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RESUMO




Alterages cerebrovasculares sdo frequentemente encontradas em pacientes com doengas
falciformes (DF) e, na maioria das vezes, sdo precedidas por alteragSes insidiosas da
perfusio cerebral. O objetivo deste estudo foi o de investigar a perfusdo cerebral de
pacientes adultos com DF, assintomaticos do ponto de vista neurol6gico. Foram incluidos
42 pacientes com DF que estavam em acompanhamento regular no Hemocentro da
UNICAMP. O grupo foi de 27 mulheres e 15 homens sendo 33 HbSS (14 homens e 19
mulheres), 6 HbSC (1 homem e 5 mulheres) e 3 HbSP (3 mulheres). A idade media foi de
33.4 (£10.55 anos; 18-60). A hemogiobina basal média foi de 8.5 (£1.73; 52-135) e 0
hematocrito médio foi de 25.1 (+4.85; 15.6-38.5). Pacientes ¢ controles foram submetidos a
SPECT cerebral com etilenodicisteina dietil ester marcado com tecnécio-99
(ECD-[99m]Tc). As imagens reconstruidas em formato ANALYZE usando o MRicro
software foram submetidas a andlise baseada em voxel foi realizada utilizando-se ©
software SPM2 (Wellcome Department of Cognitive Neurology), para estimar a
probabilidade de cada voxel apresentar uma captagdo aumentada ou reduzida. As imagens
foram normalizadas para o template anatdmico padronizado de Talairach eTournoux. Foi
evidenciada reducio da captagdo do tragador nos ginglios da base e talamos, na regifo
frontal anterior e em zonas de transicdo da regifio temporo-parieto-occipital. Concluimos
que SPECT cerebral com (ECD-[99m]Tc) € um método capaz de detectar anormalidades
precoces em pacientes com DF. O predominio do comprometimento € em &reas cuja

perfusio ¢é predominantemente mantida por pequenos vasos e microvasculatura distal.

Palavras chave: Perfusio cerebral; Doenga falciforme; SPECT; analise baseada em voxel.
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ABSTRACT




Cerebrovascular lesions are frequenity observed in patients with sickie cell disease (SCD)
and these structural lesions are preceded by insidious perfusion deficits. Our aim was to
investigate the presence of brain perfusion deficits in neurologically asymptomatic SCD
patients. Forty-two SCD patients (33 HbSS, 6 HbSC and 3 HbSB) with mean hematocrit of
25.1 (£4.85; 15.6-38.5) were submitted to brain perfusion single photon emission
tomography (SPECT) using the tracer #mTc-ECD. Images from SCD patients were
compared to images of a healthy control group (29 females and 20 males, mean age 31 +8;
range 2549 years). Images underwent voxel-wise comparison of regional tracer uptake
using paired t-test to estimate the probability of each voxel to have an increased or
decreased tracer uptake. When compared to controls, SCD patients had significantly
reduced tracer uptake in basal ganglia and thalami, the anterior frontal region and the
watershed region of the temporo-parietal-occipital transition. {(p<0.05). Our study
demonstrates that neurologically asymptomatic adult SCD patients exhibit a pattern of
reduced “*Tc¢-ECD tracer uptake demonstrated by SPECT. Early detection of cerebral
hypoperfusion may help in preventing stroke in patients with SCD.

keywords: sickle cell disease; brain perfusion; SPECT; voxel based analysis.
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Doengas falciformes sdo hemoglobinopatias hereditarias caracterizadas pela
presenga de uma hemoglobina anormal chamada de hemogiobina S (HbS). A hemoglobina
é responsavel pelo transporte de oxigénio para todas as células do organismo humano e sua
estrutura normal é composta de 2 subunidades (globinas) alfa e duas subunidades beta. A
HbS é resultante de uma mutagiio no c¢odon 6 do gene da globina beta, onde a adenina ¢
substituida pela timina (GAG—GTG), o que culmina com a presenga da valina em lugar do
acido glutimico (ALAVI, 1984).

A denominacio “anemia falciforme” (AF) é reservada para a forma da doenca
que ocorre nos homozigotos SS. Quando o gene da HbS combina-se com outras
anormalidades hereditaras das hemoglobinas, como hemoglobina C (HbC), hemoglobina D
(HbD), beta-talassemia, entre outros, o resultado é um grupo de doengas, tambem
sintomaticas, as quais sio denominadas, respectivamente, de doenga SC, doenga SD e
doenca S/beta-talassemia. De modo geral, todas essas formas sintomaticas do gene da HbS,
em homozigose ou em combinagdo, sdo conhecidas como doengas falciformes (DF)

(STEINBERG et al., 1994).

A HbS comporta-se como a hemoglobina normal (HbA) em condigdes normais,
entretanto, em condicdes de redugio dos niveis de oxigenagfo, a estrutura hidrofobica da
valina se polimeriza resultando em um gel. Isso tornz o eritrécito alongado, com redugéo da
sua deformabilidade e sobrevida, além de apresentar-se com maior densidade. Essa forma
alterada do eritrocito é semelhante a uma foice e dai a denominagio falciforme. Tal
alteracio estrutural torna o eritrécito susceptivel a hemolise, além de desencadear uma
interagdo entre as células falcizadas, o endotélio e os leucocitos. Esse processo culmina
com o fendmeno de vasoclusdo o qual se manifesta em praticamente fodos 0s 6rgdos,
comprometendo precocemente o bago, rins, ossos, figado, pulm&es, cérebro, entre outros.
Os pacientes apresentam infartos Osseos repetidos, com crises dolorosas frequientes
(STEINBERG et al., 1994). A hiper-expressdo de moléculas de ades@o na superficie das
hemacias, endotélio e granulocitos facilita a vaso-octusdo (STEINBERG et al., 2003).

Deste modo, além da anemia cronica, as diferentes formas de doengas
falciformes caracterizam-se por numerosas complicagdes que podem afetar quase todos os

orgdos e sistemnas, com expressiva morbidade, redugio da capacidade de trabalho ¢ da
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expectativa de vida. Além das manifestagdes de anemia cronica, o quadro é dominado por
episddios de dores dsteo-articulares, dores abdominais, infecgbes e enfartes pulmonares,
retardo do crescimento e maturagio sexual, acidemte vascular cerebral (AVC) e
comprometimento cronico de multiplos 6rgdos, sistemas ou aparelhos. A destruicdo do
bagco ¢é a principal responsavel pela suscetibilidade aumentada a infecgbes graves
(septicemias). Se nio diagnosticadas precocemente, estdo associadas a alta mortalidade na
infincia, sendo poucos os afetados que sobrevivem a idade aduita (STEINBERG et al,,
1994),

James B. Herrick foi o primeiro a observar eritrécitos com forma de foice, em
1910, (HERRICK, 1910) ¢, somente em 1922, Verne Mason cunhou o termo Sickle cell
anemia (anemia falciforme) para descrever a doenga (MASON, 1922). Até entfio, s6 havia
trés casos descritos e ndo era possivel atribuir uma causa hereditaria para o problema. Em
1923, John Huck conseguiu disseminar a idéia de AF tratar-se de uma doenca hereditria

com padrio de transmissdo mendeliana.

O primeiro a descrever alteragdes neurologicas em pacientes com AF foi Virgil
Sydenstricker, em 1923, sendo este mesmo um grande pesquisador em AF ¢ o qual
conseguin demonstrar uma subdivisio clinica da doenga, sendo uma forma latente e outra
ativa (SYDENSTRICKER et al., 1923). O primeiro caso neurolégico atribuido a AF foi de
uma crianca com hemiplegia e crises epilépticas, a qual mostrava células falcizadas no

sangue.

Em 1949, PAULING e colaboradores demonstraram as significantes diferengas
na motilidade eletroforética da hemoglobina normal e da hemoglobina falciforme, sendo
esta descrigdo de extrema importincia para a compreensio da AF como doenc¢a molecular

(PAULING et al., 1949).

Do ponto de vista epidemiologico, a doenga originou-se na Africa e, através da
migragio dos escravos, chegou as Américas. Por esse motivo, € mais freqiientemente
encontrada nas regides onde a populagio tem mais antepassados negros. E também
encontrada em toda a Europa e em regides da Asia. Predomina, no Brasil, em negros e
pardos, mas também ocorre em brancos. A estimativa com base na prevaléncia dessa

doenga no Brasil ¢ de que existam mais de dois milhdes de portadores do gene da HbS.

Introdugde
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Numa avaliagio neonatal de 605.419 nascidos vivos, 3,2% apresentavam o traco falciforme
e 486 apresentaram AF (SERJEANT, 2000, JANUARIO, 2002). Estima-se que haja de
700 a 1.000 novos casos anuais de DF no Brasil e, por isso, sdo um problema de sande
publica (ZAGO, 2002).

1.1- Complica¢es Neurologicas

O envolvimento do sistema nervoso central {(SNC) em pacientes com AF foi
inicialmente descrito em 1923 (SYNDESTRICKER et al., 1923), sendo uma crianga do
sexo masculino de 3 anos de idade com hemiplegia a esquerda. Nessa época, a principal
sindrome meurologica descrita em pacientes com AF era hemiplegia, a qual acontecia
predominantemente antes dos 10 anos de idade. Os mecanismos envolvidos na génese da
hemiplegia eram ainda obscuros. ARENA (1935) considerava que um processo trombotico
semelhante ao encontrado no bago era o responsivel pelas lesdes nos grandes vasos

cerebrais.

As alteragdes cerebrovasculares foram reconhecidas precocemente como
complicagdes importantes das DF. HUGHES et al. (1940) publicaram a primeira grande
revisio do envolvimento neurolégico em AF, quando descreveu 6 pacientes com alteragdes
cerebrovasculares e revisou outros 25 casos. Essa primeira revisio foi de extrema
importancia, pois estabeleceu diferentes padrdes de envolvimento cerebrovascular. Nessa
série j& se notou que o envolvimento é precoce quanto 4 idade sendo que 70% dos episodios
ocorreram antes dos 10 anos de idade ¢ 83% aconteceram até os 15 anos de idade. Foi
evidenciado ainda um grande nimero de recomréncias, sendo relatados episodios recorrentes

de hemiplegia, torpor, crises epilépticas, entre outros.

Séries seguintes foram publicadas mostrando auséncia de um conhecimento
mais profundo dos mecanismos causadores das lesdes, o que levava os autores 2 estabelecer
classificagBes arbitrarias. Um exemplo foi a classificagdo das complicages neurolégicas
em AF em sindromes cerebrovasculares, convulsdes, irmitagdo meningea, comprometimento
da acuidade visual, radiculopatia, sindromes mentais agudas e vertigem (GREER et al,
1962). E evidente que esta classificagio, apesar de abrangente, ndo representava de forma

clara as varias possiveis formas de acometimento neuroldgico em AF.

Introdugdo
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O estudo mais abrangente sobre doenga cerebrovascular em DF foi o
Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD), o qual foi realizado durante um periodo
de 10 anos, tendo sido iniciado em 1978 e recrutado mais de 4000 criangas com DF
(OHENE-FREMPONG et al., 1998). A prevaléncia geral de AVC em todas as formas de
DF foi de 4% e de 5% na forma homozigota. O primeiro episddio de AVC aconteceu em
todas as faixas etarias, exceto no grupo de criangas com menos de 1 ano de idade. A
incidéncia anual do primeiro episédio de AVC foi de 0,6 por 100 pacientes por ano na
forma homozigota. Quando analisada em subgrupos, a maior incidéncia ocorreu no grupo
de criangas com 2 a 5 anos, sendo de 1,02 por cento por ano. O risco acumulado de um
primeiro episodio de AVC no grupo homozigoto foi de 11% com 20 anos de idade, 15%

com 30 anos e 24% com 45 anos.

Dados referentes a incidéncia e prevaléncia de AVC em outras populagdes sdo
escassos. Um estudo jamaicano relatou que 17 pacientes de um grupo de 310 criangas com
a forma homozigota tiveram um episodio de AVC até a idade de 14 anos, perfazendo uma
incidéncia relativa de 5,5% (BALKARAN et al., 1992). Em um estudo francés, 6,7% de
299 pacientes homozigotos com idade média de 10,1 anos apresentaram AVC. A maiona
desses pacientes era de origem africana. Tais resultados sdo semelhantes 2os encontrados
no CSSCD (NEONATO et al., 2000).

E importante salientar que outras DF também se comportam como AF em
relagiio a complicagdes neurologicas e ndo devem ser subestimadas quanto a incidéncia de
AVC. No CSSCD, a incidéncia global de AVC foi de 0,17/100 pacientes/ano no grupo com
hemoglobinopatia SC, 0,11/100 pacientes por ano no grupo com hemoglobinopatia SB* e
0,10/100 pacientes/ano no grupo com hemoglobinopata SP° (OHENE-FREMPONG et al.,
1998).

1.2- Infartos Silenciosos

Alteracdes estnrturats do SNC atribuidas a lesdes de origem vascular detectadas
por ressondncia magnética (RM), as quais nio causam alteragBes neurologicas agudas ou
ndo apresentam correspondéncia clinica sio chamadas de infartos silenciosos (IS)

(ARMSTRONG et al, 1996; MILLER, et al, 2001). Entretanto, mais recentemente,
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constatou-se que estas lesdes ndo sdo realmente silenciosas, mas causam déficit
neuropsicométrico, com reduggo da capacidade intelectual e de fungdes neuropsicolégicas e
académicas (ARMSTRONG et al., 1996; MILLER, et al., 2001). Estudos bem controlados
demonstraram que criangas com anormalidades a RM apresentam deficiéncia em testes de
aritmética, vocabulario, rea¢io visual-motora € coordenacfo. IS, acompanhados ou ndo de
alteracdes cognitivas, sio mais freqilentes que AVC clinicamente definido (SCHATZ et al,,
2001; PEGELOW et al., 2002).

A prevaléncia de IS no CSSCD foi inicialmente reportada por MOSER (1996)
como sendo de 17%. Entretanto, uma reanalise mais recente encontrou um aumento nessa
prevaléncia, a qual foi publicada como sendo de 21,8% (PEGELOW et al,, 2002). Tal
aumento foi atribuido a melhores técnicas de analise de imagem utilizadas nessa reanalise.
Esse novo valor é o que melhor representa a média de IS encontrada numa analise

combinada do CSSCD, da coorte francesa ¢ da coorte de Londres, a qual foi de 20%.
(BERNAUDIN, et al., 2000,; KIRKHAM, et al., 2000).

Numa andlise diferenciada do CSSCD, MILLER et al. (2001) demonstraram
que a presenca de IS confere um aumento de 14 vezes no risco de desenvolver AVC
clinicamente definido. A incidéncia de AVC clinicamente definido no grupo de pacientes
com IS prévio foi de 1,45/100 pacientes/ano, enquanto no grupo sem IS prévio foi de
0,11/100 pacientes/ano. A freqiiéncia do desenvolvimento de AVC foi de 8,1 % nos
pacientes com IS e de 0,5% sem IS. Além disso, pacientes com IS tem maior nisco de
desenvolver novos € maiores IS (PEGELOW et al., 2002). E, portanto, fundamental a
utilizacio de métodos que detectem precocemente as alteragbes vasculares em pacientes

com AF.

As conseqiténcias da presenga de IS em pacientes com AF podem também ser
avaliadas do ponto de vista cognitivo. O primeiro trabalho que relatou o perfil
neuropsicolégico de pacientes com AF foi em 1963, no qual os autores relataram que o
intelecto dos pacientes com AF era preservado (CHODORKOFF et al., 1963). Entretanto,
vérios outros estudos mais recentes demonstram que o perfil cognitvo dos pacientes com
AF & inferior aquele esperado para a idade (FOWLER et al., 1988; SWIFT et al.,, 1989;
WANG et al., 2001).

Introducdo
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ARMSTRONG et al (1996) relataram que criangas com antecedente de AVC
tiveram desempenho pior que pacientes com IS ou com RM normal. Entretanto, eles
relataram também que criangas com IS apresentaram uma performance cognitiva em testes
de aritmética, vocabuldrio, coordenacdo ¢ habilidades visuoespaciais pior que pacientes

sem lesdio a RM.

QOutros estudos tém demonstrado que uma pior performance escolar ¢
neuropsicoldgica € indicativa da presenga de infartos silenciosos (SCHATZ et al., 2001) e
que mesmo em pacientes com AF sem lesGes a RM, a performance cognitiva € pior que o
esperado para a idade e quando comparado com controles normais. Tais achados sugerem
que 0 mecanismo subjacente a esta pobre performance cognitiva pode estar associado aos
efeitos difusos da anemia sobre o cérebro e ndo somente a localizagdo e/ou ao acimulo de

lesio (WANG et al., 2001; STEEN et al. 2003a).

1.3- Métodos de Avaliacio Cerebrovascular em Pacientes com DF

Dos métodos atualmente disponiveis, o doppler transcraniano (DTC) € o que
mais precocemente pode detectar alteragdes do fluxo sangiineo cerebral. Doppler
transcraniano tem sido nsado em pacientes com AF desde 1986 ¢ trés séries prospectivas,
independentes, demonstraram que fluxo com alta velocidade precede e promove lesGes
estendticas com evolugfio para infarto (ADAMS et al., 1992; ADAMS et al, 1998). A
velocidade do fluxo € determinada em cm/s. Em criangas normais, a velocidade na artéria
cerebral média é em torno de 90 cm/s. Em criangas com AF, esse valor aumenta devido a
redugio do hematderito, variando de 130 a 140 cm/s, sem necessariamente apresentar risco
elevado. Acima de 170 cm/s o risco de infarto aumenta progressivamente ¢ quando atinge
200 cm/s o risco aumenta de 0.5-1% / ano para 10-13% / ano. Os padrdes
dopplersonograficos, além de terem valor preditivo significativo em relagdo ao risco de
infarto cerebral, servem como referéncia comparativa apos o uso de alguma terapia,
principalmente transfusio sangiiinea (ADAMS et al., 1998). O método e o controle de
qualidade em relagio ao Doppler transcraniano nessa populagdo de pacientes tem sido
questio de debate, entretanto um artigo publicado recentemente detalha a técnica e a
interpretagdo deste exame nesse grupo de pacientes (NICHOLS et al., 2001).

Introducio
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O DTC tem um papel fundamental no acompanhamento de pacientes com AF
visto que o estudo STOP (ADAMS et al., 1998) demonstrou que velocidades acima de
200 cm/s estio associadas com elevado risco de instalagio de AVC e tais pacientes se

beneficiam com terapia transfusional.

Outro método de reconhecimento precoce de lesdes isquémicas ¢ a RM
cerebral. Trata-se de um méiodo ndo invasivo e que tem alta sensibilidade em demonstrar
tecido cerebral. Se utilizadas combinagtes de técmicas, essa sensibilidade aumenta muito
em relagiio ao reconhecimento de lesdes isquémicas. Técnicas de RM de rotina, chamadas
de pesadas em T1 e em T2, proporcionam imagens anatdmicas da substincia cinzenta e
branca e suas relagdes, imagem de lesdes em areas “borderzones’ (area muito susceptivel a
lesio em AF), espagos liquoricos, sangue intracraniano, edema ¢ lesbes expansivas

(PAVLAKIS, et al., 1988).

Uma técnica de RM com grande utilidade na AF € a angiorressonancia
magnética (ARM) (WIZNITZER, et al., 1990). Tal técnica baseia-se no movimento do
sangue através das artérias durante cada seqiténcia de pulso magnético e ¢ capaz de detectar
doenga de grandes vasos, como cardtida e cerebral média. A ARM tem sido um método de
substitnicio da angiografia convencional por subtragio (DSA). Esta ulima € um exame
invasivo e requer o uso de contraste iodado, enquanto a ARM ¢ um método ndo invasivo e
tem obtido resultados comparaveis a DSA (KANDEEL, 1996). O padrdo de alteragio
encontrado 2 ARM também tem correlagio com os achados clinicos. Em um estudo com
22 pacientes com DF, uma anormalidade 2 ARM maior que 6 mm com reducdo do fluxo
distal correlacionou-se positivamente com a presenca de IS. Entretanto, segmentos mais
curtos de alteracio, especialmente em areas de bifurcacio, ndo se correlacionou com a
presenca de lesdo estrutural 4 RM (GILLIAMS et al, 1998). A associagdo de RM com
DTC é o que melhor determina o risco para infarto em pacientes com AF (WANG et al,,
2000).

Métodos que avaliam a perfusio cerebral sio também muito utilizados.
Tomografia por emissio de positrons (PET) tem sido utilizada para detecgdo das lesdes
silenciosas em pacientes com AF (RODGERS et al., 1988; HEROLD et al.,1986). O PET é

um exame sofisticado em que se avalia tanto perfusdo quanto metabolismo cerebral.
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Utiliza-se um marcador radioativo conhecido como 2-desoxi-2 ['*F] fluoro-D-glicose
(FDG). Foi usado inicialmente em pacientes com DF em 1988, tendo sido evidenciado
neste estudo hipometabolismo nas regides frontats de pactentes assintomaticos
(RODGERS et al., 1988).

HEROLD et al. (1986) encontraram aumento significativo do volume e do
fluxo sangilineo cerebral em pacientes com AF sem aumento da exiragfo celular de
oxigémo. Tais achados foram interpretados pelos autores como sugestivos de perda
neuronal em pacientes sem uma histdria prévia de envolvimento do SNC

(HEROLD et al.,1986).

Qutro estudo com PET curiosamente demonstroun que regides de
hipometabolismo cerebral em pacientes com AF se estendiam além das regies com lesio
evidente & RM, corroborando o que sugerin STEEN (1998) quando valorizou o uso de
métodos quantitativos e de imagem funcional para demonstrar alteragdes funcionais em
regides aparentemente normais a RM. POWARS (1999) também demonstrou
anormalidades de perfusio e metabolismo cerebral em pacientes neurclogicamente

assintomaticos e com RM normal.

Estudos de perfusio cerebral com RM também foram realizados em pacientes
com AF e tiveram conclusdes semelhantes aos estudos com PET. KIRKHAM et al. (2001a)
demonstraram déficits de perfusio em areas maiores que as areas com infarto evidente a
RM convencional, déficits de perfusdio em pacientes assintomaticos com RM anormal € em
pacientes com RM normal. OGUZ et al. (2003) encontraram déficit assimétrico de perfusdo
¢ hipoperfusio em areas sem alteragdo a ARM

Varios estudos demonstram que, em relagfio as lesGes silenciosas, a ARM se
correlaciona melhor com alteracdes cognitivas do que a RM convencional, DTC ou
tomografia computadorizada. Os sintomas neurologicos se correlacionam melhor com
anormalidades de perfusdo, mesmo com MRI e Doppler normais. Estudos de metabolismo
e fluxo cerebral utilizando PET detectam precocemente areas de hipoperfiisio que podem
ser revertidas com o uso de transfusdes (POWARS et al., 1999).
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Outro método utilizado na avaliagio da perfusio cerebral e que indiretamente
estima qualitativamente o metabolismo cerebral, € a tomografia por emissdo de foton unico
(SPECT). Entretanto ndo hd estudos controlados utilizando SPECT em DF. O PET
dedicado ¢ uma tecnologia ainda ndo disponivel no Brasil e os equipamentos similares
existentes no Brasil como SPECT colimado com FDG ou cimaras de coincidéncia
FDG-18F, que é o Gnico emissor de positrons disponivel, sdo extremamente mais caros e

menos disponiveis cimaras capazes de realizar SPECT.

A principal idéia e justificativa da investigacio de infartos silenciosos em
pacientes com doenga falciforme ¢é, além do diagnostico precoce, estratifica-los quanto a0
risco ¢ estabelecer um planejamento terapéutico com o objetivo de protegé-los de lesGes
isquémicas maiores e significativamente sintomaticas. Alguns grupos consideram que
criangas com infartos silenciosos sdo candidatas a receber mini-transplante de medula Ossea
com o objetivo de atingir estado assintomatico, visto que a chance destas criangas
adquirirem seqiielas por alteragdes cerebrais ¢ grande. Outros grupos propdem que se faca
estudo multicéntricos para se comparar uso de transfusdes de hemacias cronicamente para
redugiio da quantidade de hemoglobina S versus observagdo (REED et al., 2001). Outros
grupos propdem a administragdio de hidroxiuréia (CHARACHE et al, 1995;
KINNEY et al., 1999).
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1. O objetivo deste estudo foi o de verificar, através da analise de imagens de
SPECT cerebral se pacientes adultos com DF e assintomaticos do ponto de

vista neurologico apreseniam alteragdes de perfusdo cerebral.

2. Determinar se hd um padrio especifico de déficit de perfusfo cerebral em

pacientes com DF assintomaticos do ponto de vista neurologico.

Qbjetivos
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3.1- Aspectos Eticos

Este projeto obedece as normas da declaragéio de Helsinki e da CONEP — CFM
tendo sido submetido ao e aprovado em sua integra pelo Comité de Ftica e Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (Parecer 590/2002 — ANEXO 5).

Todos os individuos participantes deste estudo, ou os seus familiares, foram
devidamente esclarecidos quanto as finalidades da pesquisa, através de formularios de

consentimento informado.

3.2- Identificaciio ¢ Selecio dos Individuos

Foram analisados 42 pacientes adultos (maiores de 18 anos), atendidos no
através de dados clinicos, hemograma, eletroforese de hemoglobina em pH alcalino ¢ acido,

teste de solubilidade e, sempre que possivel, estudo familiar (OLD et al., 2001).

Foram selecionados para o estudo pacientes com diagnéstico de AF,
hemoglobinopatia SC, SO-talassemia, que nunca apresentaram qualquer sinal ou sintorna
neurolégico sugestivo de AVC ou ataque isquémico transitorio ¢ que tenham concordado

livremente em participar do estudo.

O grupo controle foi composto por 49 individuos saudaveis, sendo 29 mulheres

e 20 homens, com idade média de 31 +8 anos (25-49 anos).

3.3- Critérios de Exclusio

Foram excluidos do nosso estudo individuos que apresentarem:

¢ Qualquer outra doenga que possa interferir com os achados neuroldgicos

(ex. Diabetes, hipertensdo arterial no controlada).
¢ Alguma condigio clinica reievante concomitante (cancer, AIDS).
e Gestacio concomitante
e Antecedente de AVC ou AIT

e Crises de falcizagio ou transfusdo de hemaceas nos ultimos 3 meses.

Material e Métodos
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3.4- Avaliacio Neurologica

Todos os pacientes foram submetidos a avaliagdo neurolégica a fim de se
determinar a presenga de alteragBes neurologicas subclinicas. Tal avaliagdo neurologica

inchoiu:

1. Exame fisico geral e exame neurologico, conforme roteiro utilizado no

Ambulatorio de Neurologia do HC.

2. Mini exame do estado mental (FOLSTEIN et al., 1975)

3.5- Avaliaciao por SPECT Cerebral

Todos os pacientes e controles foram submetidos a SPECT cerebral com
etilenodicisteina dietil ester marcado com tecnécio-99 (ECD-[99m]Tc). O ECD-[99m]Tc ¢
um composto lipofilico que atravessa a barreira hemato-encefélica, entrando na célula
neuronal onde é convertido em um composto hidrofilico, permanecendo preso dentro da
célula. A escolha deste tracador é baseada no fato de que € necessario uma reagdo de
desesterificagio dentro da célula para que o mesmo fique retido. Tal fato torna a captagdo
desse tragador um marcador indireto do metabolismo celular visto que € necessério que a

célula esteja metabolicamente ativa para realizar a captagio (CATAFAU, 2001).

Foi utilizado o seguinte protocolo: ApOs permanecerem em repouso em um
ambiente sem estimulos luminosos e sonoros durante 15 minutos, com acesso venoso
previamente obtido em veia periférica, os pacientes € os controles foram injetados com
1.110 MBq (30mCi) de etilenodicisteina dietil ester marcado com tecnécio-99
(ECD-[99m]Tc) e permaneceram em repouso por mais 10 minutos. Apos o segundo
periodo de repouso, os pacientes forma submetidos a aquisi¢do das imagens tomograficas
em uma cimara de cintilagio computadorizada equipada com colimador "fan beam",
fotopico (APEX SP6 ELSCINT, Haifa, Israel), centrado em 140 KeV, com janela de 20%.
Foram adquiridas 60 imagens, em uma mairiz 64x64, zoom 1.5, a intervalos de 6 graus,

totalizando 360 graus. As imagens foram normalizadas utilizando-se um filtro Metz
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(FWHM=14mm) e reconstruidas através de “filtered back projection”. Correcdo de
atenuacio foi realizada pelo método de Chang (attenuation coefficient = 0.115 cm™). As
imagens transaxiais reconstruidas foram reformatadas e apresentadas nos planos

transversal, coronal e sagital.

3.6- Pré-Processamento das Imagens de SPECT

O conjunto de imagens transaxiais reconstruidas foram transformadas para o

formato ANALYZE, utilizando-se o software MRIcro (Chris Rorden, www.mricro.com).

As imagens foram entdo submetidas & andlise baseada em voxels com o software SPM2

(Wellcome Department of Cognitive Neurology, www.fil.ion.ucl.ac.uk). As imagens foram
transformadas para corresponderem espacialmente a um template anatdmico usando-se
transformagdes lineares e regularizagio média com 16 interagdes ndo lineares. Apos
normalizacdo, as imagens foram submetidas a suaviza¢o pelo filtro gaussiano isotrépico
de Kernel de 10mm com o objetivo de (1) minimizar a variabilidade interindividual dos
sulcos e giros cerebrais, e (2) criar assim imagens que séo mais normalmente distribuidas e,

portanto, permitindo uma analise a partir de voxels.

As imagens dos grupos de pacientes com DF e dos controles, apos
normalizadas e suavizadas, foram submetidas a uma comparagdo utilizando-se teste t
pareado com o objetivo de determinar diferenga na captacio do tragador entre 0s grupos.
Os contrastes foram definidos para estimar a probabilidade de cada voxel apresentar uma

captagio aumentada ou reduzida do tragador.

3.7- Anilise Estatistica

As diferencas entre as idades dos grupos de pacientes e controles foram
analisadas utilizando-se analise de varidncia (ANOVA) e a distribuigio do sexo foi

analisada utilizando-se o teste do chi-quadrado.
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As imagens dos pacientes e dos controles foram entéo analisadas utilizando-se
o software SPM2. A captagio do tragador (ECD-[99m]Tc) foi padronizada para a captagao
global média utilizando-se escalas proporcionais. Apenas voxels com intensidade de sinal
maior que o limiar para substincia cinzenta (0,8) entraram na analise. Os resultados dessa
analise sdo apresentados em forma de um mapa estatistico (SPM(t)) corrigido para uma
distribuigio normal (SPM(z)). O limiar estatistico utilizado baseou-se na corregdo para

comparagdes multiplas através do False Discovery rate (FDR) corrigido para um p<0,05.
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Entre margo de 2003 e margo de 2005 foram recrutados 42 pacientes que

preenchiam os critérios de inclusdo e exclusdo. A idade média foi de 33,4 (£10,5; 18-60),
com hemoglobina basal média de 8,5g/dl (+1,73; 5,2-13,5) e hematocrito medio 25,1

(£4,85; 15,6-38,5). O grupo controle foi composto por 49 individuos saudaveis, sendo

29 mulheres e 20 homens, com idade média de 31 +8 anos (25-49 anos). As caracteristicas

demograficas estio também apresentadas na Tabela 1 (Anexo 1).

Tabela 1- Demonstrando as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com DF

SUJEITO IDADE Hb Ht Tipo DF SEXO
1 27 7.1 223 S8 M
2 38 10,3 302 S8 F
3 40 10,4 31 SS M
4 31 10,9 27.8 S8 M
5 40 7,9 23.8 53 F
6 26 10 217 88 F
7 22 73 21.6 S8 F
8 50 7.5 22 55 M
9 48 8,6 258 85 F
10 23 9.4 278 88 F
11 43 73 21,6 sS M
12 36 11 3.8 SC F
13 29 8.6 26 35 F
14 41 10,7 30 SC F
15 34 52 15,6 88 F
16 34 9 254 58 M
17 18 6,5 18 88 F
18 28 8,1 245 58 F
19 42 78 258 88 M
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SUJEITO IDADE Hb Ht Tipo DE SEXO

20 359 10,4 323 SS M
21 32 7 21,9 SS M
22 21 7,9 24,4 SS M
23 30 8,9 30 SB F
24 21 7.8 22,2 SS F
25 36 92 27,8 S8 F
26 28 12,4 34,8 SC F
27 22 73 21,7 SS M
28 25 9,9 29,2 sC M
29 41 13,5 38,5 SC F
30 52 8.6 24,5 SS F
31 24 6,7 19,2 SS F
32 35 7,3 21,4 SS F
33 60 8.5 25,7 SS F
34 22 8,4 243 $8 F
35 22 3.6 25,8 SB F
36 43 6,8 18,3 SS F
37 28 5.2 16,4 SS M
38 32 6.9 20,3 S8 M
39 19 7.2 20,5 SS F
40 38 9.1 27,3 SS F
41 27 9,1 26,4 sC F
42 37 8.7 252 SS M
Média 33,42857 8,547619 25,1619
Desvio padrio 10,51629 1,73307 4,850846
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A distribui¢iio dos sujeitos foi:
1) Quanio ao sexo
e 27 mulheres ¢ 15 homens.
2) Quanto ao tipo de DF:
e 33 pacientes com AF (SS), sendo 14 homens e 19 mulheres
e 6 pacientes com hemoglobinopatia SC (SC), sendo 1 homem e 5 mulheres
» 3 pacientes com hemoglobinopatia SB, sendo os 3 do sexo feminino,

Ao exame neuroldgico geral ndo foram evidenciadas alteragdes. O mini-exame
do estado mental foi normal em todos os pacientes, mesmo quando nio considerado o grau
de escolaridade. Tal exame nfio se mostrou como uma ferramenta sensivel as alteragdes

cognitivas encontradas nesses pacientes.

As areas onde foi observada redugdo da captagdo do tracador estdo
demonstradas na Tabela 2 (Anexo 2) em forma de um mapa estatistico. Ndo foram
observadas areas de excesso de captagio do tragador, o que poderia causar uma falsa

interpretacio dos achados.
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Tais resultados estdo também demonstrados em forma tridimensional em um

template anatomico de RM (Figura 1 — Anexo 3) e de SPECT (Figuras 2a e 2b — Anexos 4a

e 4b, respectivamente).

Figura 1- Representagdo anatdmica das regides de hipoperfusdo encontradas em pacientes
com DF demonstradas sobre um template de RM.
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Houve redugio difusa da captagio do tragador, o que corresponde a uma
redugio do fluxo sangiiineo cerebral quando comparado com a capta¢do nos controles

normais.

Encontramos areas de hipoperfusdo em hemisférios cerebelares e vermis,
cortices frontal e pré-frontal, especialmente no hemisfério esquerdo, na transicdo
temporo-parieto-occipital, no diencéfalo central, nos cortices occipitais mediais e nas

regides ventrais dos ginglios da base e talamo.
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5- DISCUSSAO
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Os resultados deste trabalho demonstiram que pacientes aduitos com DF e que
sio neurologicamente assintomaticos apresentam anormalidades de perfusdo cerebral em
areas de irmigacdo sangiiinea terminal € em areas supridas particularmente por pequenos
vasos. Foi encontrada reducdo na captagio do tragador no diencéfalo central basal,
incluindo os ganglios da base e talamos, areas de irrigagdo fronteiriga da circulagio anterior
e nos cortices occipital e cerebelar. Esses achados contribuem para uma melhor

compreensido dos mecanismos subjacentes da vasculopatia cerebral de pacientes com DF.

Vasculopatia cerebral silenciosa em pacientes com DF € um tdpico de bastante
interesse devido a sua relagio com aumento do risco de AVC e declinio cognitivo
progressivo (ADAMS et al. 2001). WANG et al (2001) demonstraram recentemente um
declinio psicométrico progressivo com o envelhecimento em pacientes com DF mesmo

quando nfio havia lesdes estruturais evidentes 8 RM.

Em nosso estudo evidenciam-se hipoperfusdo significativa nos ginglios da base
e tilamos. Essas areas ja foram descritas como regides de freqiiente acometimento na
vasculopatia da DF. PEGELOW et al. (2001) avaliaram 47 criangas neurologicamente
normais e encontraram 129 lesGes. Destas, 14 eram nos talamos e ginglios da base. No
CSSCD, 27% dos pacientes com anormalidades 4 RM apresentavam les6es no tdlamo e nos
ganglios da base (PEGELOW et al., 2001). Nossos resultados também corroboram a idéia
proposta por STEEN (1999) de que os ganglios da base, em especial o candato, o talamo e

o cortex cerebral sdo reas de vulnerabilidade a lesdo em pacientes com DF.

E também importante salientar que a hipoperfusio aqui observada em ginglios
da base e talamo é um fator de contribuigio adicional para o desenvolvimento do declinio
cognitivo observado em pacientes com DF. De um modo semelhante ao encontrado nas
deméncias vasculares, a lentificacdo da atividade cerebral, os déficits de atengdo e a
disfun¢do da memoria de trabalho encontradas em pacientes com DF podem, em parte, ser
decorrentes da disfuncdo talimica e da interrup¢do das conexdes talamocorticais

(SZIRMAI et al., 2002).

Foi também encontrada hipoperfusdo nos lobos frontais, espectalmente nas
regides mediais. Tais regifes sio também reconhecidas como areas freqilentemente

comprometidas em pacientes com DF. Estudos com PET que avaliaram a perfusao cerebral
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em pacientes com DF demonstraram hipometabolismo em regides frontais, inclusive
hipoperfusdo em areas que aparentam ser normais 8 RM (POWARS et al., 1999; HEROLD
et al., 1986; RODGERS et al., 1988).

PEGELOW et al., (2002) observaram em um estudo longitudinal com RM que
o lobo frontal foi a regido mais acométida por lesdes isquémicas em pacientes com DF,
tanto em assintomaticos como em pacientes com antecedente de AVC. Neste estudo citado,
foram detectadas lesdes nos lobos frontais em 81% das criangas com infartos silenciosos e
em 94,4% daqueles com antecedente de AVC. Estes achados sugerem um envolvimento
precoce dos lobos frontais na vasculopatia da DF e isto tem implicagdo prognostica ja que
pacientes com lesSes silenciosas tendem a ter menos comprometimento dos lobos frontais

do que pacientes com AVC clinicamente definido.

Outra regido em que encontramos evidente hipoperfusio foi o cerebelo e,
interessantemente, no hemisfério contralateral ao cortex com menor perfusédo. Esta
hipoperfusio pode corresponder a desconexdo funcional dos neurdnios cerebelares com os
seus correspondentes corticais. Interrupgdo das vias cerebropontinas-cerebelares € o
provavel mecanismo dessa depressdo transneuronal remota conhecida como diasquisis
(BARON et al.,, 1980). SPECT é um método com boa sensibilidade para detectar esta
hipoperfusdo cerebelar cruzada (CAMARGO, 2001).

SPECT é um método com baixa sensibilidade para detectar alteragies na
perfiisdo da substincia branca. A distribuigéo do tragador respeita uma proporgdo estimada
de 4:1 em relagdo ao cortex e, portanto, hipoperfusdo cortical ¢ melhor visualizada. Neste
estudo observamos areas de hipoperfusio cerebral em regides espalhadas sobre a substancia
branca subcortical, especialmente na regido da transi¢do temporo-parieto-occipital. Este
achado possivelmente reflete uma reduggo difusa da perfusdo cerebral cortical envolvendo

as areas corticais adjacentes.

Os achados até descritos contribuem para uma melthor compreensio da
progressdo da vasculopatia cerebral em pacientes com DF. A redugdo da perfusio
observada nesses pacientes rteflete isquemia, hipometabolismo ou ambos

(CATAFAU, 2001). Estes pacientes sdo cronicamente anémicos e esta condigdo determina
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um aumento no fluxo sangiiineo cerebral (FSC), o qual é decorrente da hemodiluigio e
também uma resposta compensatéria a uma reduzida oferta de oxigénio
(STEEN et al., 2003). Entretanto, esse estado hiperémico predispde a um fluxo sangiiineo
turbithonado com subseqiiente lesdo celular endotelial culminado com lesdes mecinicas
hemodinimicas e alteragio estrutural da parede do vaso (PRENGLER et al., 2002;
MALEK et al., 1999).

Além disso, eritrocitos contendo HbS sSio muito sensiveis a redugio da
saturacio arterial de oxigénio. Polimeriza¢io da HbS desoxigenada € o evento inicial de
uma cascata multifatorial, heterocelular, que culmina com a falcizagfio do entrdcito na
microvasculatura e subseqilente aderéncia dessas células ao endotélio, levando a uma vasta
modificagdo no microambiente vascular (STEINBERG et al., 2003). Esse fen6meno de
vaso-oclusio induzido por células falcizadas € um processo complexo que envolve
moléculas de adesdo celular, especialmente a VCAM-1, citocinas pro-inflamatonas,
leucdcitos e outros metabolitos ativos, todos contribuindo para uma aumentada aderéncia

da célula com o endotélio (FRENETTE, 2002).

O acoplamento do fluxo sangiiineo cerebral com o metabolismo € o mais
importante controle da circulagio cerebral. A ativagdo neuronal aumenta o consumo de
oxigénio e glicose ¢, portanto, induz um aumento no FSC a fim de corresponder a essa
demanda metabolica (VAVILALA et al., 2002). Contudo, em pacientes com DF, estes
mecanismos auto-regulatorios podem estar comprometidos devido a danos vasculares
progressivos decorrentes de episadios repetitivos de falcizagio (PRENGLER et al., 2002;
STEEN et al., 1999). A faléncia desses mecanismos é mais exuberante nos pacientes com
DF em condigdes de hipoxemia, visto que a esperada vasodilatagdo compensatonia pode

ndo ocorrer devido a exaustdo dos mecanismos envolvidos (KIRKHAM et al., 2001).

A hipoperfusdo evidenciada neste estudo é provavelmente decorrente de uma
combinacio de fendmenos vaso-ochisivos levando a uma isquemia, faléncia dos
mecanismos autoregulatorios e lesdo seletiva de areas de vulnerabilidade isquémica,

secundarias a insuficiéncia de oferta de oxigénio em regides com alta demanda metabdlica.

Discussio
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1. Pacientes adultos com DF e assintomaticos do ponto de vista neurologico
apresentam déficits de perfusdo cerebral evidenciados por SPECT

principalmente pas seguintes regides:
a) Cortex frontal anterior e medial, particularmente a esquerda
b) Diencéfalo basal central, incluindo talamo e nicleos da base
¢) Transigdo temporo-parieto-occipital
d) Cértex occipital medial

e) Cortex cerebelar rostral

2. 0 predominio do comprometimento ¢ em areas cuja perfusdo ¢
predominantemente mantida por pequenos vasos € microvasculatura distal.
Tal achado sugere que o mecanismo fisiopatolégico proeminente em adultos

com DF seja a lesdo de pequenos vasos.

3. Neste estudo, as areas com evidéncia de hipo representam provavelmente
areas com vulnerabilidade isquémica, mais susceptiveis as lesbes insidiosas

e silenciosas encontradas em pacientes com DF.

Conclusio
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Os achados desse estudo contribuem para a compreens3o dos mecanismos de
lesdio que precedem os danos estruturais evidenciados em pacientes com DF. Tais achados
podem ser de grande utilidade na estratificagio de pacientes com DF que estdo em risco de

desenvolver lesbes esiruturais.

Este método de investigacio pode também contribuir no acompanhamento
terapéutico dos pacientes com DF, principalmente se associado a outros métodos de

imagem cerebrovascular.

Consideractes Finais
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LEGENDA DOS ANEXOS

ANEXO 1: Tabela demonstrando as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes

com DF

ANEXO 2: Tabela demonstrando resultados da analise baseada em voxel comparando as
imagens de SPECT dos pacientes com as dos controles normais. Cada
localizagio anatbmica ¢ associada com o valor de p correspondente a diferenca
de captagio do tragador nas imagens dos pacientes em relagdo aos controles. O
(SPM(t)) é uma representagio t-estatistica corrigida para a distribui¢ao normal
(SPM(2)) da analise realizada em voxels individuais. E a ultima coluna
representa as coordenadas estereotaxicas da localizagdo anatémica em um

template (Talairach eTournoux).

ANEXO 3: Representago anatdmica das regides de hipoperfusdo encontradas em pacientes
com DF demonstradas sobre um template de RM.

ANEXOS 4a e 4b Representagdo anatdmica das regides de hipoperfusdo encontradas em
pacientes com DF demonstradas sobre um template de SPECT em cortes axiais

(a) e coronais (b)
ANEXO 5: Aprovagio do projeto pelo comité de ética em pesquisa da FCM-UNICAMP
ANEXO 6; Termo de consentimento informado utilizado na pesquisa

ANEXO 7: Artigo com os resultados da pesquisa submetido a Neurology journal.
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ANEXO 1

SUJEITO IDADE Hb Ht Tipo DF SEXO
| 27 7,1 22,3 SS M
2 38 10,3 30,2 Sp F
3 40 10,4 31 SS M
4 31 10,9 27,8 SS M
5 40 79 23,8 SS F
6 26 10 27,7 SS F
7 22 7,3 21,6 S8 F
8 50 75 22 SS M
9 48 8.6 25,8 SS F
10 23 9,4 27,8 SS F
11 43 73 21,6 SS M
12 36 11 31,8 SC F
13 29 8,6 26 SS F
14 41 10,7 30 SC F
15 34 5,2 15,6 SS F
16 34 9 25,4 $S M
17 18 6,5 18 SS F
18 28 8,1 24,5 SS F
19 42 7,8 25,8 SS M

20 59 10,4 32,3 SS M
21 32 7 21,9 SS M
22 21 7.9 24 4 SS M
23 30 8,9 30 SB F
24 21 7.8 22,2 SS F
25 36 9,2 27,8 SS F
26 28 12,4 34,8 SC F
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SUJEITO IDADE Hb Ht Tipo DF SEXO

27 22 7.3 21,7 SS M
28 25 9,9 292 SC M
29 41 13,5 38,5 SC F
30 52 8,6 245 SS F
31 24 6,7 19,2 S8 F
32 35 7.3 21,4 §S F
33 60 8,5 25,7 SS F
34 22 8,4 243 8 F
35 22 8,6 258 Sp F
36 43 6,8 18,3 SS F
37 28 5,2 16,4 SS M
38 32 6.9 20,3 S M
39 19 7.2 20,5 S F
40 38 9,1 27,3 SS F
41 27 9,1 26,4 SC F
42 37 8,7 252 SS M
Média 33,42857 8547619 25,1619

Desvio padrao 10,51629 1,73307 4,850846

Anexos
35



g £ SF 2000 [4:%4 68'C LEQC 1180 16 8€6°0 2)IeHIp BNSUJ

95 LT LT 000 687 6T £E0'0 £180 68 6860 opsanbsa Jouadns [ejuog oong

. ) opIanbsa Iv[od 010dLIR)

1Z- 61 O¢ T00'0 €6T yO'€ 6700 TL9'0 LET [06°0 xop09 op Jouadns ojpsdsy

¥ 1¥-T 100'0 S0'¢ LA §I0'0 PLED 16¢ 198°0 sjuLas op Jopadns sped

89 9~ 0t- 0 't §E't €100 L68'0 ¥E ¥56°0 oplanbsa ousdns jeleuied o110

: _ . opIanbsa [BIUR0AId

£9 +T- 8F- 0 19'¢ 9L'¢ 100 - , o113 op [Biale]-0810p 0adsy

A . . §190 0zt 880 opIanbsa Tenusssd

99 81- v~ 0 8t 0y L000 o118 op [estop oradys ojaaday

0T 81 1T 0 ¥LY L0'S 100°0 Bp1anbss JoLajUe jBIUOY ogIBoy

(o T 0 167 60S 1000 0 810127 100°0 [B0UR0 oﬁm.wmuzojmﬂwﬂwm

0T 9¢- 1T 0 t6y £s 1060 -ojoned-o10dwa) ogsisuBI],

) ] ) oplanbsa

I8 67 S1° 0 By 5L 1000 [enUs0 oops op Jouadns ojpedsy

BIpow

18 9¢-7- 0 98’y [Aa 1000 900’0 66801 1200 HO@UQﬂ-m —ﬁuOEmQIOHEOHM Om..mwwwm

_ A BpIenbSa [BIA]B[OSIOP

I8 6¢- 61~ 0 £e LL'S 0 [@orsd-0juoiy ogdrsuBI],

i ) _ oplonbsa

B1-t7 S¢- 0 SLY 60°¢ 100°0 [eauaA. Tousjug fejuey-9id Xa)0D

I _ . _ %600 88YE 1L20 Op3onbs3

0Z-6¢ T¥ 0 SL'S 8¢¢ 100°0 [enusa [euon-gid XoM0)

L1- LYy T 0 9t’s ¥8'S ] oprenbsa [BUOY 0jod

0&- 08- 8I- 0 L Ll 000 opIonbsa [B1)S01 1B[aqRIA0 XSU0))

TI1- 98- 0~ 0 66V 8t'S 1000 AL c8Y8 Sv0'0 yerpau [811di000 X)o7

0¢-08- L1 0 696 L9 0 OJJIIp [ENSOT IE[2qa1a0 X3)107)
S} 2 & (segduredwoo {sapdeieduion {seqdnieduwios e1S0Io {sagiuledulod
o r sepdyput ered | o surdunur ered seqdnnus med M ) _o> sapdnnu vred

Mm&xﬁco‘ﬂﬂmo 01811100 oY) NS WdS OpIBLLIOD - Y(TD) optiion opw) onohwﬁm: opiBiuos) BINLSH
BPBUIPIOOT) d op 1078/ d ep Io[Bp d ap Jo[BA ® IN|  daplopes

S[o%0A P ASI[PUY

SIRISTI[O 2P OSI[BUY

Z OXIANYV

Anexos

36



Anexos
57



vp OXANYV




¥ OXANV

Anexos

39



ANEXO 5

mménamcampssqum
5 Caba Postal 6111

Bm&mw
& (0__19) 3788-8035

fax (0__19) 37888925
2 cenfiead fom UnCATI LT

CEP, 2171083
(PARECER PROIETO 590/402)

PARECER

FHIDENTIFICACAO:

PROIETO: <“ALTERACOES CEREBROVASCULARES DE PACIENTES
ADULTOS CoM DOENCAS FALCIFORMES: AVALIACACQ
NEUROPSICOLOGICA E DA NETROIMAGEM COM RESSONANCIA
MAGNETICA, DOFPLER TRANSCRANIANO E SPECT CEREBRAL”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sara Terezinha Olallz Saad

J1- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tnmoumenmea;ﬁuma&nmﬂaquemmohopplethmmm bem como z
alteragio do timlo “DISTURBIOS COGNITIVOS E ALTERACOES DO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL EM PACIENTES ADULTOS COM - DOENCAS
FALCIFORMES” pam “ALTERACOES CEREBROVASCULARES DE PACIENTES
ADULTOS COM DOENCAS FALCIFORMES: AVALIACAQ NEUROPSICOLOGICA
E DA NEUROIMAGEM COM RESSONANCIA MAGNETICA, DOPPLER
TRANSCRANIANO E SPECT CEREB: ", referente 20 protocolo de pesquisa

supmm
Omnteudoeaswndmoesaqmammmdossaoderaponsahﬂﬂadeexduswado
: CEPIFCMMNICAMPemormaopmnodalhwmdadeEsmmwdeCmm
nem

el et

FCM /UNICAMP
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ANEXO 6

M'WWQMMMWW:
mﬁmmmmmmmem
cerebraf” :

Consentimento informado

Voot esta sendo convidado 2 participar de um estudo no Hemocentro e Hospital das
Clinicas da UNICAMP. Esta pesquisa tem o objefivo de verificar se a doenga falciomme cawusou
alguma lesfio em set cérehro que possa estar inkerfesindo com suas atividades da dia a dia. Se
comprovasmos pelo nosso estudo que hé alieragdes € que os festes uliizados sio bons para
defectar estas allieracbes, entiio poderemos propor tratamentos para prevenir que as lesdes
progeidam ou novas lesbes aparecam.

Pasa tal esiudo, nos gostariamos de fazer testes para awvaliagio newoldgics,
neuropsicolégica e neurppsiquiitiica e correlacionar estes tesies com exames de sislema
nervoso de ressondncic magnélica, medicina muclear (SPECT cerebral) e Doppler
transcraniano. Para a realizagso do ieste de medicina nuclear serd necesséiria a ullizacho de
uma pequena quantidade de malerial radioativo; ECD-fecnécio-@om. Este material & ulilizado
h4 suito tempo em medicina Ruclear e ¢ desprovido de foxicidade. A meia vida deske
radiofirmaco & de apenas 6 horas, ov seja, apss © hotas, pelo menos metade da radicatividade
ji desapareceu do seu organismd. O teste consiske em injetar na weia 30mCi de ECD-
Tecnécio-80m e entio sealizar imagens mmogrificas em uma camara de cinflacdo
computadorizada. Esia cinflografia do cfrebro permiird avalisr se hé alguma area de
sofrimenio e serd comparada com a ressondncia magnéica.

A ressonancia magnéfica é um exame em que vocs fica em repouso, deitado deniro de
um apareiho que faz bandho (parece mar bravo balendo em pedras) e esle apareho regisira
imagens do seu cérebro. .

O exame de Doppler franscraniano & como se fosse tm ulra-som comum (ecogradia),
entretonto a sonda € colocada sobre a cabega nos locais onde passam as ariérias. Voc ouvira
um barutho semethante a uma cachoeira. Esse exame é imposianke para s avaliar os vasos
smlmmmc&ebmesemmmmmrﬁnmm
substincia e o mesmo é indouo, o cairsando quaiquer dano a sua saide. . ‘ _

A avaliagio neurolégica é realizada abravée de uma consulta médica comum, quando
vocé serd solicado a responder a aligumas perguntas especificas, desenhar algumas hguras,
olhar e descrever algeamas oubras, verficar cores @ oulras coisas afs. .

Se vocé ndo quiser pasficipar do trabalho nfio haverd nenhum prejuizo ao seu
atendimenio no nosso hospital e vocE tem a Ebenfade de abanxionar a pesquisa em gualquer
tempo sesn fer sua assisténcia médica compromebda. _

Voct em garaniia de privacidade, sigiio € anonimalo pela sua parficipacio na pesquisa
e ot resuitado oblidos serfio ulifizados para dviigacio clendiica apenas.
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ANEXO 7

VOXEL-BASED ANALYSIS OF SPECT SHOWS BRAIN
HYPOPERFUSION IN NEUROLOGICALLY ASYMPTOMATIC
PATIENTS WITH SICKLE-CELL DISEASE
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Abstract

Background: Cerebrovascular lesions are frequently observed in patients with sickle cell

disease (SCD) and these structural lesions are preceded by insidious perfusion deficits.

Objectives: Our aim was to investigate the presence of brain perfusion deficits in

neurologically asymptomatic SCD patients.

Methods: Forty-two SCD patients (33 HbSS, 6 HbSC and 3 HbSP) with mean hematocrit
of 25.1 (+4.85; 15.6-38.5) were submitted to brain perfusion single photon emission
tomography (SPECT) using the tracer ¥mTe-ECD. Images from SCD patients were
compared to images of a healthy control group (29 females and 20 males, mean age 31 £38,;
range 25-49 years). Images underwent voxel-wise comparison of regional tracer uptake
using paired t-test to estimate the probability of each voxel to have an increased or

decreased tracer uptake.

Results: When compared to controls, SCD patients had significantly reduced tracer uptake
in basal ganglia and thalami, the anterior frontal region and the watershed region of the
temporo-parietal-occipital transition. (p<0.05).

Conclusions: Our study demonstrates that neurologically asymptomatic adult SCD patients

exhibit 2 pattern of reduced 99w ECD tracer uptake demonstrated by SPECT. Early
detection of cerebral hypoperfusion may help in preventing stroke in patients with SCD.

keywords: sickle cell disease; brain perfusion; SPECT; voxel based analysis.
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1-Introduction

Severe hemolytic anemia, vascular occlusions and cumulative organ damage
secondary to infarcts are frequently found among the clinical manifestations of patients
with sickle cell disease (SCD). Neurological dysfunction is a well known complication in
patients with SCD. It is usually manifested as an acute cerebrovascular accident, or
alternatively as a headache, seizure or cognitive decline.' Children and teenagers are
particularly vulnerable to overt cerebrovascular complications of SCD.%. Steen et al have
shown that at an average age of 10 years, the estimated prevalence of vasculopathy in the
homozygous for hemoglobin S (SS) patients detected by magnetic resonance imaging
(MRI) was 64%.”

The Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD) demonstrated that the
incidence rate of a first stroke by the age of 20 is 11% in S8 patients."’s While young
patients tended to have occlusive strokes, hemorrhagic strokes were more common in the
20-29 year old patients. The CSSCD also analyzed structural magnetic resonance 1maging
(MRI) from 312 patients, and reported that ischemic lesions were present in 13% of all
SCD patients without a clinical history of overt stroke. These “silent infarcts” have been
shown 10 be associated with neuropsychotogical decline, progressive brain injury and are a

significant risk factor for overt stroke in SCD patients.®”

Currently, the screening for silent cerebrovascular disease in patients with SCD
is performed by a combination of techniques including visual inspection of structural MRI,
transcranial Doppler (TCD) and MR angiography (MRA).® A follow-up study by Seibert et
al® demonstrated that an abnormal MRA is highly predictive of stroke in asymptomatic
patients with SCD, and suggested that screening for cerebrovascular disease should be
performed first with TCD and followed by MRA if the TCD reveals any abnormality.
However, this combination of techniques may occasionally fail to detect cerebrovascular
abnormalities, especially at the microvascular level. Wang et al'® examined 78
asymptomatic children with SCD and observed that the structural MRI and TCD are often
discordant, suggesting the need for a more sensitive and specific indicator of early

cerebrovascular dysfunction. Indeed, TCD is not a reliable method to screen for silent
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infarcts, It is limited to the evaluation of cerebral blood flow velocity of large arteries while
silent infarcts are routinely found in patients with normal cerebral blood flow velocity.™®
Likewise, structural MRI may not be able to assess the status of the microcirculation where
the sickled red bloed cells obstruct the blood flow leading to regional ischemia and
progressive organ injury without necessarily causing detectable structural abnormalities at
the scale measured by this tool. !

Perfusion and metabolic imaging techniques such as positron emission
tomography (PET) have been used to investigate the microvascular blood flow in patients
with SCD. Powars et al'Z used PET to detect abnormalities missed out by structural MRI in
patients with SCD and a history of stroke and Reed et al found a metabolic compromise
that extended beyond any corresponding anatomic abnormality demonstrated on MRIL"
Perfusion MRI has aiso been used to assess cerebral blood flow (CBF) in asymptomatic
SCD children with results depicting reduced perfusion in areas shown to be normal on

conventional MRL"

It is conceivable that the neurological complications due to microvascular
compromise in SCD are still underestimated. Since microvascular damage is prevalent in
patients with SCD and structural lesions are preceded by insidious perfusion deficits, ¥ an
abnormal pattern of perfusion in adult patients with SCD should be expected. Of particular
interest, this measure should detect abnormalities in patients with SCD who have not
suffered any overt brain injury. If SCD specifically leads to reduced microvascular
compliance, reduced perfusion particularly in regions that are anatomically perfused by

perforating or terminal branches of cerebral arteries should be observed.

Single photon emission tomography (SPECT) is a functional neuroimaging
technique that allows a noninvasive evaluation of the physiological and pathophysiological
status of the brain'®. Ethyl-cisteinate-dimer labeled with technetium-99m (*"Tc-ECD) is a
lipophilic compound that crosses the blood brain barrier, entering the neuronal cell where it
is converted to a hydrophilic form, remaining trapped inside the cell. The distribution of
this tracer in the brain is proportional to regional cerebral blood flow (rCBF). However,
9mTc ECD is a perfusion agent that demands a metabolic process of desterification inside

the cell and is therefore an indirect indication of metabolism.”” PET imaging is
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characterized by a higher resolution, sensitivity and can be quantified in absolute units.
However, SPECT is easier to perform as a routine procedure due to its lower cost,

simplicity and availability.

To investigate the hypothesis of an insidious brain perfusion compromise in
SCD patients, a voxel-based analysis of #¥m1e-ECD SPECT images of the whole brain of
neurologically asymptomatic adult patients with SCD was performed. Tracer uptake of
SCD patients and tracer uptake in a group of neurologically healthy controls that did not

suffer from SCD were compared to identify areas with abnormal perfusion.

2-Methods

2.1~ Subjects and clinical assessment

Forty two patients with SCD from the hemoglobinopathy outpatient clinics of
the State University of Campinas Hematology and Hemotherapy Center (Hemocentro -
Unicamp), distributed as 27 females and 15 males with mean age of 33.4 years (+10.55,
range 18-60) were included in this study. The inclusion criteria were to be at least 18 years
old, a clear clinical and laboratory diagnosis of any SCD and being available for regular
follow-up. The laboratory diagnosis of SCD was based on hemoglobin electrophoresis and
genetic testing. The 42 patients had no neurological symptoms during the time of
investigation. They were thoroughly examined by a neurologist upon their enrollment to
exclude any unsuspected neurologicat disorder. They were submitted to a structural MRI of
the brain to exclude any gross intracranial pathology. Systemic arterial hypertension,
cancer, diabetes, vasculitis, pregnancy, AIDS, or any other relevant medical condition were

exclusion criteria for this study.

The SCD types were distributed as follows: 33 HbSS (14 males and 19
females), 6 HbSC (1 male and 5 females) and 3 HbSP (3 females). The mean steady state
hemoglobin level measured in the period of up to 2 weeks before or after imaging
acquisition was 8.5 (1.73; 5.2-13.5) and the mean hematocrit was 25.1 (+4.85; 15.6-38.5).
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The group of patients with SCD was compared to a group of healthy control
subjects (29 females and 20 males, mean age 31 +8; range 25-49 years) recruited within the
local community, who were submitted to the same imaging protocol used in the SCD

patients.

This study was approved by the Ethical Committee of our institution and

informed consent was obtained from all patients.

2.2-SPECT imaging

To perform brain perfusion SPECT, the patients rested supine in a dark, quite
room for 30 minutes before imjection. To reduce brain stimuli, the patients had an
intravenous catheter placed prior to tracer injection for the infusion of 0.9% saline solution
at a slow rate. They were then injected with 1100 MBq of the rCBF SPECT tracer i V8
ECD intravenously and remained at rest for 15-20 additional minutes. [mage acquisition
started 30 minutes post injection with a single headed scintillation camera (APEX SP6
ELSCINT, Haifa, Israel), equipped with a fan-beam collimator. Sixty views were acquired
every 6 degrees in a 360 degrees fixed circular orbit around the patients’ heads (64 x 64
matrix, 30 seconds per view). Images were reconstructed by filtered backprojection and
Metz filtering (FWHM = 14 mm). Attenuation correction was performed by Chang first
order method (attenuation coefficient = 0.115 cm™). Reconstructed transaxial images were

reformatted and displayed as sagittal, axial and coronal sections.

2.3- Preprocessing of SPECT images

Reconstructed transaxial datasets were transformed into ANALYZE using

MRIcro software (Chris Rorden, www mricro.com). Voxel based analysis was performed

using SPM2 (Wellcome Department of Cognitive Neurology, www fil.ionucl ac.uk).
Images were spatially normalized to a standard anatomical template using linear transforms

followed by 16 nonlinear iterations with medium regularization. After normalization, the
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images were convolved with an Isotropic Gaussian Kernel (F WHM) of 10 mm to minimize
gyral inter-individual variability and create images that are more normally distributed thus
permitting voxel-wise analysis. The normalized smoothed images underwent between
group comparisons of regional tracer uptake by using paired t-tests. Contrasts were defined
to estimate the probability of each voxel to have an increased or decreased tracer uptake in
images from patients with SCD compared to images from the control group.

2.4 -Statistical Analysis

Group differences for age were assessed using one-way ANOVA, and the

gender distribution was evaluated with the Chi square test.

The normalized and smoothed data was analyzed using SPM2. SPECT images
from patients with SCD were compared to the SPECT images of normal controls using
two-sample t-test. The *™Tc-ECD uptake was standardized to the mean global uptake using
proportional scaling. Only voxels with signal intensities above a gray matter threshold of
0.8 were entered in each analysis. The results from the analysis are a parametric map of t-
statistic (SPM,) corrected for normal distribution (SPMg). The statistical threshold was a
false discovery rate (FDR) comrected p<0.05'7 with an extent threshold looking for clusters
with at least 32 contiguous voxels (Height threshold: T = 2.67).

3- Results

The values of the t-statistic (SPM;) and (SPM(,) are displayed in Tablel,
showing the regions of reduced tracer uptake in patients with SCD. Regions of tracer
uptake excess in patients with SCD were not observed in comparison to controls. The three
dimensional rendering of the parametric map of t-statistic was overlaid in a normal brain

perfusion SPECT template as shown in Figurel.
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A widespread reduced tracer uptake, corresponding to reduced blood flow was
found in patients with SCD when compared to normal controls. In summary we observed
hypoperfusion involving the cerebellar hemispheres and vermis, the frontal and prefrontal
cortex, especially the left, the fronto-parietal transition, the posterior pertventricular region,
the temporo-parietal-occipital transition, the central forebrain and the ventral aspect of

basal ganglia and thalami.

4-Discussion

Our results demonstrate that neurologically asymptomatic adult SCD patients
exhibit brain perfusion abnormalities in areas primarily supplied by small and terminal
branches of arterial blood vessels. Specifically, we observed a decreased tracer uptake in
the basal central forebrain, including the basal ganglia and thalami, watershed areas of the
anterior circulation and cerebellar and occipital cortex. These findings may contribute to
the understanding of mechanisms underlying the evolution of cerebral vasculopathy of

SCD patients.

Silent cerebral vasculopathy in SCD patients is a major topic of research
because it is strongly associated with increased stroke risk and progressive cognitive
decline }* Wang et al’® have recently demonstrated psychometric decline in performance
with age in SCD patients with normal MRI, indicating brain dysfunction in SCD patients
even when no structural damage is detected by MRI. "

Significant hypoperfusion in the basal ganglia and thalami was found in the
present study. These areas have already been described as frequent sites of ischemic
damage in SCD patients. Pegelow et al®® evaluated 47 neurologically normal SCD children
with MRI and found a total of 129 lesions; of these, 14 lesions were in the thalami and
basal ganglia. In the CSSCD 27% of the patients with MRI abnormalities were found to
have lesions in the thalamus and basal ganglia.”® Qur results complement research showing
the caudate, thalamus and cortex as areas of selective vulnerability to damage in SCD
patients.”! The hypoperfusion we observed in the thalamus and basal ganglia is possibly an
additional factor accounting for the development of cognitive decline in SCD patients.
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Similar to vascular dementia, 2 the slowness of mental labor, attention deficits and
dysfunction of working memory found in SCD patients could be aftributed in part to
distuption of thalamic function and interruption of thalamocortical connections.

We observed hypoperfusion in the frontal lobes, especially in medial areas.
These regions are also recognized as frequently damaged in SCD patients. Studies using
PET to evaluate brain perfusion in SCD patients have previously demonstrated
hypometabolism in frontal areas and hypoperfusion in areas that appear t0 be normal on
structural MRI'> %% Pegelow et al”> performed a longitudinal assessment of MRI changes
on the brains of SCD patients and observed that the frontal lobe was the most frequent
location of ischemic damage in both neurologically asymptomatic and patients with a
previous stroke.”” Frontal lobe lesions were detected in 81% of the children with silent
infarcts and in 94.4% of those with a history of prior stroke. This finding suggests an early
involvement of the frontal lobes in SCD brain vasculopathy and this may be an important
predictive factor for overt stroke, since children with silent infarcts were significantly less
likely to have lesions in the frontal cortex, as compared to patients with a history of a

previous stroke.

We observed low tracer uptake in cerebellum, interestingly affecting the
cerebellar hemisphere contralateral to the most hypoperfused cortical hemisphere more.
This hypoperfusion may result from functional disconnection of the contralateral cerebellar
neurons from their correspondent cerebral neurons. Interruption of the cerebropontine-
cerebellar pathway is thought to be the most likely mechanism of this remote transneuronal
metabolic depression known as diaschisis® and SPECT is a sensitive method for detecting
this crossed cerebellar bypo sion?’

SPECT imaging is a low-sensitivity method to white matter perfusion. The
SPECT tracer distribution has a gray matter to white matter 4:1 ratio, and as a2 consequence
cortical hypoperfusion is more accurately visualized. In this study we observed clusters of
hypoperfused areas in patients with SCD that spanned over subcortical white matter,
especially in the temporo-parietal-occipital transition. These findings are possibly a
reflection of a widespread reduction of perfusion affecting the surrounding gray matter.
These findings may improve our understanding of the progression of SCD brain
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vasculopathy. The observed reduction of tracer uptake may reflect ischemia,
hypometabolism or both."> Patients with SCD are chronically anemic and this condition
increases the CBF due to hemodilution and as a compensatory response to decreased
oxygen delivery.® However, this hyperemic status predisposes to turbulent blood flow and
subsequent endothelial cell injury, leading to hemodynamic shear stress and vessel wall
damage. " ?* Besides that, erythrocytes having HbS are very sensitive to oxygen saturation
reduction. Polymerization of deoxygenated HbS is the initial step of a multifactorial,
heterocellular event, causing erythrocyte sickling in the microvasculature and subsequent
adhesion of these cells to endothelium which triggers a vast array of vascular
microenvironmental modifications.”” This sickle cell-induced vaso-occlusion is a very
complex process and involves the participation of vascular cell adhesion molecules,
especially VCAM-1, proinflammatory cytokines, leukocytes and other active metabolites,

all contributing to the enhanced cell-endothelium adherence *°

Coupling of blood flow and metabolism is the most important control of the
cerebral circulation. Neuronal activation increases the consumption of glucose and oxygen
and therefore induces an increase in CBF in order to accommodate this metabolic
demand*' However, in SCD patients, these auto-regulatory mechanisms might be
compromised due to progressive vascular damage secondary to repetitive sickling.”* This
auto-regulatory failure is even more significant in hypoxemic conditions, in which the
expected cerebral vasodilation response may not occur as it might already be exhausted >
The observed hypoperfusion could resuit from a combination of vaso-occlusion leading to
ischemia, vascular auto-regulatory failure and selective tissue damage secondary to an
insufficient oxygen delivery in high metabolic states. The hypoperfusion detected in the
occipital lobes is an important illustration of damage in a region of high metabolism since

visual stimuli are important determinants of neuronal activation.

In conclusion, we observed an anatomical pattern of regional decreased brain
perfusion in asymptomatic patients with SCD using #mTe-ECD SPECT. Specifically, we
observed hypoperfusion in regions supplied by microvessels. We suggest that these brain
areas may be more susceptible to insidious and silent brain injury due to SCD

vasculopathy. These findings could have a prognostic application and offer a reliable
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measure for evaluating treatments designed to reduce the incidence of brain lesions and

cognitive dysfunction in SCD patients.
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Legends

Tablel —Results of the voxel based comparison of SPECT images between controls
and SCD patients. It The table outlines the anatomical locations where reduced Pare.
ECD tracer uptake was observed in patients with SCD. Each anatomical location is
followed by the display of the corresponding p-values and the cluster size in voxels of the
cluster of contiguous voxels that was observed to show reduced perfusion. Each location is
also followed by the t-statistic (SPM(t)) corrected for normal distribution (SPM(z)) of the
analysis performed with individual voxels. Finally, the stereotaxic coordinates for the
anatomical locations is displayed. A Height threshold: T = 2.67, p = 0.004 (0.968), was
used, with p-values adjusted for the number of voxels contained within the entire volume.

We restricted the analysis to voxels that belonged to clusters with at least 32 voxels.

Figurel — Parametric map of the t-statistic (SPMy,) depicts the location and the
statistical significance of voxels with a significant probability of decreased tracer
uptake and therefore reduced blood flow in patients with SCD compared to controls.
The map is illustrated in a “glass brain template” in radiological convention (i.e., the left
side of the brain is displayed in the right side of the image). The statistical threshold was set
at p<0.05 looking for clusters with at least 32 contiguous voxels, corrected by multiple

comparisons using FDR.
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Supplemental data legend (to be published online only)

Figure 1 — Parametric map of the t-statistic (SPM) depicts the location and the statistical
significance of voxels with a significant probability of decreased tracer uptake and
therefore reduced blood flow in patients with SCD compared to controls. The map is

illustrated in a magnetic resonance template.
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