
confirmado imagiologicamente; i i i ) grupo “vasculopatia cere-
bral” (n=24), ocorrência de, pelo menos, um episódio de AVC 
e/ou enfarte cerebral silencioso; iv) grupo “controlo” (n=29) 
ausência de vasculopatia cerebral, confirmada clinica e ima-
giologicamente. Adicionalmente, os doentes foram avaliados 
em termos de risco de ocorrência de AVC, tendo a estratif i-
cação sido determinada pelos valores de velocidade máxima 
média de f luxo na artéria cerebral média (TAMMV), obtidos 
durante a ecografia com Doppler transcraniano, conforme 
segue: risco elevado/moderado – TAMMV ≥ 170 cm/s (n=31); 
e risco reduzido – TAMMV < 170 cm/s (n=29). 

O DNA genómico foi isolado a par tir de amostras de sangue 
per i fér ico de cada par tic ipante. A homozigotia para a muta-
ção c.20A>T no gene HBB foi conf irmada por PCR-RFLP.  
A escolha dos potenciais genes modif icadores foi efetuada 
com base em trabalhos efetuados anter iormente no nosso 
laboratór io (5). A genotipagem das var iantes em VCAM1 e 
NOS3 foi real izada por PCR, PCR-RFLP ou por sequencia-
ção de Sanger. A par tir das var iantes detetadas, foi possí-
vel identi f icar vár ios haplotipos em ambos os loc i usando o 
sof tware PHASE 

Adicionalmente, procedemos à análise in si l ico de locais de 
ligação de fatores de transcrição, associados à presença das 
variantes localizadas na região do promotor de VCAM1.

A análise estatística foi efetuada com recurso ao sof tware 
SPSS (v.25.0, IBM Inc., Chicago, USA). As variáveis categóri-
cas foram representadas por número, frequências e percen-
tagens. O teste exato de Fisher foi usado para a comparação 
entre variáveis categóricas. O valor de p > 0,05 foi utilizado 
para definir significância estatística. O alelo minor de cada 
variante foi avaliado, usando o modelo dominante, para po-
tencial associação com AVC, enfarte cerebral silencioso, vas-
culopatia cerebral geral (AVC e/ou enfarte cerebral silencioso) 
ou risco de AVC (de acordo com as TAMMV medidas pelo
Doppler transcraniano), através de tabelas de contingência 
2x2, fenótipo x genótipo. Apenas foram consideradas para 
análise de associação variantes cujos alelos minor apresen-
tavam uma frequência >0,05. 

_Resultados e discussão

O principal objetivo do presente estudo, que constitui par te 
de uma investigação mais alargada sobre moduladores ge-
néticos de vasculopatia cerebral pediátrica em drepanocito-
se, consistiu na avaliação de dados demográf icos, clínicos, 
imagiológicos e genéticos, de forma a desenhar futuramen-
te um painel de biomarcadores com valor preditivo e preven-
tivo para aquela manifestação clínica. 

A genotipagem de 6 locais polimórficos no promotor do gene 
VCAM1 e de 3 no gene NOS3 permitiu a caracterização de 
7 haplotipos principais em VCAM1 ( identif icados de 1 a 7) e 
também de 7 haplotipos no gene NOS3 ( identif icados de I a 
VII), (tabela 1). A nossa abordagem permitiu identif icar asso-
ciações, estatisticamente signif icativas, entre a presença de 
variantes e/ou haplotipos específ icos de VCAM1 e NOS3 e a 
presença/ausência de vasculopatia cerebral nos doentes es-
tudados (figura 1).

27 pb (localizado no intrão 4) (6). No nosso estudo, nenhuma 
das variantes ou haplotipos de NOS3 identif icados (tabela 1) 
revelou associação com a ocorrência de AVC. No entanto, 
o VNTR_alelo 4b, anteriormente referido, revelou uma as-
sociação negativa com a ocorrência de enfarte cerebral si-
lencioso (p=0,030; OR=0,10; 0,01–0,69), tal como também 
verif icado para o haplotipo V (p=0,031; OR=0,18; 0,04-0,81). 
Observámos ainda uma associação negativa entre a presen-
ça deste haplotipo V e o risco de AVC (p=0,050; OR=0,29; 
0,09-0,96). Por f im, observámos, também uma associação 
negativa entre a presença do haplotipo VII e a ocorrência de 
vasculopatia cerebral (AVC e/ou enfarte silencioso) (p=0,006; 
OR=0,08; 0,01-0,69) (figura 1). Em resumo, as variantes de 
NOS3, nomeadamente os haplotipos identif icados, parecem 
estar associados a um efeito protetor, em termos de enfarte 
cerebral silencioso, de vasculopatia cerebral (AVC e/ou en-
farte cerebral silencioso) e de risco de AVC em crianças com 
drepanocitose.

_Conclusão

O conjunto dos nossos resultados sublinha a relevância da 
modulação genética na f isiopatologia da vasculopatia cere-
bral pediátrica em drepanocitose. Os moduladores genéticos 
aqui identif icados, após confirmação por estudos funcionais, 
poderão assumir grande relevância na prevenção da vascu-
lopatia cerebral em crianças com drepanocitose. A sua apli-
cação na qualidade de biomarcadores com papel preditivo 
permitirá estabelecer bases para o desenvolvimento de es-
tratégias terapêuticas personalizadas.
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tica possuírem proteção contra a malária, explica as elevadas 
frequências desse alelo na África subsaariana, Mediterrâneo, 
Médio Oriente e subcontinente Indiano. No entanto, os movi-
mentos populacionais, históricos e recentes, têm levado a 
uma maior distribuição da mutação, tornando a drepanocito-
se um problema de saúde pública a nível global (1).

As manifestações clínicas da drepanocitose são complexas 
e envolvem vários mecanismos, tais como: hemólise crónica, 
inflamação sistémica, vaso-oclusão, diminuição da biodispo-
nibilidade do óxido nítrico (NO) e ativação endotelial. A intera-
ção dinâmica entre estes eventos resulta num fenótipo clínico 
heterogéneo que, em crianças, abrange, entre outros: vascu-
lopatia cerebral, síndrome torácica aguda, hiposplenismo, 
doença renal e crises dolorosas. A vasculopatia cerebral – 
causada por uma conjugação de dano endotelial nas artérias 
cerebrais, vaso-oclusão e isquémia do tecido cerebral – é 
uma das complicações mais graves e inclui acidentes vascu-
lares cerebrais (AVC; com sinais clínicos aparentes) e enfar-
tes cerebrais silenciosos (apenas diagnosticáveis através de 
exames imagiológicos), sendo que as crianças com drepano-
citose apresentam um risco de AVC muito superior ao da po-
pulação pediátrica geral (3). 

A ecografia com Doppler transcraniano é, atualmente, a prin-
cipal ferramenta imagiológica usada no rastreio de risco de 
AVC, sendo a ressonância magnética aplicada ao diagnós-
tico de AVC e ao aumento da eficácia na deteção de enfar-
tes cerebrais silenciosos. Em termos terapêuticos, a aborda-
gem atualmente preconizada consiste num regime regular de 
transfusões sanguíneas para crianças com risco alto/mode-
rado de AVC (determinado pela ecografia com Doppler trans-
craniano) e, concomitantemente, poderá ser administrado o 
fármaco hidroxiureia (HU). No entanto, nem as estratégias de 
rastreio ou de diagnóstico, atualmente disponíveis, permitem 
identif icar todas as crianças em risco de AVC e/ou enfarte 
cerebral silencioso, nem as abordagens terapêuticas são efi-
cazes em todos os doentes e nos casos em que o são, não 
estão isentas de efeitos secundários adversos e limitações 
na sua aplicação. Assim, torna-se necessário identif icar e 
desenvolver um painel de biomarcadores, de elevada sensi-
bil idade e especif icidade, com valor prognóstico e preditivo 
para AVC em crianças com drepanocitose.

Apesar da drepanocitose ser uma doença monogénica, cau-
sada sempre pela mesma mutação no gene da beta-globina, 
a progressão e gravidade clínica da doença podem ser afeta-
das pela presença de variantes noutros genes. Estes modifi-
cadores genéticos podem desempenhar um papel importante 
na ocorrência e gravidade das diversas manifestações clíni-
cas, nomeadamente do AVC em crianças (4). 

_Objetivo

O presente trabalho pretendeu avaliar o valor prognóstico, 
para o risco de vasculopatia cerebral, de variantes nos genes 
VCAM1 (que codif ica a molécula de adesão celular vascular 
1, VCAM-1, envolvida na adesão e proliferação endoteliais) 
e NOS3 (que codif ica a sintase endotelial do óxido nítrico, 
eNOS, principal produtora de NO no sistema cardiovascular) 
envolvidos na resposta endotelial e tónus vascular. 

_Materiais e métodos

O presente trabalho consistiu num estudo de caso-controlo, 
realizado no Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 
Jorge, em colaboração com quatro hospitais da Grande 
Lisboa – Hospital D. Estefânia, Hospital de Sta. Maria, Hos-
pital Fernando Fonseca e Hospital Garcia de Orta. Foram 
selecionados 70 doentes pediátricos (≥3 anos de idade) com 
drepanocitose, caracterizados em termos de vasculopatia 
cerebral, cujos progenitores eram originários da África sub-
saariana. Os critérios de exclusão compreenderam: idade 
<3 anos; origem geográf ica parental fora da região da África 
subsaariana; anterior terapêutica com HU; participação em 
regime hipertransfusional nos 120 dias anteriores à inclusão 
no estudo. Todos os representantes legais dos participantes 
deram o seu consentimento informado e esclarecido para 
participar neste estudo. Todas as amostras foram anonimi-
zadas antes de serem enviadas ao laboratório.

Os par ticipantes foram agrupados em 4 grupos consoante 
o tipo de vasculopatia cerebral apresentado: i ) grupo “AVC”
(n=15), ocorrência de, pelo menos, um episódio de aciden-
te vascular cerebral isquémico, confirmado clinica e imagio-
logicamente; i i ) grupo “enfarte cerebral silencioso” (n=9), 
ocorrência de, pelo menos, um enfarte cerebral silencioso, 

_Resumo

A drepanocitose é uma doença genética causada pela mutação c.20A>T, 
em homozigotia, no gene da beta-globina, que leva à s íntese de uma 
hemoglobina anómala – hemoglobina S. Para a lém da anemia hemol í t ica 
crónica, as mani festações cl ín icas são diversas e, em cr ianças, a mais 
grave é a vasculopatia cerebral que inclui os acidentes vasculares cere-
brais (AVC) e os enfar tes cerebrais s i lenciosos. Apesar de monogénica, 
var iantes noutros genes poderão atuar como modif icadores do seu curso 
e gravidade cl ín ica. Neste trabalho, estudámos 70 doentes pediátr icos, 
de or igem subsaar iana, com drepanocitose e bem caracter izados em 
termos de vasculopatia cerebral. Procedemos à genotipagem de var ian-
tes nos genes VCAM1 e NOS3 envolv idos na ativação do endotél io dos 
vasos sanguíneos e no tónus vascular. A anál ise estatíst ica revelou uma 
associação posit iva entre a presença da var iante rs1409419_T, bem como 
do haplotipo 7 de VCAM1, e a ocorrência de AVC. Por outro lado, para o 
gene NOS3, observámos uma associação negativa entre o VNTR_ale lo 
4b e o haplotipo V, e a ocorrência de enfar te cerebral s i lencioso, bem 
como entre o haplotipo VII e a ocorrência de vasculopatia cerebral. Os 
resultados obtidos subl inham a impor tância de VCAM1 e NOS3 como 
moduladores genéticos, bem como o seu potencia l como biomarcadores 
para a prevenção e prognóstico da vasculopatia cerebral em cr ianças 
com drepanocitose.

_Abstract

Sick le ce l l anemia is a genet ic d isease caused by homozygosi ty for the 
mutat ion c.20A>T in the beta-g lobin gene which leads to the synthes is 
of an abnormal hemoglobin – hemoglobin S. In addi t ion to chronic he-
moly t ic anemia, the d isease inc ludes var ious c l in ica l mani festat ions of 
which cerebra l vascu lopathy (that compr ises over t stroke and s i lent ce-
rebra l infarct ion) is the most severe in ch i ldren. Despi te be ing a mono-
genic d isease, i ts progress ion and sever i t y may be modi f ied due to the 
ef fect of var iants in other genes. In th is work, we stud ied 70 s ick le ce l l 
anemia pediatr ic pat ients of sub-Saharan ancestr y we l l character ized 
in te rms of cerebra l vascu lopathy. We genotyped var iants in the VCAM1 

and NOS3 genes, due to the invo lvement of these genes in b lood vesse l 
endothe l ium act ivat ion and vascu lar tone ba lance. Stat ist ica l ana lyses 
showed a pos i t i ve assoc iat ive between the presence of the rs1409419_T 
var iant, as we l l as of the haplotype 7 of VCAM1, and stroke. On the other 
hand, for the NOS3 gene, we obser ved a negat ive assoc iat ion between 
the presence of the VNTR_ 4b a l le le and haplotype V and s i lent cerebra l 
infarcts. A s imi lar assoc iat ion was obser ved between haplotype VI I and 
cerebra l vascu lopathy as a whole. Our resu l ts under l ine the impor tance 
of VCAM1 and NOS3 genes as genet ic modulators, as we l l as the i r ro le 
as potent ia l b iomarkers for cerebra l vascu lopathy prevent ion and prog-
nos is in ch i ldren wi th s ick le ce l l anemia.  

_Introdução

A drepanocitose, ou anemia das células falciformes, é a forma 
mais comum e mais grave das síndromes drepanocíticas e 
resulta da presença, em homozigotia, da mutação c.20A>T, 
no gene da β-globina (HBB). A hemoglobina anómala que daí 
resulta – hemoglobina S – polimeriza no interior dos glóbu-
los vermelhos, em situações de desoxigenação, levando-os 
a adotar uma forma de foice (os drepanócitos), o que dá o 
nome à doença. 

A drepanocitose é considerada, pela Organização Mundial de 
Saúde, a mais importante hemoglobinopatia, a nível mundial, 
em termos de frequência e de impacto social (1), sendo que 
cerca de 50-90% das crianças afetadas nascidas na África 
subsaariana morrem antes dos 5 anos de idade (2). O facto 
de os portadores heterozigóticos para a mutação drepanocí-
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Relativamente a VCAM1, observámos uma associação posi-
tiva entre a presença da variante rs1409419_T, bem como 
do haplotipo 7, e a ocorrência de AVC (p=0,041; OR=4,17; 
IC95%=1,04-16,73. Em contrapartida, detetámos associação 
negativa entre a presença do haplotipo 3 de VCAM1 e risco 
de AVC (p=0,045; OR=0,27; IC95%=0,08-0,91) (figura 1). 
O facto de as referidas variantes se encontrarem na região 
do promotor do gene, pressupõe que o efeito putativo da 
sua presença surja por alterações dos níveis de expressão 
de VCAM1, possivelmente por alteração/criação de locais 
de ligação de fatores de transcrição. Esta possibilidade foi 
confirmada por análise in silico. De salientar que o potencial 
modulador destas variantes no fenótipo em estudo deverá 
resultar, não do efeito individual, mas sim de um efeito cumu-

lativo no contexto dos haplotipos que as incluem. A exce-
ção parece ser a rs1409419_T e o haplotipo 7 que a contém, 
já que a sobreposição de valores de ambos, em termos de 
associação com vasculopatia cerebral, sugere que a variante 
tenha um papel preponderante no efeito modulador do respe-
tivo haplotipo. 

A eNOS também envolvida na resposta endotelial, desempe-
nha um papel crucial no equilíbrio vasodilatação/ vasocons-
trição, na remodelação e na proliferação vasculares. As 
variantes do gene NOS3, clinicamente mais relevantes, espe-
cialmente a nível cardiovascular, são a rs2070744 (localizada 
na região do promotor), a rs1799983 (localizada no exão 7) 
e o polimorfismo de repetição (VNTR) de uma sequência de 
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confirmado imagiologicamente; i i i ) grupo “vasculopatia cere-
bral” (n=24), ocorrência de, pelo menos, um episódio de AVC 
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ausência de vasculopatia cerebral, confirmada clinica e ima-
giologicamente. Adicionalmente, os doentes foram avaliados 
em termos de risco de ocorrência de AVC, tendo a estratif i-
cação sido determinada pelos valores de velocidade máxima 
média de f luxo na artéria cerebral média (TAMMV), obtidos 
durante a ecografia com Doppler transcraniano, conforme 
segue: risco elevado/moderado – TAMMV ≥ 170 cm/s (n=31); 
e risco reduzido – TAMMV < 170 cm/s (n=29). 

O DNA genómico foi isolado a par tir de amostras de sangue 
per i fér ico de cada par tic ipante. A homozigotia para a muta-
ção c.20A>T no gene HBB foi conf irmada por PCR-RFLP.  
A escolha dos potenciais genes modif icadores foi efetuada 
com base em trabalhos efetuados anter iormente no nosso 
laboratór io (5). A genotipagem das var iantes em VCAM1 e 
NOS3 foi real izada por PCR, PCR-RFLP ou por sequencia-
ção de Sanger. A par tir das var iantes detetadas, foi possí-
vel identi f icar vár ios haplotipos em ambos os loc i usando o 
sof tware PHASE 

Adicionalmente, procedemos à análise in si l ico de locais de 
ligação de fatores de transcrição, associados à presença das 
variantes localizadas na região do promotor de VCAM1.

A análise estatística foi efetuada com recurso ao sof tware 
SPSS (v.25.0, IBM Inc., Chicago, USA). As variáveis categóri-
cas foram representadas por número, frequências e percen-
tagens. O teste exato de Fisher foi usado para a comparação 
entre variáveis categóricas. O valor de p > 0,05 foi utilizado 
para definir significância estatística. O alelo minor de cada 
variante foi avaliado, usando o modelo dominante, para po-
tencial associação com AVC, enfarte cerebral silencioso, vas-
culopatia cerebral geral (AVC e/ou enfarte cerebral silencioso) 
ou risco de AVC (de acordo com as TAMMV medidas pelo
Doppler transcraniano), através de tabelas de contingência 
2x2, fenótipo x genótipo. Apenas foram consideradas para 
análise de associação variantes cujos alelos minor apresen-
tavam uma frequência >0,05. 

_Resultados e discussão

O principal objetivo do presente estudo, que constitui par te 
de uma investigação mais alargada sobre moduladores ge-
néticos de vasculopatia cerebral pediátrica em drepanocito-
se, consistiu na avaliação de dados demográf icos, clínicos, 
imagiológicos e genéticos, de forma a desenhar futuramen-
te um painel de biomarcadores com valor preditivo e preven-
tivo para aquela manifestação clínica. 

A genotipagem de 6 locais polimórficos no promotor do gene 
VCAM1 e de 3 no gene NOS3 permitiu a caracterização de 
7 haplotipos principais em VCAM1 ( identif icados de 1 a 7) e 
também de 7 haplotipos no gene NOS3 ( identif icados de I a 
VII), (tabela 1). A nossa abordagem permitiu identif icar asso-
ciações, estatisticamente signif icativas, entre a presença de 
variantes e/ou haplotipos específ icos de VCAM1 e NOS3 e a 
presença/ausência de vasculopatia cerebral nos doentes es-
tudados (figura 1).
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vasculopatia cerebral (AVC e/ou enfarte silencioso) (p=0,006; 
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tica possuírem proteção contra a malária, explica as elevadas 
frequências desse alelo na África subsaariana, Mediterrâneo, 
Médio Oriente e subcontinente Indiano. No entanto, os movi-
mentos populacionais, históricos e recentes, têm levado a 
uma maior distribuição da mutação, tornando a drepanocito-
se um problema de saúde pública a nível global (1).

As manifestações clínicas da drepanocitose são complexas 
e envolvem vários mecanismos, tais como: hemólise crónica, 
inflamação sistémica, vaso-oclusão, diminuição da biodispo-
nibilidade do óxido nítrico (NO) e ativação endotelial. A intera-
ção dinâmica entre estes eventos resulta num fenótipo clínico 
heterogéneo que, em crianças, abrange, entre outros: vascu-
lopatia cerebral, síndrome torácica aguda, hiposplenismo, 
doença renal e crises dolorosas. A vasculopatia cerebral – 
causada por uma conjugação de dano endotelial nas artérias 
cerebrais, vaso-oclusão e isquémia do tecido cerebral – é 
uma das complicações mais graves e inclui acidentes vascu-
lares cerebrais (AVC; com sinais clínicos aparentes) e enfar-
tes cerebrais silenciosos (apenas diagnosticáveis através de 
exames imagiológicos), sendo que as crianças com drepano-
citose apresentam um risco de AVC muito superior ao da po-
pulação pediátrica geral (3). 

A ecografia com Doppler transcraniano é, atualmente, a prin-
cipal ferramenta imagiológica usada no rastreio de risco de 
AVC, sendo a ressonância magnética aplicada ao diagnós-
tico de AVC e ao aumento da eficácia na deteção de enfar-
tes cerebrais silenciosos. Em termos terapêuticos, a aborda-
gem atualmente preconizada consiste num regime regular de 
transfusões sanguíneas para crianças com risco alto/mode-
rado de AVC (determinado pela ecografia com Doppler trans-
craniano) e, concomitantemente, poderá ser administrado o 
fármaco hidroxiureia (HU). No entanto, nem as estratégias de 
rastreio ou de diagnóstico, atualmente disponíveis, permitem 
identif icar todas as crianças em risco de AVC e/ou enfarte 
cerebral silencioso, nem as abordagens terapêuticas são efi-
cazes em todos os doentes e nos casos em que o são, não 
estão isentas de efeitos secundários adversos e limitações 
na sua aplicação. Assim, torna-se necessário identif icar e 
desenvolver um painel de biomarcadores, de elevada sensi-
bil idade e especif icidade, com valor prognóstico e preditivo 
para AVC em crianças com drepanocitose.

Apesar da drepanocitose ser uma doença monogénica, cau-
sada sempre pela mesma mutação no gene da beta-globina, 
a progressão e gravidade clínica da doença podem ser afeta-
das pela presença de variantes noutros genes. Estes modifi-
cadores genéticos podem desempenhar um papel importante 
na ocorrência e gravidade das diversas manifestações clíni-
cas, nomeadamente do AVC em crianças (4). 

_Objetivo

O presente trabalho pretendeu avaliar o valor prognóstico, 
para o risco de vasculopatia cerebral, de variantes nos genes 
VCAM1 (que codif ica a molécula de adesão celular vascular 
1, VCAM-1, envolvida na adesão e proliferação endoteliais) 
e NOS3 (que codif ica a sintase endotelial do óxido nítrico, 
eNOS, principal produtora de NO no sistema cardiovascular) 
envolvidos na resposta endotelial e tónus vascular. 

_Materiais e métodos

O presente trabalho consistiu num estudo de caso-controlo, 
realizado no Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 
Jorge, em colaboração com quatro hospitais da Grande 
Lisboa – Hospital D. Estefânia, Hospital de Sta. Maria, Hos-
pital Fernando Fonseca e Hospital Garcia de Orta. Foram 
selecionados 70 doentes pediátricos (≥3 anos de idade) com 
drepanocitose, caracterizados em termos de vasculopatia 
cerebral, cujos progenitores eram originários da África sub-
saariana. Os critérios de exclusão compreenderam: idade 
<3 anos; origem geográf ica parental fora da região da África 
subsaariana; anterior terapêutica com HU; participação em 
regime hipertransfusional nos 120 dias anteriores à inclusão 
no estudo. Todos os representantes legais dos participantes 
deram o seu consentimento informado e esclarecido para 
participar neste estudo. Todas as amostras foram anonimi-
zadas antes de serem enviadas ao laboratório.

Os par ticipantes foram agrupados em 4 grupos consoante 
o tipo de vasculopatia cerebral apresentado: i ) grupo “AVC”
(n=15), ocorrência de, pelo menos, um episódio de aciden-
te vascular cerebral isquémico, confirmado clinica e imagio-
logicamente; i i ) grupo “enfarte cerebral silencioso” (n=9), 
ocorrência de, pelo menos, um enfarte cerebral silencioso, 

_Resumo

A drepanocitose é uma doença genética causada pela mutação c.20A>T, 
em homozigotia, no gene da beta-globina, que leva à s íntese de uma 
hemoglobina anómala – hemoglobina S. Para a lém da anemia hemol í t ica 
crónica, as mani festações cl ín icas são diversas e, em cr ianças, a mais 
grave é a vasculopatia cerebral que inclui os acidentes vasculares cere-
brais (AVC) e os enfar tes cerebrais s i lenciosos. Apesar de monogénica, 
var iantes noutros genes poderão atuar como modif icadores do seu curso 
e gravidade cl ín ica. Neste trabalho, estudámos 70 doentes pediátr icos, 
de or igem subsaar iana, com drepanocitose e bem caracter izados em 
termos de vasculopatia cerebral. Procedemos à genotipagem de var ian-
tes nos genes VCAM1 e NOS3 envolv idos na ativação do endotél io dos 
vasos sanguíneos e no tónus vascular. A anál ise estatíst ica revelou uma 
associação posit iva entre a presença da var iante rs1409419_T, bem como 
do haplotipo 7 de VCAM1, e a ocorrência de AVC. Por outro lado, para o 
gene NOS3, observámos uma associação negativa entre o VNTR_ale lo 
4b e o haplotipo V, e a ocorrência de enfar te cerebral s i lencioso, bem 
como entre o haplotipo VII e a ocorrência de vasculopatia cerebral. Os 
resultados obtidos subl inham a impor tância de VCAM1 e NOS3 como 
moduladores genéticos, bem como o seu potencia l como biomarcadores 
para a prevenção e prognóstico da vasculopatia cerebral em cr ianças 
com drepanocitose.

_Abstract

Sick le ce l l anemia is a genet ic d isease caused by homozygosi ty for the 
mutat ion c.20A>T in the beta-g lobin gene which leads to the synthes is 
of an abnormal hemoglobin – hemoglobin S. In addi t ion to chronic he-
moly t ic anemia, the d isease inc ludes var ious c l in ica l mani festat ions of 
which cerebra l vascu lopathy (that compr ises over t stroke and s i lent ce-
rebra l infarct ion) is the most severe in ch i ldren. Despi te be ing a mono-
genic d isease, i ts progress ion and sever i t y may be modi f ied due to the 
ef fect of var iants in other genes. In th is work, we stud ied 70 s ick le ce l l 
anemia pediatr ic pat ients of sub-Saharan ancestr y we l l character ized 
in te rms of cerebra l vascu lopathy. We genotyped var iants in the VCAM1 

and NOS3 genes, due to the invo lvement of these genes in b lood vesse l 
endothe l ium act ivat ion and vascu lar tone ba lance. Stat ist ica l ana lyses 
showed a pos i t i ve assoc iat ive between the presence of the rs1409419_T 
var iant, as we l l as of the haplotype 7 of VCAM1, and stroke. On the other 
hand, for the NOS3 gene, we obser ved a negat ive assoc iat ion between 
the presence of the VNTR_ 4b a l le le and haplotype V and s i lent cerebra l 
infarcts. A s imi lar assoc iat ion was obser ved between haplotype VI I and 
cerebra l vascu lopathy as a whole. Our resu l ts under l ine the impor tance 
of VCAM1 and NOS3 genes as genet ic modulators, as we l l as the i r ro le 
as potent ia l b iomarkers for cerebra l vascu lopathy prevent ion and prog-
nos is in ch i ldren wi th s ick le ce l l anemia.  

_Introdução

A drepanocitose, ou anemia das células falciformes, é a forma 
mais comum e mais grave das síndromes drepanocíticas e 
resulta da presença, em homozigotia, da mutação c.20A>T, 
no gene da β-globina (HBB). A hemoglobina anómala que daí 
resulta – hemoglobina S – polimeriza no interior dos glóbu-
los vermelhos, em situações de desoxigenação, levando-os 
a adotar uma forma de foice (os drepanócitos), o que dá o 
nome à doença. 

A drepanocitose é considerada, pela Organização Mundial de 
Saúde, a mais importante hemoglobinopatia, a nível mundial, 
em termos de frequência e de impacto social (1), sendo que 
cerca de 50-90% das crianças afetadas nascidas na África 
subsaariana morrem antes dos 5 anos de idade (2). O facto 
de os portadores heterozigóticos para a mutação drepanocí-
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Relativamente a VCAM1, observámos uma associação posi-
tiva entre a presença da variante rs1409419_T, bem como 
do haplotipo 7, e a ocorrência de AVC (p=0,041; OR=4,17; 
IC95%=1,04-16,73. Em contrapartida, detetámos associação 
negativa entre a presença do haplotipo 3 de VCAM1 e risco 
de AVC (p=0,045; OR=0,27; IC95%=0,08-0,91) (figura 1). 
O facto de as referidas variantes se encontrarem na região 
do promotor do gene, pressupõe que o efeito putativo da 
sua presença surja por alterações dos níveis de expressão 
de VCAM1, possivelmente por alteração/criação de locais 
de ligação de fatores de transcrição. Esta possibilidade foi 
confirmada por análise in silico. De salientar que o potencial 
modulador destas variantes no fenótipo em estudo deverá 
resultar, não do efeito individual, mas sim de um efeito cumu-

lativo no contexto dos haplotipos que as incluem. A exce-
ção parece ser a rs1409419_T e o haplotipo 7 que a contém, 
já que a sobreposição de valores de ambos, em termos de 
associação com vasculopatia cerebral, sugere que a variante 
tenha um papel preponderante no efeito modulador do respe-
tivo haplotipo. 

A eNOS também envolvida na resposta endotelial, desempe-
nha um papel crucial no equilíbrio vasodilatação/ vasocons-
trição, na remodelação e na proliferação vasculares. As 
variantes do gene NOS3, clinicamente mais relevantes, espe-
cialmente a nível cardiovascular, são a rs2070744 (localizada 
na região do promotor), a rs1799983 (localizada no exão 7) 
e o polimorfismo de repetição (VNTR) de uma sequência de 
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confirmado imagiologicamente; i i i ) grupo “vasculopatia cere-
bral” (n=24), ocorrência de, pelo menos, um episódio de AVC 
e/ou enfarte cerebral silencioso; iv) grupo “controlo” (n=29) 
ausência de vasculopatia cerebral, confirmada clinica e ima-
giologicamente. Adicionalmente, os doentes foram avaliados 
em termos de risco de ocorrência de AVC, tendo a estratif i-
cação sido determinada pelos valores de velocidade máxima 
média de f luxo na artéria cerebral média (TAMMV), obtidos 
durante a ecografia com Doppler transcraniano, conforme 
segue: risco elevado/moderado – TAMMV ≥ 170 cm/s (n=31); 
e risco reduzido – TAMMV < 170 cm/s (n=29). 

O DNA genómico foi isolado a par tir de amostras de sangue 
per i fér ico de cada par tic ipante. A homozigotia para a muta-
ção c.20A>T no gene HBB foi conf irmada por PCR-RFLP.  
A escolha dos potenciais genes modif icadores foi efetuada 
com base em trabalhos efetuados anter iormente no nosso 
laboratór io (5). A genotipagem das var iantes em VCAM1 e 
NOS3 foi real izada por PCR, PCR-RFLP ou por sequencia-
ção de Sanger. A par tir das var iantes detetadas, foi possí-
vel identi f icar vár ios haplotipos em ambos os loc i usando o 
sof tware PHASE 

Adicionalmente, procedemos à análise in si l ico de locais de 
ligação de fatores de transcrição, associados à presença das 
variantes localizadas na região do promotor de VCAM1.

A análise estatística foi efetuada com recurso ao sof tware 
SPSS (v.25.0, IBM Inc., Chicago, USA). As variáveis categóri-
cas foram representadas por número, frequências e percen-
tagens. O teste exato de Fisher foi usado para a comparação 
entre variáveis categóricas. O valor de p > 0,05 foi utilizado 
para definir significância estatística. O alelo minor de cada 
variante foi avaliado, usando o modelo dominante, para po-
tencial associação com AVC, enfarte cerebral silencioso, vas-
culopatia cerebral geral (AVC e/ou enfarte cerebral silencioso) 
ou risco de AVC (de acordo com as TAMMV medidas pelo
Doppler transcraniano), através de tabelas de contingência 
2x2, fenótipo x genótipo. Apenas foram consideradas para 
análise de associação variantes cujos alelos minor apresen-
tavam uma frequência >0,05. 

_Resultados e discussão

O principal objetivo do presente estudo, que constitui par te 
de uma investigação mais alargada sobre moduladores ge-
néticos de vasculopatia cerebral pediátrica em drepanocito-
se, consistiu na avaliação de dados demográf icos, clínicos, 
imagiológicos e genéticos, de forma a desenhar futuramen-
te um painel de biomarcadores com valor preditivo e preven-
tivo para aquela manifestação clínica. 

A genotipagem de 6 locais polimórficos no promotor do gene 
VCAM1 e de 3 no gene NOS3 permitiu a caracterização de 
7 haplotipos principais em VCAM1 ( identif icados de 1 a 7) e 
também de 7 haplotipos no gene NOS3 ( identif icados de I a 
VII), (tabela 1). A nossa abordagem permitiu identif icar asso-
ciações, estatisticamente signif icativas, entre a presença de 
variantes e/ou haplotipos específ icos de VCAM1 e NOS3 e a 
presença/ausência de vasculopatia cerebral nos doentes es-
tudados (figura 1).

27 pb (localizado no intrão 4) (6). No nosso estudo, nenhuma 
das variantes ou haplotipos de NOS3 identif icados (tabela 1) 
revelou associação com a ocorrência de AVC. No entanto, 
o VNTR_alelo 4b, anteriormente referido, revelou uma as-
sociação negativa com a ocorrência de enfarte cerebral si-
lencioso (p=0,030; OR=0,10; 0,01–0,69), tal como também 
verif icado para o haplotipo V (p=0,031; OR=0,18; 0,04-0,81). 
Observámos ainda uma associação negativa entre a presen-
ça deste haplotipo V e o risco de AVC (p=0,050; OR=0,29; 
0,09-0,96). Por f im, observámos, também uma associação 
negativa entre a presença do haplotipo VII e a ocorrência de 
vasculopatia cerebral (AVC e/ou enfarte silencioso) (p=0,006; 
OR=0,08; 0,01-0,69) (figura 1). Em resumo, as variantes de 
NOS3, nomeadamente os haplotipos identif icados, parecem 
estar associados a um efeito protetor, em termos de enfarte 
cerebral silencioso, de vasculopatia cerebral (AVC e/ou en-
farte cerebral silencioso) e de risco de AVC em crianças com 
drepanocitose.

_Conclusão

O conjunto dos nossos resultados sublinha a relevância da 
modulação genética na f isiopatologia da vasculopatia cere-
bral pediátrica em drepanocitose. Os moduladores genéticos 
aqui identif icados, após confirmação por estudos funcionais, 
poderão assumir grande relevância na prevenção da vascu-
lopatia cerebral em crianças com drepanocitose. A sua apli-
cação na qualidade de biomarcadores com papel preditivo 
permitirá estabelecer bases para o desenvolvimento de es-
tratégias terapêuticas personalizadas.
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zadas antes de serem enviadas ao laboratório.
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as potent ia l b iomarkers for cerebra l vascu lopathy prevent ion and prog-
nos is in ch i ldren wi th s ick le ce l l anemia.  

_Introdução

A drepanocitose, ou anemia das células falciformes, é a forma 
mais comum e mais grave das síndromes drepanocíticas e 
resulta da presença, em homozigotia, da mutação c.20A>T, 
no gene da β-globina (HBB). A hemoglobina anómala que daí 
resulta – hemoglobina S – polimeriza no interior dos glóbu-
los vermelhos, em situações de desoxigenação, levando-os 
a adotar uma forma de foice (os drepanócitos), o que dá o 
nome à doença. 

A drepanocitose é considerada, pela Organização Mundial de 
Saúde, a mais importante hemoglobinopatia, a nível mundial, 
em termos de frequência e de impacto social (1), sendo que 
cerca de 50-90% das crianças afetadas nascidas na África 
subsaariana morrem antes dos 5 anos de idade (2). O facto 
de os portadores heterozigóticos para a mutação drepanocí-
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Relativamente a VCAM1, observámos uma associação posi-
tiva entre a presença da variante rs1409419_T, bem como 
do haplotipo 7, e a ocorrência de AVC (p=0,041; OR=4,17; 
IC95%=1,04-16,73. Em contrapartida, detetámos associação 
negativa entre a presença do haplotipo 3 de VCAM1 e risco 
de AVC (p=0,045; OR=0,27; IC95%=0,08-0,91) (figura 1). 
O facto de as referidas variantes se encontrarem na região 
do promotor do gene, pressupõe que o efeito putativo da 
sua presença surja por alterações dos níveis de expressão 
de VCAM1, possivelmente por alteração/criação de locais 
de ligação de fatores de transcrição. Esta possibilidade foi 
confirmada por análise in silico. De salientar que o potencial 
modulador destas variantes no fenótipo em estudo deverá 
resultar, não do efeito individual, mas sim de um efeito cumu-

lativo no contexto dos haplotipos que as incluem. A exce-
ção parece ser a rs1409419_T e o haplotipo 7 que a contém, 
já que a sobreposição de valores de ambos, em termos de 
associação com vasculopatia cerebral, sugere que a variante 
tenha um papel preponderante no efeito modulador do respe-
tivo haplotipo. 

A eNOS também envolvida na resposta endotelial, desempe-
nha um papel crucial no equilíbrio vasodilatação/ vasocons-
trição, na remodelação e na proliferação vasculares. As 
variantes do gene NOS3, clinicamente mais relevantes, espe-
cialmente a nível cardiovascular, são a rs2070744 (localizada 
na região do promotor), a rs1799983 (localizada no exão 7) 
e o polimorfismo de repetição (VNTR) de uma sequência de 

(ht tps://els.comotion.uw.edu/express_l ice
nse_technologies/phase).

* A le los VNTR: 4a = 4 repet ições de uma sequênc ia de 27 pb; 4b = 5 repe-
t ições de uma sequênc ia de 27 pb; 4c = 6 repet ições de uma sequênc ia 
de 27 pb

Tabela 1: Variantes estudadas nos genes VCAM1 e NOS3 e 
haplotipos identificados.

Gene / Variante Haplotipo

VCAM1

rs1409419 ( T>C)

rs3917024 (C>T )

rs3917025 (CT>--)

rs3783598 ( T>G)

rs1041163 ( T>C)

rs3783599 (C>T )

NOS3

rs2070744 (C>T )

VNTR * no intrão 4

rs1799983 ( T>G)

1

C

C

CT

T

T

C

I

C

4a

G

2

C

C

CT

T

T

T

I I

C

4b

G

3

C

C

CT

T

C

C

II I

C

4b

T

4

C

C

CT

T

C

T

IV

T

4a

G

5

C

C

--

T

T

C

V

T

4b

G

6

C

T

--

G

T

C

VI

T

4b

T

7

T

C

CT

T

T

C

VI I

T

4c

G



confirmado imagiologicamente; i i i ) grupo “vasculopatia cere-
bral” (n=24), ocorrência de, pelo menos, um episódio de AVC 
e/ou enfarte cerebral silencioso; iv) grupo “controlo” (n=29) 
ausência de vasculopatia cerebral, confirmada clinica e ima-
giologicamente. Adicionalmente, os doentes foram avaliados 
em termos de risco de ocorrência de AVC, tendo a estratif i-
cação sido determinada pelos valores de velocidade máxima 
média de f luxo na artéria cerebral média (TAMMV), obtidos 
durante a ecografia com Doppler transcraniano, conforme 
segue: risco elevado/moderado – TAMMV ≥ 170 cm/s (n=31); 
e risco reduzido – TAMMV < 170 cm/s (n=29). 

O DNA genómico foi isolado a par tir de amostras de sangue 
per i fér ico de cada par tic ipante. A homozigotia para a muta-
ção c.20A>T no gene HBB foi conf irmada por PCR-RFLP.  
A escolha dos potenciais genes modif icadores foi efetuada 
com base em trabalhos efetuados anter iormente no nosso 
laboratór io (5). A genotipagem das var iantes em VCAM1 e 
NOS3 foi real izada por PCR, PCR-RFLP ou por sequencia-
ção de Sanger. A par tir das var iantes detetadas, foi possí-
vel identi f icar vár ios haplotipos em ambos os loc i usando o 
sof tware PHASE 

Adicionalmente, procedemos à análise in si l ico de locais de 
ligação de fatores de transcrição, associados à presença das 
variantes localizadas na região do promotor de VCAM1.

A análise estatística foi efetuada com recurso ao sof tware 
SPSS (v.25.0, IBM Inc., Chicago, USA). As variáveis categóri-
cas foram representadas por número, frequências e percen-
tagens. O teste exato de Fisher foi usado para a comparação 
entre variáveis categóricas. O valor de p > 0,05 foi utilizado 
para definir significância estatística. O alelo minor de cada 
variante foi avaliado, usando o modelo dominante, para po-
tencial associação com AVC, enfarte cerebral silencioso, vas-
culopatia cerebral geral (AVC e/ou enfarte cerebral silencioso) 
ou risco de AVC (de acordo com as TAMMV medidas pelo
Doppler transcraniano), através de tabelas de contingência 
2x2, fenótipo x genótipo. Apenas foram consideradas para 
análise de associação variantes cujos alelos minor apresen-
tavam uma frequência >0,05. 

_Resultados e discussão

O principal objetivo do presente estudo, que constitui par te 
de uma investigação mais alargada sobre moduladores ge-
néticos de vasculopatia cerebral pediátrica em drepanocito-
se, consistiu na avaliação de dados demográf icos, clínicos, 
imagiológicos e genéticos, de forma a desenhar futuramen-
te um painel de biomarcadores com valor preditivo e preven-
tivo para aquela manifestação clínica. 

A genotipagem de 6 locais polimórficos no promotor do gene 
VCAM1 e de 3 no gene NOS3 permitiu a caracterização de 
7 haplotipos principais em VCAM1 ( identif icados de 1 a 7) e 
também de 7 haplotipos no gene NOS3 ( identif icados de I a 
VII), (tabela 1). A nossa abordagem permitiu identif icar asso-
ciações, estatisticamente signif icativas, entre a presença de 
variantes e/ou haplotipos específ icos de VCAM1 e NOS3 e a 
presença/ausência de vasculopatia cerebral nos doentes es-
tudados (figura 1).

27 pb (localizado no intrão 4) (6). No nosso estudo, nenhuma 
das variantes ou haplotipos de NOS3 identif icados (tabela 1) 
revelou associação com a ocorrência de AVC. No entanto, 
o VNTR_alelo 4b, anteriormente referido, revelou uma as-
sociação negativa com a ocorrência de enfarte cerebral si-
lencioso (p=0,030; OR=0,10; 0,01–0,69), tal como também 
verif icado para o haplotipo V (p=0,031; OR=0,18; 0,04-0,81). 
Observámos ainda uma associação negativa entre a presen-
ça deste haplotipo V e o risco de AVC (p=0,050; OR=0,29; 
0,09-0,96). Por f im, observámos, também uma associação 
negativa entre a presença do haplotipo VII e a ocorrência de 
vasculopatia cerebral (AVC e/ou enfarte silencioso) (p=0,006; 
OR=0,08; 0,01-0,69) (figura 1). Em resumo, as variantes de 
NOS3, nomeadamente os haplotipos identif icados, parecem 
estar associados a um efeito protetor, em termos de enfarte 
cerebral silencioso, de vasculopatia cerebral (AVC e/ou en-
farte cerebral silencioso) e de risco de AVC em crianças com 
drepanocitose.

_Conclusão

O conjunto dos nossos resultados sublinha a relevância da 
modulação genética na f isiopatologia da vasculopatia cere-
bral pediátrica em drepanocitose. Os moduladores genéticos 
aqui identif icados, após confirmação por estudos funcionais, 
poderão assumir grande relevância na prevenção da vascu-
lopatia cerebral em crianças com drepanocitose. A sua apli-
cação na qualidade de biomarcadores com papel preditivo 
permitirá estabelecer bases para o desenvolvimento de es-
tratégias terapêuticas personalizadas.
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tica possuírem proteção contra a malária, explica as elevadas 
frequências desse alelo na África subsaariana, Mediterrâneo, 
Médio Oriente e subcontinente Indiano. No entanto, os movi-
mentos populacionais, históricos e recentes, têm levado a 
uma maior distribuição da mutação, tornando a drepanocito-
se um problema de saúde pública a nível global (1).

As manifestações clínicas da drepanocitose são complexas 
e envolvem vários mecanismos, tais como: hemólise crónica, 
inflamação sistémica, vaso-oclusão, diminuição da biodispo-
nibilidade do óxido nítrico (NO) e ativação endotelial. A intera-
ção dinâmica entre estes eventos resulta num fenótipo clínico 
heterogéneo que, em crianças, abrange, entre outros: vascu-
lopatia cerebral, síndrome torácica aguda, hiposplenismo, 
doença renal e crises dolorosas. A vasculopatia cerebral – 
causada por uma conjugação de dano endotelial nas artérias 
cerebrais, vaso-oclusão e isquémia do tecido cerebral – é 
uma das complicações mais graves e inclui acidentes vascu-
lares cerebrais (AVC; com sinais clínicos aparentes) e enfar-
tes cerebrais silenciosos (apenas diagnosticáveis através de 
exames imagiológicos), sendo que as crianças com drepano-
citose apresentam um risco de AVC muito superior ao da po-
pulação pediátrica geral (3). 

A ecografia com Doppler transcraniano é, atualmente, a prin-
cipal ferramenta imagiológica usada no rastreio de risco de 
AVC, sendo a ressonância magnética aplicada ao diagnós-
tico de AVC e ao aumento da eficácia na deteção de enfar-
tes cerebrais silenciosos. Em termos terapêuticos, a aborda-
gem atualmente preconizada consiste num regime regular de 
transfusões sanguíneas para crianças com risco alto/mode-
rado de AVC (determinado pela ecografia com Doppler trans-
craniano) e, concomitantemente, poderá ser administrado o 
fármaco hidroxiureia (HU). No entanto, nem as estratégias de 
rastreio ou de diagnóstico, atualmente disponíveis, permitem 
identif icar todas as crianças em risco de AVC e/ou enfarte 
cerebral silencioso, nem as abordagens terapêuticas são efi-
cazes em todos os doentes e nos casos em que o são, não 
estão isentas de efeitos secundários adversos e limitações 
na sua aplicação. Assim, torna-se necessário identif icar e 
desenvolver um painel de biomarcadores, de elevada sensi-
bil idade e especif icidade, com valor prognóstico e preditivo 
para AVC em crianças com drepanocitose.

Apesar da drepanocitose ser uma doença monogénica, cau-
sada sempre pela mesma mutação no gene da beta-globina, 
a progressão e gravidade clínica da doença podem ser afeta-
das pela presença de variantes noutros genes. Estes modifi-
cadores genéticos podem desempenhar um papel importante 
na ocorrência e gravidade das diversas manifestações clíni-
cas, nomeadamente do AVC em crianças (4). 

_Objetivo

O presente trabalho pretendeu avaliar o valor prognóstico, 
para o risco de vasculopatia cerebral, de variantes nos genes 
VCAM1 (que codif ica a molécula de adesão celular vascular 
1, VCAM-1, envolvida na adesão e proliferação endoteliais) 
e NOS3 (que codif ica a sintase endotelial do óxido nítrico, 
eNOS, principal produtora de NO no sistema cardiovascular) 
envolvidos na resposta endotelial e tónus vascular. 

_Materiais e métodos

O presente trabalho consistiu num estudo de caso-controlo, 
realizado no Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 
Jorge, em colaboração com quatro hospitais da Grande 
Lisboa – Hospital D. Estefânia, Hospital de Sta. Maria, Hos-
pital Fernando Fonseca e Hospital Garcia de Orta. Foram 
selecionados 70 doentes pediátricos (≥3 anos de idade) com 
drepanocitose, caracterizados em termos de vasculopatia 
cerebral, cujos progenitores eram originários da África sub-
saariana. Os critérios de exclusão compreenderam: idade 
<3 anos; origem geográf ica parental fora da região da África 
subsaariana; anterior terapêutica com HU; participação em 
regime hipertransfusional nos 120 dias anteriores à inclusão 
no estudo. Todos os representantes legais dos participantes 
deram o seu consentimento informado e esclarecido para 
participar neste estudo. Todas as amostras foram anonimi-
zadas antes de serem enviadas ao laboratório.

Os par ticipantes foram agrupados em 4 grupos consoante 
o tipo de vasculopatia cerebral apresentado: i ) grupo “AVC”
(n=15), ocorrência de, pelo menos, um episódio de aciden-
te vascular cerebral isquémico, confirmado clinica e imagio-
logicamente; i i ) grupo “enfarte cerebral silencioso” (n=9), 
ocorrência de, pelo menos, um enfarte cerebral silencioso, 

_Resumo

A drepanocitose é uma doença genética causada pela mutação c.20A>T, 
em homozigotia, no gene da beta-globina, que leva à s íntese de uma 
hemoglobina anómala – hemoglobina S. Para a lém da anemia hemol í t ica 
crónica, as mani festações cl ín icas são diversas e, em cr ianças, a mais 
grave é a vasculopatia cerebral que inclui os acidentes vasculares cere-
brais (AVC) e os enfar tes cerebrais s i lenciosos. Apesar de monogénica, 
var iantes noutros genes poderão atuar como modif icadores do seu curso 
e gravidade cl ín ica. Neste trabalho, estudámos 70 doentes pediátr icos, 
de or igem subsaar iana, com drepanocitose e bem caracter izados em 
termos de vasculopatia cerebral. Procedemos à genotipagem de var ian-
tes nos genes VCAM1 e NOS3 envolv idos na ativação do endotél io dos 
vasos sanguíneos e no tónus vascular. A anál ise estatíst ica revelou uma 
associação posit iva entre a presença da var iante rs1409419_T, bem como 
do haplotipo 7 de VCAM1, e a ocorrência de AVC. Por outro lado, para o 
gene NOS3, observámos uma associação negativa entre o VNTR_ale lo 
4b e o haplotipo V, e a ocorrência de enfar te cerebral s i lencioso, bem 
como entre o haplotipo VII e a ocorrência de vasculopatia cerebral. Os 
resultados obtidos subl inham a impor tância de VCAM1 e NOS3 como 
moduladores genéticos, bem como o seu potencia l como biomarcadores 
para a prevenção e prognóstico da vasculopatia cerebral em cr ianças 
com drepanocitose.

_Abstract

Sick le ce l l anemia is a genet ic d isease caused by homozygosi ty for the 
mutat ion c.20A>T in the beta-g lobin gene which leads to the synthes is 
of an abnormal hemoglobin – hemoglobin S. In addi t ion to chronic he-
moly t ic anemia, the d isease inc ludes var ious c l in ica l mani festat ions of 
which cerebra l vascu lopathy (that compr ises over t stroke and s i lent ce-
rebra l infarct ion) is the most severe in ch i ldren. Despi te be ing a mono-
genic d isease, i ts progress ion and sever i t y may be modi f ied due to the 
ef fect of var iants in other genes. In th is work, we stud ied 70 s ick le ce l l 
anemia pediatr ic pat ients of sub-Saharan ancestr y we l l character ized 
in te rms of cerebra l vascu lopathy. We genotyped var iants in the VCAM1 

and NOS3 genes, due to the invo lvement of these genes in b lood vesse l 
endothe l ium act ivat ion and vascu lar tone ba lance. Stat ist ica l ana lyses 
showed a pos i t i ve assoc iat ive between the presence of the rs1409419_T 
var iant, as we l l as of the haplotype 7 of VCAM1, and stroke. On the other 
hand, for the NOS3 gene, we obser ved a negat ive assoc iat ion between 
the presence of the VNTR_ 4b a l le le and haplotype V and s i lent cerebra l 
infarcts. A s imi lar assoc iat ion was obser ved between haplotype VI I and 
cerebra l vascu lopathy as a whole. Our resu l ts under l ine the impor tance 
of VCAM1 and NOS3 genes as genet ic modulators, as we l l as the i r ro le 
as potent ia l b iomarkers for cerebra l vascu lopathy prevent ion and prog-
nos is in ch i ldren wi th s ick le ce l l anemia.  

_Introdução

A drepanocitose, ou anemia das células falciformes, é a forma 
mais comum e mais grave das síndromes drepanocíticas e 
resulta da presença, em homozigotia, da mutação c.20A>T, 
no gene da β-globina (HBB). A hemoglobina anómala que daí 
resulta – hemoglobina S – polimeriza no interior dos glóbu-
los vermelhos, em situações de desoxigenação, levando-os 
a adotar uma forma de foice (os drepanócitos), o que dá o 
nome à doença. 

A drepanocitose é considerada, pela Organização Mundial de 
Saúde, a mais importante hemoglobinopatia, a nível mundial, 
em termos de frequência e de impacto social (1), sendo que 
cerca de 50-90% das crianças afetadas nascidas na África 
subsaariana morrem antes dos 5 anos de idade (2). O facto 
de os portadores heterozigóticos para a mutação drepanocí-

66

artigos breves_   n. 13

Relativamente a VCAM1, observámos uma associação posi-
tiva entre a presença da variante rs1409419_T, bem como 
do haplotipo 7, e a ocorrência de AVC (p=0,041; OR=4,17; 
IC95%=1,04-16,73. Em contrapartida, detetámos associação 
negativa entre a presença do haplotipo 3 de VCAM1 e risco 
de AVC (p=0,045; OR=0,27; IC95%=0,08-0,91) (figura 1). 
O facto de as referidas variantes se encontrarem na região 
do promotor do gene, pressupõe que o efeito putativo da 
sua presença surja por alterações dos níveis de expressão 
de VCAM1, possivelmente por alteração/criação de locais 
de ligação de fatores de transcrição. Esta possibilidade foi 
confirmada por análise in silico. De salientar que o potencial 
modulador destas variantes no fenótipo em estudo deverá 
resultar, não do efeito individual, mas sim de um efeito cumu-

lativo no contexto dos haplotipos que as incluem. A exce-
ção parece ser a rs1409419_T e o haplotipo 7 que a contém, 
já que a sobreposição de valores de ambos, em termos de 
associação com vasculopatia cerebral, sugere que a variante 
tenha um papel preponderante no efeito modulador do respe-
tivo haplotipo. 

A eNOS também envolvida na resposta endotelial, desempe-
nha um papel crucial no equilíbrio vasodilatação/ vasocons-
trição, na remodelação e na proliferação vasculares. As 
variantes do gene NOS3, clinicamente mais relevantes, espe-
cialmente a nível cardiovascular, são a rs2070744 (localizada 
na região do promotor), a rs1799983 (localizada no exão 7) 
e o polimorfismo de repetição (VNTR) de uma sequência de 

Fonte ( imagens adaptadas): Nat iona l Inst i tute of Neuro log ica l D isorders and Stroke, Wik imedia Commons, www.uihere.com

Figura 1: Associação observada entre as variantes genéticas e os haplotipos identificados, nos genes VCAM1 e NOS3, 
e o efeito modulador putativo na vasculopatia cerebral em crianças com drepanocitose.
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confirmado imagiologicamente; i i i ) grupo “vasculopatia cere-
bral” (n=24), ocorrência de, pelo menos, um episódio de AVC 
e/ou enfarte cerebral silencioso; iv) grupo “controlo” (n=29) 
ausência de vasculopatia cerebral, confirmada clinica e ima-
giologicamente. Adicionalmente, os doentes foram avaliados 
em termos de risco de ocorrência de AVC, tendo a estratif i-
cação sido determinada pelos valores de velocidade máxima 
média de f luxo na artéria cerebral média (TAMMV), obtidos 
durante a ecografia com Doppler transcraniano, conforme 
segue: risco elevado/moderado – TAMMV ≥ 170 cm/s (n=31); 
e risco reduzido – TAMMV < 170 cm/s (n=29). 

O DNA genómico foi isolado a par tir de amostras de sangue 
per i fér ico de cada par tic ipante. A homozigotia para a muta-
ção c.20A>T no gene HBB foi conf irmada por PCR-RFLP.  
A escolha dos potenciais genes modif icadores foi efetuada 
com base em trabalhos efetuados anter iormente no nosso 
laboratór io (5). A genotipagem das var iantes em VCAM1 e 
NOS3 foi real izada por PCR, PCR-RFLP ou por sequencia-
ção de Sanger. A par tir das var iantes detetadas, foi possí-
vel identi f icar vár ios haplotipos em ambos os loc i usando o 
sof tware PHASE 

Adicionalmente, procedemos à análise in si l ico de locais de 
ligação de fatores de transcrição, associados à presença das 
variantes localizadas na região do promotor de VCAM1.

A análise estatística foi efetuada com recurso ao sof tware 
SPSS (v.25.0, IBM Inc., Chicago, USA). As variáveis categóri-
cas foram representadas por número, frequências e percen-
tagens. O teste exato de Fisher foi usado para a comparação 
entre variáveis categóricas. O valor de p > 0,05 foi utilizado 
para definir significância estatística. O alelo minor de cada 
variante foi avaliado, usando o modelo dominante, para po-
tencial associação com AVC, enfarte cerebral silencioso, vas-
culopatia cerebral geral (AVC e/ou enfarte cerebral silencioso) 
ou risco de AVC (de acordo com as TAMMV medidas pelo
Doppler transcraniano), através de tabelas de contingência 
2x2, fenótipo x genótipo. Apenas foram consideradas para 
análise de associação variantes cujos alelos minor apresen-
tavam uma frequência >0,05. 

_Resultados e discussão

O principal objetivo do presente estudo, que constitui par te 
de uma investigação mais alargada sobre moduladores ge-
néticos de vasculopatia cerebral pediátrica em drepanocito-
se, consistiu na avaliação de dados demográf icos, clínicos, 
imagiológicos e genéticos, de forma a desenhar futuramen-
te um painel de biomarcadores com valor preditivo e preven-
tivo para aquela manifestação clínica. 

A genotipagem de 6 locais polimórficos no promotor do gene 
VCAM1 e de 3 no gene NOS3 permitiu a caracterização de 
7 haplotipos principais em VCAM1 ( identif icados de 1 a 7) e 
também de 7 haplotipos no gene NOS3 ( identif icados de I a 
VII), (tabela 1). A nossa abordagem permitiu identif icar asso-
ciações, estatisticamente signif icativas, entre a presença de 
variantes e/ou haplotipos específ icos de VCAM1 e NOS3 e a 
presença/ausência de vasculopatia cerebral nos doentes es-
tudados (figura 1).
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27 pb (localizado no intrão 4) (6). No nosso estudo, nenhuma 
das variantes ou haplotipos de NOS3 identif icados (tabela 1) 
revelou associação com a ocorrência de AVC. No entanto, 
o VNTR_alelo 4b, anteriormente referido, revelou uma as-
sociação negativa com a ocorrência de enfarte cerebral si-
lencioso (p=0,030; OR=0,10; 0,01–0,69), tal como também 
verif icado para o haplotipo V (p=0,031; OR=0,18; 0,04-0,81). 
Observámos ainda uma associação negativa entre a presen-
ça deste haplotipo V e o risco de AVC (p=0,050; OR=0,29; 
0,09-0,96). Por f im, observámos, também uma associação 
negativa entre a presença do haplotipo VII e a ocorrência de 
vasculopatia cerebral (AVC e/ou enfarte silencioso) (p=0,006; 
OR=0,08; 0,01-0,69) (figura 1). Em resumo, as variantes de 
NOS3, nomeadamente os haplotipos identif icados, parecem 
estar associados a um efeito protetor, em termos de enfarte 
cerebral silencioso, de vasculopatia cerebral (AVC e/ou en-
farte cerebral silencioso) e de risco de AVC em crianças com 
drepanocitose.

_Conclusão

O conjunto dos nossos resultados sublinha a relevância da 
modulação genética na f isiopatologia da vasculopatia cere-
bral pediátrica em drepanocitose. Os moduladores genéticos 
aqui identif icados, após confirmação por estudos funcionais, 
poderão assumir grande relevância na prevenção da vascu-
lopatia cerebral em crianças com drepanocitose. A sua apli-
cação na qualidade de biomarcadores com papel preditivo 
permitirá estabelecer bases para o desenvolvimento de es-
tratégias terapêuticas personalizadas.
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tica possuírem proteção contra a malária, explica as elevadas 
frequências desse alelo na África subsaariana, Mediterrâneo, 
Médio Oriente e subcontinente Indiano. No entanto, os movi-
mentos populacionais, históricos e recentes, têm levado a 
uma maior distribuição da mutação, tornando a drepanocito-
se um problema de saúde pública a nível global (1).

As manifestações clínicas da drepanocitose são complexas 
e envolvem vários mecanismos, tais como: hemólise crónica, 
inflamação sistémica, vaso-oclusão, diminuição da biodispo-
nibilidade do óxido nítrico (NO) e ativação endotelial. A intera-
ção dinâmica entre estes eventos resulta num fenótipo clínico 
heterogéneo que, em crianças, abrange, entre outros: vascu-
lopatia cerebral, síndrome torácica aguda, hiposplenismo, 
doença renal e crises dolorosas. A vasculopatia cerebral – 
causada por uma conjugação de dano endotelial nas artérias 
cerebrais, vaso-oclusão e isquémia do tecido cerebral – é 
uma das complicações mais graves e inclui acidentes vascu-
lares cerebrais (AVC; com sinais clínicos aparentes) e enfar-
tes cerebrais silenciosos (apenas diagnosticáveis através de 
exames imagiológicos), sendo que as crianças com drepano-
citose apresentam um risco de AVC muito superior ao da po-
pulação pediátrica geral (3). 

A ecografia com Doppler transcraniano é, atualmente, a prin-
cipal ferramenta imagiológica usada no rastreio de risco de 
AVC, sendo a ressonância magnética aplicada ao diagnós-
tico de AVC e ao aumento da eficácia na deteção de enfar-
tes cerebrais silenciosos. Em termos terapêuticos, a aborda-
gem atualmente preconizada consiste num regime regular de 
transfusões sanguíneas para crianças com risco alto/mode-
rado de AVC (determinado pela ecografia com Doppler trans-
craniano) e, concomitantemente, poderá ser administrado o 
fármaco hidroxiureia (HU). No entanto, nem as estratégias de 
rastreio ou de diagnóstico, atualmente disponíveis, permitem 
identif icar todas as crianças em risco de AVC e/ou enfarte 
cerebral silencioso, nem as abordagens terapêuticas são efi-
cazes em todos os doentes e nos casos em que o são, não 
estão isentas de efeitos secundários adversos e limitações 
na sua aplicação. Assim, torna-se necessário identif icar e 
desenvolver um painel de biomarcadores, de elevada sensi-
bil idade e especif icidade, com valor prognóstico e preditivo 
para AVC em crianças com drepanocitose.

Apesar da drepanocitose ser uma doença monogénica, cau-
sada sempre pela mesma mutação no gene da beta-globina, 
a progressão e gravidade clínica da doença podem ser afeta-
das pela presença de variantes noutros genes. Estes modifi-
cadores genéticos podem desempenhar um papel importante 
na ocorrência e gravidade das diversas manifestações clíni-
cas, nomeadamente do AVC em crianças (4). 

_Objetivo

O presente trabalho pretendeu avaliar o valor prognóstico, 
para o risco de vasculopatia cerebral, de variantes nos genes 
VCAM1 (que codif ica a molécula de adesão celular vascular 
1, VCAM-1, envolvida na adesão e proliferação endoteliais) 
e NOS3 (que codif ica a sintase endotelial do óxido nítrico, 
eNOS, principal produtora de NO no sistema cardiovascular) 
envolvidos na resposta endotelial e tónus vascular. 

_Materiais e métodos

O presente trabalho consistiu num estudo de caso-controlo, 
realizado no Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 
Jorge, em colaboração com quatro hospitais da Grande 
Lisboa – Hospital D. Estefânia, Hospital de Sta. Maria, Hos-
pital Fernando Fonseca e Hospital Garcia de Orta. Foram 
selecionados 70 doentes pediátricos (≥3 anos de idade) com 
drepanocitose, caracterizados em termos de vasculopatia 
cerebral, cujos progenitores eram originários da África sub-
saariana. Os critérios de exclusão compreenderam: idade 
<3 anos; origem geográf ica parental fora da região da África 
subsaariana; anterior terapêutica com HU; participação em 
regime hipertransfusional nos 120 dias anteriores à inclusão 
no estudo. Todos os representantes legais dos participantes 
deram o seu consentimento informado e esclarecido para 
participar neste estudo. Todas as amostras foram anonimi-
zadas antes de serem enviadas ao laboratório.

Os par ticipantes foram agrupados em 4 grupos consoante 
o tipo de vasculopatia cerebral apresentado: i ) grupo “AVC”
(n=15), ocorrência de, pelo menos, um episódio de aciden-
te vascular cerebral isquémico, confirmado clinica e imagio-
logicamente; i i ) grupo “enfarte cerebral silencioso” (n=9), 
ocorrência de, pelo menos, um enfarte cerebral silencioso, 

_Resumo

A drepanocitose é uma doença genética causada pela mutação c.20A>T, 
em homozigotia, no gene da beta-globina, que leva à s íntese de uma 
hemoglobina anómala – hemoglobina S. Para a lém da anemia hemol í t ica 
crónica, as mani festações cl ín icas são diversas e, em cr ianças, a mais 
grave é a vasculopatia cerebral que inclui os acidentes vasculares cere-
brais (AVC) e os enfar tes cerebrais s i lenciosos. Apesar de monogénica, 
var iantes noutros genes poderão atuar como modif icadores do seu curso 
e gravidade cl ín ica. Neste trabalho, estudámos 70 doentes pediátr icos, 
de or igem subsaar iana, com drepanocitose e bem caracter izados em 
termos de vasculopatia cerebral. Procedemos à genotipagem de var ian-
tes nos genes VCAM1 e NOS3 envolv idos na ativação do endotél io dos 
vasos sanguíneos e no tónus vascular. A anál ise estatíst ica revelou uma 
associação posit iva entre a presença da var iante rs1409419_T, bem como 
do haplotipo 7 de VCAM1, e a ocorrência de AVC. Por outro lado, para o 
gene NOS3, observámos uma associação negativa entre o VNTR_ale lo 
4b e o haplotipo V, e a ocorrência de enfar te cerebral s i lencioso, bem 
como entre o haplotipo VII e a ocorrência de vasculopatia cerebral. Os 
resultados obtidos subl inham a impor tância de VCAM1 e NOS3 como 
moduladores genéticos, bem como o seu potencia l como biomarcadores 
para a prevenção e prognóstico da vasculopatia cerebral em cr ianças 
com drepanocitose.

_Abstract

Sick le ce l l anemia is a genet ic d isease caused by homozygosi ty for the 
mutat ion c.20A>T in the beta-g lobin gene which leads to the synthes is 
of an abnormal hemoglobin – hemoglobin S. In addi t ion to chronic he-
moly t ic anemia, the d isease inc ludes var ious c l in ica l mani festat ions of 
which cerebra l vascu lopathy (that compr ises over t stroke and s i lent ce-
rebra l infarct ion) is the most severe in ch i ldren. Despi te be ing a mono-
genic d isease, i ts progress ion and sever i t y may be modi f ied due to the 
ef fect of var iants in other genes. In th is work, we stud ied 70 s ick le ce l l 
anemia pediatr ic pat ients of sub-Saharan ancestr y we l l character ized 
in te rms of cerebra l vascu lopathy. We genotyped var iants in the VCAM1 

and NOS3 genes, due to the invo lvement of these genes in b lood vesse l 
endothe l ium act ivat ion and vascu lar tone ba lance. Stat ist ica l ana lyses 
showed a pos i t i ve assoc iat ive between the presence of the rs1409419_T 
var iant, as we l l as of the haplotype 7 of VCAM1, and stroke. On the other 
hand, for the NOS3 gene, we obser ved a negat ive assoc iat ion between 
the presence of the VNTR_ 4b a l le le and haplotype V and s i lent cerebra l 
infarcts. A s imi lar assoc iat ion was obser ved between haplotype VI I and 
cerebra l vascu lopathy as a whole. Our resu l ts under l ine the impor tance 
of VCAM1 and NOS3 genes as genet ic modulators, as we l l as the i r ro le 
as potent ia l b iomarkers for cerebra l vascu lopathy prevent ion and prog-
nos is in ch i ldren wi th s ick le ce l l anemia.  

_Introdução

A drepanocitose, ou anemia das células falciformes, é a forma 
mais comum e mais grave das síndromes drepanocíticas e 
resulta da presença, em homozigotia, da mutação c.20A>T, 
no gene da β-globina (HBB). A hemoglobina anómala que daí 
resulta – hemoglobina S – polimeriza no interior dos glóbu-
los vermelhos, em situações de desoxigenação, levando-os 
a adotar uma forma de foice (os drepanócitos), o que dá o 
nome à doença. 

A drepanocitose é considerada, pela Organização Mundial de 
Saúde, a mais importante hemoglobinopatia, a nível mundial, 
em termos de frequência e de impacto social (1), sendo que 
cerca de 50-90% das crianças afetadas nascidas na África 
subsaariana morrem antes dos 5 anos de idade (2). O facto 
de os portadores heterozigóticos para a mutação drepanocí-

67

Relativamente a VCAM1, observámos uma associação posi-
tiva entre a presença da variante rs1409419_T, bem como 
do haplotipo 7, e a ocorrência de AVC (p=0,041; OR=4,17; 
IC95%=1,04-16,73. Em contrapartida, detetámos associação 
negativa entre a presença do haplotipo 3 de VCAM1 e risco 
de AVC (p=0,045; OR=0,27; IC95%=0,08-0,91) (figura 1). 
O facto de as referidas variantes se encontrarem na região 
do promotor do gene, pressupõe que o efeito putativo da 
sua presença surja por alterações dos níveis de expressão 
de VCAM1, possivelmente por alteração/criação de locais 
de ligação de fatores de transcrição. Esta possibilidade foi 
confirmada por análise in silico. De salientar que o potencial 
modulador destas variantes no fenótipo em estudo deverá 
resultar, não do efeito individual, mas sim de um efeito cumu-

lativo no contexto dos haplotipos que as incluem. A exce-
ção parece ser a rs1409419_T e o haplotipo 7 que a contém, 
já que a sobreposição de valores de ambos, em termos de 
associação com vasculopatia cerebral, sugere que a variante 
tenha um papel preponderante no efeito modulador do respe-
tivo haplotipo. 

A eNOS também envolvida na resposta endotelial, desempe-
nha um papel crucial no equilíbrio vasodilatação/ vasocons-
trição, na remodelação e na proliferação vasculares. As 
variantes do gene NOS3, clinicamente mais relevantes, espe-
cialmente a nível cardiovascular, são a rs2070744 (localizada 
na região do promotor), a rs1799983 (localizada no exão 7) 
e o polimorfismo de repetição (VNTR) de uma sequência de 
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