; STEINBERG et al., 1995).

O termo doenca falciforme (DF) € utilizado para definir um grupo de
desordens genéticas,caracterizadas pela presenca da hemoglobina S. A AF, doenca
autossbmica recessiva caracterizada pela homozigose da Hb S, € a forma mais
comum e grave representando cerca de 70% dos casos de DF (PIEL et al., 2010).
Outras formas de DF compreendem casos de heterozigotos compostos onde ha
associacédo da Hb S com outra hemoglobina variante (por exemplo, Hb C, Hb D) ou
com a beta talassemia (Hb S/B* talassemia e Hb S/B° talassemia), condicées na qual
a gravidade é variavel. Em heterozigose (Hb AS) os individuos séo assintomaticos e
apresentam condic&do conhecida com traco falciforme (STEINBERG, 2008; WARE et
al., 2017).

De acordo com dados da andlise sistematica do estudo de Carga Global de

Doenca (Global Burden of Disease - GBD), 3.2 milhdes de pessoas vivem com DF,
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43 milhdes de pessoas sao portadoras do trago falciforme e 176.000 pessoas
morrem por ano devido a complicagbes decorrentes da doenca (GBD MORTAL.
CAUSES DEATH COLLAB., 2015). Estimativas apontam que, por ano,
aproximadamente 300.000 individuos nascam com AF (Figura 1) no mundo e este

namero pode chegar a 400.000 nascimentos no ano de 2.050 (PIEL et al., 2013).

£ e
EATE N

Nascimentos com
anemia falciforme a
cada 100.000
nascimentos (2015)
mo
m 1-25
26-50
51-100
101-250
251-500
= 501-1,000
®| 1,001-1,659
NA

Figura 1: Numero estimado de nascimentos de individuos com anemia falciforme por 100.000
nascimentos por pais no ano de 2015. Adaptado de Kato et al. (2018).

A prevaléncia da AF é alta em regibes da Africa, do Oriente Médio, do
Mediterraneo e da india devido a protecdo que a heterozigose para a Hb S (Hb AS)
confere contra o parasita Plasmodium falciparum causador da malaria (PIEL et al.,
2010). Entretanto, o comércio de escravos e 0S movimentos migratérios
populacionais favoreceram a distribuicdo do alelo B° muito além das suas regides de
origem (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). Grande parte dos africanos forcados a
migrar para as Américas foram distribuidos para os Estados Unidos e regifes da
América Latina, principalmente o Brasil e Caribe (HUTTLE et al., 2015).

No Brasil estima-se que existam entre 25.000 e 30.000 individuos com AF e
cerca de 7 milhdes de portadores (Hb AS), levando ao nascimento de
aproximadamente 3.500 criancas com AF a cada ano (CANCADO; JESUS, 2007).
Considerada como um problema de saude publica no Brasil, a AF tem alta
prevaléncia em afrodescendentes, os quais, em alguns casos, fazem parte de
grupos menos favorecidos socialmente (CRISTINA et al., 2018; SANTOS; GOMES
NETO, 2013). A prevaléncia da doenca varia acentuadamente de acordo com as
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diferentes regides do pais, refletindo a variabilidade étnica da populacdo. No estado
de Pernambuco, um em cada 23 recém-nascidos vivos possui o traco falciforme e
um em cada 7.000 nasce com a doenca falciforme (Brasil, 2013).

Devido a prevaléncia e gravidade da doenca, em 2001 o Ministério da Saude,
mediante a portaria n° 822/01, determinou que a pesquisa de hemoglobinopatias
fosse realizada como parte do Programa de Triagem Neonatal, facilitando o
diagndstico precoce e assim contribuindo para a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes (LOBO et al., 2014).

2.1.2 Fisiopatologia

A anormalidade estrutural da Hb S é responsavel pelo desencadeamento das
complicagBes clinicas nos individuos com doenca falciforme. Na presenca de
algumas condicdes como desoxigenagcdo, as moléculas de Hb S estabelecem
interacOes intermoleculares hidrofébicas, que irdo promover a sua polimerizacao,
resultando em uma série de alteracBes morfologicas e funcionais dos eritrgcitos,
tornando-os falcizados (SONATI; COSTA, 2008). Ciclos de polimerizagédo e
despolimerizacdo causam danos ao citoesqueleto da membrana eritrocitaria,
tornando as células irreversivelmente falcizadas (STEINBERG, 2008; SUNDD;
GLADWIN; NOVELLI, 2019). Esta alteracdo modifica as propriedades da membrana
celular, reduzindo sua flexibilidade além de promover maior aderéncia ao endotélio
vascular (ZHOU; BEHYMER; GUCHHAIT, 2011).

Estudos de cinética da polimerizacédo da Hb S demonstraram que a formacao
do polimero é de ordem exponencial em funcdo da quantidade dessa hemoglobina,
demonstrando o papel crucial da sua concentracdo no fenbmeno da falcizacdo (DE
FRANCESCHI et al., 2011; VEKILOV, 2007). Além da concentracdo intra-eritrocitaria
de Hb S, o fendbmeno de falcizacdo depende, do grau de desoxigenacao da célula,
pH ,concentracdo intracelular de Hb fetal (Hb F) e temperatura (KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007; LONERGAN; CLINE; ABBONDANZO, 2001). A polimerizacao
da Hb S estd também associada com uma reducdo de agua e ions celulares
(desidratacdo) e aumento da densidade do eritrécito, com consequente aceleracéo
da formagédo do polimero. (DE FRANCESCHI et al.,, 2011; KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007). A polimerizacdo das moléculas de Hb S no interior das

hemacias falcizadas culmina entdo em lesé&o celular. Em larga escala, eritrocitos
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danificados favorecem os eventos hemoliticos e vaso-oclusivos, caracterizando os
fendtipos da AF (STEINBERG, 2008) (Figura 2).

Hb S Hb S polimerizada

C— @ —

Oxigenada Desoxigenada  Hemaécia falcizada

o
o Heme
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Figura 2: Principais eventos envolvidos na fisiopatologia da anemia falciforme. A polimeriza¢do da
desoxi-HbS leva a formacdo de eritrécitos desidratados e deformados. As células falcizadas
desencadeiam a oclusao microvascular através de interagdes com neutréfilos e plaquetas ativados e
adesd@o ao endotélio vascular, levando a isquemia e hipdxia tecidual, seguida por vasodilatagcdo e
lesdo de reperfusdo. Devido a hemdlise ha liberagdo de hemoglobina com consequente oxidagdo
pelo heme. O heme funciona como um padrdo molecular associado a danos que ativa as células
endoteliais, macréfagos e neutréfilos e promove a formagéo de NETSs via ligagdo com o TLR4. NET:
neutrophil extracellular trap, ROS: Espécies reativas do oxigenio, VWF: fator de von Willebrand,
TLR4: receptor do tipo Toll 4 (Adaptado de Williams and Thein 2018).

Os eventos vaso-oclusivos caracteristicos da AF na microcirculagéo resultam
de um cenéario complexo, que envolve interacdes entre os eritrocitos falcizados e
outros componentes do sistema circulatério (PLATT, 2008). A hemacia falcizada
apresenta a composicao lipidica da sua membrana significativamente alterada,
levando a maior exposicdo de fosfatidilserina negativamente carregada na
monocamada lipidica externa. Essa mudanca promove uma maior adesdo dessas
heméacias, além de aumentar a conversao de pro-trombina em trombina levando ao
aumento da taxa de eventos trombdéticos (AZAR; WONG, 2017).

A ativacdo do endotélio vascular leva a producdo e liberacdo de varias
moléculas inflamatdrias potentes, incluindo as citocinas interleucina-1p (IL-1 B), IL-8,

IL-6, o fator estimulador de colbnias de macrofagos e granuldcitos (GM-CSF, do
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inglés, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) e o inibidor do ativador de
plasminogénio (PAI-1, do inglés, Plasminogen activator inhibitor-1), que contribuem
para o ambiente pro-inflamatério da AF (CONRAN; BELCHER, 2018). Além disso, a
interacdo da heméacia falcizada com o endotélio vascular, produz radicais livres de
oxigénio pelas células endoteliais e a ativacdo de fatores de transcricdo que regulam
a expressdo de genes que expressam moléculas de adesdo como a E-selectina,
molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1, do inglés, Vascular cell adhesion
protein 1), molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1, do inglés, Intercellular
adhesion molecule 1) na superficie do endotélio e seus niveis plasmaticos
aumentam com a permanéncia da ativacao endotelial (FRENETTE; ATWEH, 2007).
Aliado a isso, a presenca de leucécitos aderentes na microcirculacdo sugere
fortemente que essas células, devido ao seu volume celular, sdo importantes
contribuintes para a desaceleracéo circulatéria (ODIEVRE et al., 2011; ZHANG et al.,
2016). Esse panorama descrito produz, entdo, um ambiente inflamatério, com
ativacdo de leucécitos e plaguetas circulantes e aumento de citocinas pro-
inflamatorias, culminando, por fim, em episédios de vaso-oclusdo, seguido por
isquemia e infarto em varios tecidos (BISWAL et al., 2018).

Na AF, a hemdlise ocorre extra vascularmente pelo reconhecimento das
hemécias danificadas por células do sistema reticulo endotelial. Além disso, o
agrupamento da proteina de membrana banda 3, leva ao acumulo anormal de
imunoglobina G e complemento na superficie dos eritrocitos, o que, por sua vez,
pode levar a destruicdo intravascular de hemacias mediada pelo complemento
(AZAR; WONG, 2017; ODIEVRE et al., 2011). A hemolise intravascular &
responsavel por aproximadamente 30% da hemolise total de um paciente com AF
(STEINBERG; SEBASTIANI, 2012).

A regulacdo do ténus vascular normal depende de um equilibrio entre
mediadores produzidos pelo endotélio, como a endotelina-1 (ET-1), com sua acao
vaso-constrictiva e 6xido nitrico (ON), com sua atividade vasodilatadora (MORRIS,
2011; ODIEVRE et al., 2011). Devido & hemdlise crénica, pacientes com AF
apresentam altos niveis de hemoglobina plasmatica que, por sua vez, sequestram o
ON, diminuindo sua disponibilidade, contribuindo, assim, para a vasoconstriccao
(REES; GIBSON, 2012).

A hemoglobina livre é ainda oxidada liberando o heme, que é um importante

padrdo molecular associado a danos (DAMP, do inglés Damage-associated
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molecular patterns) (CONRAN; BELCHER, 2018). O heme promove a formacéao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), ativacdo do receptor Toll-like 4 (TLR4, do
inglés, Toll like receptor), geracdo de armadilhas extracelulares dos neutréfilos
(NETSs, do inglés neutrophil extracellular traps) e liberacdo de mais DAMPs derivados
de tecidos ou células (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019). O heme livre pode
contribuir para a inflamacéo estéril, ativando o inflamassoma NLRP3 nas células
vasculares e inflamatérias com consequente liberacdo de IL-18 (NYAKUNDI et al.,
2019; PITANGA et al., 2016). Finalmente, a inflamacé&o estéril promove ainda mais a
vaso-oclusdo por meio da ativacdo continua da adesdo de neutrdéfilos, plaguetas e
células endoteliais (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

Assim, a ocorréncia de eventos vaso-oclusivos, principalmente em pequenos
vasos, juntamente com a hemolise, compde um conjunto de eventos fisiopatolégicos
determinantes da grande maioria dos sinais e sintomas presentes nos pacientes
com AF (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).

2.1.3 Complicacg6es Clinicas

O Programa dos Centros de Compreenséo da Doenca Falciforme, em 2005,
teve como um dos seus resultados uma nova categorizacdo das complicacdes
clinicas da AF, dividindo-as em 12 categorias de acordo com o sistema e/ou 6rgao
acometido, contidas em 03 grandes grupos maiores (BALLAS et al., 2010). Estes
resultados estdo sumarizados na tabela 1.

As complicagfes clinicas da AF variam significativamente de um individuo
para outro; desde pacientes sem muitas intercorréncias clinicas aqueles com
multiplos eventos (AZAR; WONG, 2017). Além disso, determinadas complicacdes da
doenca tendem a se manifestar em faixas etarias distintas. Nas primeiras décadas
da vida, as complicacdes clinicas mais recorrentes sdo os episodios dolorosos
oriundos das crises vaso-oclusivas, a sindrome toracica aguda e o acidente vascular
enceféalico, contudo estes eventos ndo sado restritos a esta faixa etaria, podendo vir a
ocorrer ao longo da vida (STEINBERG, 2008).
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Tabela 1: Descricdo das principais complicag8es clinicas de pacientes com AF. (Adaptado de Ballas
et al. 2010)

Grupo I. Complicagdes hematoldgicas e suas sequelas

Exacerbacdo aguda da anemia
Hiperhemdlise
Crise aplasica

Grupo 2. Sindromes de dor da doenca falciforme e complica¢gfes correlatas

Sindromes de dor
Episédios de vaso-oclusédo

Grupo 3. Complicacdes que afetam 6érgaos maiores

Complicac@es neuroldgicas
Acidente vascular encefalico (AVE) — Isquémico ou hemorragico
Sindrome Moya-Moya
Infarto cerebral silencioso
Velocidade elevada no Doppler transcraniano (DTC)
Ataque isquémico transitorio
Complicacdes oftalmolégicas
Retinopatia
Complicacfes cardiacas
Cardiomegalia
Hipertensao arterial sistémica
Complica¢cdes pulmonares
Sindrome toracica aguda
Complicacdes gastrointestinais/ hepatobiliares
Colelitiase
Complicacfes renais/ geniturinarias
Insuficiéncia renal cronica
Priapismo
Complicacdes esplénicas
Sequestro esplénico agudo
Complica¢cBes musculares/ esqueléticas/ cutaneas
Osteonecrose ou necrose avascular
Dactilite ou Sindrome de mao-pé
Ulceras de perna
Disturbios do crescimento e desenvolvimento
Infecgdes recorrentes

Dentre as complicagfes clinicas da doenca, as crises vaso-oclusivas (CVO),
ou crises de dor, sdo as mais prevalentes e aparecem como a principal causa de
admissao hospitalar dentre os pacientes com AF (STEINBERG, 1999). Episodios de
oclusdo de vasos da microcirculacdo, especialmente vasos localizados na regido
medular dos 0ssos, peridsteo e musculos profundos, podem causar infarto tecidual e
necrose. Como resultado, o aumento de mediadores inflamatérios leva a ativacéo de
nociceptores que inervam estes tecidos, ocasionando os episodios de dor (BALLAS
et al., 2010; STUART; NAGEL, 2014). As crises de dor frequentemente se iniciam na
infancia afetando pequenos 0ssos das maos e dos pés em um episédio chamado

dactilite, que além da dor, é caracterizada por edema, eritema e aumento da
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temperatura local (JUNIOR; DAHER; ROCHA, 2012; MEIER; MILLER, 2012). A
dactilite ou “sindrome de mao-pé” afeta criangcas menores de 04 anos de idade, visto
qgque em individuos com idades mais avancadas, o tecido hematopoiético dessas
regibes é substituido por tecido conectivo fibroso e gordura (SOLE-RIBALTA et al.,
2015).

Seguido das crises de dor comuns, a sindrome toracica aguda (STA) é uma
complicacdo pulmonar, que representa a segunda maior causa de internamento dos
pacientes com AF, sendo associada a altas taxas de mortalidade e morbidade (JAIN;
BAKSHI; KRISHNAMURTI, 2017). O termo STA foi primeiramente usado por
Charache et al. (1979) para descrever individuos com AF que apresentavam
simultaneamente febre, dor toracica, infiltrado pulmonar e leucocitose (CHARACHE;
SCOTT,; CHARACHE, 1979). Por definicdo, a STA é caracterizada pela presenca de
novo infiltrado pulmonar evidenciado pela radiografia de térax, acompanhado de
febre e sintomas respiratérios (DESAI; ATAGA, 2013). Embora apresente
fisiopatologia complexa e multifatorial, os principais mecanismos apontados na sua
génese incluem: fenbmeno de vaso-oclusdo na vasculatura pulmonar, embolia
gordurosa pulmonar, atelectasia e infecgcdes mais comumente causadas por
microrganismos do género Chlamydia e Mycoplasma (BOPP et al., 2018;
PATTERSON et al., 2018; VICHINSKY et al., 2000)

Outra complicacéo frequente é a doenca cerebrovascular, que se caracteriza
desde o Doppler Transcraniano de alto risco até o acidente vascular encefalico,
sendo esta Ultima a de maior gravidade. De todas as complicacdes clinicas
observadas em pacientes com AF, o acidente vascular encefélico (AVE)
representava, anteriormente as condutas de prevenc¢ao, aquela de maior impacto em
suas vidas, abrangendo cerca de 20% da mortalidade desses individuos (Adams
2014). O AVE isquémico € comumente descrito como um evento neurologico agudo,
secundario a estenose e oclusdo de artérias cerebrais, resultando em isquemia
tecidual, levando a manifestacdo de sinais e sintomas neuroldgicos por pelo menos
24 horas (ADAMS; OHENE-FREMPONG; WANG, 2001; FAROOQ); TESTAI, 2019;
OHENE-FREMPONG et al., 1998). Em pacientes com AF, o AVE isquémico ocorre
geralmente nas grandes artérias do poligono de Willis, onde as artérias cerebrais
médias, cerebrais anteriores e carétida interna estdo frequentemente associadas a
esse desfecho (BREWIN; KAYA; CHAKRAVORTY, 2017; SWITZER et al., 2006).

Criancas com AF possuem um risco 300 vezes maior de desenvolver um AVE do
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que criancas sem AF, fazendo da AF a causa mais comum de AVE na infancia
(HOPPE, 2005).

Em 1998, Adams e colaboradores propuseram, através do estudo STOP (do
inglés, Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia, STOP trial), a utilizagdo do
Doppler Transcraniano (DTC) como ferramenta de triagem e estratificacdo clinica
para a prevencao primaria ao AVE em criancas com AF (Hb SS) e S/B° talassemia
(Hb S/B°), sendo possivel a identificacdo de pacientes com risco elevado para o
desenvolvimento desta complicacdo (ADAMS et al., 1998). Essa triagem consiste em
um exame por ultrassonografia, ndo invasivo, indolor e de baixo custo, capaz de
estimar a média da velocidade maxima de fluxo (VMMF) sanguineo nas artérias
intracranianas do poligono de Willis (Figura 3) (ADAMS, 2004; ENNINFUL-EGHAN
et al., 2010). E importante destacar que a avaliacdo do DTC é mais efetiva quando
realizada em individuos até os 16 anos, devido a presenca de 0Ss0s cranianos
menos espessos e janelas acusticas maiores (VERLHAC, 2011).

Figura 3: Diagrama da area onde o transdutor do Doppler Transcraniano € posicionado a fim de obter
0s sinais das artérias intracranianas (AASLID; MARKWALDER; NORNES, 1982).

Pacientes submetidos a esse exame podem ser classificados em trés grupos
distintos de acordo com a VMMF. A VMMF € considerada normal até 170 cm/s em
pacientes com AF (sendo menor ainda em individuos saudaveis), condicionante
quando a VMMF ¢ igual ou superior a 170 cm/s até 199 cm/s, e alto risco, quando
em duas avaliacOes seguidas e independentes, as VMMF s&o iguais ou superiores a
200 cm/s (RANKINE-MULLINGS et al., 2018). Criancas com AF e com DTC de alto
risco apresentam um risco 44 vezes maior de desenvolver AVE que pacientes com
de AF e DTC normal (ADAMS et al., 1992; GUILLIAMS; FIELDS; DOWLING, 2019).

Entretanto pacientes que apresentam DTC na faixa condicionante também
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apresentam um elevado risco de desenvolver AVE e cerca de 19% das criangas com
DTC normal também podem vir a desenvolver AVE (ADAMS, 2004).

Outra complicacdo da AF de graves consequéncias € 0 sequestro esplénico
agudo (SEA), que na maioria dos casos € a primeira complicacdo a se manifestar na
infancia (EMOND et al., 1985). O SEA é definido como o aumento rapido do volume
do baco, com subsequente queda dos niveis de hemoglobina (valores em torno de
2g/dL) e contagem de reticulocitos normal. Os eventos de falcizacdo e vaso-ocluséo
nos sinusoides esplénicos, favorecidos pela relativa acidez e hipoxia local, levam ao
aprisionamento de hemécias e outros componentes do sangue no baco, com
consequente diminuicdo do volume sanguineo circulante, que, caso nao reposto por
meio de transfuséo, leva ao choque hipovolémico que pode causar a morte (BALLAS
et al., 2010; BROUSSE et al.,, 2012). Além dos eventos vaso-oclusivos com
consequéncias agudas, pequenos infartos teciduais repetidos podem, com tempo,
causar um quadro de hipoesplenismo funcional com diminuicdo gradual das funcdes
imunoldgicas do baco, favorecendo a ocorréncia de infecgdes (BALLAS et al., 2010;
REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

O priapismo € caracterizado como uma condi¢do patolégica em que ocorre
erecdo peniana dolorosa sem estimulo ou desejo sexual. Caso esta condi¢cdo nao
seja amenizada dentro de 4 a 6 horas, pode causar danos irreversiveis, como
necrose do tecido erétil e fibrose (ARDUINI; TROVO DE MARQUI, 2018). Anele e
colaboradores sugerem que até 89% dos pacientes com AF do sexo masculino terdo
esta manifestacdo até os 20 anos de idade, sendo classificada como a complicacao
renal/geniturindria mais comum em individuos AF do sexo masculino (ANELE et al.,
2018). Por fim, além das complicacBes supracitadas, pacientes com AF, podem vir a
desenvolver, embora com frequéncias reduzidas devido ao aumento do risco com
idade, complicagcbes como colelitiase, necrose asséptica de cabeca de fémur,
cardiopatias, nefropatias e Ulceras de membros inferiores (STEINBERG, 2008).

2.1.4 Tratamento

Atualmente trés abordagens terapéuticas tém sido utilizadas para modificar o
curso da doenca na AF: transfusdo de eritrocitos, uso da hidroxicarbamida e
transplante de células-tronco hematopoiéticas (KATO et al., 2018). As transfusdes

sanguineas aumentam a concentracdo de HbA e reduzem a concentracdo de HbS
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através da diluicdo do sangue do paciente pelas hemécias do doador. A reducéo da
HbS ou o aumento da concentracéo total de Hb, ou ambos, trazem efeitos benéficos
para 0s pacientes uma vez que antagonizam os efeitos hemoliticos da doenca
(BUNN, 1997; ADAMS et al., 1998). A terapia com transfusdo também suprime a
producdo enddgena de eritropoetina reduzindo posteriormente a formacao de novas
hemécias contendo HbS (AZAR; WONG, 2017). Assim, a determinacdo da
frequéncia das transfusGes depende entdo da avaliacdo da concentracao total de
hemoglobina do paciente, porcentagem de HbS, contagem de reticulocitos, além dos
niveis de ferritina sérica, uma vez que existe o risco de sobrecarga de ferro aliado a
terapia de transfusdes cronicas (AZAR; WONG, 2017).

O estudo STOP validou a terapia de transfusdo crénica, ou de hipertranfusao,
de sangue para prevencao primaria de AVE em criangas com DTC de alto risco. A
terapia de transfusdo administrada a cada 3-5 semanas com o intuito de diminuir e
manter a quantidade de HbS para abaixo de 30%, reduziu o risco de AVE em 90%
das criancas com velocidades do DTC elevadas (ADAMS et al., 1998). Assim, apos
o STOP Il, recomenda-se a terapia de transfusdo sem interrupcdo para todas as
criangas com resultados de DTC anormalmente elevados, o que previne a
ocorréncia do AVE primario e também previne a possibilidade de acontecer o AVE
secundario. Apesar de benéfico, a terapia de transfusdes crbénicas ainda é associada
a algumas complicagbes como a sobrecarga de ferro e aloimunizacdo (REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Outra abordagem terapéutica € o uso da hidroxuréia (HU). A HU, ou
hidroxicarbamida, € um agente citostatico leve utilizado em doencas onco-
hematolégicas, que foi aprovada no Brasil como tratamento da AF em 2002
(ELFORD, 1968; BRASIL, 2002). A HU é um inibidor da fase S do ciclo celular que
possui a capacidade de aumentar a producdo de hemoglobina fetal, em células
progenitoras eritroides. Uma vez que a HbF inibe a polimerizacdo intracelular da
HbS e que uma maior quantidade de HbF esta associada a reducdo da morbidade e
mortalidade em individuos com AF, a inducdo farmacologica da produgédo da HbF é
um ponto promissor para tratamento da AF (WARE, 2010; WARE; AYGUN, 2009).

Assim a administracdo da HU em pacientes com anemia falciforme possui
multiplos beneficios, que incluem: Aumento da liberacdo do oxido nitrico, diminui¢cao
da adesividade, inducdo da sintese de HbF, com concomitante aumento na

concentracdo de Hb total e reducdo da taxa de hemdlise (KATO; GLADWIN;
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STEINBERG, 2007). O uso desse farmaco melhora a deformabilidade das
hemécias, reduz a fragdo de células falcizadas e estd4 associada a melhorias na
reologia e na sobrevivéncia das hemacias, além de reduzir os nimeros de leucdcitos
circulantes, reticulécitos e plaquetas (BENKERROU et al., 2002; WARE, 2010).

De modo geral, a HU reduz a frequéncia de crises vaso-oclusivas, a
necessidade transfusional e as hospitalizacdes dos pacientes, além de diminuir a
taxa de mortalidade em aproximadamente 40%, quando utilizada por pelo menos um
ano (LANZKRON et al., 2008; STEINBERG et al., 2010; STROUSE et al., 2008).
Contudo, o uso da hidroxiuréia € associado a alguns efeitos colaterais (como, por
exemplo, como citopenia, hiperpigmentacdo, azoospermia (~ 80% dos homens),
hipomagnesemia, infec¢cdes oportunistas etc.) (BORG et al.,, 2012; DAS; SINHA,;
CHAKRAVORTY, 2019). Apesar disso, o uso da HU é aceitavel quando comparado
com o risco de pacientes com AF nédo tratados (BRAWLEY et al., 2008).

Entretanto, o Unico tratamento potencialmente curativo atualmente disponivel
para a AF € o transplante de medula 6ssea. Entre as criancas com historico de
eventos cerebrovasculares sintomaticos que foram submetidos a transplante, nao foi
relatada recorréncia de AVE (SWITZER et al., 2006).

2.2 MODULADORES GENETICOS

Apesar de ser um evento central para a fisiopatologia da AF, a polimerizacao
da Hb S por si s6 ndo é capaz de esclarecer a variabilidade fenotipica observada
dentre os pacientes com AF, que pode ser explicada em partes pela influéncia de
fatores culturais, socioeconémicos e ambientais (CHUI; DOVER, 2001; HABARA;
STEINBERG, 2016). Contudo, estd cada vez mais claro que a nivel fenotipico a
doenca apresenta um carater multigénico, em que fatores genéticos com impacto
em eventos intrinsecos e/ou extrinsecos ao eritrocito sdo importantes para a
modulacdo dos fendtipos da doenca (DRISS et al., 2009).

Dentre os moduladores genéticos conhecidos, alguns tém seu efeito e
influéncia sobre as complicacbes da AF bem estabelecidos. Um deles € a co-
heranca com a alfa talassemia (a-talassemia), usualmente causada pela variante
delecional de 3,7 kb nos genes da o globina (STEINBERG,; SEBASTIANI, 2012).

Individuos heterozigotos (ao/-a*"), e homozigotos (-a*/-a*") para a variante
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apresentam de forma geral uma menor taxa hemolitica, diminuigcdo da contagem de
reticuldcitos, niveis mais baixos de lactato desidrogenase e bilirrubina e reducéo do
volume corpuscular médio (VCM) e da hemoglobina corpuscular média (HCM)
(FERTRIN; COSTA, 2010). Uma vez que delec¢des dos genes da globina o causam
um desbalanco de sintese entre cadeias globinicas o e B, h& reducdo da Hb S e
diminuicdo da polimerizacdo, amenizando assim os eventos hemoliticos, o que pode
levar a um efeito protetor contra complicacbes clinicas da doenca (KATO;
GLADWIN; STEINBERG, 2007; RUMANEY et al., 2014; STEINBERG; ADEWOYE,
2006).

Outro modulador conhecidos sdo os haplétipos da globina p°.0 gene da Hb S
esta em desequilibrio de ligacdo com cinco haplétipos distintos, que sdo sitios
polimérficos localizados no cluster da beta globina. Estes haplétipos foram
nomeados de acordo com sua origem étnica e geografica, sdo eles: Benin (BEN),
Bantu ou Republica Central Africana (BAN ou CAR), Senegal (SEN), Camardes
(CAM) e Arabe-Indiano ou Saudi-Arabe (ARB ou SAU) (LINDENAU et al., 2016;
SERJEANT et al., 2017). Dessa forma, sugeriu-se que a mutacdo que originou a Hb
S tenha ocorrido independentemente em cinco regides distintas e se espalhou
devido a pressdes seletivas (BITOUNGUI et al., 2015; PAGNIER et al., 1984).

Os haplétipos da globina B° estdo correlacionados com a modulagéo dos
niveis de Hb F (ayy2), possivelmente mediada por variantes polimérficas na regiéo
promotora do gene da y globina (QUINN; MILLER, 2004). A Hb F né&o participa da
formacdo do polimero da Hb S e por esse motivo tem um efeito diluidor na
concentracdo dessa hemoglobina, diminuindo o processo de polimerizacdo. Como
resultado, maiores niveis de Hb F tém um efeito benéfico para pacientes com AF
(WILLIAMS; THEIN, 2018). Individuos com AF e haplétipo SEN ou Arabe-Indiano
ARB apresentam maiores niveis de Hb F, tendendo a apresentar uma forma clinica
menos grave da doenca; por outro lado pacientes que apresentam hapldétipo
Bantu/Republica Central Africana CAR tendem a desenvolver um quadro clinico
mais grave, pois cursam com niveis diminuidos de Hb F. Por fim, pacientes que
possuem o haplotipo Benin BEN apresentam quadros clinicos intermediarios
(SERJEANT et al., 2017; STUART; NAGEL, 2014).

Apesar de influenciarem no fendtipo, esses moduladores isoladamente néo

sao suficientes para elucidar as diferentes expressdes fenotipicas observadas na
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AF. Atualmente, o conhecimento aprimorado do genoma humano e o
desenvolvimento de novas ferramentas de investigacdo gendmica, como estudos de
associacao ampla do genoma (GWAS, do inglés Genome-Wide Association Study) e
técnicas de sequenciamento de nova geracao, oferecem novas oportunidades para
usar a genética a fim de melhor compreender as causas de muitas complicacdes
observadas em pacientes com AF (FLANAGAN et al.,, 2013; LETTRE, 2012).
Estudos de associacdo do tipo genotipo-fenétipo tém ajudado a desvendar o papel
de modificadores genéticos relacionados com vias importantes para a fisiopatologia
da AF. Genes envolvidos na regulacdo das vias de inflamacdo, metabolismo do
oxido nitrico, vasorregulacdo, adesao celular e hemostasia podem modular o curso
clinico de individuos com AF e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, do inglés
Single Nucleotide Polymorphism) em alguns desses genes tém sido associados a
subfenétipos da doenca (SERJEANT et al., 2017; STEINBERG; ADEWOYE, 2006).

2.2.1 Vitamina D

Na década de 1920 nos Estados Unidos, McCollum e colaboradores
identificaram um fator presente no 6leo de figado de bacalhau capaz de curar o
raquitismo (MCCOLLUM ET AL. 1922). Os pesquisadores, aquela época,
denominaram o fator antirraquitico de vitamina D, a quarta vitamina a ser nomeada
(HOLICK, 1994; KOSHY, 1982; PILZ et al.,, 2016). Posteriormente, dada suas
caracteristicas fisiolégicas e mecanismo de acao, a vitamina D e seu metabdlito
ativo, a 1-a,25-diidroxivitamina D, foram reconhecidos como pré-horménio e
horménio respectivamente (KODICEK, 1974; NORMAN, 2012). Hoje se sabe que a
vitamina D, um dos mais antigos hormonios, tém sido produzida por organismos
expostos a luz solar quase desde o inicio da vida na Terra, revelando sua
importancia para o desenvolvimento de plantas e animais (HERNIGOU; AUREGAN;
DUBORY, 2018; HOLICK, 2003).

A vitamina D apresenta-se sob a conformacgéo de duas isoformas ligeiramente
distintas quimicamente, a vitamina D, e a vitamina D3 A vitamina D, (ergocalciferol)
nao é sintetizada pelo organismo, sendo obtida por fontes vegetais, enquanto a
vitamina D3 (colecalciferol) € obtida de fontes animais (peixes, ovos) e cerca de 80 a
90% dessa molécula é produzida endogenamente num processo que se inicia na
epiderme (CASTRO, 2011; PILZ et al., 2016). O 7-dehidrocolesterol (7-DHC) é um
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precursor da vitamina D3 armazenado nas camadas profundas da epiderme, que
apos exposicao aos raios ultravioleta B é convertido em pré-vitamina D3, molécula
termoinstavel que logo é convertida a vitamina D3 (Figura 4) (CASTRO, 2011;
DELUCA, 2014).

Raios UVB Ingestédo nutricional de
vitamina D; e vitamina D,
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Figura 4: Via de sintese da Vitamina D. Adaptado de Pliz et al. (2016).

Como pode ser observado na figura 4, a vitamina D3 sintetizada ou obtida na
dieta e a vitamina D, (moléculas lipossoluveis) séo transportadas no sangue ligadas
a uma glicoproteina, a proteina ligadora da vitamina D (DBP, do inglés vitamin D
binding protein). Ao chegar ao figado, a molécula de vitamina D é hidroxilada no
carbono 25 por uma hidroxilase da superfamilia do citocromo P450, a CYP2R1,
resultando na formacgéo de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) (BIKLE, 2014). J& nos
rins, a 25(0OH)D sofre outra hidroxilagdo no carbono 1, mediada por uma 1-a-
hidroxilase (CYP27B1), formando a 1,25-diidroxivitamina D (1,25 (OH).D) que é a
forma ativa desse hormoénio (CASTRO 2011; CHRISTAKOS et al., 2011; DELUCA,
2014). De forma geral este processo é regulado via inibicdo ou estimulo da 1-a-

hidroxilase renal, com o paratormdnio (PTH) regulando positivamente e o fator de
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crescimento fibroblastico-23 (FGF-23) e a propria 1,25 (OH),D regulando
negativamente (CHRISTAKOS ET AL. 2011; BIKLE 2014).

Para determinar laboratorialmente o status da vitamina D, a dosagem direta
da vitamina D3 ou da 1,25 (OH).D né&o é confiavel visto que, a primeira tem tempo de
meia vida de = 24h e sofre influéncia da exposicdo solar recente ou dieta, e a
segunda tem tempo de meia vida de = 4h e sofre influéncia das necessidades
fisioloégicas de calcio. Por outro lado a 25(OH)D tem tempo de meia vida de = 3
semanas e sua producao é dependente da presenca do substrato (SAHOTA, 2014;
ZERWEKH, 2008). Assim, a deficiéncia de vitamina D € caracterizada pela
diminuicdo dos niveis séricos do metabdlito 25(OH)D. A despeito de ser alvo de
muitas controvérsias, os valores de referéncia pra os niveis de 25(OH)D mais
aceitos e recomendados na literatura sdo: > 20ng/mL niveis suficientes para
populacdo saudavel, 12-20ng/mL insuficiéncia e < 12ng/mL deficiéncia (CHANG;
LEE, 2019; HOLICK, 2017; VAN SCHOOR; LIPS, 2017). Para individuos em grupos
de risco como idosos, gestantes, pacientes com osteomalacia, raquitismo,
osteoporose, doencas inflamatdrias, doencas autoimunes e outros, os valores
suficientes recomendados sao de 30 e 60 ng/mL, segundo a Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML).

As acbes da 1,25 (OH),D sado mediadas, via regulacdo da transcricdo de
genes alvo, através ligacdo com seu receptor nuclear especifico, o receptor da
vitamina D (VDR, do inglés vitamin D receptor). Classicamente, os efeitos da
vitamina D incluem a regulacao do sistema 0sseo e tém um impacto na fisiopatologia
de doencgas correlatas, como a osteoporose, osteomalécia e o raquitismo (LANHAM-
NEW, 2008; THACHER; FISCHER; PETTIFOR, 2014). A 1,25 (OH).D age regulando
a absorcdo intestinal e reabsorcado renal de célcio e fosforo, que formam os cristais
de hidroxiapatita afim de mineralizar e fortalecer os ossos (KHAZAI; JUDD;
TANGPRICHA, 2008). A 1,25 (OH),D exerce ainda fungdes paracrinas e autocrinas
visto que é observada expressdo extra-renal da enzima 1-a-hidroxilase, implicando
em sintese de 1,25 (OH),D em tecidos nédo relacionados ao metabolismo 6sseo
(HOLICK, 2003). Adicionalmente, o VDR é encontrado em praticamente todos 0s
tecidos do organismo, mostrando que a vitamina D pode estar envolvida em uma
gama de mecanismos fisioldgicos sistémicos, assim como na fisiopatologia de outras
doencas (ADAMS; HEWISON, 2008; HAUSSLER et al., 1997, 2013).
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O catabolismo da 25(0OH)D e da 1,25 (OH),D é mediado via hidroxilagdo pela
24-hidroxilase, um processo enzimético que é induzido, por exemplo, pela elevacao
dos niveis de 1,25 (OH),D e ativacdo do VDR, prevenindo assim a intoxicagao por
hipercalcemia como parte de uma alca autorregulatoria (CHRISTAKOS et al., 2011,
DELUCA, 2014).

2.2.2 Receptor da Vitamina D (VDR)

O VDR é um fator de transcricdo nuclear dependente de ligante de 50 kDa,
pertencente a superfamilia de receptores nucleares tipo Il, que inclui receptores
como o do acido retindéico e do horménio da tiredide (MIZWICKI; NORMAN, 2009).
Descoberto em 1968 (HAUSSLER; NORMAN, 1968), o VDR ja foi identificado e
clonado em diversos organismos, incluindo humanos, ratos e galinhas (DELUCA,
2004; JONES; STRUGNELL; DELUCA, 1998). Como pode ser observado no detalhe
da figura 5, o VDR, assim como outros receptores de sua classe, possui
estruturalmente um dominio N- terminal de ligacdo ao DNA, um dominio C- terminal
de ligacdo ao ligante e uma regido que mantém os dois dominios juntos. O dominio
de ligacdo ao ligante possui regides responsaveis pela dimerizacdo com receptores
retindides X (RXR, Retinoic X receptor), pela ligacdo de alta afinidade com a 1,25
(OH).D e um dominio de ativacdo da transcricdo chamado de AF-2, o qual é
reconhecido por moléculas co-ativadoras e outros fatores de transcricdo
(CARLBERG; SEUTER, 2009; HAUSSLER et al.,, 1997; KRISTJANSSON et al.,
1993).

Na auséncia da 1,25 (OH),D, o VDR encontra-se livre no citoplasma da
célula. Entretanto, ao chegar a célula alvo, a 1,25 (OH).D dissocia-se da DBP e liga-
se a porcdo hidrofébica do VDR mudando sua conformacdo o que facilita sua
heterodimerizacdo com um dos subtipos do cofator RXR (dependendo do tipo celular
pode ser encontrado o0 RXRa, RXRB ou RXRy) (LANDRY; RUPPE; GRUBBS, 2011;
VON ESSEN; GEISLER, 2018). Assim, o complexo 1,25 (OH),D-VDR-RXR é capaz
de reconhecer e ligar-se, ao chegar no nucleo, a regibes especificas da regiao
promotora dos genes alvo chamadas de VDRESs (Vitamin D response element). Apés
ligacdo ao VDRE o complexo induz o recrutamento de moléculas corregulatérias que
auxiliam na interacdo do VDR com a maquinaria de transcricdo da RNA polimerase,

desencadeando assim a resposta biologica ( (Figura 5).
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Figura 5: Mecanismo de ac¢do do complexo VDR/Vitamina D. Apos chegar a célula alvo, a 1,25-
diidroxi-vitamina D se dissocia da proteina de ligagédo a vitamina D, é internalizada e interage com o
receptor de vitamina D (VDR). O VDR forma heterodimeros com os receptores retindides (RXR). A
ligacdo da 1,25-diidroxi-vitamina D com o complexo VDR/RXR é seguida da ligacdo deste complexo
com os elementos de resposta a vitamina D, os quais iniciam a transcricdo na regido promotora dos
seus genes alvo. Uma ilustracdo esquematica do gene VDR é mostrada no detalhe. Adaptado de von
Essen and Geisler ( 2018).

Dependendo do gene alvo, moléculas coativadoras ou correpressoras Sao
recrutadas para o complexo a fim de induzir ou reprimir a transcricdo génica
(GOLTZMAN; HENDY; WHITE, 2014; HAUSSLER et al.,, 2011, 2013). O VDR
também regula negativamente a expressdo de certos genes por meio do
antagonismo a outros fatores de transcricdo como o fator nuclear de células T
ativadas (NF-AT) e o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) (PINETTE et al.,
2003).

Assim como outros receptores da sua classe, o0 VDR exerce ainda respostas
rapidas ndo genbmicas. Estas respostas sdo mediadas pela ligacdo da 1,25(OH).D
com o VDR localizado nas caveolas, que séo invaginacdes da membrana plasmatica
ricas em colesterol e fosfolipideos (HAUSSLER et al., 2011). O VDR fica associado a
proteina de ancoragem da caveola, a caveolina-1 e pode ativar uma variedade de

vias de transducdo de sinal, quinases, fosfatases e canais iGnicos. As respostas



36

induzidas pelas ac¢des rapidas do VDR incluem processos de migragéo das células
musculares lisas do endotélio, rapida absorcdo de célcio e exocitose de insulina
(CASTRO, 2011; DEEB; TRUMP; JOHNSON, 2007).

O VDR é expresso em quase 40 tecidos diferentes, incluindo oOrgaos
envolvidos com a homeostase do calcio como o intestino, o0ssos, glandula
paratireoide e rim e em outros sistemas que desempenham funcbes extra-
calcémicas, como o0 sistema imune inato e adaptativo, células pancreéticas,
masculo, sistema cardiovascular, cérebro, dentre outros (CASTRO, 2011,
MIZWICKI; NORMAN, 2009; NORMAN, 2012). O VDR regula a expressao de
aproximadamente 900 genes relacionados com uma série de funcdes distintas:
proliferacdo e diferenciacdo celular, apoptose, inflamacédo, infec¢cdo, imunidade,
malignidade, estresse oxidativo, transporte de membrana, homeostase da matriz
Ossea e adesdo celular (Quadro 1). (DEEB; TRUMP; JOHNSON, 2007,
MONTICIELO et al., 2012a; QUERFELD, 2013; VON ESSEN; GEISLER, 2018).

Positivamente regulado Negativamente regulado
Gene Via Gene Via

Osteocalcina Remodelamento 6sseo | IL-2,IL-6,IL-8,IL-12 Inflamacéo
Osteopontina Remodelamento 6sseo TNF-a Inflamacéo
Calbindina-9k Acdo calcémica IFN-y Inflamagé&o
24-hidroxilase Metabolismo GM-CSF Inflamacéo
B3 integrina Adeséo EGF-R Proliferacdo
Receptor da I1L10 Inflamagéo c-myc Proliferagcéo
E-caderina Adeséo Ki-67 Proliferacéo

Quadro 1: Exemplos de genes responsivos ao complexo vitamina D/VDR com expressao regulada
positivamente ou negativamente e suas respectivas vias. IL, Interleucina; TNF-a, Fator de necrose
tumoral alfa, IFN-y, Interferon-gama; GM-CSF, Fator estimulador de col6nias de macréfagos e
granulécitos; EGF-R, Receptor do fator de crescimento epidérmico.

2.2.3 Polimorfismos genéticos no VDR

O gene que codifica o VDR abrange, estruturalmente, uma regido de 75
kilobases e localiza-se no brago longo do cromossomo 12, na posi¢cao 12g13.11. O
gene VDR possui 8 éxons codificadores de proteina (éxons 2 — 9), uma regiao

promotora com 6 éxons nao traduzidos (la — 1f) que passam por processo de



37

splicing alternativo, podendo gerar multiplos transcritos teciduais especificos e uma
regidao 3’ regulatdria ndo traduzida. Como pode ser observado na figura 6 os éxons
2, 3 e 4 codificam aminoacidos envolvidos com o dominio de ligacdo ao DNA, e o0s
éexons 6, 7, 8 e 9 estdo relacionados com o dominio de ligacdo a vitamina D
(ELHOSEINY et al., 2016; RUKIN; STRANGE, 2007; ZMUDA; CAULEY; FERRELL,
2000).

Dominio de ligacdo Dominio de ligacdo
Regido promotora aoDNA ao ligante 3'UTR

Gene VDR ‘ ‘ ‘
Cromossomo 12 ’ ‘ ‘ ‘

/ If le lald b Ic 2 3 45 6 789

S hﬂ —HH

Cdx2AJG Bsml A/G
Fokl (/T Apal GIT Taql T/C

Figura 6: Organizacéo estrutural do gene VDR e principais polimorfismos encontrados. (Adaptado de
Deeb et al. 2007).

ApoOs a clonagem e determinacdo da organizacdo estrutural do VDR em
humanos ter sido determinada por Miyamoto et al. (1997), mais de 470
polimorfismos foram descritos ao longo da regido 5 promotora, dos éxons e da
regidao 3’ regulatéria ndo traduzida (3° UTR) do gene (os principais SNPs
encontrados estéo ilustrados na figura 6). Estas variantes podem afetar os niveis e a
estabilidade do RNA mensageiro (MRNA) do VDR, assim como alterar os
mecanismos funcionais do receptor (LANDRY; RUPPE; GRUBBS, 2011; RUKIN;
STRANGE, 2007; VON ESSEN; GEISLER, 2018).

Na década 1990, utilizando a técnica de RFLP (do inglés, Restriction fragment
length polymorphism), os polimorfismos sinbnimos Bsml (rs1544410), Apal
(rs7975232) e Taql (rs731236) foram descobertos na regidao 3’ terminal do gene e
nomeados de acordo com as endonucleases de restricdo utilizadas para sua
identificacdo (FARACO et al., 1989; MORRISON et al., 1992, 1994). Estes SNPs
localizados no intron 8 e éxon 9 respectivamente, estdo em desequilibrio de ligagéo,
ou seja, ha coocorréncia dos seus alelos devido a proximidade génica e baixa taxa
de recombinacédo ao longo da evolucdo (UITTERLINDEN et al., 2004b). Contudo,

visto que nenhuma dessas variantes altera a estrutura proteica do VDR, seu impacto
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funcional é incerto. Alguns autores especulam que sua relevancia funcional esteja
relacionada com a alteracdo da expressdo génica por meio da regulacdo da
estabilidade do mRNA (KHAN et al., 2014).

2.2.3.1 Polimorfismo Fokl

Um caso interessante dentre os polimorfismos do VDR é o Fokl (rs2228570,),
gue resulta da transicdo de uma citosina por timina na juncdo do intron 1 com o éxon
2 (ARAI et al., 1997; GROSS et al., 1996). Na presenca da variante T (designada
com f), o VDR é produzido com o tamanho completo, entretanto, na presenca da
variante C (designada como F) o primeiro codon de iniciacdo é abolido (ATG —
ACG), permitindo que a transcri¢cdo se inicie no proximo cédon de iniciacdo 9 pares
de bases a jusante. Assim, duas formas da proteina, diferindo em 3 aminoacidos no
tamanho, podem ser traduzidas a depender do sitio de inicio da transcricdo: uma
proteina maior com 427 aminoacidos (presencga do alelo T ou “f”), também referida
como forma M1, ou seja, metionina na primeira posi¢cdo, ou uma proteina menor com
424 aminoacidos (presenca do alelo C ou “F”), também referida como forma M4
referente a metionina na quarta posi¢cao (RUKIN; STRANGE, 2007; UITTERLINDEN
et al., 2004a, 2004b; WHITFIELD et al., 2001).

Alguns estudos funcionais foram realizados a fim de elucidar o impacto
funcional desta alteracdo. Arai et al. (1997) ao avaliarem a atividade de ativacéo
transcricional das duas variantes proteicas do VDR em células HelLa, demonstraram
que a proteina menor € mais eficiente como ativador transcricional do que a
proteina maior (com alelo T ou f) (ARAI et al.,1997). Adicionalmente, Jurutka et al.
(2000) mostraram que a proteina com 424 aminoacidos interage com maior
eficiéncia ao fator de transcricdo 2B (TFIIB) e apresenta atividade transcricional mais
potente quando comparado a proteina de 427 aminoacidos (JURUTKA et al.,2000).
Além disso, Colin et al. (2000) mostraram que células mononucleares do sangue
periférico em cultura que carregavam o alelo F, eram mais responsivas a 1,25
(OH),D (COLIN et al.,2000).

Alguns autores tem demonstrado associacdo direta entre os niveis de
25(0OH)D com os genotipos do SNP Fokl, onde individuos com genétipo ff (TT-
proteina mais longa) apresentam menores niveis deste metabdlito (ELHOSEINY et
al., 2016; HAO; CHEN, 2019; SMOLDERS et al., 2009; TUNCEL; TEMEL;



39

ERGOREN, 2019). Em seu trabalho, Supriya et al. (2018) mostram que a disfuncao
do VDR, resultado da presencga do gendétipo TT, leva a diminuicdo da 25(OH)D e da
1,25(0OH),D através de um ciclo de feedback metabdlico, visto que tanto o VDR
quanto a 1,25(0OH),D controlam a expressdo das enzimas hidroxilases que
participam da sintese e catabolismo da vitamina D (SUPRIYA et al.,2018).

Descrito como o polimorfismo do coédon de iniciagdo, o Fokl € a Unica variante
identificada até o momento, que altera a estrutura proteica do VDR (MAHJOUBI et
al., 2016). Além disso, este polimorfismo € considerado um marcador molecular
independente, haja vista que ndo aparenta estar em desequilibrio de ligacdo com
nenhum outro polimorfismo do VDR (NEJENTSEV et al., 2004).

2.2.3.2 Polimorfismo Cdx-2

Outro polimorfismo bem caracterizado no VDR e identificado por meio de
sequenciamento direto € o Cdx-2 (rs11568820) Yamamoto et al. (1999) identificaram
um sitio de ligacdo para um fator de transcricdo especifico do intestino na regiao
promotora le do gene VDR (Figura 6). Este se trata do fator de

transcricdo homeobox 2 tipo caudal (CDX-2) que se liga a sequéncia 5-
ATAAAAACTTAT-3’ da regido promotora do VDR e interage especificamente com

elementos acentuadores, ativando sua expressdo génica (YAMAMOTO et al.,1999).
Posteriormente, Arai et al. (2001) demonstraram a existéncia de uma substituicéo de
A para G na regido 5’ terminal da sequéncia de ligacdo do CDX-2, em uma coorte de
mulheres japonesas. Os autores demonstraram que na presenca da sequéncia com

o alelo A (5-ATAAAAACTTAT-3’), o CDX-2 ligava-se com maior afinidade quando
comparado a sequéncia com alelo G (5-GTAAAAACTTAT-3’). Além disso, na

presenca do alelo A, a regido promotora do VDR apresenta maior atividade
transcricional, aumentando a expressao do VDR no intestino (ARAI et al., 2001).

O CDX-2 é expresso quase exclusivamente no tecido intestinal, incluindo o
célon, o duodeno e o intestino delgado, sem expressao observada nos glébulos
brancos ou outros tecidos. Em controvérsia, associagdes do polimorfismo Cdx-2 com
condicdes relacionadas a funcéo imune e inflamagéo como tuberculose (SELVARAJ
et al., 2008), gota (LIU et al., 2014), purpura trombocitopénica imune (YESIL et al.,
2017), imunidade celular induzida por vacina contra rubéola (OVSYANNIKOVA et
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al., 2010) e nascimento prematuro espontaneo (JAVORSKI et al., 2018), ja foram
relatadas. Assim, estes achados sugerem que o impacto deste polimorfismo em
complicacBes extra-calcémicas tenha um efeito tecido-especifico e esteja atrelado a
fatores extrinsecos a interacdo com o fator de transcricdo CDX-2, podendo, por
exemplo, estar relacionado ao efeito de SNPs funcionais em desequilibrio de ligagédo
com o Cdx-2. Nesse contexto, o Cdx-2 esthd em desequilibrio de ligagdo com pelo
menos 4 SNPs de funcionalidade desconhecida e com o SNP GATA (rs4516035)
localizado a 5’ da regido promotora 1a (FANG et al., 2005). Na presenca do alelo A
deste SNP é criado um potencial sitio de ligacdo para o GATA-3, um fator de
transcricdo que leva a ativacao de células T naive para células Th2 (DE JONGH et
al., 2011; SELVARAJ et al., 2008).

Estudos ainda apontam relacdo entre o padrédo de metilagdo da regiao
promotora do VDR com o0s genétipos do Cdx-2. Vladoiu et al. (2017) demonstraram
qgue homens inférteis com gendtipo AA para este SNP apresentavam valores
percentuais de metilacdo do VDR mais altos quando comparado aos outros
gendtipos (VLADOIU et al.,2017). Em concordancia, Meyer and Bornman (2018) ao
utilizarem mondcitos/macréfagos ativados isolados de doadores saudaveis
demonstraram que as células com gendétipo AA em comparacdo com 0s genotipos
AG e GG exibiam niveis reduzidos de 25(OH)D, maiores niveis de metilacdo da
regido promotora do VDR e niveis reduzidos do mRNA do VDR (MEYER and
BORNMAN, 2018). Estes resultados apontam a metilacio do VDR como uma
possivel explicacdo para associacfes observadas entre a variante Cdx-2 com
condicBes relacionadas a imunidade, a despeito da falta de expressédo de CDX-2 nas

células imunes.

2.3 VITAMINA D E A ANEMIA FALCIFORME

Por meio da interacdo com o VDR, a 1,25 (OH),D efetua a¢cdes com impacto
na fisiopatologia da AF, como, por exemplo, regulacdo da expressdo de genes
relacionados com a adeséo celular, inflamacéo, estresse oxidativo, angiogénese,
ciclo celular, dentre outros. Foi demonstrado que o complexo 1,25 (OH),D/VDR
modula a inflamacdo por meio da repressdo da produgdo de citocinas pro

inflamatorias e inducdo da sintese de citocinas anti-inflamatérias (GOLTZMAN,;
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HENDY; WHITE, 2014; KONGSBAK et al., 2013; TREHAN et al., 2017). A exemplo
disto, a ativacdo do VDR leva a inibicdo da atividade transcricional do NF-kB (fator
de transcricdo envolvido na regulacdo da expressdo de genes relacionados a
resposta inflamatoria), levando a diminuicdo da liberacdo da interleucina 6 (IL-6),
citocina pré-inflamatéria (CHEN et al., 2013; JABLONSKI et al., 2011; SZETO et al.,
2007).

A ativacdo do VDR leva a maior liberacdo de Oxido nitrico e auxilia na
regulacdo do tonus vascular, contribuindo para vasodilatacdo. Além disso, a ativacao
do VDR tem impacto na regulacdo da trombogénese, por meio da repressao do
MRNA do inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1), fator tecidual (F3) e
trombospondina 1 (THBS1) e inducdo da trombomodulina (THBD), genes pro-
trombdticos e antitrombotico respectivamente (NORMAN; POWELL, 2014; PILZ et
al., 2016).

Em individuos com a AF, a deficiéncia de vitamina D (VDD) € um achado
frequente. Evidéncias apontam que criancas afro-americanas com AF possuem
menores niveis de 25(0OH)D quando comparadas a criancas saudaveis (Hb AA)
(BUISON et al.,, 2004; ROVNER et al., 2008; WYKES et al.,, 2014). Devido as
condi¢cdes socioeconOmicas limitadas, pacientes com AF geralmente apresentam
menor ingestdo nutricional de fontes de vitamina D, baixa exposicdo a luz solar,
influenciada também pela maior prevaléncia de individuos de pele escura e alta
prevaléncia de disfuncdo renal, o que os coloca em risco para desenvolvimento de
VDD. Além disso, como consequéncia da intensa hemdlise, ha maior demanda
nutricional a fim de manter a alta atividade eritropoiética compensatdria nesses
individuos (NOLAN et al., 2015). Na AF, a VDD é relacionada com desfechos
muscoloesqueléticos como crises de dor, fragilidade &ssea, osteonecrose,
osteoporose e baixa densidade mineral 6ssea (DMO) (ADEWOYE et al., 2008;
ARLET et al., 2013; KAZA; MOULTON, 2014; OSUNKWO et al., 2011).

Adicionalmente, devido as ag¢les extra-calcémicas da vitamina D, sua
deficiéncia na AF poderia também estar relacionada com a inflamacdo crénica
exacerbada, episédios de vaso-oclusdo e as complicagdes clinicas observadas no
curso da doenca. De fato, estudos realizados em pacientes com AF e VDD
demonstraram aumento do risco para STA, funcdo pulmonar reduzida, maiores

taxas de CVO ao ano, infecgbes recorrentes e associagcdo com marcadores de



42

hemolise (|Hb, T1LDH, treticulécitos) (ADEGOKE et al., 2017a, 2018a; HAMDY et al.,
2018; JACKSON et al., 2012; MCCASKILL et al., 2018; OZTAS et al., 2018).

Em seu estudo, Adegoke et al. (2017b) observaram um aumento nos niveis
de citocinas pro-inflamatérias em criancas estaveis com AF e VDD. ApOs 3 meses
de suplementacdo com vitamina D3, 0s autores observaram que houve uma
diminui¢&o nos niveis de citocinas proé-inflamatorias (IL-2,6, 8, 17 e 18) e aumento da
citocina anti-inflamatoria IL-11 (ADEGOKE et al.,2017b). Estes achados ilustram a
importancia da vitamina D para a fisiopatologia da AF, visto que as citocinas
aumentam a ativagdo do endotélio vascular, e a interacdo e adesdo de hemacias,
leucécitos e plaquetas, favorecendo a vaso-oclusao.

Apesar de a relacdo da vitamina D com a fisiopatologia da AF esteja, atravées
desses estudos, se tornando clara, a nivel genémico esta relacdo ainda é pouco
explorada. A base biolégica para as a¢fes da 1,25 (OH),D baseia-se na expressao
do VDR, e alteracbes na funcionalidade ou nos niveis do receptor poderiam entdo
modificar seus mecanismos de acdo. Desse modo, desde a publicacdo dos
primeiros trabalhos relacionando os polimorfismos no gene VDR com complicagbes
O0sseas como osteoporose e DMO, diversos estudos foram realizados com o intuito
de verificar a relacdo desses SNPs com outras doencas cujas fisiopatologias estao
relacionadas as acdes ndo esqueléticas da vitamina D. Assim, polimorfismos do
VDR ja foram associados com sindrome metabdlica e diabetes mellitus (MACKAWY;
BADAWI, 2014; MAHJOUBI et al., 2016), diversos tipos de cancer (TEKGUNDUZ et
al., 2017; ZHOU et al., 2013), ltpus eritematoso sistémico (IMAM et al., 2017), artrite
reumatoide (CAVALCANTI et al., 2016), tuberculose (WANG; LI, 2019), desordens
neurodegenerativas (GENG et al, 2019), acidente vascular encefélico
(PRABHAKAR et al., 2015), disfuncdo renal em pacientes com [-talassemia
(DIMITRIADOU et al., 2011), hipertensdo (SWAPNA et al., 2011), asma (HAN et al.,
2016), dentre outros.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo retrospectivo com comparagao interna de grupos. O
projeto foi desenvolvido no Laboratério Central do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco (LABCEN-UFPE). A Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) — Recife foi incluida no
projeto como instituicdo coparticipante, onde foram coletadas as amostras de
sangue periférico dos pacientes participantes e realizadas as andlises dos

prontuarios de acompanhamento médico dos mesmos.

3.2 DEFINICAO DOS GRUPOS

A amostra selecionada para o estudo é composta por individuos com anemia
falciforme entre 02 e 25 anos de idade (até a data da censura do estudo
01/01/2020), ndo aparentados, de ambos os sexos, acompanhados pelo ambulatério
de Hematologia da Fundacdo HEMOPE - Pernambuco. Foram observados os
prontuarios de 567 pacientes com AF, sendo excluidos do estudo aqueles que
apresentaram acompanhamento ambulatorial irregular e/ou perda de seguimento.
Os dados clinicos (ocorréncia das complicacdes clinicas) e laboratoriais
(hematolégicos, bioquimicos e quantificacdo das hemoglobinas) foram obtidos pela
andlise dos prontuarios médicos dos pacientes. De acordo com as informacdes
colhidas sobre os respectivos cursos clinicos como definido por BALLAS et al.,
2010, foi realizada a divisdo dos individuos em grupos como se segue:

I.  Grupo sequestro esplénico: composto por individuos que apresentaram
esplenomegalia, acompanhada pela queda nos niveis basais de hemoglobina;

II.  Grupo dactilite: composto por individuos que apresentaram relatos de edema
em maos e pés acompanhados de dor e/ou calor local;

[ll.  Grupo sindrome toracica aguda: Composto por individuos que apresentaram
registro clinico de sindrome toracica aguda, acompanhada de exame de
imagem (Raio-X) de térax, mostrando a presenca de infiltrado pulmonar;

IV. Grupo priapismo: composto por individuos do sexo masculino que

apresentaram registro uUnico ou reincidente de priapismo relatado em
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prontuario;

V. Grupo doenca cerebrovascular (DCV): composto por individuos que
apresentam registro de ressonancia magnética e/ou tomografia
computadorizada mostrando lesdo neurolégica consequente de acidente
vascular encefalico (AVE) e por individuos com elevada faixa de risco para
ocorréncia de AVE determinada pela alta velocidade detectada pelo DTC
(2200 cm/s);

VI.  Grupo Doppler Transcraniano: composto por individuos que apresentaram
registro de realizacdo de Doppler Transcraniano (DTC). De acordo com a
velocidade méaxima obtida no DTC, os pacientes foram estratificados como se
segue: DTC normal (velocidade de fluxo < 170 cm / s), DTC condicional
(velocidade de fluxo entre 170-199 cm / s), e DTC alto risco (velocidade de
fluxo = 200 cm / s). Paras as analises neste grupo, pacientes com DTC
inadequado (isto é, velocidade de fluxo ndo detectada pelo exame devido a
limitac&o técnica), e inconclusivo (isto &, resultados de DTC que ndo puderam
ser interpretados), foram excluidos (ADAMS et al., 1998).

Adicionalmente todos os pacientes foram analisados de acordo com o numero
de crises vaso-oclusivas (CVOs) que necessitaram de atendimento hospitalar
reportadas ao ano: < 3 CVOs/ano, 3 - 5 CVOs/ano e > 6 CVOs/ano).

3.3 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (CEP/CCS/UFPE), assim
como pelo comité de ética do HEMOPE (CAAE: 94520618.3.3001.5195) (ANEXO
A). Os participantes e 0s responsaveis daqueles menores de 18 anos foram
orientados sobre a proposta da pesquisa e quando em concordancia, assinaram o
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido para menores de 7 a 17 anos (TALE) e
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para pais ou responsaveis

pelos menores de 18 anos, previamente aprovado pelo CEP (ANEXO B).

3.4 DOSAGEM DA 25(0H)D SERICA

Foi realizada a dosagem da 25(OH)D nos individuos uma vez que este € 0
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melhor indicador do status da vitamina D no organismo (SAHOTA, 2014; ZERWEKH,
2008). Foram incluidos pacientes em terapia com hidroxiuréia, enquanto que
pacientes com crise de dor e que receberam transfusdes cronicas nos ultimos 03
meses foram excluidos. Foram coletados cerca de 4,0 mL de sangue periférico em
tubos sem anticoagulante para realizacdo dos experimentos. Para a dosagem sérica
da 25(OH)D foi empregado o método da quimiluminescéncia automatizada por
microparticulas (Chemiluminescent Microparticle Immunoassay, CMIA) com Architect
25-OH Vitamin D assay, pelo analisador Architect Plus (Abbott®, Santa Clara,
California, USA). Foram considerados suficientes valores de 25(OH)D = 30 ng/mL,
insuficiéncia de 21 a 29 ng/mL e deficiéncia < 20 ng/mL. Esses valores de referéncia
foram utilizados com base em estudos anteriores com niveis de vitamina D em
pacientes com AF (ADEGOKE et al.,, 2017a, 2018a; JACKSON et al.,, 2012;
WINTERS et al., 2014; WYKES et al., 2014)

3.5. ANALISE MOLECULAR

3.5.1 Extragc&o de DNA gendmico

Cerca de 4,0 mL de sangue periférico em tubos contendo o anticoagulante
acido etilenodiamino tetracético (EDTA) foram coletados para realizacdo dos
experimentos. As amostras coletadas foram conduzidas ao laboratério de
Hematologia e Biologia Molecular do LABCEN-UFPE, onde foram processadas para
que as analises moleculares pudessem ser realizadas. A extracdo do DNA genémico
foi realizada a partir dos leucdcitos pela técnica de fenol-cloroférmio modificada,
estabelecida por Davis et. al., (1986). O DNA obtido foi entdo solubilizado em agua
deionizada e estéril e quantificado utilizando o equipamento NanoDrop® ND-1000
(NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) e a analise qualitativa

realizada em gel de agarose 1,0%.
3.5.2 Genotipagem dos polimorfismos do gene VDR
Foram selecionados para este estudo dois SNPs localizados no gene VDR

gue apresentavam impacto funcional estabelecido na literatura: rs2228570 (Fokl) e
rs11568820 (Cdx-2). Além disso, outro critério de selecdo foi que os SNPs
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apresentasem MAF (do inglés, minor allele frequency) igual ou superior a 10% na
populacao africana (YRI) e caucasiana (CEU).

A metodologia empregada para a realizacdo das genotipagens foi PCR em
tempo real por discriminacdo alélica utilizando o sistema de sondas TagMan®. As
sondas utilizadas no estudo foram VIC (yellow) e FAM (green) e os primers utilizados
para pesquisa dos polimorfismos estdo disponiveis para 0 uso em pesquisa de
carater cientifico no site (https://products.appliedbiosystems.com — ID:
C_ 12060045 20 e C__ 2880808_10). Para realizacao desta técnica foi utilizado o
aparelho Rotor Gene 6000TM (Corbett Research, Australia), disponibilizado para
uso no Laboratorio de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE/UFPE).

As reacOes foram preparadas em um volume final de 10 pL, utilizando 5 yL de
Tagman Genotyping Master Mix (Thermofisher, Foster City, EUA), 0,25 uL de sonda
Tagman na concentragdo de 20 vezes (Thermofisher, Foster City, EUA), 3,75 pL de
H20O ultrapura e 1 pL de DNA na concentracdo de 50 ng/uL. A ciclagem para o0s
ensaios foi 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. Apés a reacdo de PCR, foi plotado os sinais de fluorescéncia
para cada amostra e assim discriminando os alelos presentes, conforme

recomendacdes do fabricante (Life Technologies, Califérnia, USA).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinico-laboratoriais dos individuos foram apresentadas de
forma descritiva. O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado usando o
teste de Chi-quadrado. Para comparacfes entre variaveis categoricas, o teste Chi-
guadrado ou teste exato de Fisher (quando aplicavel) foi utilizado, enquanto que os
testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para
comparacgdes entre as variaveis continuas. O risco para o desenvolvimento das
manifestacbes foi avaliado a partir da analise das datas de desenvolvimento das
complicagbes, em relacdo a data de nascimento. Curvas de incidéncia cumulativa
foram construidas refletindo o tempo para o desenvolvimento das complicagées com
o teste de log-rank utilizado para a comparacao das curvas. Todos os valores de P
foram ajustados para os dois lados com nivel de significancia a 0,05. As analises
foram realizadas utilizando os softwares SPSS Statistics 19.0 (IBM corporation) e
GraphPad Prism (version 6.0) (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA COORTE

Dos prontuéarios de 567 pacientes com AF analisados, 29 foram excluidos do
estudo por apresentarem acompanhamento ambulatorial irregular e/ou perda de
seguimento, de modo que 538 individuos foram incluidos na andlise. Desses
pacientes, 263 (49%) eram do sexo feminino e 275 (51%) do sexo masculino. A
mediana de idade destes individuos foi de 14 anos (variacdo: 2 — 25 anos). Os
dados da caracterizacdo laboratorial da populagéo geral constam na tabela 2. Dos
538 pacientes, 305 (56%) desenvolveram pelo menos uma das complicagbes
estudadas (SEA, dactilite, STA, doenca cerebrovascular e priapismo), sendo a
dactilite a de maior prevaléncia (29%), seguido pelo SEA (20%) e DCV (13%)
(Tabela 3).

Tabela 2: Caracterizacao laboratorial dos pacientes incluidos no estudo.

Variavel laboratorial Mediana Intervalo
Hb F (%) 8,10 0,9-28,5
Contagem de hemacias (x10"2 células/uL) 2,58 1,64 — 4,98
Hemoglobina (g/dL) 7,80 42-11,6
Hematdcrito (%) 22,85 14,7 -35,1
Volume corpuscular médio (fL) 88,10 53,4 -116,3
Hemoglobina corpuscular média (g/dL) 29,40 17,3-38,6
Contagem de leucdcitos (x10°/L) 13,9 2,1-48,9
Contagem de plaquetas (x10°/L) 434 114 — 981
Contagem de reticulécitos (%) 10,05 15-32
Lactato desidrogenase (U/L) 827,5 124 — 2756
Bilirrubina total (mg/dL) 2,24 0,21 -39,0

Bilirrubina indireta (mg/dL) 1,79 0,14 -11,0
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Tabela 3: Caracterizacao clinica dos pacientes incluidos no estudo.

Caracteristicas clinicas dos individuos incluidos no estudo n (%)
Sexo
Feminino 263 (49%)
Masculino 275 (51%)
Idade

Intervalo (anos)
Mediana (anos)
Sequestro esplénico
Intervalo de idade (anos)
Mediana de idade (anos)
Dactilite
Intervalo de idade (anos)
Mediana de idade (anos)
Sindrome tor4cica aguda
Intervalo de idade (anos)
Mediana de idade (anos)
Priapismo
Intervalo de idade (anos)
Mediana de idade (anos)
Doenca cerebrovascular
Intervalo de idade (anos)
Mediana de idade (anos)
Doppler Transcraniano
Normal
Condicionante

Alto risco

Crises vaso-oclusivas por ano, no ultimo ano

<3
3-5
>6

Numero de complica¢des dentre as 5 avaliadas neste grupo

0
1

2 ou mais

02-25
14
110 (20%)
0,0-10
02
154 (29%)
0,0-10
01
55 (10%)
03-21
08
39 (14%*)
02-20
09
71 (13%)
1-19
05
445 (82%)
311 (70%)
93 (21%)
41 (09%)

315 (58%)
148 (27%)
62 (11%)

233 (43%)
202 (37%)
103 (20%)

*Porcentagem incluindo apenas individuos do sexo masculino
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Dos pacientes classificados no grupo DCV, 41 (58%) desenvolveram AVE.
Desses 41, 11 tinham DTC normal (11/311, 3,5%), 06 tinham DTC condicionante
(06/93, 6,4%) e 11 tinham DTC de alto risco (11/41, 27%).0s outros 13 pacientes
possuiam DTC inadequado ou inconclusivo. Os pacientes excluidos das analises
com DTC incluiam: 65 pacientes que nunca realizaram o exame, 28 pacientes com
DTC inadequado ou DTC inconclusivo. Outras complicacdes menos frequentes (e
por este motivo ndo utilizadas nas analises de associacdo) ndo mostradas na tabela
3 incluem: Ulcera maleolar (17 pacientes, 03%) osteonecrose (16 pacientes, 03%),
nefropatia (09 pacientes, 1,6%), cardiopatia (19 pacientes, 04%) e hipertensao

arterial sistémica (10 pacientes, 02%).

4.2 GENOTIPAGEM DOS SNPS DO GENE VDR

A genotipagem dos SNPs do gene VDR, Fokl e Cdx-2 foi realizada nos 538
individuos. A distribuicdo genotipica dos SNPs apresentou-se dentro do equilibrio de
Hardy-Weinberg (p > 0,05). As frequéncias alélicas e genotipicas dos referidos

polimorfismos podem ser observadas na tabela 4.

Tabela 4: Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs estudados na populagéo.

Gene VDR . Frequéncia Frequéncia
Genotipos . Alelos .
SNP genotipica (n e %) alélica (%)
CC 247 (46%)
Fokl C 0,68
CT 243 (45%)
rs2228570
TT 48 (09%) T 0,32
AA 110 (20%)
Cdx-2 A 0,46
AG 279 (52%)
rs11568820

GG 149 (28%) G 0,54
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4.3 ASSOCIACAO DOS SNPS DO GENE VDR COM AS COMPLICACOES
CLINICAS DA AF

Para as analises de associacao foram aplicados os modelos de heranca
genética recessivo, dominante e codominante. Como pode ser observado na Tabela
suplementar 1 (ANEXO C), independente do modelo genético empregado, nao
observamos associacdo entre o polimorfismo Cdx-2 com as complicacBes clinicas
dos pacientes com AF. Com relacdo aos dados laboratoriais foi observado que
individuos com genoétipo homozigoto variante GG apresentavam maiores niveis de
Hb F (p=0,014). Para o polimorfismo Fokl ao aplicar o modelo de associacao
recessivo, que assume analise do genoétipo homozigoto recessivo (TT) versus 0s
gendtipos heterozigoto (CT) e homozigoto selvagem (CC), observamos que
individuos com genétipo homozigoto variante TT apresentavam maior frequéncia de
DCV (p=0,009; OR: 2,7; IC 95%: 1,33 — 5,82) (Tabela 5).

Tabela 5: Comparacéo dos achados clinico-laboratoriais dos pacientes com AF para o polimorfismo
Fokl, de acordo com modelo de heranga recessivo.

Heterozigoto

Caracteristicas Todos os Homozigoto CTT
clinicas e pacientes variante TT Homozigoto OR p-
laboratoriais N = 538 Total: 48 Selvagem CC (IC 95%) valor
N(%) Total: 490
N (%)
Hb F (%) mediana 8,10 7,00 8,1 0,490
Intervalo 0,9-285 1,5-245 0,9-285
RBC (x10* /uL), 2,58 2,57 2,58 0,899
mediana
Intervalo 1,64 — 4,98 1,89 — 3,48 1,64 — 4,98
Hb (g/dL), mediana 7,8 7,7 7,8 0,891
Intervalo 42-11,6 6,2—-11,6 42-111
Ht (%), mediana 22,8 22,9 22,8 0,858
Intervalo 14,7 - 35,1 19,8 -33,2 14,7 - 35,1
VCM (fL), mediana 88,1 87,2 88,1 0,290
Intervalo 53,4-116,3 76,4-108,5 53,4 -116,3
WBC (x10°/L), 13,9 13,2 14,0 0,868
mediana
Intervalo 2,1-48,9 6,1 -25,6 2,1-48,9
PLT (x10°/L), 434 450 433 0,953
mediana
Intervalo 114 - 981 195 — 748 114 - 981
Reticulécitos (%), 10,0 10,7 10,0 0,956
mediana
Intervalo 1,5-32,0 2,6 —26,7 15-32,0
BT (mg/dL), 2,24 2,9 2,2 0,015*
mediana
Intervalo 0,21 - 39,0 0,65 -9,07 0,21 -39,0
Bl (mg/dL), 1,79 2,35 1,77 0,055

mediana



Intervalo 0,14-11,0 0,35 -8,60 0,14-11,0
Sexo
Feminino 263 29 (60%) 234 (48%) 1 (ref). 0,59 0,099
Masculino 275 19 (40%) 256 (52%) (0,32 -1,09)
SEA
Sim 110 09 (19%) 101 (21%) 1 (ref). 0,88 0,853
N&o 425 39 (81%) 386 (79%) (0,41 -1,88)
Dactilite
Sim 154 11 (23%) 143 (29%) 1 (ref). 0,71 0,406
Nao 381 37 (77%) 344 (71%) (0,35-1,44)
STA
Sim 55 02 (4%) 53 (11%) 1 (ref). 0,36 0,209
Nao 478 45 (96%) 433 (89%) (0,08 — 1,54)
Priapismo
Sim 39 03 (15%) 36 (14%) 1 (ref). 1,08 1,000
Nao 238 17 (85%) 221 (86%) (0,30 - 3,88)
DCV
Sim 71 12 (32%) 59 (14%) 1 (ref). 2,7 0,009*
Nao 382 26 (68%) 356 (86%) (1,33-5,82)
DTC
Normal 311 18 (51%) 293 (71%)
Condicionante 93 09 (26%) 84 (20%) 0,007*
Alto risco 41 08 (23%) 33 (9%)
CVO por ano, no
altimo ano
<3 315 29 (60%) 286 (59%)
3-5 148 16 (33%) 132 (27%) 0,391
>6 62 03 (7%) 59 (14%)
N de complicacdes
0 233 24 (50%) 209 (43%) 0,157
1 202 12 (25%) 190 (39%)
2 ou mais 103 12 (25%) 91 (18%)
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HbF: Hemoglobina fetal, RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematocrito, VCM, Volume
corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucécitos, PLT: Plaquetas,
BT: Bilirrubina total, BIl: Bilirrubina indireta, SEA: Sequestro esplénico agudo, STA: Sindrome
tor4cica aguda, DVC: Doenca cerebrovascular, DTC: Doppler transcraniano, CVO: Crises vaso-

oclusivas.

*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05).

Ao analisar a frequéncia do alelo polimérfico T do Fokl observamos que este
encontra-se associado com o risco de desenvolvimento de DCV (p=0,03; OR: 1,5; IC
95%: 1,02 — 2,16). Com relacdo as analises com o DTC foi observada diferenca
estatistica entre o polimorfismo Fokl com o aumento da velocidade do fluxo
sanguineo cerebral nos pacientes com AF alocados nos grupos DTC normal,
condicionante e alto risco, onde portadores do gendtipo TT apresentavam maior
frequéncia de resultados de DTC na faixa condicionante e alto risco para AVE
(p=0,007).

condicionante e alto risco) e analisarmos frente aos pacientes com DTC normal,

Ao agruparmos 0s pacientes com resultados de DTC alterado (faixa

observamos que o0s individuos com gendtipo homozigoto variante (TT)
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apresentavam uma frequéncia de DTC alterado de 49%, enquanto que individuos de
gendtipo homozigoto selvagem e heterozigoto (CC + CT) tinham uma frequéncia de
28% (p=0,020; OR: 2,36; IC 95%: 1,17 — 4,74). No que concerne as analises
laboratoriais, como pode ser visto na tabela 5, foi verificado que individuos com
gendtipo homozigoto variante TT, apresentavam maiores niveis de BT (p=0,015), e
apesar nao significativo, maiores niveis de Bl (p=0,055).

O impacto do polimorfismo Fokl no modelo recessivo (homozigoto variante,
TT, versus homozigoto selvagem, CC e heterozigoto, CT) foi avaliado com relac&o
ao tempo de desenvolvimento da DCV. Dos pacientes que desenvolveram DCV, 70
pacientes (98%) apresentaram o relato de diagnéstico da complicacdo na data
aproximada, sendo estes utilizados para o modelo de risco cumulativo. A idade
mediana para o desenvolvimento de DCV foi de 05 anos (intervalo: 1 a 19 anos). A
média de seguimento para desenvolvimento de DCV foi de 21 anos (IC95%: 21 a 22
anos). Os pacientes homozigotos selvagens (CC) e heterozigotos (CT)
apresentaram um seguimento médio de 22 anos (IC95%: 21 a 22) e homozigotos
variantes (TT) apresentaram seguimento médio de 18 anos (IC95%: 15 a 21), com
taxa de desenvolvimento de DCV de 16% e 33% para cada grupo respectivamente
(p=0,003) (Figura 7).
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Idade (anos) para desenvolvimento de DCV

Figura 7: Probabilidade cumulativa para desenvolvimento de DCV em pacientes com AF de acordo
com o0s genotipos para o polimorfismo Fokl.



53

Para as demais complicacdes estudadas n&o foi observada associacéo
significativa com relagdo a analise de incidéncia cumulativa: SEA p=0,878, dactilite
p=0,347, STA p=0,113 e priapismo p=0,952.

4.4 ASSOCIACAO DA 25-HIDROXIVITAMINA D COM AS VARIAVEIS CLINICO-
LABORATORIAIS DOS PACIENTES E OS SNPS DO GENE VDR

A dosagem da 25(OH)D sérica foi realizada em 45 pacientes dos 538
estudados. A média dos niveis de 25(OH)D foi de 21,8 ng/mL e a mediana foi de
20,9 ng/mL (variacdo, 10 — 37,2 ng/mL). Destes pacientes, 18 (40%) tinham
deficiéncia de vitamina D (25(OH)D < 20ng/mL), 22 (49%) tinham niveis insuficientes
(25(OH)D 20 — 30 ng/mL) e 05 (11%) possuiam niveis suficientes (25(OH)D > 30
ng/mL). A Tabela 6 mostra a comparacdo dos parametros clinicos nos pacientes
com vitamina D deficiente (25(OH)D < 20ng/mL) e naqueles com niveis de vitamina
D sérica acima de 20ng/mL. Os dois grupos apresentaram caracteristicas

semelhantes.

Tabela 6: Comparacéo dos achados clinicos dos pacientes com AF com os niveis de 25(OH)D.

Variaveis Todos os pacientes 25(0OH)D < 20ng/mL  25(OH)D > 20 ng/mL P

clinicas n=45 n (%) n=18 n (%) n =27 n (%)

Idade 11 (02 — 22) 12 (04 - 21) 10 (02 — 22) 0,363

Sexo 0,125
Feminino 20 (44) 11 (61) 09 (33)

Masculino 25 (56) 07 (39) 18 (67)

SEA 0,449
Sim 09 (20) 05 (28) 04 (15)

Nao 36 (80) 13 (72) 23 (85)

Dactilite 0,482
Sim 11 (24) 03 (17) 08 (30)

Nao 34 (76) 15 (83) 19 (70)

DTC 0,272
Normal 22 (58) 08 (44) 14 (70)
Condicionante 06 (16) 04 (22) 02 (10)

Alto risco 10 (26) 06 (34) 04 (20)

DCV 0,503
Sim 14 (37) 08 (44) 06 (30)

N&o 24 (63) 10 (56) 14 (70)

Priapismo 0,474
Sim 02 (08) 01 (14) 01 (06)

Nao 23 (92) 06 (86) 17(94)

SEA: Sequestro esplénico agudo, DTC: Doppler transcraniano, DCV: Doenca cerebrovascular.
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Com relacdo aos polimorfismos do gene VDR, inicialmente foi analisado os
niveis séricos de 25(0OH)D frente aos trés gendtipos que poderiam ser apresentados
para os polimorfismos Fokl e Cdx-2. Como pode ser observado na figura 8A e 8B

nao foi observada diferenca nos niveis de 25(0OH)D (P>0.05).
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Figura 8: Avaliacdo dos niveis de 25(OH)D sérica de acordo com os polimorfismos Fokl e Cdx-2 do
gene VDR. A) Niveis de 25(OH)D sérica em pacientes com AF de acordo com o0s trés gendtipos
possiveis para o polimorfismo Fokl (rs2228507); B) Niveis de 25(OH)D sérica em pacientes com AF
de acordo com os trés genotipos possiveis para o polimorfismo Cdx-2 (rs11568820.

Contudo, observou-se que pacientes que foram tratados com hidroxiuréia
(HU), apresentaram menores niveis de 25(0OH)D do que os pacientes que nao foram
tratados com HU (p = 0,005; Figura 9). Ao analisar apenas 0s pacientes que fizeram
uso de HU foi observado que individuos de gendtipo TT para o polimorfismo Fokil
apresentavam menores niveis de 25(0OH)D quando comparado aos outros genotipos
(TT: 13,9 ng/mL, 10 — 19,5 ng/mL; CC/CT: 20,2 ng/mL, 10,2 — 37,2 ng/mL; p = 0,03).
Este achado néo foi observado no grupo de individuos sem uso de HU (p>0,05).
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Figura 9: Andlise dos niveis de 25(0OH)D com o tratamento ou ndo com hidroxiuréia (HU). A)
Pacientes tratados com HU apresentam menores niveis de 25(OH)D. B) Andlise dos niveis de
25(0OH)D sérica em pacientes com AF com e sem uso de HU de acordo com o polimorfismo Fokl
(rs2228507).
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Ao analisar os niveis de 25(OH)D sérica nos pacientes que desenvolveram
DCV, frente aos gendtipos apresentados pelo polimorfismo Fokl, observamos que
nos pacientes com DCV, ha uma diminui¢cdo dos niveis de 25(OH)D nos individuos
com genotipo homozigoto variante (TT) quando comparado aos individuos com
gendtipos CC e CT (TT: 12,3 ng/mL, 10 — 18,9 ng/mL; CC/CT: 20,9 ng/mL, 13,1 —
32,8 ng/mL p = 0,03; Figura 10). Contudo, ao avaliar os pacientes que néo
desenvolveram esta complicacdo ndo ha diferenca significativa entre os gendétipos (p
> 0.05; Figura 10).
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Figura 10: Andlise dos niveis de 25(OH)D sérica em pacientes com AF de acordo com o polimorfismo
Fokl (rs2228507). O lado esquerdo mostra pacientes que apresentaram doenca cerebrovascular
(DCV), enquanto o lado direito mostra pacientes que ndo apresentaram esta complicagéao.
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5 DISCUSSAO

A atividade biologica da vitamina D € mediada via interacdo com o VDR, e
este complexo efetua inimeras acdes pleiotropicas. Dessa forma, alteracdes no
gene VDR poderiam levar a uma disfuncdo do receptor, o que pode afetar o
metabolismo do calcio, a proliferacdo celular, a resposta imune e inflamacéo
(CHAROENNGAM; SHIRVANI; HOLICK, 2019; MACKAWY; BADAWI, 2014; ZHOU
et al., 2013). Neste trabalho foi observada a associagdo do polimorfismo Fokl do
gene VDR com risco de desenvolvimento de doenca cerebrovascular e com DTC
alterado em pacientes com AF. Estes resultados sustentam o papel da deficiéncia de
vitamina D na fisiopatologia de vasculopatias e complicagbes cerebrais. Na AF,
complicacBes que envolvem a perturbacao do sistema nervoso central, como o AVE,
sdo relacionadas ao aumento da morbidade e mortalidade (FAROOQ; TESTAI,
2019). Na sua génese, uma série de eventos fisiopatoldgicos estdo relacionados,
como: aumento da adesédo eritrocitéaria, ativacdo endotelial, aumento de espécies
reativas de oxigénio, mediadores inflamatorios, adesivos e tromboticos, além da
diminuicdo da producdo de mediadores citoprotetores, como o NO (FASANO;
MEIER; HULBERT, 2015; GUILLIAMS; FIELDS; DOWLING, 2019).

A vitamina D é um horménio neuroprotetor que regula varias rotas genémicas
e ndo genbmicas (BIKLE, 2014; QUERFELD, 2013). Estudos apontam que a
deficiéncia de vitamina D esta relacionada com o risco de doenca vascular e
complicagbes cerebrovasculares como AVE isquémico (PARK et al., 2015; QIU et
al., 2017; WAJDA et al., 2019). Ao avaliar a relacdo da deficiéncia de vitamina D
com a gravidade do AVE em modelo animal, Sayeed et al. (2019) observaram que
ratos submetidos a uma dieta deficiente de vitamina D apresentavam lesdo na
barreira hematoencefalica pés-AVE mais grave quando comparados aos animais
com os niveis adequados desta vitamina. Outro estudo realizado por Won et al.
(2015), mostrou um efeito protetor direto, mediado pelo VDR, da vitamina D contra a
disfuncdo da barreira hematoencefalica induzida por lesdo isquémica em células

endoteliais cerebrais.

Demonstramos que individuos com AF e gendtipo homozigoto variante TT
para o polimorfismo Fokl do gene VDR apresentavam uma frequéncia maior de
doenca cerebrovascular (p=0,009; OR: 2,7; IC 95%: 1,33 — 5,82). As analises de

risco cumulativo mostraram que os pacientes com genétipo TT apresentaram uma
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maior taxa de desenvolvimento de DCV (33%) quando comparado aos genoétipos CT
e CC (16%) e que estes individuos aparentavam manifestar esta complicagdo em
um menor intervalo de tempo (p=0,003). Adicionalmente, este polimorfismo
mostrou-se relacionado com as velocidades do DTC, onde individuos de gendtipo
homozigoto variante tinham maior frequéncia de DTC na faixa condicionante e alto
risco para AVE (p=0,007) quando comparado aos outros genétipos. Estes resultados
mostram uma associacdo, até o momento nao descrita, deste SNP com
complicacbes cerebrovasculares da AF, corroborando com as consequéncias
funcionais deste polimorfismo anteriormente relatadas. Em concordancia com
nossos resultados, Prabhakar et al. (2015) observaram que a presenca do genétipo
ff (TT) do Fokl conferiu um risco aumentado para AVE isquémico em uma coorte de
313 individuos sem anemia falciforme da india (p=0,02). Essa associa¢&o mostrou-
se independente de varias covaridveis como idade, género, tabagismo, ingestéo de
alcool, glicose sérica, perfil lipidico, insulina, e niveis de 25-hidroxivitamina D.

Alguns possiveis mecanismos podem explicar a associacdo entre o0
polimorfismo Fokl do VDR e risco para doenca cerebrovascular na AF. A vitamina D
e o VDR tem impacto em genes que codificam citocinas pro-inflamatoérias e anti-
inflamatorias. Assim, a reducéo da atividade das vias de sinalizacdo dependentes do
VDR causadas pelos SNPs, poderia influenciar a taxa de transcricdo desses genes ,
contribuindo para a inflamagdo e vasculopatia presentes na ocorréncia desta
complicagdo. A exemplo disto, Mackawy and Badawi (2014), ao estudarem
individuos com diabetes tipo 2, observaram que individuos com genétipo TT para o
Fokl apresentaram maiores niveis da citocina pro-inflamatéria IL-6 e menores niveis
de vitamina D, e Angel et al. (2016) demonstraram que os genétipos CT e TT desta
variante apresentavam uma diminuicdo da resposta ou resisténcia a acao anti-
inflamatoria da vitamina D, também em individuos com diabetes tipo 2 (MACKAWY
and BADAWI, 2014; ANGEL et al., 2016).

Além disto, evidéncias sugerem o papel do VDR no controle do ténusvascular,
por meio da regulacdo da expressdo da enzima que sintetiza o NO, a Oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS). Sabe-se que a diminuicdo da biodisponibilidade do NO
(potente vasodilatador) e consequente disfuncdo endotelial sdo caracteristicas
comuns a patogénese de complicacdes cerebrovasculares (AKINSHEYE; KLINGS,
2010; ZHU et al., 2016). Neste contexto, Andrukhova et al. (2013) mostraram que
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camundongos carregando uma forma funcionalmente inativa do VDR, eram
caracterizados por menor biodisponibilidade de NO e menores niveis de expressado
da eNOS, levando a disfuncdo endotelial. Recentemente (ENKHJARGAL et al.,
2019), demonstraram que o0 pré-tratamento com vitamina D previne o
remodelamento e espasmo da artéria cerebral ap6s hemorragia subaracnéide em
ratos e que, molecularmente, este mecanismo foi associado ao aumento da
fosforilacdo da eNOS (mecanismo essencial para liberacdo de NO) na artéria
cerebral, através de sinalizacdo dependente do VDR. Finalmente, a perturbacéo dos
mecanismos hemostaticos também ¢€é um possivel mecanismo que leva a
complicacBes cerebrais. Camundongos silenciados para o gene VDR, exibem maior
taxa de agregacdo plaquetaria, diminuicdo da expressdo dos genes da
trombomodulina e antitrombina e formacdo exacerbada de trombos em varios
orgaos (AIHARA et al., 2004).

Na presenca da variante T do SNP Fokl, ha formagédo de uma proteina VDR
mais longa, o que pode levar a uma diminuicdo na sua atividade transcricional
favorecendo as complicagdes cerebrovasculares. No entanto, resultados conflitantes
ja foram reportados na literatura. Em alguns estudos o alelo de risco para doencas
como artrite reumatoide e hipertensao foi o alelo C (F, proteina menor) (MAALEJ et
al., 2005; SWAPNA et al., 2011). Outros estudos ndo demonstraram relacdo do SNP
Fokl com complicacbes extra-calcémicas como diabetes, lupus e complicacdes
cronicas da diabetes (AVE, retinopatia, nefropatia e neuropatia) (ALMEIDA et al.,
2015; MAHJOUBI et al., 2016; MONTICIELO et al., 2012b). O primeiro trabalho a
avaliar as variantes do VDR com complicagdes da AF foi realizado por Hamed et al.
(2010), ao relacionar as variantes Fokl e Bsml com parametros relacionados a
mineralizacdo 6ssea em criangas com DF no Egito. Apesar de ndo encontrar
associacdo com o Fokl, os autores observaram diferenca nos niveis de osteocalcina
de acordo com os genotipos do SNP Bsml. Clay et al. (2015) avaliaram a relacdo de
polimorfismos no gene VDR e de outros genes relacionados ao metabolismo da
vitamina D com a gravidade da doencga em individuos com AF nos EUA, entretanto
0s SNPs frequentemente analisados nos estudos de associagéao (Fokl, Bsml, Tagl e

Apal), ndo se mostraram relacionados com as complicacdes da doenca.

Estas disparidades entre estudos podem ser explicadas pelas diferencas

genéticas entre as populagdes étnicas distintas ou a exposicao a fatores ambientais
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(CRUZ et al., 2019). Em seu trabalho, O’'Neill et al. (2013) demonstraram que 0s
genotipos do SNP Fokl influenciam a capacidade de transativacdo do VDR de
maneira dependente do gene alvo, onde possivelmente as duas isoformas do VDR
interajam de forma distinta com os VDREs em diferentes genes alvos. Este autor
ainda argumenta que o impacto de variantes funcionais do VDR pode ser
exacerbado pela deficiéncia de vitamina D ou, alternativamente, reduzido por sua
producdo ou ingestdo adequada, podendo, portanto, confundir a associacdo dos
polimorfismos do VDR com doencgas (O’NEILL et al., 2013). Paralelamente, tem sido
demonstrado associacdo direta entre os niveis de 25(OH)D com os gendétipos do
SNP Fokl, onde individuos com gendtipo ff (TT-proteina mais longa) apresentam
menores niveis deste metabdlito (ELHOSEINY et al.,, 2016; HAO; CHEN, 2019;
SMOLDERS et al.,, 2009; SUPRIYA et al.,, 2018; TUNCEL; TEMEL; ERGOREN,
2019).

Neste trabalho observamos que individuos que desenvolveram DCV e tinham
gendtipo homozigoto variante TT para o polimorfismo Fokl, apresentavam menores
niveis de 25(0OH)D, sugerindo que este polimorfismo possa estar relacionado com a
modulacdo dos niveis de 25(OH)D, contribuindo assim para as complicacfes
cerebrovasculares na AF (p=0,03). Adicionalmente, os niveis de 25(OH)D
mostraram-se relacionados com a terapia com HU, estando diminuidos nos
pacientes que fizeram uso do medicamento (p=0,005). Estudos que relacionaram os
niveis de 25(0OH)D com o uso de HU na AF mostram resultados conflitantes.
Semelhante aos nossos resultados, Lee et al. (2015) em um estudo realizado com
95 criancas com doenca falciforme, observaram que no grupo de individuos que
estavam em uso de HU, os niveis de 25(OH)D eram menores do que no grupo sem
uso de HU (11.9 ng/mL+7.2 versus 19.7 ng/mL+11.8, p=0.005). Em controvérsia,
Adegoke et al. (2018a) em um estudo realizado com 98 criangcas com AF, mostraram
resultados opostos (24.1+1.2 ng/mL para o grupo com HU e 19.1+9.8 ng/mL, para o

grupo sem HU, p=0,007).

Apesar de ja ter sido demonstrada a interagdo de diversas drogas com 0sS
niveis de 25(0OH)D (PEREZ-CASTRILLON et al., 2007; ROBIEN et al., 2013; VAN
ORTEN-LUITEN et al., 2014), o mecanismo pelo qual o uso de HU poderia
influenciar nos niveis de 25(OH)D ainda ndo & conhecido. A metabolizagdo da HU

acontece no figado e sua excrecao é via renal. Contudo, ainda ndo se sabe se a HU
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pode interferir no processo de 25-hidroxilagdo da vitamina D em 25(OH)D no figado.
As possiveis implicac6es no mecanismo de converséao do 7-DHC em pré-vitamina D3

na pele e os efeitos na absorcéo intestinal também ndo sdo conhecidos.

O’Neill et al. (2013) especula que o status da vitamina D possa influenciar o
impacto das variantes funcionais do VDR na funcdo do receptor e no risco de
doenca associado. N6s demonstramos que naqueles pacientes que desenvolveram
DCV e estavam em uso de HU, a presenca do gendtipo TT do polimorfismo Fokl
determinava menores niveis de vitamina D, fato este ndo observado no grupo de
individuos sem DCV ou sem uso de HU, onde nao houve diferen¢a nos niveis entre
0s genotipos. Dessa forma € possivel especular que sob a influéncia de fatores que
levem a diminuicdo da vitamina D, a presenca do receptor alterado, resultado do
polimorfismo Fokl, acentue a deficiéncia da 25(OH)D contribuindo para um quadro

clinico adverso nesses pacientes.

Em relacdo ao polimorfismo Cdx-2 ndo observamos associacdo com as
manifestacdes clinicas da AF, independente do modelo genético empregado. No
que diz respeito as variaveis laboratoriais verificamos relacdo deste SNP com o0s
niveis de Hb fetal, onde individuos de gendétipo AA, apresentavam menores niveis
em relacdo a individuos com genédtipos AG e GG: 6,9%, 8,2%, 9,3%
respectivamente (p=0,014). Uma vez que a Hb F nado participa do processo de
polimerizacdo da Hb S, individuos com maiores niveis desta hemoglobina séo
beneficiados. Que seja do nosso conhecimento, ndo h& na literatura, trabalhos
relacionando diretamente o impacto do complexo 1,25 (OH),D/VDR na regulacdo da
expressdo das cadeias y globinicas, as quais fazem parte do tetramero da Hb F
(a?y?). Contudo, o complexo 1,25 (OH),D/VDR induz o gene FOXO3, que codifica
um importante fator de transcricdo envolvido na prevencdo de danos oxidativos,
regulacdo da maturacéo eritréide, regulacéo do ciclo celular, controle da apoptose,
inflamacé&o e dentre outros (AN et al., 2010; ROEHLEN et al., 2018). Recentemente,
Zhang et al. (2018) ao utilizar a metodologia de sequenciamento completo do exoma
em pacientes com AF, identificaram o FOXO3 como um forte regulador positivo da
indugao da y globina, aumentando os niveis de Hb F. Esta relac&o foi confirmada por
meio de estudos funcionais em cultura de células progenitoras eritréides. Dessa

forma esses achados podem conectar o VDR, o FOXO3 e a Hb Fetal, com um
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possivel impacto de variantes polimérficas potencialmente funcionais do VDR neste

mecanismo.

Nosso estudo apresenta algumas limitagbes que devem ser reconhecidas
para analisarmos os dados com cautela. Primeiramente, o0s niveis séricos de
25(0OH)D foram medidos no poés-estado de doenca (DCV), o que pode nao refletir o
status da vitamina D antes do inicio da complicacdo, pois este pode ter sido
comprometido devido a prépria doenca ou o uso da HU, resultando em niveis
séricos mais baixos de 25(OH)D. Ademais, a falta de dados sobre suplementos
vitaminicos, quantidade e frequéncia de atividade fisica, o que poderia influenciar no
status da vitamina D. Por fim, o nimero reduzido de pacientes utilizados para a
avalicdo do status da vitamina D também pode limitar a generalizacdo de nossos

achados.

A existéncia de trabalhos que avaliem o impacto de polimorfismos genéticos
com as velocidades do DTC na AF é escassa. Estudos realizados com irmdos com
AF demonstraram que, quando um deles apresenta altas velocidades de fluxo
sanguineo cerebral no DTC ou um AVE, a probabilidade de o segundo irméo
apresentar o0 mesmo quadro é maior, demonstrando que ha um componente
genético envolvido (DRISCOLL, 2003; KWIATKOWSKI et al., 2003). Dessa forma, a
avaliacdo da influéncia de genes na modulacdo da doenca cerebrovascular na AF é
interessante, pois a incorporacdo de marcadores moleculares juntamente ao DTC
beneficiara os pacientes, principalmente aqueles com DTC normal ou DTC
inadequado/inconclusivo, uma vez que € sabido que o risco de AVE neles existe,

embora nédo seja identificado pelo método usual de prevencéao, que € o DTC.
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6 CONCLUSAO

A patrtir dos resultados é possivel concluir que:

O polimorfismo Cdx-2 (rs11568820) do gene VDR nao mostrou associacao
com as principais complicac¢des clinicas observadas em pacientes com AF em
nossa populacéo;

O polimorfismo Fokl (rs2228570) do gene VDR mostrou-se associado com
desenvolvimento de doenca cerebrovascular (DCV) e com a ocorréncia de
DTC alterado em individuos com AF;

Pacientes com genotipo TT (homozigoto variante) para o polimorfismo Fokl,
apresentaram uma menor mediana de tempo para desenvolvimento de DCV,
guando comparados com os genétipos CT (heterozigoto) e CC (homozigoto
variante);

Individuos que realizaram tratamento com hidroxiuréia tém menores niveis de
25(0OH)D do que pacientes que néo realizaram o tratamento;

Individuos que desenvolveram DCV ou estavam em uso de hidroxiuréia e
tinham gendtipo homozigoto variante TT para o polimorfismo Fokil,

apresentavam menores niveis de 25(OH)D.
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ANEXO C - TABELA SUPLEMENTAR 1

Tabela suplementar 1: Comparacdo dos achados clinico-laboratoriais dos pacientes com AF para o
polimorfismo Cdx-2, de acordo com modelo de heranca codominante.

Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
Caracteristicas clinicas e ~ Selvagem AA AG Variante GG |
Laboratoriais Total: 110 Total: 279 Total: 149 p-vaior
N (%) N (%) N (%)
Hb F (%) mediana 6,9 8,2 9,3
Intervalo 1,2-219 0,9-28,5 1,9-27,6 0,014*
RBC (x10* /uL) Mediana 2,55 2,62 2,52
Intervalo 1,66 —4,10 1,64 — 4,98 1,80-38,1 0,123
Hb (g/dL), mediana 7,75 7,85 7,9
Intervalo 48-10,0 42-11,1 54-11,6 0,357
Ht (%), mediana 22,5 23,5 22,6
Intervalo 14,7 -32,0 15,1-35,1 16,4 — 33,2 0,741
VCM (fL), mediana 88,1 87,5 89,4
Intervalo 61,8-116,3 53,4 —108,5 72,2-114,2 0,105
WBC (x10°%L), mediana 14,3 13,9 13,6
Intervalo 8,0-25,8 3,3-37,9 2,1-48,9 0,704
PLT (x10°/L), mediana 461 420 451
Intervalo 179 - 802 114 -981 142 - 973 0,323
Reticulécitos (%), 10,5 9,9 11,05
mediana
Intervalo 4,2-24,0 1,5-32,0 15-29,2 0,619
BT (mg/dL), mediana 2,30 2,18 2,31
Intervalo 0,64 - 8,10 0,21 -10,8 0,31-39,0 0,860
Bl (mg/dL), mediana 1,86 1,72 1,85
Intervalo 0,45 -7,62 0,14-85 0,27 -11,0 0,899
Sexo
Feminino 56 (51%) 132 (47%) 75 (50%) 0,747
Masculino 54 (49%) 147 (53%) 74 (50%)
Sequestro esplénico
Sim 25 (23%) 55 (20%) 30 (20%) 0,784
Nao 84 (77%) 223 (80%) 118 (80%)
Dactilite
Sim 29 (27%) 81 (29%) 44 (30%) 0,846
Nao 80 (73%) 197 (71%) 104 (70%)
STA
Sim 08 (07%) 28 (10%) 19 (13%) 0,346
Nao 102 (93%) 247 (90%) 129 (87%)
Priapismo
Sim 10 (23%) 21 (14%) 08 (11%) 0,492
Nao 44 (77%) 126 (86%) 66 (89%)
DCV
Sim 16 (18%) 39 (17%) 16 (13%) 0,512
Nao 74 (82%) 197 (83%) 111 (87%)
DTC
Normal 59 (65%) 158 (69%) 94 (75%)
Condicionante 19 (21%) 49 (21%) 25 (20%) 0,256
Alto risco 12 (14%) 23 (10%) 06 (05%)
CVO por ano, no ultimo
ano
<3 58 (54%) 163 (60%) 94 (64%)
3-5 34 (31%) 81 (30%) 33 (23%) 0,260
>6 16 (15%) 27 (10%) 19 (13%)
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N de complicacdes

0 44 (40%) 123 (44%) 66 (44%) 0,918
1 45 (40%) 101 (36%) 56 (37%)
2 ou mais 21 (20%) 55 (20%) 27 (19%)

HbF: Hemoglobina fetal, RBC: Heméacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdcrito, VCM, Volume
corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucdcitos, PLT: Plaquetas,
BT: Bilirrubina total, BI: Bilirrubina indireta, SEA: Sequestro esplénico agudo, STA: Sindrome
toracica aguda, DVC: Doenca cerebrovascular, DTC: Doppler transcraniano, CVO: Crises vaso-
oclusivas.

*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05).
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