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CHUKWU, Bartholomew Friday. Velocidade de fluxo sanguineo cerebral em criancas e adolescentes com
doenca falciforme em Salvador, Bahia. 101 f. il. 30cm. Dissertagdo (Mestrado em Patologia Humana) —
Universidade Federal da Bahia. Fundagcdo Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador,
2017.

RESUMO

INTRODUGCAO: A doenca falciforme (DF) é caracterizada por complicacdes agudas e cronicas.
Entre as agudas podemos citar: episodios algicos, sindrome toracica aguda (STA), priapismo, crise
hemolitica, infeccBes agudas e acidente vascular cerebral (AVC), sendo este (timo responsavel
por complicacbes a longo prazo na infancia. A velocidade do fluxo sanguineo cerebral (VFSC)
elevada € o fator de risco mais importante para o desenvolvimento do AVC em criangas com
anemia falciforme. A identificacdo de pacientes de risco associados a velocidades de fluxo
sanguineos cerebrais anormais é realizada pelo Doppler transcraniano (DTC), exame fundamental
a prevencao primaria do AVC. OBJETIVOS: Avaliar as velocidades de fluxo sanguineo cerebral
em criancas e adolescentes com DF em Salvador-Bahia, para identificar aqueles com risco alto de
AVC, além de correlacionar as velocidades de fluxo cerebral com os perfis clinico e hematologico
dos pacientes. PACIENTES E METODOS: O DTC por insonagéo, utilizando uma sonda de 2
MHZ, foi realizado em criancas e adolescentes de 2 a 16 anos que preencheram os critérios de
inclusdo. A saturacdo de oxigénio e os parametros antropométricos foram medidos e os perfis
clinico e hematoldgico foram obtidos dos prontuarios de cada paciente. RESULTADOS: Cento e
trinta e cinco pacientes foram recrutados para o estudo. A mediana geral da velocidade média
méaxima (VMMAX) foi de 125cm/s: o normal sendo que 70-169cm/s. Pacientes com anemia
falciforme (HbSS; AF) apresentaram velocidades significamente maior (131cm/s) que aqueles
com HbSC (107cm/s). Apenas um (0,74%) paciente apresentou a velocidade anormal (>200cm/s)
e 18 (13,33%) apresentaram velocidade condicional (170-199cm/s). As velocidades
correlacionaram-se inversamente com a saturacdo de oxigénio, concentracdo de hemoglobina e
idade do paciente, e positivamente com a contagem de leucdcitos, neutrofilos, mondcitos e
plaquetas. A contagem de leucocitos, neutrofilos, mondcitos e a concentracdo de hemoglobina
fetal (HbF), e idade do paciente, apresentaram associagdo linear com a velocidade do fluxo
sanguuineo cerebral, enquanto outras varidaveis foram mantidas constantes. Os pacientes que
apresentaram histéria pregressa de STA e eventos dolorosos recorrentes apresentaram risco
aumentado para o desenvolvimento de velocidades de DTC alteradas. CONCLUSAO: A
frequéncia de VFSC anormal em criancgas e adolescentes com DF em Salvador-Bahia foi baixa.
As criancas mais jovens e aquelas com AF apresentaram VFSC mais elevadas e risco maior para
o0 desenvolvimento de velocidades alteradas. A presenca de saturagdo de oxigénio e concentracao
de hemoglobina diminuidas e leucometria e contagem de plaquetas elevadas estiveram associadas
as velocidades de fluxo sanguineo cerebral mais elevadas ao serem estimadas pelo DTC.

Palavras-chave: Doenca Falciforme, Doppler Transcraniano, Criancas, Adolescentes, Salvador.
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sickle cell disease in Salvador, Bahia. 101 f. il. 30cm. Dissertation (Mestrado em Patologia
Humana) — Universidade Federal da Bahia. Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas
Goncalo Moniz, Salvador, 2017.

ABSTRACT

BACKGROUND: Sickle cell disease (SCD) is characterized by acute episodes of illnesses
(crises) such as bone pain crisis, acute chest syndrome (ACS), priapism, hemolytic crisis, acute
infections; and acute and long term complications such as cerebrovascular accident (CVA).
Abnormally high cerebral blood flow velocity is the most important risk factor for development
of stroke in pediatric patients with sickle cell anemia, and its detection by transcranial Doppler
(TCD) is fundamental in primary stroke prevention. Other clinical, hematologic and genetic risk
factors of stroke have also been identified. OBJECTIVES: The study aimed at evaluating the
cerebral blood flow velocities of children and adolescents with SCD in Salvador, Brazil, detect
those at high risk of stroke and correlate the flow velocities with clinical and hematological profiles
of the patients. PATIENTS AND METHODS: Transcranial Doppler was performed on subjects
aged 2 to 16 years who fulfilled the inclusion criteria, using a 2 MHz probe placed over the
transtemporal windows. The oxygen saturation and anthropometric parameters were measured,
and clinical and hematological profiles extracted from their medical records. RESULTS: One
hundred and thirty-five patients were recruited in the study. The median of timed averaged mean
of maximum velocities (TAMMYV) was 125cm/s. Patients with sickle cell anemia (SCA) had a
significantly higher cerebral blood flow velocity (131cm/s) than those with HbSC disease
(107cm/s). Only one (0.74%) patient had abnormal cerebral blood flow velocity (CBFV) while 18
(13.33%) had conditional velocities. CBFV correlated inversely with oxygen saturation,
hemoglobin concentration and patient’s age while correlated positively with total white blood cells
(WBC), neutrophil, monocyte and platelet counts. Total WBC, neutrophil, monocyte and fetal
hemoglobin (HbF) and patient’s age independently had linear association with CBFV when other
variables were kept constant. Previous history of ACS and recurrent painful crises increased the
risk of development of abnormal or conditional velocity. CONCLUSION: Frequency of abnormal
cerebral blood flow velocity among children and adolescents with SCD in Salvador was low.
Younger children and those with SCA generally had higher TCD velocities and higher risk of
developing abnormal TCD result. Low oxygen saturation, low hemoglobin and high WBC and
platelet counts were associated with high TCD velocities. Previous history of ACS and recurrent
bone pain were associated with increased risk of having abnormal or conditional TCD velocity.

Key words: Sickle Cell Disease, Transcranial Doppler, Children, Adolescents, Salvador.
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1. INTRODUCAO

A doenca falciforme (DF) é uma desordem genética comum em todo o mundo, sendo
caracterizada pela presenca da hemoglobina variante S (HbS), que é decorrente de uma mutacao
de ponto no sexto codon do gene da globina beta (B) (HBB). A heranca de um alelo p° da HbS e
um alelo B da hemoglobina normal (HbA), caracteriza o trago falciforme (HbAS), cujos
portadores ndo apresentam manifestacdes clinicas; entretanto, a heranca de dois alelos B° ou
homozigose (HbSS) é conhecida como anemia falciforme (AF). A heranca de um alelo B° em
associacdo com outros alelos provenientes de hemoglobinas variantes, tais como C, D e E, entre
outras, ou de talassemias, como a 3 talassemia, caracterizam a DF ou heterozigose dupla com a
HbS. Por conseguinte, a definicdo de DF inclui a AF e outras associagdes da HbS com outras
hemoglobinas variantes ou talassemias, como na hemoglobinopatia SC (HbSC), Sp-talassemia
(HbSp-tal) e na associagdo da HbS com a HbD Punjab (HbSD), entre outras (OKPALA, 2010). A
AF caracteriza-se pela presenca de hemacias em forma de foice no sangue periférico e
sintomatologia clinica heterogénea como episddios dolorosos, sindrome toracica aguda, infecgoes
e danos de orgéos cronicas.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 5 % da popula¢do mundial
possua algum tipo de hemoglobinopatia, principalmente a DF ou talassemia, com distribuicédo de
até 25% em algumas regides, sendo que, anualmente, mais de trezentos mil (300.000) bebés
nascem com distdrbios graves da hemoglobina (WHO, 2011). A DF é comum em regides tropicais,
em especial na Africa Subsaariana, Oriente Médio e regibes Arabes. No entanto, pode ser
encontrada em diferentes paises em decorréncia da migracdo de populacdes, que ocorreu,
historicamente, entre individuos de ancestralidade africana. Desta forma, a DF esta também
presente em paises como Grécia, Italia, Sicilia, Turquia e India, bem como na América do Norte,
do Sul e Central. Estima-se que a DF esteja presente em cerca de 20-25 milhdes de pessoas em
todo 0 mundo; com o nascimento anual de cerca de 240.000 criangas com esta patologia na Africa
subsaariana e obito de 50-80% destas antes dos cinco anos de idade (MAKANI et al., 2011;
AYGUN E ODAME, 2012).

A HbS, quando em estado desoxigenado, &€ menos sollvel e tende a polimerizar-se e
cristalizar-se no interior das hemadcias. Estes polimeros alongam-se e precipitam dentro dos
eritrocitos, distorcendo a forma normalmente biconcava, que pode assumir formatos irregulares,

incluindo o semelhante a uma foice. Na doenca de hemoglobina SC (HbSC), a mutagéo
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proporciona a substituicdo do acido glutdmico pela lisina na sexta posi¢do da cadeia da globina
beta, com a formacdo de cristais de hemoglobina C e polimeros de HbS, com a presenca de
hemacias em alvo e falcizadas (LAWRENCE et al., 1991). Os eritrdcitos falcizados podem voltar
a sua forma bicdncava em locais onde h&d melhor oxigenacdo, como nos pulmdes. No entanto,
repetidos episodios de falcizagdo podem ocasionar a falcizacao irreversivel das hemacias, que
apresentam danos no citoesqueleto da membrana. As hemécias sao suscetiveis a hemdlise o que
resulta em anemia, além de poderem obstruir a microvasculatura, levando a isquemia e dano
tecidual (CONRAN et al., 2009; OKUMURA et al., 2013). A hemdlise e obstrugéo vascular com
isquemia sdo os principais processos patoldgicos na DF.

Embora a DF seja considerada como distarbio primario das hemécias, os leucocitos, as
plaquetas e as células endoteliais sdo importantes na sua fisiopatogenia. Além disso, fatores
humorais, ambientais, celulares e genéticos também possuem papel importante nos mecanismos
presentes na DF (OKPALA et al., 2006; MANWANI et al., 2013).

A AF é caracterizada por eventos agudos, com a presenca de episddios dolorosos, sindrome
toréacica aguda (STA), priapismo, crise hemolitica, crise aplastica, susceptibilidade aumentada a
infeccBes e acidente vascular cerebral (AVC), sendo que este ultimo pode levar a sequelas
neuroldgicas importantes. Os eventos crénicos mais comuns sdo: nefropatia, doenca hepatica
cronica, retinopatia proliferativa, necrose avascular da cabeca femoral e Ulcera de membros
inferiores, devendo sempre ser rastreados durante o acompanhamento clinico visando uma
intervencdo adequada. Os achados laboratoriais podem incluir: reducdo na concentracdo de
hemoglobina, elevacdo nas concentracdes plasmaticas de bilirrubina, aumento na contagem de
leucdcitos, com neutrofilia relativa no estado estavel, aumento na contagem de reticuldcitos,
presenca de hemacias em formato de foice no sangue periférico, bem como marcadores relativos
a danos em érgaos especificos.

A DF necessita de controle clinico, sendo o transplante de medula dssea uma opc¢éo
curativa para um grupo determinado de pacientes. Medidas importantes para esse fim sdo: o
diagndstico precoce e a educacdo para a saude, medidas preventivas precoces, tais como
imunizac@es especificas, uso de profilaxia antimicrobiana, reconhecimento precoce e tratamento
dos eventos agudos. O rastreamento de complica¢des cronicas com avalia¢Ges, envolvem o exame
oftalmologico anual, ecocardiografia para detetar hipertensdo pulmonar, a detecdo precoce de

nefropatia pela avaliagéo regular da urina, medicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), testes



20

para proteindria e microalbumindria (OSSEI-YEBOAH & RODRIGUES, 2011; SHATAT et al.,
2016); ressonancia magnética viando detetar infartos cerebrais silenciosos e estenose vascular
cerebral e Doppler transcraniano (DTC), por insonancia ou ultrassom, para identificar pacientes
com risco de AVC.

A hidroxiuréia (HU) é a unica droga utilizada no tratamento da DF, tendo sido aprovada
pela Food and Drug Administration (FDA) e promove melhora na sintomatologia clinica da doenca
com reducdo na frequéncia de eventos agudos, bem como na prevencéo e reversao de algumas
complicacdes (SINGH et al., 2010; WANG et al., 2011).

O AVC é uma complicacdo devastadora da DF, levando a desafios médicos, psicolégicos,
sociais e econdmicos. Até 11% das criancas com DF estdo em risco de desenvolver esse evento
até 20 anos de idade, sendo a velocidade de fluxo sanguineo cerebral elevada, o fator de risco mais
importante (OHENE-FREMPONG et al., 1998; KWIATKOWSKI et al., 2006). A detecdo de
elevacdo da velocidade do fluxo sanguineo cerebral através do DTC é fundamental para a
prevencdo primaria do AVC nessa populacdo como foi demonstrado por ADAMS e cols, que
apontou para a reducédo do risco em mais de 90% pela institui¢do da terapia transfusional (reducéo
do % HbS) para pacientes com velocidades alteradas (ADAMS et al., 1998).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA FALCIFORME

A DF € o transtorno genético mais comum no mundo, com taxas elevadas de morbidade e
mortalidade, afetando cerca de 20 a 25 milhdes de pessoas em todo o mundo, especialmente as de
ascendéncia africana. Nos Estados Unidos da América, a incidéncia de traco falciforme € estimada
em 15,5 casos por 1.000 nascimentos, muito comum entre 0s negros do que os brancos. Em 2010,
estimava-se que o nimero total de bebés nascidos com trago falciforme era mais de 60,000 (CDC,
2014). Na Inglaterra, foi estimada a existéncia de cerca de 240.000 portadores da HbS com mais
de 12.500 com a DF, sendo a doenca mais prevalente entre as pessoas de ascendéncia africana e
caribenha (NHS, 2006), enquanto na Arabia Saudita, Memish e cols observaram a frequéncia de
42,4% para os portadores do traco falciforme e a razdo de 2,7 para a DF por mil pessoas
investigadas (MEMISH et al., 2011). Mais de 75% dos casos de AF sdo observados na Africa sub-
saariana, com cerca de 50-90% das criancas afetadas indo a 6bito antes dos cinco anos de idade
(WHO, 2010; GROSSE et al., 2011; PIEL et al., 2013). Em 2006, a Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS) relatou a frequéncia do traco falciforme em torno de 10% a 40% na Africa equatorial,
reduzindo para 1% a 2% no norte da Africa e <1% na Africa do Sul. Essa frequéncia elevada
proporciona resisténcia contra a malaria por Plasmodium falciparum durante a primeira infancia,
resultando na sobrevivéncia do hospedeiro e subsequente heranga do alelo 5 (WHO, 2006). Na
Nigéria (Africa Ocidental), a frequéncia varia de 1% a 3%, com cerca de 25% de frequéncia para
o traco falciforme (GEORGE et al., 2011), enquanto que o estudo de Okwi e cols, na Uganda
(Africa Oriental), mostrou a frequéncia de 17,5% e 13,4% para o traco falciforme nas regides leste
e oeste do pais, respectivamente. Com relacdo a prevaléncia da AF, cerca de 1,7% e 3% das
criancas do leste e do oeste do Uganda foram diagnosticados com a doenga, respectivamente
(OKWI et al., 2010). Comparando com um levantamento anterior da DF realizado em Uganda em
1949 (45% de traco falciforme no oeste e 20% -28% no leste do Uganda) por Lehmann e cols.
(LEHMANN et al., 1949), os autores observaram a mudanga na frequéncia do traco falciforme em
decorréncia de fatores bioldgicos e sociais, incluindo um possivel movimento migratério entre as
regides, o que poderia estar reduzindo a frequéncia do traco falciforme.

No Brasil, a frequéncia do traco falciforme e a prevaléncia da DF variam conforme a

regido, com relato de frequéncias de 1,1% a 9,8% para o traco e de 0,8 a 60 por 100.000
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nascimentos para a doencga. Estima-se que cerca de 700-1000 criangas nascem anualmente com a
DF (BEZERRA etal., 2007; LOBO et al., 2011; OKUMURA et al., 2013; SOMMET et al., 2016).
Em Salvador, Bahia, Adorno e cols relataram a frequéncia de 9,8% para os individuos HbAS e a
prevaléncia de 0,17% para os HbSS (ADORNO et al., 2005). Isso foi superior a 1,98% e 0,01%
relatado por Brandelise e cols. em S8o Paulo (BRANDELISE et al., 2004). Entre os recém-
nascidos do Distrito Federal, Diniz e cols. descreveram a frequéncia de 3,23% para 0 traco
falciforme e a prevaléncia de 0,09% para a AF, respectivamente (DINIZ et al., 2009). De acordo
com o Ministério da Saude do Brasil, o estado da Bahia tem a maior frequéncia do traco falciforme
e a maior prevaléncia da DF com estimativas de 5,3% ou 1:17 e 1 em cada 650 pessoas da
populacdo, respectivamente (figura 1). A variacdo na prevaléncia dessas fontes pode ser devida a
diferencas no tamanho da amostra e no grupo de pessoas com ascendéncia africana nessas

diferentes regides.
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Figura 1. Frequéncia de heterozigotos HbAS e prevaléncia da DF em
diferentes estados do Brasil.

2.2. ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL NA DOENCA FALCIFORME

O AVC ¢ um evento neurologico agudo com duracdo superior a 24 horas, sendo uma
complicagdo devastadora que pode levar & mortalidade ou morbidade a longo prazo, com
consequente carga social e econémica para o paciente afetado, a familia e a comunidade em geral.

O AVC ocorre em cerca de 11% das criancas com AF antes dos 20 anos e em cerca de 24% até a
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idade de 45 anos (OHENE-FREMPONG et al., 1998). O Baltimore-Washington Cooperative
Young Stroke Study estimou a incidéncia de AVC entre criancas com DF em 285 por 100.000 ou
0,28% ao ano (EARLEY et al., 1998), enquanto na Nigéria a prevaléncia varia de <1,0% a 5,4%
(FATUNDE et al., 2005; LAGUNJU et al., 2012; MADU et al., 2014). A variagéo na incidéncia
ocorre, provavelmente, devido a diferenca nos grupos etarios estudados e no tamanho da amostra.
Um estudo recente realizado em Uganda estimou a prevaléncia de AVC entre criancas com AF
hospitalizadas em 6,8%, 0 que estd proximo de alguns nimeros da Nigéria (MUNUBE et al.,
2016). Entre as criancas brasileiras com DF, Rodrigues e cols relataram prevaléncia de até 17,2%,
atingindo até 27,3% entre aqueles com AF (RODRIGUES et al., 2016).

No estudo sobre a histdria natural do AVC na DF, Powars e cols relataram o pico de
incidéncia em criangas com menos de seis anos com uma taxa de recorréncia de 67% se ndo
tratadas, sendo o risco de recorréncia maior nos 3 primeiros anos de vida (POWERS et al., 1978).
Uma crianga com AF € cerca de 300 vezes mais suscetivel ao desenvolvimento de AVC do que
uma crianca saudavel (OHENE-FREMPONG et al., 1998). A incidéncia é menor antes dos dois
(2) anos, provavelmente, devido as concentracdes elevadas de hemoglobina fetal (HbF) nessa faixa
etaria. A HbF tem um efeito protetor na falcizacdo dos eritrocitos, uma vez que ndo participa da

polimerizagéo da HbS.

2.3. FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL NA DOENCA
FALCIFORME

AVC ocorre como resultado da interrupcdo do fornecimento de sangue ao cérebro, quer
pela oclusdo ou estenose de uma artéria (AVC isquémico ou infarto), quer pela ruptura de vaso
sanguineo (AVC hemorragico). Em criancas e adolescentes com AF, o AVC isquémico é comum
e atribuido a proliferacdo de fibroblastos e musculo liso nas artérias carétida interna distal e
proximal média e anterior, resultando no estreitamento da parede vascular (vasculopatia
proliferativa) e, consequentemente, no aparecimento de anormalidades do fluxo sanguineo
(FASANO et al., 2015). No entanto, a ocluséo de grandes artérias por si s6 ndo explica todos 0s
AVCs observados em criangas com DF. Microinfartos na substancia branca profunda e
espessamento arteriolar difuso tém sido relatados em alguns estudos neuropatoldgicos com
angiogramas cerebrais normais em casos de acidente vascular cerebral agudo (GERALD et al.,
1980; KOSHY et al., 1990).
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A vasculopatia proliferativa é mediada pelo aumento na adesividade dos eritrocitos

falciformes, neutrdfilos, monadcitos, plaquetas e células endoteliais como resultado do aumento da
expressao de receptores de moléculas de adesdo nas membranas celulares. Estas moléculas de
adesdo incluem integrinas e selectinas das células sanguineas e a molécula de adesdo celular
vascular (VCAM 1) na membrana celular endotelial. A consequéncia desta adesdo celular é a
oclusdo vascular, lesdo de isquemia reperfusdo e lesdo endotelial; liberagdo de fator von
Willebrand, producdo de citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL)-6,
IL-1B, fator de crescimento granuldcito mondcito (GM-CSF), IL-3, endotelina-1 e prostaglandina
E2 (PGE2) (LANARO et al., 2009; SARRAY et al., 2015), e quimiocinas, que sdo quimioatraentes
de leucocitos (WALLACE et al., 2009).
A agregacdo plaquetéria e a atracdo de granuldcitos, mondcitos e macrofagos, bem como de outras
células inflamatdrias para o local de lesdo vascular causa lesdo de isquemia e reperfusdo adicional,
resultando em um ciclo vicioso. A lesdo de reperfusdo/isquemia induz a resposta inflamatdria
excessiva, a adesdo aumentada aos leucdécitos; aumento na producdo de espécies de radicais
oxidantes no endotélio vascular e aumento do tonus vasomotor (KELM et al., 1990; KAUL et al.,
2000). A lesdo de isquemia-reperfusdo recorrente leva a proliferacdo e hipertrofia de fibroblastos
e masculo liso vascular (vasculopatia), resultando em oclusdo vascular e / ou estenose com
aumento da velocidade do fluxo sanguineo para compensar a oferta reduzida deste aos tecidos
cerebrais.

A deplecdo de oOxido nitrico (NO) devido a hemdlise e liberacdo e metabolismo de
hemoglobina extracelular e heme contribuem para a vasoconstricdo cronica e a ativacdo
plaquetéria. Os eritrdcitos falciformes obstruem e reduzem o fluxo sanguineo com isquemia
vascular local e lesdo endotelial, promovendo também o ambiente trombogénico (Figura 2)
(ATAGA et al., 2009).
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Figura 2. Fisiopatogenia da doenga cerebrovascular na doenca falciforme.
RBCs, hemacias; PS, fosfatidilserina; CAMs, moléculas de adeséo celular; NO,
6xido nitrico; ROS, espécies reativas de oxigénio (Adaptado de HOPPE et al.,
2005).
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2.4. FATORES DE RISCO PARA O DESENVOLVIMENTO DA AVC

Varios fatores de risco associados ao desenvolvimento do AVC foram identificados,
incluindo a presenca de anemia, leucocitose, trombocitose, pressdo arterial sistdlica elevada, AVC
anterior, infartos cerebrais silenciosos, sindrome téracica aguda (STA) recorrente e saturacdo
arterial de oxigénio baixa (OHENE-FRENPONG et al., 1998). Pessoas do sexo masculino tém
risco maior para o desenvolvimento de AVC que as mulheres, enquanto que ter a AF esté associado
ao risco mais elevado e ter SP-talassemia ao risco reduzido (RODRIGUES et al., 2016). Os
primeiros estudos de Ohene-Frenpong e cols relataram incidéncia elevada de AVC em pacientes
com AF, sendo que os fatores de risco para AVC foram o ataque isquémico transitério prévio;
concentracdo diminuida de hemoglobina no estado estavel, o0 aumento de episodios recentes de
STA e elevacdo da presséo arterial sistolica (OHENE-FRENPONG et al., 1998). Em estudo
recente, Rodrigues e cols. observaram que a incidéncia de acidente vascular cerebral foi
significativamente maior em pacientes com AF, do sexo masculino, enquanto a co-heranga da HbS
com talassemia alfa demonstrou ter efeito protetor (RODRIGUES et al., 2016). O risco de acidente
vascular cerebral na DF é mais elevado na primeira década de vida, principalmente entre 2 e 5
anos e menos comum antes dos 2 anos de idade (OHENE-FRENPONG et al., 1998),

provavelmente, devido ao efeito protetor da HbF.
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A natureza fragil das artérias cardtidas internas e das artérias cerebrais méedias também
pode estar associada ao risco elevado de AVC na primeira década de vida. A presenca de infartos
cerebrais silenciosos na ressonancia magnética representa risco 14 vezes maior de desenvolver
AVC (MILLER etal., 2001). Em criangcas com AF e VMMAX >200cm / s, o risco de desenvolver
AVC ¢é 300 vezes mais quando comparado aos da mesma idade e sexo com velocidade normal
(ADAMS et al., 1997). De acordo com o Stroke Prevention Trial realizado em individuos com AF
(STOP), a VMMAX de 200cm/s ou superior estd associada ao risco de 10% para o0 AVC por ano
(ADAMS et al., 1998).

2.5. PREVENCAO DO AVC NA DOENCA FALCIFORME

A prevencdo do AVC na DF comeca com a identificacdo de pessoas de alto risco. Em
criancas com DF, o DTC é utilizado para detectar aqueles com risco alto no periodo de meses ou
anos antes de sua ocorréncia. No estudo STOP, foi interessante observar que o tratamento de
individuos com velocidade de fluxo sanguineo cerebral de 200cm/s ou mais e em uso de transfuséo
sanguinea regular reduziu o risco de AVC de 10% para <1% por ano (ADAMS et al., 1998).

A terapia transfusional cronica mensal tem por objetivo reduzir a concentracdo de HbS no
interior das hemaécias para menos de 30%. No estudo STOP prolongado, os pacientes com
velocidades de DTC de 200cm / s ou mais que estavam em transfusdo de sangue crénica eram
mais propensos a reverter para velocidades normais ou condicionais do que aqueles em cuidados
padrdo (LEE et al., 2006). A terapia transfusional crénica, embora muito eficaz na prevencédo do
AVC primario na DF, estd associada a desafios clinicos e logisticos. Efeitos adversos, como
reacOes transfusionais agudas e cronicas e dificuldade de acesso ao sangue, especialmente em
paises de baixa renda, limitam o uso.

A HU tem sido apontada como terapia alternativa as transfusdes cronicas para a prevencao
do AVC na AF. Pesquisadores do estudo (TWiTCH) observaram que criangas com velocidades
anormais de DTC que receberam transfusdo de sangue por pelo menos um ano, que foram,
posteriormente, divididos em dois grupos, HU e 24 semanas de transfus@o continua, apresentaram
resultados comparaveis (WARE et al., 2016). Este estudo validou o uso de HU como possivel
substituto para transfusdo de sangue na prevencdo priméaria do AVC na DF. Zimmerman e cols.
também observaram o potencial da HU na reducéo das velocidades de DTC em pacientes com AF.

O grupo observou diminui¢Bes significativas nas velocidades de DTC em ambas as artérias
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cerebrais direita e media ap0s iniciar o uso em criangas com velocidades elevadas de DTC na dose
méaxima tolerada de HU (ZIMMERMAN et al., 2007).

2.6. DOPPLER TRANSCRANIANO (DTC)

O DTC por insonacdao é um método ndo invasivo que mede as velocidades do fluxo
sanguineo cerebral nas artérias cerebrais basais, especialmente as artérias carétidas internas
terminais, média e anterior. Para entender completamente o papel do procedimento na medi¢édo de
velocidades de fluxo sanguineo cerebral, serd necessario fazermos uma breve descricdo do

suprimento de sangue para o cérebro.

2.7. SUPRIMENTO SANGUINEO CEREBRAL

Dois pares de artérias, a cardtida interna direita e esquerda e as artérias vertebrais direita e
esquerda fornecem sangue ao cérebro. As quatro artérias entram na base do cranio, atravessam a
duramater e formam a rede de vasos na base do cérebro, chamada de circulo de Willis. O primeiro
grande conjunto de fornecimento de sangue arterial cerebral decorrente desta rede inclui as artérias
cerebral média e anterior da artéria carétida interna e as artérias cerebrais posteriores da artéria
basilar, formadas a partir das duas artérias vertebrais (Fig 3). A artéria cerebral média € o maior
ramo da artéria carétida interna e fornece a superficie lateral dos lobos temporal e parietal e parte
do lobo frontal. E a artéria mais frequentemente ocluida no AVC, o que leva a interrupcdo do
suprimento de sangue para as areas motoras primarias e sensoriais da face, garganta, mao e braco,
bem como o hemisfério dominante. A artéria cerebral anterior nutre o lobo frontal, a parte do
cérebro que controla pensamentos logicos, personalidade e movimentos voluntarios,
especialmente do membro inferior. A artéria cerebral posterior, o ramo terminal da artéria basilar,

fornece os lobos temporal e occipital dos hemisférios direito e esquerdo.
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Figura 3. Circulacao arterial cerebral, aspectos anatdmicos
(Adaptado de SCHUENKE et al., 2016).

A circulacdo da carotida e vertebral estd ligada na base do cérebro pelas artérias
comunicantes posteriores, enquanto as artérias cerebrais anteriores direita e esquerda estao ligadas
pelas artérias comunicantes anteriores, conectando assim em ambos os hemisférios cerebrais. A
artéria oftdlmica, o primeiro ramo intracraniano da artéria carotida interna, forma anastomose com
a artéria car6tida externa ao redor da érbita. Estas ligacdes arteriais ou colaterais tornam-se mais
funcionalmente importantes quando ha ocluséo ou estenose das grandes artérias cerebrais, quando
0s colaterais se abrem para fornecer sangue as partes ocluidas do cérebro. Com estenose
progressiva das artérias cardtidas internas intracranianas e Seus ramos proximais, pode
desenvolver-se uma doenca similar a Moyamoya (pseudo moyamoya) que predispde os pacientes
afetados ao AVC (SCOTT et al., 2009). Moyamoya, (sopro de fumaca nebulosa™ em japonés), é
uma doenca cerebrovascular crénica oclusiva envolvendo estenose bilateral ou ocluséo da porgédo
terminal das artérias carotidas internas (ACIs) e / ou das porg¢Ges proximais das artérias cerebrais
anteriores e das artérias cerebrais médias (ACMs) de causa desconhecida (BURKE et al., 2009).

O volume de fluxo sanguineo esta relacionado com a velocidade e a area da secgédo
transversal do vaso sanguineo, tal como ilustrado na formula “F = VA, onde F = volume do fluxo

sanguineo, V = velocidade do fluxo sanguineo, A = area da sec¢do transversal dos vasos
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sanguineos”. Significa, portanto, que se o volume do fluxo sanguineo permanecer constante na
artéria estenotica ou constritiva (como na vasculopatia falciforme ou vasoespasmo), a velocidade
deve aumentar. Ou seja, como explicado pelo efeito de Bernoulli, o aumento na velocidade em
vaso estenosado € inversamente proporcional & redugdo na area do limen do vaso sanguineo
(KLABUNDE, 2012). Se a diminuicdo de &rea atinge o ponto critico, prejudicara o volume de
suprimento de sangue cerebral e aumentara a chance de desenvolvimento de AVC isquemico. E
também digno de nota que alguns fatores fisiologicos afetam a velocidade do fluxo sanguineo
cerebral, incluindo a idade (diminui com o aumento da idade), hematocrito (aumenta com a
reducdo do Hct), dioxido de carbono (para cada 1mm de aumento de CO3, ocorre 0 aumento do
fluxo sanguineo cerebral), febre (para cada aumento de 1° C na temperatura, aumento de 10% no
fluxo sanguineo cerebral) e presséo arterial (BODE, 1988; PETERSON et al., 2011).

A artéria cardétida interna distal e seus ramos principais estdo predispostos a vasculopatia
da DF, devido ao seu curso unico (Fig 4). A parte supraclindide com sua tortuosidade inerente,
que forma uma divisao terminal em artérias cerebrais média e anterior, € a mais vulneravel devido
a sua falta de suporte 6sseo e exposicdo a fatores hemodinadmicos adversos e fluxo turbulento, com
consequente predisposicdo ao dano endotelial e a proliferacdo intimal. A alteracdo do fluxo
sanguineo na artéria cardtida interna supraclindide e sua divisdo nas artérias cerebrais anterior e
média poderia permitir interacOes entre os eritrocitos e as células endoteliais promovendo a
remodelacdo vascular e a vasculopatia vascular, achado caracteristico em pacientes com AF com
AVC (ABBOUND et al., 2004). A vasculopatia resulta no estreitamento do lamen arterial e,

consequentemente, no aumento da velocidade do fluxo sanguineo.
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Figura 4. Angiografia mostrando o curso da artéria cardtida interna
intracraniana (Adaptado de FRANK GAILLARD, 2008).

2.8. PRINCIPIOS DO DOPPLER TRANSCRANIANO

O DTC utiliza sonda transdutora de baixa frequéncia (< 2 MHz) para insonar as artérias
cerebrais basais em regides do cranio com osso relativamente fino (janelas acUsticas) e pode ser
usado para monitorar a velocidade do fluxo sanguineo cerebral e a pulsatilidade do vaso durante
um periodo de tempo com alta resolucdo temporal. O principio fisico é o do efeito Doppler que
afirma que quando uma onda sonora atinge um objeto em movimento (insona¢do), como um
eritrécito, a onda refletida sofre uma mudanca de frequéncia diretamente proporcional a velocidade
do refletor (v). O DTC usa o Doppler de onda pulsada para vasos em diferentes profundidades do
cérebro. A onda refletida a partir dos eritrocitos em movimento é recebida pelo transdutor e
transformada de volta ao sinal elétrico. Este é subtraido da onda transmitida, amplificado e
processado por analise espectral e audivel, a partir do qual o efeito Doppler (fd) e velocidade do
fluxo sanguineo (v) sdo calculados. A analise audivel permite ao examinador ouvir o fluxo
sanguineo em um vaso enquanto a analise espectral mostra a exibicao visual do sinal recebido. A
velocidade de fluxo sanguineo cerebral (VFSC) é calculada a partir da seguinte equacao Doppler:

fd =2fo x v x cos 0 / ¢; onde ¢ ¢é a velocidade da onda som em tecido, fo é a frequéncia de pulso
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incidente, fd ¢ a mudanca de frequéncia, 6 = angulo do refletor em relagdo a sonda de ultra-som,
v = velocidade de refletor (eritrdcto). Uma onda espectral € produzida com a velocidade sistolica
maxima, a velocidade diastolica final e os valores médios de velocidade como mostrado na figura
5 (BODE, 1988; McCARTNEY et al., 1997).
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Frequéncia de mudanca do Doppler (fd): f; — f,

Figura5. Os principios técnicos do Doppler transcrniano (Adaptado de
Thrush, 2005).

2.9. INDICACOES DE DTC

O DTC ¢ indicado, mas néo limitado as seguintes situacfes (ALEXANDROQV et al., 2012):
avaliacdo do fluxo sanguineo cerebral em pacientes com DF para orientar a terapia de transfusao
crbnica; diagndstico e monitorizacdo da vasculopatia, tal como a doenca similar de Moyamoya;
isquemia cerebral aguda com AVC isquémico ou ataque isquémico transitdrio; diagnostico e
monitorizacdo de perturbacdes cerebrovasculares agudas em pacientes de cuidados intensivos,
especialmente em doentes com traumatismo craniano; detecdo de émbolos; confirmacdo de um
diagndstico clinico de morte encefalica por documentacdo de parada circulatoria cerebral;

diagnostico e monitoramento do vasoespasmo em pacientes com hemorragia subaracnoide.

2.10. TECNICAS DE DTC

O DTC utiliza transdutor de baixa frequéncia que emite ondas de ultrassom de forma
pulsatil. O acesso aos vasos intracranianos ¢ possivel através de areas em que o osso da calota

craniana ¢ fino ou através dos forames naturais (janelas acusticas). Existem quatro janelas
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acusticas, nomeadamente: janelas transtemporais, suboccipitais ou foraminais, transorbital e
submandibular. A janela acUstica mais comumente utilizada € a transtemporal, que esta localizada
acima do arco zigomatico entre o canto lateral do olho e o pavilhao auricular (Figura 6). As artérias
cerebral média (ACM), cerebral anterior (ACA), cerebral posterior (ACP) e cardtida interna
terminal (ACI) podem ser acessadas através desta janela, embora em cerca de 8% a 20% dos
pacientes a janela transtemporal possa ser inadequada. Morinoni e cols. documentaram 8,2% de
prevaléncia de janela acustica temporal inadequada, embora a maioria dos pacientes fosse idosa e

pudesse ter as janelas acusticas fechadas (MARINONI et al., 1997).

Sonda de 2 Mhz Circulo de Willis

Comunicante anterior
Circulo de Willis

Cerebral anterior
Oftalmica

Cardtida interna
Cerebral média
Cerebral posterior

Basilar Comunicante posterior

Posterior inferior
cerebelar

Vertebral
Espinal anterior

Laberintica
(acustica interna)

Figura 6. Transmissdo de ondas pulsateis de ultrassom através do cranio usando a sonda setorial Doppler pulsada
com frequéncia de emissdo de 2,0 MHz. A sonda esta posicionada na janela temporal. Painel direito = Circulo de
Willis (Adaptado de D'ADREA et al., 2016).

2.11. TIPOS DE DTC

Existem dois tipos de DTC, o DTC convencional ou padrdo e o DTC duplex codificado
por cor (DTC de imagem). Enquanto o ultimo permite a visualizagdo direta da cor dos vasos
sanguineos intracranianos e dire¢cdo do fluxo sanguineo, ndo ha diferenca nos resultados obtidos
entre os dois. Swiat e cols. observaram que a acurécia da detecdo do vasoespasmo da artéria
cerebral média foi semelhante entre a DTC convencional e a ecografia diplex codificada por cor
em pacientes adultos (SWIAT et al., 2009). Krejza e cols. também observaram que a taxa de

sucesso de insonagdo dos vasos intracranianos através da janela temporal foi a mesma para DTC
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convencional e de imagem (KREJZA et al., 2007). A diretriz brasileira para DTC em criancas e

adolescentes com DF recomenda a DTC convencional (LOBO et al., 2011).

2.12. VANTAGENS E DESVANTAGENS DO DTC

O DTC convencional é relativamente barato, reproduzivel e pode ser usado para a
monitoracdo da velocidade cerebral do fluxo de sangue a beira de leito em unidades de terapia
intensiva. Contudo, apesar destas vantagens, é dependente do operador e pode haver variagGes

entre observadores.

2.13. RECOMENDAGCOES DO DTC NA DOENCA FALCIFORME

O estudo STOP demonstrou a utilidade da ultra-sonografia Doppler transcraniana na
avaliacdo das velocidades do fluxo sanguineo cerebral e da prevencdo do AVC em criangas com
AF. O estudo STOP identifica que criangas com velocidades> 200 cm / s tiveram 10% de chance
de AVC por ano (ADAMS et al., 2000). O grupo definiu velocidade de fluxo sanguineo normal
de 70 a <170 cm/s (99% de sobrevida livre de acidentes vasculares), 170-199cm/s como
condicional (97% de sobrevida livre de acidente vascular cerebral) e >200cm/s como velocidades
anormais, com sobrevida livre de acidente de 83%.

Com base no resultado do estudo STOP, o Instituto Nacional do Coracéo, Pulméo e Sangue
(NHLBI) dos EUA recomendou que todas as criangas com DF com idades compreendidas entre
0s 2 e 0s 16 anos sejam submetidas ao DTC para identificar aquelas em risco de AVC (www.nlm.
Nih.gov/databases/alert/sickle97/html). Do mesmo modo, as Diretrizes Brasileiras parao DTC em
criancas e adolescentes com DF recomendam também que o DTC seja usado na prevencao
primaria de AVC em todas as criancas dos 2 aos 16 anos com a doenga, mas com prioridade para
aqueles com AF e HbSB’- tal (LOBO et al., 2011).

O DTC, embora seja confiavel na identificagdo das pessoas com risco de AVC, néo esta
amplamente disponivel, especialmente, em paises de baixa renda; portanto, criangas com doenca
n&o sdo rotineiramente rastreadas para risco de AVC. O AVC pode ser prevenido se essas crian¢as
forem identificadas pelo DTC e a transfuséo profilatica de sangue iniciada precocemente. O estudo
STOP observou que a transfusdo de sangue cronica reduziu o risco de AVC primario em até 92%
em criangas com DF (ADAMS et al., 2000).
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2.14. RELACAO ENTRE OS FATORES DE RISCOS CLINICOS DE AVC E VALORES DE
DTC NA DOENCA FALCIFORME

Hé& pouca informac&o sobre a relagdo entre os fatores de risco clinicos de AVC em pacientes
com DF, conforme documentado por Ohene-Frenpong (OHENE-FREMPONG et al., 1998) e a
velocidade do fluxo sanguineo cerebral determinada pelo DTC, embora Hokazono e cols. tenham
documentado a correlacdo negativa entre a velocidade média méaxima e o hematdcrito
(HOKAZONO et al., 2011).

No Brasil, Leite e cols. observaram a correlacdo positiva entre os resultados condicionais
ou anormalmente elevados de DTC e a presenca de complica¢bes de DF, como STA, hipertrofia
adenotonsilar, apnéia do sono e hipertensdo arterial sistélica. Além disso, aqueles com resultados
laboratoriais anormais, como hemoglobina baixa, leucocitose e trombocitose, apresentaram maior
probabilidade de apresentar resultados de DTC condicional ou anormal (LEITE et al., 2012). A
diminuicdo da saturacdo de oxigénio da hemoglobina (SPO.) esta associada ao aumento da
velocidade do fluxo sanguineo cerebral. No estudo para determinar a correlacdo entre a velocidade
de DTC e a saturagéo de oxigénio, Quinn e cols demonstraram a correlagdo inversa entre os valores
de DTC e SPO; nas artérias cerebrais direita e media entre criancas com DF (QUINN et al., 2009).

As criancas com AF sdo cronicamente anémicas com capacidade reduzida de transporte de
oxigénio. Isto resulta em fornecimento reduzido de oxigénio aos tecidos com aumento subsequente
da frequéncia cardiaca, débito cardiaco e volume de fluxo sanguineo (METIVIER et al., 2000).
Uma vez que o volume de fluxo sanguineo esta diretamente relacionado com a velocidade do fluxo

sanguineo, estas criangas estdo, portanto, com risco alto de desenvolvimento de AVC.
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Além de realizar DTC para detetar a velocidade elevada do fluxo sanguineo
cerebral, existem outros parametros que podem indicar o aumento da velocidade do fluxo
sanguineo cerebral em criangas com doenca falciforme? A nossa hipotese é a de que a
idade, a concentracdo de hemoglobina, saturacdo de oxigénio e contagem de leucdcitos e
plaquetas influenciam a velocidade do fluxo sanguineo cerebral em criancas e adolescentes
com DF. Desta forma, o presente estudo avaliou, durante um ano, as velocidades de fluxo
sanguineo cerebral de criangas e adolescentes com DF realizando a identificagdo daqueles
com risco alto para desenvolver AVC, atraves da analise da velocidade do fluxo sanguineo
cerebral entre diferentes faixas etarias, sexo, genétipo e uso ou ndo de HU. O nosso estudo
explorou a relacdo entre a velocidade de fluxo sanguineo cerebral e os perfis clinico,
hematoldgico e a saturagcdo de oxigénio da hemoglobina em criancgas e adolescentes com
DF em Salvador-Bahia.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Quantificar as velocidades de fluxo sanguineo cerebral de criancas e adolescentes com
doenca falciforme e sua associagdo com os perfis hematoldgico e clinico visando estabelecer

marcadores de risco para o desenvolvimento de acidente vascular cerebral.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a prevaléncia de velocidade normal, condicional e anormal do fluxo sanguineo
cerebral e entre os dois hemisférios cerebrais em criancas e adolescentes com doenca
falciforme;

e Avaliar a velocidade de fluxo sanguineo cerebral e sua associagdo com 0s parametros
antropométricos (peso, altura, indice de massa corporal, sexo e idade) e hematoldgicos dos
pacientes com DF;

e Auvaliar a velocidade do fluxo sanguineo cerebral entre os diferentes gen6tipos de DF (HbSS,
HbSC, HbSp-tal).

e Auvaliar a velocidade do fluxo sanguineo cerebral entre os pacientes em tratamento com a
hidroxiureia;

e Avaliar a associacdo entre a velocidade do fluxo sanguineo cerebral e a historia de sindrome
toréacica aguda, episodios dolorosos e priapismo;

e Auvaliar as velocidades do fluxo sanguineo cerebral e a saturagdo arterial de oxigénio periférica
(Sp0>).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. DESENHO DO ESTUDO

Estudo observacional, transversal, realizado durante o periodo de 12 meses (marco de 2016
a fevereiro de 2017).

» Critérios de inclusdo: os pacientes com DF incluidos no estudo possuiam idade entre dois
e 16 anos, tiveram o diagnostico confirmado (HbSS, HbSC, HbSp-tal) e encontravam-se em estado
estavél. Isto €, os pacientes com DF ndo apresentavam qualquer doenca aguda, ndo necessitaram
de sala de emergéncia ou internagdo hospitalar durante as quatro semanas anteriores, e sem historia
de intercorréncia ou doenca como inflamacdo ou infeccéo nas ultimas quatro semanas (BALLAS
etal., 2012).

» Critérios de exclusdo: os pacientes excluidos do estudo foram aqueles cujos responsaveis
ndo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e ou recusaram-se a participar
do estudo. Também foram excluidos pacientes com antecedentes de AVC; pacientes em uso de
transfusao crénica ou profilatica de hemoderivados ou que foram transfundidos por outros motivos
nos ultimos trés meses (BALLAS et al., 2012) ou individuos HbAS.

» O termo de consentimento e o termo de assentimento da crianga, quando possivel, foi
obtido por escrito enquanto que o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), Salvador, Bahia (parecer nimero
314.636).

5.2. LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no setor de Hematologia Pediatrica, do Servico de Pediatria, do
Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), da Universidade Federal da Bahia,

Salvador, Bahia.
5.3. TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho minimo estimado da amostra foi de 59 pacientes, sendo que o célculo teve com

base a seguinte formula:
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N = (Z2* P (1-P)) / d?, onde N = tamanho de amostra necessario, Z = nivel de confianca (95% ou
1,96), P = propor¢ado de casos na populagdo, d = margem de erro, escolhido como 5% ou 0,05. Em
estudo anterior (RODRIGUES et al., 2016) foi demonstrada a propor¢éo de 0,04 para pacientes

com DF com DTC anormal.

5.4. RECRUTAMENTO DE PACIENTES

Os individuos que preencheram os critérios de incluséo foram recrutados consecutivamente

a medida que se apresentavam a clinica para a ecografia do DTC.
5.5. METODOS

Os fatores dos riscos clinico de AVC: antecedentes de AVC, STA ou pneumonia, episodios
algicos recorrente e priapismo foram obtidos dos prontudrios médicos dos pacientes. Os
parametros hematoldgicos no estado estavel e o uso de HU também foram obtidos a partir dos
prontuarios médicos de cada paciente. Os parametros hematoldgicos de estado estavel foram
tomados como medidas estimadas nos Gltimos 3 meses antes de realizar o DTC sem transfus&o; e
incluiram a concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, contagens de reticuldcitos, leucdcitos,
neutréfilos, mondcitos e plaguetas e concentracao de HbF.

A saturacdo arterial de oxigénio foi determinada com o oximetro de pulso (Geratherm
Medical, Alemanha) colocado no dedo indicador direito do paciente, enquanto o peso (kg) e a
altura (M) foram medidos com o estadidmetro (Balanca Pediatrica Mecanica, WELMY
INDUSTRIA E COMERCIO LTDA) imediatamente ap6s a realizacdo do DTC. O indice de massa
corporal (IMC) foi calculado a partir da formula: IMC = peso (Kg) / altura (M?).

O rastreio pelo DTC convencional foi realizado utilizando transdutor de sonda Doppler
(2MHZ) de dispositivo unico (Sonatek, Viasys Healthcare and Cardinal Health, EUA) nas janelas
transtemporais. O DTC foi realizado conforme recomendado nas Diretrizes Brasileiras para DTC
em criancas e adolescentes com DF. As indicacfes, procedimentos e riscos do exame foram
explicados aos pacientes e / ou responsaveis antes da sua execucao.

O exame foi feito enquanto o paciente estava em posi¢édo supina, acordado, calmo e alerta,
mas ndo se permitiu dormir porque o aumento de CO durante o sono pode aumentar o fluxo
sanguineo cerebral bem como a velocidade. A janela trans-temporal foi localizada logo acima do
arco zigomatico entre o canto lateral do olho e a orelha. A sonda de DTC de frequéncia 2MHz
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lubrificada foi colocada sobre a janela acustica para insonar 0s vasos. As artérias cerebrais basais
foram identificadas com base na direc&o relativa da sonda dentro de uma janela acustica especifica,
direcdo do fluxo sanguineo em relacdo a sonda e profundidade de insonagdo. A distancia do
transdutor para o ponto em que o fluxo estd sendo amostrado é chamada de "profundidade™ e
geralmente é exibida na tela da maquina do DTC. A artéria carétida interna distal (ACI) foi
identificada deslocando o volume da amostra medialmente e inclinando ligeiramente o transdutor
caudalmente e encaminhando até que fossem obtidos sinais Doppler que indicassem fluxo em
direcdo a sonda. Para artéria cerebral média (ACM), o transdutor foi direcionado horizontalmente
e a artéria identificada a profundidades de 35 a 55mm com fluxo sanguineo para a sonda, enquanto
a artéria cerebral anterior (ACA) foi observada a profundidades de 60 a 70mm com fluxo
sanguineo afastado da sonda quando o feixe de ultra-som foi direcionado horizontalmente ou em
uma ligeiro direcdo craneal-dorsal (BODE, 1988).

Ambos os sinais audiveis e visuais da forma de onda Doppler foram avaliados para
reconhecer a turbuléncia e outras pistas sonoras que sugerem altas velocidades; e com o objetivo
de obter o sinal mais limpo, mais nitido e de alta velocidade. As velocidades médias maximas
(VMMAX) na ACl, as artérias proximais ACM e ACA foram registradas de ambos os hemisférios
de acordo com o protocolo STOP para a DF (NICHOLAS et al., 2001). A VMMAX foi medida
em ambas direita e esquerda de janela transtemporal, e 0 valor da mais elevada considerada como
a VMMAX do paciente. A classificacdo STOP do resultado de DTC é mostrada na tabela 1. O
seguidor de forma de onda ou um envelope branco controla a velocidade mais alta exibida
(VMMAX) acima da linha zero. O computador calculou 0 VMMAX a partir das velocidades
registradas pelo seguidor de forma de onda que rastreia as velocidades mais elevadas ao longo do

tempo.

Tabela 1. Classificagdo dos resultados de DTC, tendo como base os resultados do estudo Stroke Prevention in Sickle
Cell Disease (STOP).
Normal VMMAX < 170 cm/s
Condicional VMMAX >170 e <200 cm/s na artéria cerebral média e/ou artéria carétida
interna distal
VMMAX >170 na artéria cerebral posterior ou anterior
Anormal VMMAX >200 cm/s na artéria cerebral media e/ou artéria cardtida interna
terminal

Inadequada®
VMMAX = velocidade media maxima; 2 exame incapaz de ser lido.
(Adaptado de Nicolas et al., 2001)
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Os resultados anormais do DTC foram repetidos apds duas semanas para confirmacéo.
Outros foram realizados de acordo com a Diretrizes Brasileiras para o DTC em criancas e

adolescentes com DF.

5.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o software estatistico (STATA 10, College Station, Tex.
:StataCorp) e (SPSS 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.). As variaveis de intervalo foram apresentadas
como medias e desvios-padrdo para variaveis paramétricas ou mediana e intervalo para variaveis
ndo-paramétricas. As varidveis categoricas foram apresentadas em forma de proporcbes e
percentuais. O teste de significancia foi obtido pelo teste T para variaveis de intervalo paramétrico
e o teste de Mann Whitney para variaveis ndo-paramétricas. O teste qui-quadrado e o teste exato
de Fischer foram utilizados para testar a significancia das variaveis categoricas. As correlacfes
foram calculadas usando os coeficientes de correlacdo de Spearman. A analise de regressao linear
foi utilizada para estabelecer associagdes entre varidveis dependentes e independentes. O risco
relativo de ter o resultado anormal ou condicional de DTC foi calculado para aqueles que tinham

historia de fatores de risco clinico em estudo. O teste de significancia foi estabelecido em p <0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Foram realizados 148 exames de DTC. No entanto, foram realizadas sete triagens em
pacientes com DF que haviam sido submetidos a transfusdo profilatica de sangue ou foram
transfundidos nos ultimos trés meses e, portanto, foram excluidos. Os restantes 141 exames foram
realizados em 135 individuos que preencheram os critérios de inclusdo. O ultimo resultado do
DTC foi considerado para aqueles pacientes que tiveram o DTC repetido. Dos 135 pacientes, cujos
dados foram analisados, 74 (54,8%) eram do sexo feminino e 61 (45,2%) do masculino. A
distribuicéo etaria dos pacientes ndo foi normal (teste de Shapiro-Wilk W: p = 0,004), a mediana
de idade foi de 8 anos (2-16). Noventa e trés (68,9%) pacientes apresentaram genotipo HbSS, 41
(30,4%) HbSC e um (0,7%) apresentou talassemia SB*. Cinquenta e um (37,8%) pacientes estavam
em uso de HU no periodo de rastreamento de DTC, sendo esta por varias indicacbes como crises
algicas recorrentes, histdria pregressa de STA ou velocidade elevada ao DTC. A mediana de peso
dos pacientes foi de 23,6 (11-75,2) kg. A Tabela 2 mostra as caracteristicas demograficas dos

pacientes e a tabela 3 os dados de antropometria.

6.2. TRIAGEM PELO DOPPLER TRANSCRANIANO

A distribuicéo dos dados de velocidade de DTC também foi encontrada como ndo paramétrica
como indicado pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk W (p = 0,001). A mediana geral da
VMMAX foi de 125cm/s (74,4-202). O resultado do DTC foi categorizado em baixo (<70cm/s),
normal (70- <170cm/s), condicional (170-199c¢m/s) ou anormal (> 200cm/s) de acordo com a
classificacdo STOP. O resultado indicou que 116 (85,93%) pacientes apresentaram resultado
normal, 18 (13,33%) condicional e um (0,74%) paciente apresentou resultado anormal de DTC (>
200cm/s) (Figura 7).

6.3. COMPARACAO DA VELOCIDADE DE FLUXO SANGUINEO CEREBRAL ENTRE 0S
SEXOS

A analise do grupo de género mostrou que a mediana de VMMAX para 0 sexo feminino
foi 125,5 cm / s (74,7-199) enquanto que para o masculino foi de 122cm/s (74,4-202), indicando
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ndo haver diferenca significativa entre os sexos (teste de Mann-Whitney, p = 0,5). A figura 8

mostra o boxplot comparando VMMAX entre 0s sexos.

Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes com doenca falciforme.

Variaveis N % % cumulativa

Sexo
Masculino 61 45,2 45,2
Feminino 74 54,8 100,0
Total 135 100,0

Idade
2-5 41 30,4 37,4
6-9 43 31,8 62,2
10-13 27 20,0 82,2
14-16 24 17,8 100,0
Total 135 100,0

Gendtipo
SS 93 68,9 68,9
SC 41 30,4 99,3
Thalassemia SB* 1 0,7 100,0
Total 135 100,0

Uso de hidroxiureia
Sim 51 37,8 37,8
Néo 84 62,2 100,0
Total 135 100,0

Tabela 3. Pardmetros antropométricos dos pacientes com doenca falciforme submetidos ao DTC.

Variveis N Mediana Média DP Min. Max.
Peso (Kg) 135 23,6 21,7 14,1 11 75,2
Altura (M) 135 1,3 1,3 0,2 0,8 1,8
IMC (Kg/M?) 135 16,3 16,7 31 10,7 273

DP= desvio padrdo ; DTC= doppler transcraniano ; IMC= indice de massa corporal ; Min=
minimo; Max= maximo
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I Anormal [ Condicional
I Normal

Figura 7. Resultados de DTC dos pacientes com doenga falciforme
investigados.

Ao analisarmos os resultados do DTC e associa-los ao sexo; entre os homens, um (1,6%)
paciente apresentou resultado anormal de DTC, 8 (13,1%) apresentaram resultados condicionais,
enquanto 52 (85,2%) apresentaram resultado normal; com relacdo as mulheres, nenhuma
apresentou DTC anormal, 10 (13,5%) apresentaram o DTC condicional e 64 (86,5%) apresentaram
DTC normais. Também n&o houve diferenca significativa nos resultados do DTC. (Teste exato de
Ficher, p=0,7).

6.4. PACIENTES COM AF APRESENTARAM VELOCIDADES DE FLUXO SANGUINEO
CEREBRAL MAIS ELEVADAS EM COMPARACAO AOS OUTROS GENOTIPOS DE
DF ESTUDADOS

Comparando-se as velocidades de fluxo sanguineo cerebral entre os diferentes
genotipos, observou-se que pacientes com AF apresentaram maior VMMAX em
comparagao com os pacientes com doenca HbSC. Para os pacientes com AF, a mediana da
VMMAX foi de 131cm/s (74,7-202), enquanto de 107cm/s (74,4-134) para HbSC. O Unico
paciente com talassemia SP* apresentou VMMAX de 109cm/s. Houve diferenca
estatisticamente significante entre as velocidades de fluxo sanguineo cerebral de pacientes
de diferentes genotipos analizados (teste de Kruskal-Wallis, p = 0,0001) (Figura 9 e Tabela
4). O resultado da DTC também mostrou que um (1,1%) paciente com anemia falciforme
apresentou resultado anormal e 18 (19,4%) apresentaram resultados condicionais. Entre os
pacientes com doenca HbSC ndo houve DTC anormal nem condicional, indicando
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diferenga estatisticamente significante entre os gendtipos (Teste exato de Fischer, p =

0,003) (Tabela 5).
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Figura 8. Velocidade do fluxo sanguineo cerebral dos pacientes com base

no sexo.
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Figura 9. Velocidades do fluxo sanguineo cerebral dos pacientes de
acordo com o gen6tipo da doenca falciforme.



Tabela 4: velocidades de fluxo sanguineo cerebral de criancas e adolescentes com DF

em relagdo aos seus genotipos.

Genotipo N Mediana (cm/s) Média (cm/s) DP (cm/s)
SB-thal 1 109 109
SC 41 107 105,3 14,9
SS 93 131 138,5 28,5
P 0,0001
DP= desvio padréo
Tabela 5. Resultados do DTC das criangas com DF de acordo com genétipo.
DTC HbSS HbSC HbSp-thal Total (%)
Anormal 1(0,74) 0(0) 0(0) 1(0,7)
Condicional 18(13,33) 0(0) 0(0) 18(13,33)
Normal 74(54,81) 41(30,4) 1(0,7) 116(85,9)
Total 93(68,90) 41(30,4) 1(0,7) 135(100)

DTC: doppler transcraniano.
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6.5. PACIENTES EM USO DA HIDROXIUREIA APRESENTARAM VELOCIDADES DE
FLUXO SANGUINEO CEREBRAL COMPARAVEIS COM AQUELES QUE NAO A

ESTAVAM UTILIZANDO

Embora a mediana das VMMAX dos pacientes em uso de HU (128,0 cm/s (74,4-

202)) tenha sido relativamente maior que aqueles que ndo usaram o farmaco (121,0 (74,7-

199))cm/s, a diferenca ndo foi estatisticamente diferente (Mann- Whitney: p = 0,4). A

figura 10 é um boxplot que compara a velocidade do DTC entre 0s pacientes em uso ou

nao de HU.

O Unico paciente com resultado anormal de DTC néo estava em uso de HU. Onze

dos 18 (61,1%) pacientes com resultado condicional ndo estavam em uso de HU. Néo

houve diferenca estatisticamente significante no resultado da DTC entre pacientes em

tratamento com HU ou ndo (Teste exato de Fischer, p = 0,052).

6.6. EFEITO DA IDADE SOBRE A VELOCIDADE DO FLUXO SANGUINEO CEREBRAL

A avaliacdo do efeito da idade sobre a velocidade do fluxo sanguineo cerebral de

criancas com DF demonstrou que criancas na faixa etaria de 6 a 9 anos apresentaram o
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aumento da velocidade de fluxo com mediana de VMMAX de 131cm /s e média de 134,7
(28,2) cm / s, enquanto que a faixa etaria de 14-16 anos apresentou a menor velocidade
com velocidade mediana de 111cm /s e média de 109,4 (29,4) cm / s (Figura 11). Ap6s da
faixa etaria de 6 a 9 anos, a velocidade do fluxo sanguineo cerebral diminuiu com o
aumento da idade, conforme demonstrado na tabela 6. A analise do teste de significAncia
mostrou que esta diferenca foi estatisticamente significativa (teste de Kruskal-Wallis: p =
0,01). A anélise de correlagdo com o tamanho da amostra de 135 também mostrou
correlagé@o negativa estatisticamente significativa entre idade e VFSC dos individuos (rho
de Spearman=-0,2, p = 0,02) (Figura 12). O resultado anormal de DTC foi de um paciente
na faixa etaria 2-5 anos, enquanto a maioria (16/18) dos resultados condicionais foi

relatados entre os menores de 10 anos.

Tabela 6: Resultados de DTC de acordo com a idade dos pacientes com doenga falciforme.

DTC
Idade (anos) N (%) Mediana (cm/s)  Normal (%)  Condicional (%) Anormal (%)
2-5 41 (30,4) 127,0 32 (23,7) 8(59) 1(0,7)
6-9 43 (31,8) 131,0 35 (25,9) 8 (5,9 0 (0)
10-13 36 (26,7) 1215 26 (19,3) 1(0,7) 0 (0)
14-16 15 (11,1) 111,0 23 (17,0) 1(0,7) 0 (0)

P 0.01

DTC: doppler transcraniano.
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Figura 10. Velocidade de fluxo sanguineo cerebral dos pacientes
com doenca falciforme de acordo com o uso ou ndo de

hidroxiuréia.
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Figura 11. Velocidade do fluxo sanguineo cerebral com base na
idade do paciente.
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Figura 12. Correlagdo entre a velocidade de DTC e a idade
dos pacientes com doenga falciforme.

6.7. RELACAO ENTRE A VELOCIDADE DO FLUXO SANGUINEO CEREBRAL E A
ANTROPOMETRIA DOS PACIENTES

A andlise de correlacdo de Spearman dos 135 pacientes mostrou correlagdo negativa entre
as velocidades de DTC e 0 peso, altura e indice de massa corporal dos pacientes. A relagdo também
foi encontrada como estatisticamente significativa para cada um dos parametros (rho = -0,31, -
0,27, -0,31 e p = 0,0006, 0,002, 0,0002, respectivamente). Esta correlagdo inversa implica que o
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aumento do peso, altura ou IMC esta associado a diminui¢do da velocidade do fluxo sanguineo

cerebral e vice-versa.
6.8.A VMMAX E COMPARAVEL NOS HEMISFERIOS CEREBRAIS DIREITO E

ESQUERDO

A velocidade de fluxo sanguineo cerebral no hemisfério direito ndo diferiu
significativamente do esquerdo. Enquanto a mediana de VMMAX na artéria cerebral média direita
foi de 118cm/s (70,5-197), a da esquerda foi de 120cm/s (74,4-202). A diferenca na velocidade de
DTC nos dois hemisférios cerebrais ndo foi estatisticamente significativa (teste de Wilcoxon
signed-rank: z = -0,9, p = 0,4). Esse padrdo de comparacdo foi mantido nos diferentes gendtipos

como pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13. Comparagdo de VMMAX pela direita e esquerda em
artérias cerebrais média entre os diferentes genétipos da DF.
ACMD-= artéria cerebral média direita; ACME= artéria cerebral
média esquerda.

6.9. SATURACAO DE OXIGENIO DA HEMOGLOBINA (SPO;) COMPARADA ENTRE AS
CATEGORIAS DE RESULTADO DO DTC

O estudo comparou a saturacdo de oxigénio da hemoglobina entre os pacientes em relacéo
aos seus resultados de DTC. Observou-se que pacientes com resultado anormal ou condicional
apresentaram saturacdo de oxigénio baixa (<95%) em compara¢do com aqueles com resultado

normal. O paciente com resultado anormal apresentou SpO. de 92%, enquanto aqueles com



49

resultado condicional ou anormal tiveram SpO. mediana de 94% e 97%, respectivamente. Esta
diferenca foi estatisticamente significativa (teste de Kruskal-Wallis: p = 0,0002).

Conforme ilustrado na figura 14, a relagcdo entre a saturacao periférica de oxigénio da
hemoglobina (SpO-) e a velocidade do fluxo sanguineo cerebral também foi analisada, utilizando
a correlacdo de Spearman. Houve correlacdo negativa entre a saturagdo de oxigénio da
hemoglobina (SpO2) e a VFSC em criancas e adolescentes com DF e a correlacdo foi
estatisticamente significativa (rho = -0,34, p = 0,0001). Isto sugere que a diminui¢éo da saturacao
de oxigénio da hemoglobina esta associada ao aumento na velocidade do fluxo sanguineo cerebral

e vice-versa.

6.10. CONCENTRACOES DE HEMOGLOBINA, HEMATOCRITO, CONTAGEM DE
RETICULOCITOS E CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA FETAL EM
PACIENTES COM DIFERENTES RESULTADOS DE DTC

As concentragdes de hemoglobina dos pacientes foram comparadas de acordo com as
categorias de resultado do DTC. A distribuicdo da hemoglobina foi paramétrica (teste de Shapiro-
Wilk, p = 0,09). Enquanto que o paciente com resultado anormal de DTC teve a concentracao de
hemoglobina de 6,99 / dl, a concentracdo média de hemoglobina para aqueles com velocidades
condicionais e normal foi de 7,8 g/ dl e 9,2 g/ dl, respectivamente. A analise de variancia (oneway
ANOVA) indicou que a diferenca na hemoglobina foi estatisticamente significativa (ANOVA: F
= 5,58, p = 0,005). O hematocrito medio foi de 21%, 23,2% (2,8) e 27,4% (4,4), respectivamente,
para as velocidades anormais, condicionais e normais. A diferenca no hematocrito entre os
pacientes com diferentes categorias de resultado de DTC também foi estatisticamente significativa
(ANOVA: F =5,19, p = 0,008).

Agueles pacientes com resultado de DTC condicional tiveram a contagem mediana de
reticuldcitos mais elevada, de 8,3%, enquanto o paciente com o DTC anormal e aqueles com
resultados normais tiveram as contagens de 3,6% e 4,4%, respectivamente. A diferenca nao foi
estatisticamente significativa (teste de Kruskal-Wallis: p = 0,1). Os pacientes com velocidades
anormais ou condicionais de DTC apresentaram porcentagem menor de HbF que aqueles com
valores normais, conforme demonstrado pela mediana de 9,2% para a HbF, em comparagéo com
6,3% e 3,2%, respectivamente, em pacientes com velocidades condicionais e anormais. No

entanto, a diferenca ndo foi estatisticamente significativa (teste de Kruskal-Wallis: p = 0,05). A
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Tabela 7 mostra a SpO: e as variaveis hematoldgicas dos pacientes em relacdo aos seus resultados

de DTC.

Tabela 7. Variaveis hematologicas e SpO2 de acordo com o resultado do DTC dos pacientes com doenca

falciforme.
DTC Hct Hb Sp0; Leuc CAN CAM Plague  Retics HbF
(%) (g/dI) (%) (L) (L) (L) (L) (%) (%)
Anormal 27,4 9,2 97 9200 5388 727 369148 3,6 9,2
Condicional 23,2 7,8 94 14250 8216 1388 538300 8,3 6,3
Normal 21 6,9 92 12300 6396 1250 529000 4,4 3,2
P 0,008 0,005  0,0002 0,01 0,004  0,0001 0,0003 0,1 0,05

Hct= hemétocrito, Hb= Hemoglobina, SpO,= saturacéo de oxigénio, Retics= contagem de reticulocitos, HbF=
hemoglobina fetal, Leuc= contagem de leucdcitos, CAN= contagem de neutrofilos, CAM= contagem de
mondcitos, DTC= Doppler transcraniano.

A analise de correlacdo de Spearman foi também realizada para avaliar a associagdo entre a VFSC
e os indices de hemécias, usando o tamanho da amostra de 75 (numero de pacientes que tiveram conjunto
de dados completo). Houve correlacdo negativa entre a VFSC e a concentragdo de hemoglobina (Hb) e do
hematdcrito (Hct) (Rho =-0,5, p = 0,0000 e rho = -0,5, p = 0,0000). Estes resultados sugerem que a reducao
da Hb ou Hct esta associada ao aumento da VFSC. Por outro lado, a correlacdo entre VFSC e contagem de
reticulécitos foi positiva e estatisticamente significativa (rho = 0,5, p = 0,0000). Em outras palavras, a
medida que a contagem de reticuldcitos aumenta, 0 VFSC também aumenta. Nao houve correlacao entre a
VFSC e a HbF (rho = -0,005, p = 0,9). As figuras de 15 e 16 mostram os graficos de correlacdo entre a
VFSC e Hct e reticulocitos.
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Figura 14. Correlagao entre a velocidade do fluxo sanguineo
cerebral observada ao DTC e saturacéo de oxigénio.
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Figura 15. Correlagdo entre a velocidade do fluxo sanguineo
cerebral dos pacientes com doenca falciforme e o
hematocrito.
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Figura 16. Correlagdo entre a velocidade do fluxo sanguineo
cerebral e a contagem de reticuldcitos.

6.11. ASSOCIACAO ENTRE A VELOCIDADE DO FLUXO SANGUINEO CEREBRAL E A
CONTAGEM DE LEUCOCITOS, NEUTROFILOS, MONOCITOS E PLAQUETAS

Os pacientes com resultados de DTC condicionais ou anormais apresentaram contagem de
leucdcitos e plaquetas maiores que aqueles com resultados normais, como mostrado na tabela 7. As
diferencas nos leucocitos e contagem de plaquetas foram estatisticamente significativas.

Houve correlacdo positiva e significativa entre VFSC e contagens totais de leucocitos e plaquetas
(rho = 0,34, p = 0,003 e rho = 0,34, p = 0,003, respectivamente). Na mesma linha, a correlacdo entre a
VFSC e a contagem absoluta de neutréfilos e mondcitos foi também positiva e estatisticamente significativa

(rho =0,3, p=0,01 e rho = 0,53, p = 0,0000). Estes resultados sugerem que o aumento dos leucdcitos e a
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contagem de plaquetas estdo associados ao aumento concomitante na VFSC. A tabela 8 mostra a correlacdo
entre a VFSC e os indices hematoldgicos e saturacdo de oxigénio, enquanto as figuras de 17-20 mostram a
correlagdo entre VFSC e leucdcitos, neutréfilos, mondcitos e plaguetas.
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Figura 17. Representacdo gréafica da correlacdo entre
VMMAX e a contagem total de leucdcitos.
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Figura 18. Representacdo grafica da correlagdo entre
VMMAX e contagem absoluta de mondcitos.
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Figura 19. Representacdo grafica da correlagdo entre
VMMAX e contagem absoluta de neutréfilos.
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Figura 20. Curva de correlagéo entre VMMAX e contagem
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Tabela 8. Correlacdo entre a velocidade do fluxo sanguineo cerebral e os
indices hematoldgicos e SpO2 dos pacientes.

DTC N Spearman , Valor p
SpO; 135 -0,35 0,0001
Hemoglobina 75 -0,50 0,0000
Hematocrito 75 -0,50 0,0000
Retics 72 0,51 0,0000
HbF 72 0,03 0,8
Leuco. total 75 0,34 0,003
Plaquetas 75 0,34 0,003
CAN 75 0,30 0,01
CAM 75 0,35 0,0000

Leuco= contagem de leucdcitos total; CAM= contagem de neutré6filos; CAM=
contagem de mondcitos; HbF= hemoglobina fetal; SpO2 = saturacdo do
oxigénio.

6.12. ANALISE DE REGRESSAO LINEAR MULTIPLA

Na andlise de regressao linear mdltipla, as variaveis de intervalo com distribuicdo néo
paramétrica foram transformadas em dados normalmente distribuidos. Contudo, SpO., peso, altura
e IMC ndo puderam ser transformados e permaneceram inalterados. A hemoglobina, hematdcrito
e contagem de plaquetas apresentaram distribuicdo normal e ndo foram transformadas.

Apos a transformacédo dos dados, foi realizada analise de regressdo multipla para prever a

VFSC como variavel dependente e idade, Hb, Hct, HbF, leucdcito total, neutréfilo absoluto,
monocito, contagem de plaguetas, contagem de reticulécitos e SpO2 como variaveis
independentes.
O modelo de regressdo linear maultipla mostrou que as varidveis independentes foram
estatisticamente preditoras quanto a variavel dependente, F (10, 60) = 8,87, p = 0,0000), embora
responsavel por apenas 60% da variabilidade da velocidade do fluxo sanguineo cerebral (R? =
0,5964). A idade do paciente, a contagem total de leucdcitos, a contagem absoluta de neutréfilos,
a contagem absoluta de mondcitos e a concentracdo de HbF foram estatisticamente preditoras da
VFSC de forma independente, quando outras variaveis foram mantidas constantes (p = 0,002;
0,002; 0,03; 0,000 e 0,007, respectivamente) (Tabela 9).
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Tabela 9. Analise de regressao linear maltipla entre a velocidade do fluxo sanglineo cerebral e seus
preditores independentes.

VFSC Coef. T Valor p 95% IC
Idade -0,0006 3,2 0,002 0,0009-0,0002
SpO; -0,0002 0,36 0,7 -0,007-0,01
Hb -0,004 -1,8 0,08 -0,0005-0,0008
Leuco 1,97 3,17 0,002 3,2-7,3
CAN 1,84 2,23 0,03 1,93-3,48
CAM 9,9 3,95 0,000 0,0002-4,9
Plaguetas 1,03 1,42 0,16 2,48-4,22
Retics 0,00035 1,54 0,13 0,0001-0,0008
HbF -0.005 -2,79 0,007 0,0009-0,0001

VFSC= velocidade de fluxo sanquineo cereblral, CAN= contagem de neutréfilos, CAM= contagem de
mondcitos, Retics= contagem reticulocitos, HbF=hemoglobin fetal.

6.13. ASSOCIACAO ENTRE SINDROME TORACICA AGUDA, EPISODIOS ALGICOS
RECORRENTES E PRIAPISMO COM OS VALORES DE DTC ANORMAL OU
CONDICIONAL

Pacientes que tiveram STA/ pneumonia ou episddios algicos recorrentes que necessitaram de
atendimento de emergéncia ou internacao hospitalar tiveram prevalencia elevada para o resultado
DTC anormal ou condicional. Entre 23 pacientes que aprensentaram STA, 12 tiveram DTC
alterada enquanto aqueles que apresentaram nao, 7 tiveram DTC alterada. A analise do prevaléncia
mostrou que os pacientes que tiveram STA/ pneumonia no ano anterior tiveram seis vezes maior
chance de ter resultado DTC anormal ou condicional em comparagdo com aqueles sem a
complicacdo (razéo de prevaléncia= 6,7; X? = 33,28, p = 0,000, IC 95% = 3,44463-12,8711). Ao
mesmo tempo, aqueles que tiveram episodios algicos recorrentes tiveram duas vezes maior chance
de ter resultado do DTC anormal ou condicional que aqueles sem a complicacdo (razdo de
prevaléncia= 2,0633, X? = 13,83, p = 0,0002, IC 95% = 1,5891- 2,6790). Nenhum caso de
priapismo foi registrado no presente estudo. Portanto, ndo foi possivel avaliar o risco imposto por

esta complicacdo no desenvolvimento de velocidade do fluxo sanguineo alterado.
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7. DISCUSSAO

A identificacdo do risco de ocorréncia de AVC em criancas com DF é um progresso na
prevencdo desse quadro clinico e no manejo dessas criangas em geral. Desde o estudo STOP, que
utilizou o DTC, e da instituicdo do programa profilatico de transfusdo de hemoderivados, a
incidéncia de AVC nessas criangas diminuiu consideravelmente (ADAMS et al., 1998;
ENNINFUL-EGHAN et al., 2010). No presente estudo, a frequéncia de DTC anormal foi de 0,74%
e de condicional foi de 13,33%. A frequéncia descrita no nosso estudo para o DTC anormal foi
comparavel as descritas em Sao Paulo por Hokazono e cols (1,6%) e Melo e cols (0%) em Aracaju
(MELO etal., 2006; HOKAZONO et al., 2011), bem como no Rio de Janeiro (LEITE et al., 2012).
No entanto foi menor do que a de 8,4% relatada por Lagunju e cols na Nigeria e 13,33% por Hasan
e cols no Iraque (LAGUNJU e tal., 2014; HASAN et al., 2016). As diferencas descritas quanto a
prevaléncia de DTC anormal poderiam ter sido relacionadas a irregularidades no acesso a
transfusdo profilatica de sangue para a prevencao priméaria do AVC na DF ao longo dos anos. O
comité que formulou a Diretriz para DTC em criancas e adolescentes com DF no Brasil
recomendou um esquema de transfusao de intervalo de trés a seis semanas para pacientes com dois
resultados de DTC anormais consecutivos realizados no intervalo de pelo menos duas semanas de
prevencdo de AVC primario. O acesso a transfusdo de sangue ndo é muito problematico e os
pacientes e responsaveis também entendem a importancia desta terapia para a prevencdo de AVC
e outras complicacdes da doenca. E possivel que o melhor acesso e aceitacdo da transfusdo de
sangue reduzisse o0 numero de pacientes que poderiam ter tido velocidades anormais ou
condicionais. Embora o presente estudo ndo tenha incluido criangas sob regime de transfusdo
profilatica de hemoderivados nem os resultados pré-transfusionais de DTC, existem relatos que
comprovam o beneficio da transfusdo profilatica na reversdo da velocidade anormal da DTC para
a normal (KWIATKOWSKI et al.,, 2011). A heterogeneidade relacionada ao encontro das
velocidades anormais para o DTC na DF descritas nos estudos acima citados, também podem estar
associadas a diferencas no nimero de pacientes rastreados. Os fatores genéticos associados ao
aumento do risco de AVC na DF incluem os haplétipos ligaos ao grupo de genes da globina beta,
a co-heranga da talassemia alfa, a persisténcia na produgdo de HbF, bem como alteracfes em
moléculas de adesdo, hiperhomocisteinemia e outros fatores trombofilicos, como a mutacdo do
fator V de Leiden (KORDES et al., 2002; HOPPE et al., 2004).
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Hé tendéncia para que a velocidade de DTC condicional se converta em resultado anormal,
0 que aumenta o risco de AVC (HANKINS et al., 2008), sendo gque as consequéncias podem ser
enormes para os pacientes afetados e suas familias, bem como para o sistema de salde. Por
conseguinte, é imperativo que sejam tomadas medidas para evitar esta conversdao. Além da
monitoracdo trimestral ou semestral da velocidade do DTC naqueles pacientes com resultados
condicionais, nenhuma medida de intervencao foi ainda recomendada, embora existam evidencias
que demonstrem a eficacia da HU na prevencao da conversdo da velocidade de DTC condicional
para normal, reduzindo assim o risco de AVC em criangas com DF (HANKINS et al., 2015).
Portanto, é possivel que HU tenha impedido a conversdo de DTC normal ou condicional em
resultado anormal, ou revertido o anormal para resultados condicionais ou normais em nossos
pacientes.

Os pacientes com AF apresentaram velocidade maior de DTC em comparagdo com 0S
outros gendtipos de DF. Este resultado estd de acordo com o estudo de Hokazono e cols., que
relataram velocidades de DTC mais elevadas em pacientes com AF quando comparadas a outros
gendtipos. (HOKAZONO et al., 2011). Também todos os resultados anormais e condicionais de
DTC foram de pacientes com AF no presente estudo. Vieira e cols. observaram também que 0s
pacientes com HbSS apresentaram VFSC significativamente maiores em relacdo aos pacientes
HbSC e sugeriram um ponto de corte mais baixo para estes Ultimos. O grupo relatou a frequéncia
de DTC anormal em 7,2% dos pacientes com AF em comparacdo com 0,7% entre 0s pacientes
HbSC (VIEIRA et al., 2016). No entanto, o numero de pacientes selecionados por este grupo foi
maior que no presente estudo e poderia explicar a frequéncia mais elevada. A AF é a DF mais
grave em comparagdo com outros genotipos (SARAF et al., 2014). Além da frequéncia maior de
velocidade de DTC anormal ou condicional e do risco maior para ocorréncia de AVC, os pacientes
com AF apresentam mais hemolise, concentracdes menores de Hb, saturacdes de oxigénio mais
baixas e mais complicacdes cardiacas e diferentes complicaces clinicas que pacientes com outros
gendtipos (NOLAN at al., 2005). Em estudo comparativo referente a doenga renal crdnica em
pacientes com DF, observou-se que a microalbumindria era mais frequente em pacientes com AF
que nos HbSC. Também os pacientes com AF apresentaram taxa menor de filtragdo glomerular
(GFR) que os HbSC (DRAW?Z et al., 2016). A AF e a talassemia-SB° geralmente apresentam

sintomas clinicos e hematoldgicos mais graves, enquanto a talassemia-Sp* e HbSC apresentam
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doenca menos grave, com excecdo da retinopatia falciforme, que é mais prevalente no dltimo
gendtipo.

A vasculopatia na DF é exacerbada pela hemolise, interac@es neutrofilo-célula endotelial e

inflamacé&o cronica, que tende a ser mais grave nos individuos com AF que nos HbSC. A contagem
de hemécias, Hb, Hct, como marcadores de anemia e contagem de reticuldcitos, dosagem de
desidrogenase lactica sistémica, aspartato amino transaminase e bilirrubina ndo conjugada, como
marcadores de hemdlise; bem como citocinas pré-inflamatorias, leucocitos e contagens de
plaquetas estdo geralmente elevadas nos individuos com AF que nos HbSC (TORRES et al., 2016).
O predominio desses processos patolégicos na AF explica porque eles tém sintomas e
complicacBes mais graves e, muito provavelmente, por que todos os resultados anormais e
condicionais de DTC foram observados neste grupo de pacientes no presente estudo.
Este estudo também observou que o grupo etario com mediana maior da VFSC foi de 6-9 anos.
Posteriormente, a velocidade diminuiu com o aumento da idade. Essa tendéncia esta de acordo
com a relatada por Makani e cols. e Lagunju e cols. quando estudaram pacientes com AF com o
padrdo geral de VFSC em criancas sem a doenca (MAKANI et al., 2009; LAGUNJU et al., 2014).
De acordo com o estudo de Schoning e cols., a VFSC aumenta acentuadamente a partir dos 3 anos
de idade e atinge o pico aos 6 anos de idade, diminuindo gradualmente até 15 anos, quando atinge
valor constante (SCHONING et al., 1996). Brass e cols. observaram que o fluxo sanguineo
cerebral atinge o maximo aproximadamente no sexto ano de vida, com relacéo direta entre ele e a
velocidade do fluxo sanguineo (BRASS et al., 1991). Apos o periodo neonatal, o fluxo sanguineo
cerebral e a taxa de metabolismo para oxigénio aumenta com a idade, com pico de sete anos e
declinando no adulto e na adolescéncia, 0 que pode estar relacionado ao desenvolvimento e
mielinizacgdo fisioldgica do cérebro (TAKAHASHI et al., 1999).

O presente estudo também estabeleceu a correlacdo inversamente significativa entre a
VFSC e a idade do paciente. Esta tendéncia, em combinagdo com outros fatores, tais como fatores
geneéticos e ambientais, poderia ser a razdo pela qual a vasculopatia falciforme, a elevacdo da
VESC e 0 AVC sdo mais comuns em criangas mais jovens com a doenca. Portanto, pode ser
concebivel pensar que a vasculopatia falciforme também esté relacionada a infecgdes nessa faixa
etaria. Estudos futuros sdo necessarios para comprovar ou nao esta hipotese.

NOs descrevemos a correlacdo negativa entre a VFSC e 0 peso, altura e IMC dos pacientes,

bem como com a idade do paciente, que também relacionou inversamente com VFSC. A
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associacao entre VFSC e IMC é rara em criangas, embora Selim e cols. retaram a correlacdo
negativa em adultos (SELIM et al., 2008).

Foi observada a correlacdo negativa significativa entre a VFSC e a saturagéo periféerica de
oxigeénio, a concentragdo de Hb e o Hct. Este achado coincidiu com estudos anteriores (MAKANI
et al., 2009; OUINN et al., 2009; LAGUNJU et al., 2014). A dessaturacdo do sangue prejudica o
fornecimento de oxigénio ao tecido cerebral e predispde ao AVC. Os individuos com AF
apresentam anemia cronica decorrente de hemolise cronica e infeccbes recorrentes. A
hemoglobina é a proteina transportadora de oxigénio e a sua concentracdo baixa estd associada
com a capacidade diminuida de transporte de oxigénio e, portanto, saturacdo baixa de oxigénio.
Na anemia e dessaturacdo, o sistema circulatério responde aumentando o débito cardiaco e
diminuindo a resisténcia periferica que aumenta o fluxo sanguineo cerebral através do aumento da
velocidade do fluxo sanguuineo (ALIEFENDIOGLU et al., 2007). O aumento do fluxo sanguineo
desencadeia o fluxo turbulento, especialmente no ponto de vasculopatia estenética, que causa mais
lesdo endotelial vascular, inflamacdo, hiperplasia e hipertrofia do musculo liso vascular,
agravamento da estenose e culminando na isquemia cerebral e aumento de risco do AVC
(CHISTIAKOV et al., 2017).

A manutencdo da concentracdo de Hb estavel em torno de 10g / dl por transfusdes ou
farmacos que aumentam esta concentracdo e de HbF, como a HU, reduz o risco de velocidade
anormal do sangue cerebral e AVC em criangas com DF. O aumento na concentra¢do de Hb
melhora o transporte de oxigénio e a sua distribuicdo para o cérebro, reduzindo assim o risco de
AVC. A transfusdo cronica aumenta a concentracdo de Hb, reduz a hipoxia e a porcentagem de
hemaécias falciformes (<30%) e melhora a saturacdo de oxigénio no tecido cerebral (WANG et al.,
2013).

A correlacdo positiva entre a VFSC e a contagem total de leucdcitos, neutrofilos e
monocitos, contagem de plaquetas e reticuldcitos pode ser atribuida ao fato de que essas células
sdo participantes ativas no processo inflamatorio cronico na DF. Varios estudos tém mostrado
contagens elevadas e ativacdo dessas celulas em pacientes com DF e, mais ainda, naqueles com
complicacdes da doenca, como a vasculopatia (VILLAGRA et al., 2007; AKINBAMI et al., 2012).
A contagem de reticulocitos € um marcador indireto de hemdlise intravascular, processo
patolégico importante na DF, na qual a Hb e heme livres sdo liberados para a circulagdo, com

consequente remogdo de Oxido nitrico (NO), lesdo endotelial, aumento de citocinas pro-
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inflamatorias e ativacdo de moléculas de adesédo celular (BALLA et al., 2007; GUARDA et al.,
2017). Os leucotcitos no modelo de regressdo linear maltipla estiveram associados de forma
independente ao aumento na VFSC, sendo considerado fator de risco importante para o
desenvolvimento de AVC em criangas com DF. Conran e cols. observaram que a gravidade da DF
estd associada ao aumento da contagem de leucdcitos, sendo que a redugdo da contagem de
leucdcitos melhora a gravidade da doenca (CONRAN et al., 2009).

Nos modelos de regressdo linear multipla, a idade do paciente, a contagem de leucocitos
total, neutrofilos, mondcitos e a concentracdo de HbF, mas ndo de Hct nem a SpO; foram
preditores independentes da VFSC. Estudos diferentes relataram Hct e a SpO, como preditores
independentes (OUINN et al., 2009). No modelo multivariado de Makani e cols. (2009), o grupo
previu a velocidade de DTC com a idade do paciente, SpO: e histdria de febre e observou que a
baixa de SpO2 < 95% e um historico de febre esteve associado com a velocidade elevada do fluxo
sanguineo cerebral. No presente estudo, 0 modelo que incluiu apenas SpO- e Hct também esteve
significativamente associado com a velocidade elevada do fluxo sanguineo cerebral (ndo
mostrado), mas ndo quando eles foram submetidos ao modelo com muitas mais variaveis. Em
estudo de Colombatti e cols, foi mostrado que a contagem de leucdcitos esteve positivamente
correlacionada com a VFSC em pacientes com AF, mas ndo HbSC (COLOMBATTI et al., 2015).
A consequéncia final da vasculopatia cerebral na DF é a estenose vascular que resulta da
remodelacdo do musculo liso vascular, hiperplasia e hipertrofia (KOSHY et al., 1990). Todos
resultam de inflamacéao crénica que é diretamente ou indiretamente desencadeada pela hemolise,
aderéncia de hemécias falciformes e outras células ao endotélio vascular e ativacao de células proé-
inflamatorias e elaboracdo de citocinas pré-inflamatorias. (ZHANG et al., 2016).

As criancas que haviam sofrido STA / pneumonia ou crises recorrentes de dor éssea
tiveram maior probabilidade de ter VFSC anormal ou condicional. A STA € uma doenca aguda
caracterizada por febre, sintomas respiratorios agudos, novos infiltrados pulmonares na radiografia
de torax e hipoxia. Esta complicacdo pode resultar de infeccdo pulmonar (pneumonia) ou embolia
de gordura de infarto 6sseo necrético, resultando em queda na tensdo de oxigénio pulmonar,
dessaturacdo de oxigénio, polimerizagdo de HbS, consequente de processos patologicos levando a
hemolise e inflamagdo. A STA é um fator de risco conhecido de AVC e outras encefalopatias em
pacientes com AF (OHENE-FRENPONG et al., 1998; HENDERSON et al., 2003). A hipoxia

pulmonar da STA pode causar reducdo no fornecimento de sangue oxigenado a tecidos cerebrais
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com leséo endotelial vascular cerebral resultante, modelagem do musculo liso cerebral, estenose
com isquemia cerebral e AVC.

O presente estudo apresentou a limitacdo de termos identificado somente um paciente com
resultado de DTC anormal, o que pode ter sido ocasionado pela utilizagdo da HU em alguns
pacientes avaliados. Portanto, apesar de termos encontrado associacdo estatistica significativa
entre a velocidade de fluxo sanguineo cerebral e os perfis hematologico e clinico dos pacientes
estudados, seria importante a continuacdo do referido estudo, de maneira a ampliar o grupo de
pacientes acompanhados pelo DTC, com a realizagdo de um estudo longitudinal visando avaliar
aqueles com historia prévia de AVC, bem como em uso crénico de transfusdo sanguinea, no intuito

de validacdo dos resultados obtidos.
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CONCLUSOES

Com o desenvolvimento do presente estudo, concluimos:
A frequéncia de velocidade anormal do DTC foi baixa no grupo de pacientes com DF de
Salvador-Bahia analisado;
Os pacientes com AF geralmente apresentaram velocidades de fluxo sanguineo cerebral
maiores e probabilidade maior para velocidades anormais ou condicionais que aqueles com
outros gendtipos da DF;
Velocidades mais elevadas e alteradas foram mais frequentes em pacientes jovens, mas 0 Sexo,
uso ou ndo de HU e lado do hemisfério cerebral ndo afetou o resultado;
Os pacientes com resultados anormais ou condicionais de DTC tiveram concentracdo
diminuida de hemoglobina e HbF, contagem maior de leucocitos, plaquetas e reticulécitos que
seus pares com resultados normais;
A velocidade do fluxo sanguineo cerebral correlacionou-se inversamente com a concentracao
de hemoglobina, hematdcrito, saturagdo de oxigénio e idade dos pacientes; e positivamente
com as contagens de reticuldcitos, leucdcitos totais, neutrofilos absolutos e mondcitos
absolutos. No entanto, ndo se correlacionou com a HbF;
A idade do paciente, a contagem de leucdcitos, neutrofilos e mondcitos estiveram associadas,
de maneira independente, ao desenvolvimento de velocidades DTC anormais ou condicionais,
mas ndo a SpO2 e a hemoglobina;
Os resultados obtidos sugeriram que a velocidade do fluxo sanguineo cerebral foi afetada
pela interacdo de varios fatores, ja que as varidveis independentes contribuiram com apenas
60% da variabilidade da velocidade nos modelos de regressao linear maltipla;
A probabilidade de desenvolvimento de resultado anormal ou condicional de DTC nos
pacientes com DF esteve associada a historia prévia de sindrome torécica aguda ou crises de

dor Gssea recorrentes.
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RECOMENDAGCOES

O uso de Doppler transcraniano (DTC) para detetar criancas com DF com risco alto de
desenvolvimento de AVC deve ser estendido a todas as unidades de saide e cuidado dessas
criancas pelo Sistema Unico de Satide (SUS);

Mais trabalhadores de salde devem ser treinados para executar e interpretar os resultados de
DTC;

Em hospitais com acesso limitado ao Doppler transcraniano e sem a capacidade de realizar a
triagem universal, deve-se priorizar aqueles com idade inferior aos dez anos, que tiveram
historia passada de sindrome toracica aguda ou episodios dolorosos recorrentes, bem como
aqueles com baixa saturacdo de oxigénio (<95 %), hemoglobina diminuida e contagens
elevadas de leucdcitos e de plaquetas;

O acesso a utilizacdo da transfusdo profilatica de hemoderivados para a prevencao primaria e
secundaria do AVC deve ser estendido a todas as unidades de salde que cuidam de criangas
com AF,;

Os médicos que cuidam de criancas com DF devem melhorar sua atitude em relacdo a
prescricdo de HU, uma droga que tem sido comprovada por reduzir a velocidade do fluxo
sanguineo cerebral e prevenir a conversao do resultado condicional de DTC para normal;
Os programas de conscientizacdo publica sobre a DF devem ser melhorados entre os jovens,
cuidadores dos pacientes e do publico em geral;

Estudos posteriores com numero maior de individuos com a DF e mais varidveis
independentes voltadas para prever o aumento da velocidade de fluxo sanguineo cerebral em
criangas com DF s&o recomendados.
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Abstract

Background: stroke is a devastating complication of sickle cell disease (SCD). Abnormally high
cerebral blood flow velocity (CBFV) is the most important risk factor for development of stroke
in these patients, and its detection by transcranial Doppler (TCD) is fundamental in primary stroke
prevention. The study aimed at evaluating the CBFV of children and adolescents with SCD in
Salvador, detect those at high risk of stroke and correlate the flow velocities with clinical and
hematological profiles of the patients.

Methods: TCD was performed on subjects aged 2-16 years who fulfilled the inclusion criteria,
using a 2 MHz probe placed over the transtemporal windows. The oxygen saturation (SpO2) and
anthropometric parameters were measured, and clinical and hematological profiles retrieved from
their medical records.

Results: one hundred and thirty five patients were recruited. The median of timed averaged mean
of maximum velocities (TAMMYV) was 125cm/s. Patients with sickle cell anemia (SCA) had a
significantly higher CBFV (131cm/s) than those with HbSC disease (107cm/s). Only one (0.74%)
patient had abnormal cerebral blood flow velocity while 18 (13.33%) had conditional velocities.
CBFV correlated inversely with SpO2, hemoglobin concentration (Hb) and patient’s age, and
positively with white blood cells (WBC) and platelet counts. Leukocyte counts, fetal hemoglobin
(HbF) and patient’s age independently had linear association with CBFV when other variables
were kept constant. Previous history of ACS and recurrent bone crises increased the risk of
development of high abnormal and conditional velocity.

Conclusion: frequency of abnormal CBFV in SCD was low. Younger children and those with
SCA had higher TCD velocities and higher risk of developing abnormal TCD result. Low SpO2,
Hb, and high WBC and platelet counts were associated with high TCD velocities. Previous history
of ACS and recurrent bone pain were associated with increased risk of having abnormal and
conditional TCD velocity.

Key words: sickle cell disease, cerebral blood flow velocity, Transcranial Doppler, children,

adolescents, Salvador.
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Introduction

In Brazil, the frequency of sickle cell trait (SCT, HbAS) and prevalence of sickle cell disease
(SCD) range from 1.1% to 9.8% and 0.8 to 60 per 100,000 births respectively. The northeastern
region has the highest prevalence and the south, the lowest, with estimated 700-1000 children born
annually with SCD. %34 Salvador, Bahia, has the highest burden of both the trait and the disease.
According to reported by Adorno et al., the frequency of SCT and prevalence of SCD in Salvador
was 9.8% and 0.17% respectively while Brazil’s ministry of health reported the state of Bahia to
have the highest frequency of SCT and prevalence of SCD with estimates of 5.3% or 1:17 and 1
in 650 persons of the population respectively. > ©

HbS in de-oxygenated state is less soluble and tends to polymerize and crystallize inside red blood
cells. These polymers elongate and precipitate inside the erythrocytes, distorting the normal
biconcave shape and giving rise to various shapes, including the characteristic sickle shape (sickle
cell). The abnormally shaped erythrocytes may revert to normal when oxygen saturation improves,
as in the lungs. However, with repeated sickling episodes, these cells may remain permanently
sickled (irreversible sickled cells) because of damage to the membrane cytoskeleton. These
irreversibly sickled cells are susceptible to enhanced hemolysis, resulting in anemia, as well as
obstructing the microvasculature with resultant ischemia and tissue damage. ** 7 Hemolysis and
vascular obstruction with ischemia are the main pathophysiological processes resulting in a
constellation of symptoms, signs and complications of SCD.

Although, SCD is primarily a red cell disorder, the white blood cells (WBC), platelets and other
cellular elements as well as hormonal and environmental factors contribute to its pathogenesis. & °
Vaso-occlusion does not only occur due to passive mechanical obstruction of capillaries by sickle
red blood cells, but also by adhesive interplay between sickled and unsickled erythrocytes,
neutrophils, monocytes, platelets and vascular endothelium. SCD is also considered as a chronic
inflammatory process due to expression of several markers of inflammation such as pro-
inflammatory cytokines and chemokines including: interleukin (IL)-6, IL-17 and tumor necrosis
factor (TNF). 1 Vaso-occlusion, ischemia and reperfusion injury, hemolysis and release of free
hemoglobin molecules, iron and heme result in release of oxidant free radical species such as
superoxide radical (O2-), hydroxyl (.OH), and hydrogen peroxide (H202). 1+ 12 These free radicals
cause damage and activation of vascular endothelium, activate neutrophils, monocytes, platelets,

and erythrocytes; with increased expression of adhesion molecules such as P-selectin, E-selectin,
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integrins, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) and their ligands. ** 1 High neutrophil
count is associated with severe and more frequent episodes of painful crisis in SCD patients. 15,
16 Studies have also described higher platelets, monocytes and reticulocytes counts and their
activation in patients with SCD than their normal controls, 17:18.19.20

SCD is characterized by acute episodes of illnesses (crises) such as bone pain crisis, acute chest
syndrome (ACS), priapism, hemolytic crisis, acute infections; and acute and long-term
complications such as cerebrovascular accident (CVA), nephropathy, chronic liver disease,
proliferative retinopathy, avascular necrosis of femoral head and chronic leg ulcer. Laboratory
findings may include, reduced hemoglobin concentration, and elevated plasma bilirubin, high
WBC count with relative neutrophilia in steady state, thrombocytosis, increased reticulocyte count,
blood film demonstrating sickled cells, as well as findings relating to specific organ damage.
Cerebrovascular accident (CVA) or stroke is a devastating complication of SCD with medical,
psychological, social and economic challenges; and up to 11% of children with SCD are at risk of
developing stroke before the age of 20 years and 24% by age of 45 years, with highest incidence
occurring between 2-5 years. 2! The incidence of stroke among Brazilian children with SCD ranged
from 17.2-27.3%. %2 Proliferative vasculopathy of large intracranial internal carotid arteries and
their proximal branches is the pathophysiological basis for development of ischemic stroke in
SCD, although large artery occlusion alone cannot explain all the CVAs seen in children with
SCD. 2% Micro-infarcts in the deep white matter and diffuse arteriolar thickening have been
reported in some neuropathological studies with normal cerebral angiograms in cases of acute
clinical stroke. 2% 2 Risk factors for occurrence of stroke in SCD include anemia, leukocytosis,
thrombocytosis, previous stroke, silent cerebral infarction, and systemic hypertension. Abnormally
high cerebral blood flow velocity is the most important risk factor for development of stroke in
these patients. 2% 26 Detection of elevated cerebral blood flow velocity with transcranial Doppler
(TCD) is fundamental to primary prevention of stroke in SCD, as it has been shown that TCD
screening and subsequent prophylactic blood transfusion of patients at high risk of development
of this complication reduces the risk by more than 90%. 2’

Apart from performing TCD to detect elevated cerebral blood flow velocity, are there other
parameters that may indicate an increased cerebral blood flow velocity in children with SCD? We

hypothesized that young age, low hemoglobin; low hemoglobin oxygen saturation and elevated
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WABC, reticulocyte and platelet counts, as well as low fetal hemoglobin (HbF) concentration are
associated with increased cerebral blood flow velocity and increased risk of stroke in SCD patients.
The present study aimed at evaluating the cerebral blood flow velocities of children and
adolescents with SCD, detecting those at high risk of developing CVA, and correlating the cerebral
blood flow velocities with hematological and clinical profiles of the patients.

Patients and Methods

This observational, cross sectional study was conducted at the Pediatric Hematology outpatient
clinic of Professor Edgard Santos University Hospital, Salvador, Brazil, between March 2016 and
Feb. 2017. The study was approved by the Research Board of the Secretary of Health of the state
of Bahia and written informed consent obtained from caregivers and assent from patients were
appropriate. Patients included in the study were those aged 2-16 years, confirmed to have SCD, in
a steady state and who or whose parents/ caregivers gave informed consent while patients with
past history of stroke or on prophylactic blood transfusion or had received blood transfusion for
any other reason within the preceding 3 months were excluded. Subjects who fulfilled the
inclusion criteria were recruited consecutively as they present to the clinic for TCD. Clinical risk
factors of stroke including past history of stroke, ACS or pneumonia, recurrent bone pain and
priapism were obtained from patients or caregivers. The history was verified from the patients’
medical records. The steady state hematological parameters and use of hydroxyurea (HU) were
also obtained from patients’ medical records. The steady state hematological parameters were
taken as measures estimated within the preceding 3 months without blood transfusion; and
included, hemoglobin concentration, hematocrit, reticulocyte, WBC, neutrophil, monocyte, and
platelet counts and HbF concentration.

The arterial oxygen saturation was determined with pulse oximeter (Geratherm Medical,
Germany) placed on the right index finger of the patient while the weight (Kg) and height (M)
were measured with a stadiometer (Welmy industry and comercial Ltd). The body mass index
(BMI) was calculated from the formula: BMI= weight (Kg)/height (m2). TCD screening was
performed, using a single device Doppler probe (2MHZ) transducer (Sonatek, Viasys Healthcare
and Cardinal Health, USA) on the trans-temporal windows. The conventional TCD was performed
as recommended in the Stroke prevention trial in sickle cell anemia (STOP) and the Brazilian

guidelines for TCD in children and adolescents with SCD. 2 2 The indications, procedures,
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advantages and risks of the examination were explained to the patients and/or caregivers before
the examination.

The examination was done while patient was in supine position, awake, calm, and alert but not
allowed to sleep because increase in CO2 during sleep can increase cerebral blood flow and
velocity. While patient was lying supine and looking contra laterally, the examiner sat at the head
of the bed/stretcher with easy access to the instruments. The trans-temporal window was located
just above the zygomatic ridge between the lateral canthus of the eye and the pinna of the ear. The
lubricated 2MHz frequency TCD probe was placed over the acoustic window to insonate the basal
cerebral arteries. The arteries were identified based on relative direction of the probe within a
specific acoustic window, direction of blood flow relative to the probe, and depth of insonation.
The distance from the transducer to the point where flow is being sampled is termed the ‘depth’
and is usually displayed on the screen of TCD machine. The distal internal carotid artery (ICA) or
its bifurcation was identified at depths of 55 to 65mm with simultaneous flow away and towards
the probe. The middle cerebral artery (MCA) was identified at depths of 35 to 55mm with blood
flow towards the probe while the anterior cerebral artery (ACA) was viewed at depths of 60 to
70mm with blood flow away from the probe. Both audible and visual signals of the Doppler wave
form were assessed with the aim of recognizing turbulence and other audible clues that suggest
high velocities; and with the goal of obtaining the “cleanest,” sharpest and high velocity signal.
The time averaged mean of maximum velocities (TAMMYV) in the proximal MCA artery were
recorded from both hemispheres according to the STOP protocol for SCD. 28 The higher value of
TAMMYV from the right and left MCA was recorded as patient’s cerebral blood flow velocity. The
classification of TCD result was as described in the STOP trial. 2

The data was analyzed with statistical software (STATA 10, College Station, Tex: Stata Corp) and
(SPSS 20.0, Armonk, NY: IBM Corp). Interval variables were presented as means and standard
deviations for parametric variables or median and range for non-parametric variables. Categorical
variables were presented in form of tables, proportions and percentages. Test of significance was
assessed using Student’s-T test for parametric interval variables and Mann Whitney test for non-
parametric variables. Chi-square test or Fischer’s exact test was used to test for significant
difference between categorical variables. Correlations were assessed using Spearman’s correlation
coefficients. Linear regression analysis was used to establish associations between dependent and

independent variables. Relative risk of having abnormal or conditional TCD result was calculated
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for those that had history of clinical risk factors under study. Test of significance was set at p
<0.05.

Results

Patients’ Characteristics

One hundred and forty eight TCD screenings were performed. However, seven of the screenings
were on patients who were on prophylactic blood transfusion or have been transfused within the
past three months, and were therefore excluded. The remaining 141 screenings were performed
among 135 subjects. For those that had repeat screen, the last was taken as their TCD result. The
subjects comprised 74 (54.8%) females and 61 (45.2%) males with median age of 8 years (2-16).
Ninety three (68.9%) of the patients had HbSS genotype, 41 (30.4%) had HbSC and one (0.7%),
SP+ thalassemia genotype. Fifty one (37.8%) of the patients were taking HU as at the period of
TCD screening for various indications, such as recurrent bone pain, past history of acute chest
syndrome, or previous abnormal TCD report. The median weight, height and body mass index
(BMI) of the patients were 23.6 (11-75.2) kg, 1.3 (0.8-1.8) M and 16.3 (10.7- 27.3) Kg/M2

respectively. Table 1 summarizes the patients’ demographic characteristics.

Transcranial Doppler screening

The median of the TAMMYV was 125 cm/s (74.4-202) cm/s. One patient (0.74%) had abnormal
result while 18 (13.33% had conditional results. None had low TCD result (Figure 1).

The females had a median TAMM velocity of 125.5 (74.7-199) cm/s in comparison with the males’
122 (74.4-202) cm/s, with no significant difference (Mann-Whitney test, p = 0.5). One (1.6%) of
the males had abnormal result, 8 (13.1%) had conditional results while 10 (13.5%) of the females
also had conditional results, with no significant difference (Fischer’s exact, p = 0.7).

The age group 6-9 years had the highest median cerebral blood flow velocity of 131cm/s while the
14-16 year olds had the lowest velocity of 111cm/s (Kruskal-Wallis test, p = 0.01) as shown in
table 2. While the only abnormal TCD result was recorded in the age group 2-5 years, 88.9%
(16/18) of the conditional results was in the under 10.

Median CBFV did not differ significantly (Wilcoxon signed-rank test: z= -0.9, p= 0.4) between
the right (118cm/s) and left (120cm/s) middle cerebral arteries, nor among patients on (128cm/s)
or not on (121cm/s) HU therapy (Mann-Whitney test: p=0.4).
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Comparing the cerebral blood flow velocities among the different genotypes, it was observed that
patients with SCA had higher median TAMMYV (131cm/s) compared to those with HbSC
(107cm/s) or HbSB-thalassemia (109cm/s) disease, with a statistically significant difference
(Kruskal-Wallis test, p= 0.0001)-figure 2. The abnormal and conditional velocities were recorded
only among the SCA patients.

The study compared the hemoglobin oxygen saturation (SpO2) among the patients in relation to
their TCD results. It was observed that patients with abnormal or conditional results had lower
SpO2 (< 95%) compared to those with normal result. The patients with abnormal result had
median SpO2 of 92% while those with conditional and abnormal TCD results had SpO2 of 94%
and 97% respectively. This difference was statistically significant (Kruskal-Wallis test: p=
0.0002). Patients with abnormal or conditional TCD results also had lower mean hemoglobin
concentration of 6.9g/dl and 7.8 (1.1) g/dl respectively compared with those with normal results
of 9.2 (1.4) g/dl. One-way analysis of variance (ANOVA) indicated a statistically significant
difference in the mean hemoglobin concentrations (ANOVA: F= 5.58, p= 0.005). Percentage of
HbF was lower in patients with abnormal (3.3%) or conditional (6.3%) TCD results than those
who had normal (9.2%) results, but the difference was not significant (Kruskal-Wallis test: p=
0.05). Following a similar pattern, there was no significant difference (Kruskal-Wallis test: p=0.1)
in the reticulocyte count among patients with normal (4.4%), conditional (8.3%) or abnormal
(3.6%) TCD results. It was observed that patients with conditional or abnormal TCD results had
higher white cell and platelet counts than those with normal results as shown in table 3. Test of
significance (Kruskal-Wallis test) also indicated that the differences in WBC and platelet counts
were statistically significant.

As shown in table 4 and figures 3a-3h, Spearman’s correlation analysis indicated that patients’
age, oxygen saturation, and hematocrit negatively correlated with cerebral blood flow velocity.
Total leukocyte, neutrophil, monocyte, platelet, and reticulocyte counts had positive correlation
with CBFV. These findings demonstrate that increased CBFV is associated with younger age, low
SpO2, low hematocrit/hemoglobin and elevated leukocyte, neutrophil, monocyte, platelet, and
reticulocyte counts. There was no correlation between HbF concentration and CBFV.

After data transformation of the non-parametric variables, a multiple linear regression model was
used to assess for a linear relationship between cerebral blood flow velocity and the independent

variables. This regression model showed that the independent variables statistically significantly
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predicted the dependent variable, F (10, 60) =8.87, p=0.0000), although responsible for only 60%
of the variability of cerebral blood flow velocity (R2 = 0.5964). Young age and low HbF had
negative association with CBFV while total leukocyte, neutrophil, and monocyte counts
independently had positive association with CBFV, when other variables were held constant (p=
0.002, 0.002, 0.03, 0.000, and 0.007 respectively)-Table 5.

A risk analysis showed that patients who have had ACS or pneumonia in the preceding year are
six times at risk of having abnormal or conditional TCD result compared to those without the
complication. Out of the 23 patients that suffered ACS, 12 had altered velocity (Relative risk=6.7;
X2 =33.28, p= 0.000, 95% CI= 3.4463-12.8711). In the same vein, those who have had recurrent
vaso-occlusive bone pain crises have two times the risk of having abnormal or conditional TCD
result as those without the complication (Relative risk=2.0633, X2 = 13.83, p= 0.0002, 95% Cl=
1.5891-2.6790). No case of priapism was recorded in the present study. Therefore, it was not
possible to assess the risk imposed by this complication on development of altered TCD result.

Discussion

Identification of children with SCD at high risk of development of CVA is a monumental progress
in the prevention of stroke and management of children with SCD in general. Since the great
revelation from STOP clinical study in the late 90s with TCD and institution of prophylactic blood
transfusion program, the incidence of stroke in these children has reduced, compared to the pre-
TCD era, 2"+%0

In this study, the prevalence of abnormal TCD result was 0.74% and 13.33% for conditional result.
This was comparable to abnormal results of 1.6% and 2.6 % reported by Hokazono et al and Melo
et al., as well as that by Leite et al. in different parts of Brazil. 3% 32 33 However, it was lower than
that reported in Nigeria and Iraq by Lagunju et al and Hasan et al. 34 The difference in prevalence
could have resulted from differences in access to prophylactic blood transfusion for primary stroke
prevention over the years. The guideline for TCD in children and adolescents with SCD in Brazil
recommended transfusion regimens of three to six weeks interval for patients who have had two
consecutive abnormal TCD results of at least two weeks interval for primary stroke prevention.
Although the present study did not include children on prophylactic blood transfusion nor their
pre-transfusion TCD results, studies have proved that prophylactic blood transfusion reverses

abnormal TCD velocity. * The differences in prevalence could also be due to differences in the
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number of patients screened or other factors including genetic. Genetic factors associated with
increased risk of stroke in SCD include the haplotype, co-inheritance of alpha thalassemia,
persistence of HbF production as well as inheritance of genes involved in inflammation, hypoxia,
adherence molecules and coagulation. 3

There is tendency for conditional TCD velocity to convert to abnormal result, which will increase
the risk of stroke, and the consequences may be unpalatable for affected patients and their families,
as well as the health system, especially in developing nations. It is therefore imperative that
measures be put in place to avert this conversion. 3 Apart from 3-6 monthly monitoring of TCD
velocity in those with conditional results, no intervention measure is yet recommended, although
some researchers have demonstrated the effectiveness of HU in preventing conversion of
conditional TCD velocity to normal, thereby reducing the risk of stroke in children with SCD.
Patients with SCA had higher TCD velocity compared to other genotypes. This was in agreement
with report by Hokazono et al. who also reported statistically significant higher TCD velocities in
SCA patients compared to other genotypes. 32 In the present study, all the abnormal and
conditional TCD results were from patients with SCA. Vieira et al. observed also that patients with
SCA had significantly higher TAMM velocities compared to HbSC disease patients and suggested
a lower cut-off point for the later patients. *° The group reported a prevalence of abnormal TCD
result in 7.2% of SCA patients compared to 0.7% among patients with HbSC disease. However,
the number of patients screened by this group was more than that in the present study and could
account for the higher prevalence. SCA is a more severe type of SCD compared to other genotypes.
41 Apart from higher prevalence of abnormal or conditional TCD velocity and higher risk of CVA,
patients with SCA have higher rates of hemolysis, lower hemoglobin concentrations, lower oxygen
saturations, and cardiac and other complications when compared with other genotypes. 2 In a
comparative study of chronic kidney disease among SCD patients, it was observed that
microalbuminuria was more prevalent in SCA patients than those with HbSC disease and SCA
patients had lower glomerular filtration rate (GFR) than HbSC counterparts. ** SCA and HbSpO -
thalassemia generally present most severe clinical and hematological symptoms while HbSC and
HbSP+ -present less severe disease, although with exception of sickle cell retinopathy that is more
in the latter group.

Vasculopathy in SCD is driven by hemolysis, neutrophil-endothelial cell interactions and chronic
inflammation. These tend to be aggravated in individuals with SCA than HbSC. Red blood cell
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count, total hemoglobin, hematocrit, as markers of anemia and reticulocyte count, circulating
lactate dehydrogenase, aspartate amino transaminase and unconjugated bilirubin, as markers of
hemolysis; as well as proinflammatory cytokines, leukocytes and platelets counts are higher in
individuals with SCA than HbSC disease. ** The predominance of these markers in SCA explains
why they have greater severity of symptoms and complications and most likely, why all the
abnormal and conditional TCD results were observed in SCA patients in the present study. This
study also observed that the age group with the highest median of TAMM velocity was 6-9 years.
Thereafter, the velocity decreased with increasing age. This trend was in agreement with that
reported by Lagunju et al and Makani et al. among SCA patients and conformed to the general
pattern of cerebral blood velocity even in children without SCD. 3+ % According to a study by
Schoning et al., cerebral blood flow velocity, increases markedly from 3 years of age and peaks at
about the age of 6 years, and gradually decreasing until 15 years when it reaches a constant value.
46 Brass et al. also observed that cerebral blood flow reaches maximum at about the 6th year of
life, with a direct relationship between it and blood flow velocity. 4’ This study also established a
significant inverse correlation between cerebral blood flow velocity and patient’s age. This trend,
in combination with other factors such as genetic and environmental factors could be the reason
why sickle cell cerebral vasculopathy, elevated cerebral blood flow velocity, and stroke are
commoner in younger children with SCD. Other complications of SCD commoner in the younger
age group include ACS, splenic sequestration and parvovirus B19 infection with aplastic crisis.
These complications have a common association with infection, either viral or bacterial. & 4% %0
Therefore, it may be conceivable to think that sickle cell vasculopathy is also related to infections
among this age group. Further studies are required to prove or debunk this conception.

A significant negative correlation was noted between cerebral blood flow velocity and peripheral
oxygen saturation, hemoglobin concentration and hematocrit. This finding concurred with
previous studies. 34, > °! Blood desaturation impairs oxygen delivery to the cerebral tissue and
predisposes to cerebrovascular accident. Patients with SCD have chronic anemia arising from
chronic hemolysis and recurrent infections. Hemoglobin is the oxygen transporting protein and
low concentration is associated with low oxygen carrying capacity and therefore low oxygen
saturation. In anemia and desaturation, the circulatory system responds by increasing cardiac
output, which increases cerebral blood flow through increase in blood flow velocity. %2 Increase

blood flow triggers turbulent flow especially at point of stenotic vasculopathy, which causes more
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vascular endothelial damage, inflammation, hyperplasia and hypertrophy of vascular smooth
muscle, worsening stenosis, and culminating in cerebral ischemia, and increased risk stroke. 3
Maintaining a stable hemoglobin concentration at or close to 10g/dl by transfusions or drugs that
increase the level of HbF and hemoglobin such as HU reduces the risk of abnormal cerebral blood
velocity and stroke in children with SCD. Increased hemoglobin level improves oxygen transport
and delivery to the brain, thereby reducing the risk of stroke. Chronic transfusion increases the
normal hemoglobin level, reduces hypoxia and percentage of HbS (< 30%) and improves oxygen
saturation and delivery to cerebral and other tissues, as well as removing sickle red cells from
circulation.

The positive correlation between cerebral blood velocity and leukocyte, neutrophil and monocyte
counts, platelet count and reticulocyte could be ascribed to the fact that these cells are active
participants in the chronic inflammatory process in SCD. Several studies have shown greater
elevated counts and activation of these cells in patients with SCD, and more so in those with
complications of the disease such as vasculopathy. 1 * Reticulocyte count is an indirect marker
of intravascular hemolysis, a major pathological process in SCD in which free hemoglobin and
heme are released into the circulation, with consequent scavenging of nitric oxide, endothelial
injury, elaboration of proinflammatory cytokines and cellular adhesion molecules. The WBC in
the multiple linear regression model independently predicted cerebral blood flow velocity, a major
risk factor in development of CVA in children with SCD. Study by Conran and colleagues
observed that severity of SCD is associated with increased WBC count while a reduction
ameliorates the severity of the disease. ’

In the multiple linear regression model, patient’s age, total WBC, absolute neutrophil, monocyte
counts, and HbF, were independently associated with cerebral blood flow velocity. Different
studies have reported hematocrit and SpO2 as independent predictors. Quinn et al observed inverse
relationship between TCD velocity and SpO2 and hematocrit. 51 Also in the multivariate model
by Makani et al. the group predicted TCD velocity with patient’s age, SpO2 and history of fever
and observed that low SpO2 < 95% and a history of fever was associated with high cerebral blood
flow velocity. *° There is a dearth of information on a direct relationship between cerebral blood
flow velocity and WBC, although Colombatti et al recently report an association between cerebral
blood flow and increased leukocyte count. * The final consequence of cerebral vasculopathy in

SCD is vascular stenosis, which results from smooth vascular smooth muscle remodeling,
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hyperplasia and hypertrophy. All these result from chronic inflammation, which is directly or
indirectly triggered by hemolysis, adherence of sickle red cells and other cells to vascular
endothelium, elaboration of proinflammatory cytokines and activation of proinflammatory cells.
56

Children who had suffered ACS/pneumonia or recurrent bone pain crises had higher probability
of having an abnormal or conditional cerebral blood flow velocity. ACS is an acute illness
characterized by fever, acute respiratory symptoms, new pulmonary infiltrates on chest X-ray and
hypoxia. This complication may result from pulmonary infection (pneumonia) or fat embolism
from necrotic bone infarction, resulting in fall in pulmonary oxygen tension, oxygen desaturation,
sickle hemoglobin polymerization, red blood cell sickling with consequent chain of pathological
processes leading to hemolysis and inflammation. *° ACS is a known risk factor of stroke and other
encephalopathies in patients with SCA. 2157 Pulmonary hypoxia from ACS can predispose to
reduction in delivery of oxygenated blood to cerebral tissues with resultant cerebral vascular
endothelial injury, cerebral arterial smooth muscle modeling, stenosis with cerebral ischemia and
stroke. Recurrent vaso-occlusion and pain with subsequent reperfusion injury, endothelial
activation, inflammation and vascular smooth muscle hyperplasia and hypertrophy predisposes to
cerebral vessel stenosis and increased risk of elevated cerebral blood flow velocity and ischemic

stroke in sickle cell disease.
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Table 1 Patients’ characteristics.

Variable N Percent Cumulative percent
Sex
Male 61 45.2 45.2
Female 74 54.8 100.0
Total 135 100.0
Age
2-5 41 30.4 374
6-9 43 31.8 62.2
10-13 27 20.0 82.2
14-16 24 17.8 100.0
Total 135 100.0
Genotype
SS 93 68.9 68.9
SC 41 30.4 99.3
Sp-thalassemia 1 0.7 100.0
Total 135 100.0
Use of hydroxyurea
Yes 51 37.8 37.8
No 84 62.2 100.0

Total 135 100.0




I Abnormal [ Conditio
I Normal

Fig. 1 Prevalence of normal, conditional and abnormal cerebral blood flow velocities.

Table 2 TCD results based on patients’ age.

Age category (years) TCD result
N (%) Median (cm/s) Normal (%)  Conditional (%) Abnormal (%)
2-5 41 (304)  127.0 32 (23.7) 8 (5.9) 1(0.7)
6-9 43 (31.8) 131 35(25.9) 8 (5.9) 0 (0)
10-13  36(26.7) 1215 26 (19.3) 1(0.7) 0(0)
14-16  15(11.1) 111 23 (17.0) 1(0.7) 0(0)

P 0.01
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Fig.2 Cerebral blood blow velocities of patients according to their genotype

Table 3 Hematological variables and SpO2 according to TCD result.

TCD  Hct (%) Hb (g/dl) SpO2 (%) WBC (/L) ANC (/L) AMC (/L) Platelets (/L) Retics (%) HbF (%)

Normal 27.4 9.2 97 9200 5388 727 369148 3.6 9.2
Cond 232 7.8 94 1425 8216 1388 538300 8.3 6.3
Abnormal 21 6.9 92 1230 6396 1250 529000 4.4 3.2
P value 0.008 0.005 0.0002 0.01 0.004 0.0001 0.0003 0.1 0.05

Hct, Hematocrit; Hb, Hemoglobin; Retics, Reticulocyte count; HbF, Fetal hemoglobin; ANC, Absolute

neutrophil count; AMC, Absolute monocyte count.
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Table 4 Correlation between CBFV and patients’ hematological indices and SpO;

Variable N Spearman P value
Age 135 -2.0 0.02
Sp0O, 135 -0.35 0.0001
Hemoglobin 75 -0.50 0.0000
Hematocrit 75 -0.50 0.0000
Reticulocyte count 72 -0.51 0.0000
HbF 72 0.03 0.8
Total WBC 75 0.34 0.003
Platelet count 75 0.34 0.003
ANC 75 0.30 0.01
AMC 75 0.53 0.0000

ANC, absolute neutrophil count; AMC, absolute monocyte count; HbF, fetal hemoglobin;

CBFV, cerebral blood flow velocity.
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ANEXO I1: OUESTIONARIO

- FIODCRUZ
VELOCIDADE DE FLUXO SANGUINEO CEREBRAL EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM DOENCA

FALCIFORME (DF).

QUESTIONARIO PARA PACIENTES

1. Nome:

2.1D: 3.Telefone: 4.1dade:

5. Data de Nasc: / / 6. Género: Masculino (0)___ Feminino (1)

6. Enderego:

7.0 gendtipo:55( ) SC{ )} SBthal( ] cCy ) outros | ]

8. Aidade no diagndstico do DF: 9. Data de inscigfio no DF clinica:

10. Clinica inscritos: HUPES ( ) HEMOBA ( ) Outros ( )

11. Histdria de: a. AVC: sim ( ) ndio ( ) b. Se sim, data do primeiro episddio: c. Quantos
episadios no Utimo ano d. A sindrome teracica aguda/pneumonia: sim ( ) ndo ( |
e. Se sim, data do primeiro episadio f. Quantos episddios no Gtimo ano

g. Dor dssea: sim ) néio ( ) h. Se sim, quantos do episédos no Utima ano

i. Priapismao: sim ( ) n€io( )] Se sim, data do primieiro episddie_ k. Quantos episdédes no Utime
ano I. A transfusio de sangue: sim () ndio ( ) m. Se sim, data da primeira
transfustio n. Data da Gtima transfusdio 0. quantas das transfusdes no Gtimo ano

p. Qualquer histéria febre, tosse, dor: sim ( ) ndio ( )

12. Exame clinico: a. Palidez: sim | ) ndio ( ) b. Ictericia: | ) ndio ( )

c. Peso: (Kg): d. Altura (M): foIMC | Kg,l’l\.-'lz}l: g. Spo,:

12. Laboratdrio: a. Hemoglobina: b. Hematdcrito: c. Lecdcitos:

d. Neutrdfilo absoluto: e, Retic (%a): f. hemoglobina fetal (%4):

g. Plaguetas

13. Medicamentos atuais:

14.DTC: a. Direita b. Esquerda

c. Resultado: baixa( ) normal | ) condicional ( ) abnormal ( )

c. Data de exame:




ANEXO I1l: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento livre e Esclarecido

Velocidades de fluxo de sangue cerebral em criangas e adolescentes com doenga falciforme (DF).

Durante a leitura do documento abaixo, fui informado de que posso interromper para perguntar a
qualquer pergunta para o meu melhor entendimento.

Acordo

Eu,.. vervreesmmneenneny, 101 @bordado  pelo Doutor
Bartholomew Frlda\,r Chukwu sobre 0 prOJeto de pesquisa com o titulo acima citado conduzido pelo
servico de hematologia pediatrica UFBA/FIOCRUZ.

Eu. . vererennlB.enee. @N0S com doenca falciforme sob a minha
responsabllldade fm selecmnado para partu:lpar neste estudo Doppler transcraniano. O referido médico
me explicou que informacdes relacionadas & doenca sera recolhida a partir de mim a fim de identificar
alguns aspectos importantes do curso clinico da doenca. Eu também foi informado de que o meu peso,
altura e pressédo arterial serd medido em nenhum risco para mim. O médico também me disse que a
minha saturacdo arterial de oxigénio serd medido utilizando uma pequena maquina aposto o meu dedo
para alguns minutos e que isto ndo vai causar nenhum dano a minha sadde. Além disso, explicou para
mim que o sangue serd recolhida a partir de minha mdo para alguns testes e que vou sentir um pouco
de dor e pode ter um pouco de inchaco (hematoma) no local de insercdo da agulha.

Eu também foi dito que eu tenha permissdo a qualquer momento para revogar o meu consentimento e
sair do estudo sem sofrer qualquer penalizacdo ou perda de direitos. No entanto, testes adicionais
podem ser necessarias se o médico que atende o julgar necessario para a salde e o bem-estar da
crianca. A minha recusa de deixar o meu filho ou enfermaria para participar do estudo ndo ira resultar
em san¢des ou perda de beneficios aos quais ele/ela pode ter direito.

Assinatura do responsavel
Testemunhei a explicacdo anterior, confirmando a oportunidade concedida a pessoa responsavel para
fazer perguntas e testemunhar a assinatura da pessoa responsavel no presente documento.
Tém dificuldade para ler (sim ou ndo?), também eu CERTIFICO QUE DR

- .. Quando LER ESTE DOCUMENTO PAUSADO clarificadas as minhas perguntas e
ter o meu consentimento para participar do estudo, EU CONCORDO E COLOCAR O meu dedo polegar
IMPRIMIR ABAIXO

Salvador, 201

NOME: 1 ierrrireerranresrmrsreraersesasseesansrnes seaenneenenns AASSINAtUra ou impressao digital

Testemunhas
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Assinatura do investigador: ..
Se necessario, entre em contato pelo telefone {71} 993716025
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