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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) € a doenca hereditaria monogénica mais comum do Brasil,
ocorrendo, predominantemente, entre negros e pardos (CANCADO, 2007). Esta
hemoglobinopatia ocorre em situagdo de homozigose do gene que produz a hemoglobina
alterada, a hemoglobina S (HbS). No estado desoxigenado, a HbS pode sofrer polimerizagéo e
as hemécias sofrem um processo denominado falcizacdo, como consequéncia, ocorrem a
anemia hemolitica crénica e os fenémenos vasoclusivos (SANTOS, 2012).

A distribuicdo do gene associado a HbS é heterogénea no pais, dependendo da
composicdo racial regional da populacdo. A prevaléncia de heterozigotos é maior no norte e
nordeste (6-10%) e menor no sudeste e sul (2-3%) (PADUA, 2012). A anemia falciforme
cursa, frequentemente, com eventos infecciosos, hemoliticos e venoclusivos (VAN BEERS,
2008).

Na microvasculatura, além da vasoclusdo por eritrécitos falcizados, had também
hemolise grave e estresse oxidativo que leva a disfuncdo vascular de forma cronica. O
fendmeno de falcizacdo promove reducdo de fluxo sanguineo periférico por aumento da
viscosidade sanguinea, além de alteragdes em outros mecanismos fisiopatolégicos como o
metabolismo do éxido nitrico (VAN BEERS, 2008).

O uso da Dopplervelocimetria foi estabelecido pelo estudo STOP para prevencao de
acidente vascular isquémico em pacientes com doenca falciforme. A incidéncia caiu
drasticamente ap6s esse estudo que evidenciou a importancia do screening ultrassonografico
de hiperfluxo das artérias cerebrais na profilaxia priméaria desse evento isquémico
(BRUNETTA, 2010).

As primeiras publicacbes sobre a Dopplervelocimetria colorida na circulacao orbital
datam do final da década de oitenta, quando foram descritos 0s padrGes normais e alterados
dos vasos arteriais e venosos, concluindo que este exame seria um método Util na investigacéo
das doencas orbitais (DINIZ, 2007).

H4 estudos que demonstram a utilidade da avaliagdo dopplervelocimétrica dos olhos,
como em gestantes com pre-eclampsia (AYAZ, 2003) e diabéticos ainda sem retinopatia
detectada (YILMAZ, 2008).

A utilidade da Dopplervelocimetria esta consolidada em diversas areas da Medicina,
inclusive para avaliagdo vascular cerebral na AF e, consequentemente, nortear o

acompanhamento clinico e tratamento escolhido. Apesar disso, existem poucos estudos a



respeito da avaliacdo dopplervelocimétrica em pacientes com anemia falciforme, além de néo
terem sido encontrados nos periodicos pesquisados trabalhos que observassem as alteracdes
dopplervelocimétricas em vasos dos olhos analisados por faixa etaria.

Na pesquisa em bancos de dados de periodicos (PUBMED, OVID, SCIELO,
BIREME) no dia 09 de maio de 2014, com os termos “Falciforme” em combinagdes
diferentes com “Doppler”, “Dopplervelocimetria”, “duplex”, “ultrassom”, “Ultra-som”,
“olhos”, “oftalmica”, “central da retina”, em lingua portuguesa e inglesa apenas 1 resultado
trata da avaliacdo pelo Doppler de artérias orbitais em pacientes com anemia falciforme
(AIKIMBAEYV, 2001).

Neste trabalho, foram comparados indices dopplervelocimétricos das artérias
oftdlmica e central da retina de pacientes jovens com anemia falciforme sem sinais de
comprometimento oftalmol6gico com pacientes saudaveis, além de correlacionar as variaveis

hematoldgicas com os indices encontrados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ADOENCA FALCIFORME

A doenca falciforme compreende um grupo de anemias hemoliticas hereditérias
caracterizada pela presenca de uma hemoglobina anormal em virtude da substituicdo do
aminoacido glutamico pela valina no codon 6 do gene da cadeia B da hemoglobina, levando a
formacéo da hemoglobina S (STEINBERG, 2006).

As formas clinicas da doenca variam de acordo com o tipo de alteracdo da
hemoglobina: a homozigose para HbS, que é a anemia falciforme (HbSS) e as formas
heterozigoticas, resultado de associacdes da Hemoglobina S com variantes de hemoglobinas,
entre elas a Hemoglobina C, a Hemoglobina D e as interagcbes com as talassemias (BRASIL,
2012).

Os individuos heterozigotos que herdam somente um gene alterado de um dos
genitores, ou seja, individuos traco falciformes, ndo apresentam as mesmas manifestaces
clinicas observadas no portador de anemia falciforme (MURAO, 2007). Contudo, o
desencadeamento de complicacdes clinicas esta associado a alguns fatores como baixa tensao
de oxigénio, acidose ou desidratacdo que levam ao processo de falcizagdo dos eritrocitos
(PINTO, 2008; SOUZA, 2013).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

As hemoglobinopatias sdo doengas frequentes em todo mundo. Estima-se que haja
270 milhdes de pessoas com hemoglobinopatias no mundo. Aproximadamente 250 mil
criancas nascem com anemia falciforme anualmente (MODELL, 2001).

A anemia falciforme é frequente no Norte e Nordeste do Brasil. Aproximadamente
4% da populagdo geral brasileira é portadora do trago falciforme (HbAS). Atualmente,
estima-se que existam 20 a 30 mil brasileiros portadores da doenca falciforme (SIMOES et
al., 2010).

Segundo informacdes do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), a
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proporcdo de nascidos vivos diagnosticados com doenca falciforme é de 1:650 na Bahia,
enquanto a do traco falciforme é de 1:17, entre os nascidos vivos. No estado do Rio de
Janeiro, a relacdo é de 1:1200 para a doenca e 1:21 de traco falciforme. Os dados dos estados
de Minas Gerais, Pernambuco, Maranhdo e Goias apontam a propor¢do de 1:1400 para a
doenca falciforme e de 1:23 para traco falciforme (SIMOES et al., 2010).

Baseado nos achados do PNTN anualmente nascem cerca de 3.500 criangas com
doenca falciforme e 200 mil portadores de traco no pais. Cerca de 20% dos nascidos com
doenca falciforme ndo atingem os 5 anos de idade por complicagdes da doenca (SIMOES et
al., 2010; BRASIL, 2012).

2.3 FISIOPATOLOGIA

O quadro clinico da doenca falciforme é resultante da anormalidade da hemoglobina
S. As hemoglobinas A e fetal ndo se organizam no interior das hemacias como ocorre com as
moléculas de HbS. A desoxigenacdo da HbS promove a formacdo de polimeros em feixes.
Esses feixes dentro das hemécias deformam as células. A deformacdo conhecida por “heméacia
em foice” ocorre por feixes de polimeros se organizando paralelamente tornando a hemacia
alongada (ZAGO, 2007).

O processo de desoxigenacdo somado a elevada concentracdo predispBe a agregacéo
das moléculas de HbS, ou seja, o fenémeno de falcizacdo. Este fenémeno é sistémico, mas
predomina em alguns 6rgdos como o baco, que pela estrutura e condi¢fes vasculares facilita a
falcizacdo. A repeticdo deste processo culmina com fibrose e autoesplenectomia em muitos
individuos com anemia falciforme (ZAGO, 2007).

No nivel intracelular, ocorre efluxo de potassio, aumento do célcio intracelular e da
membrana, formacéo de polimeros da hemoglobina com proteinas da membrana e exposicéo
de moléculas da membrana celular como fosfatidil-serina e CD36. As modificacdes
intracelulares e na membrana celular responsavel pela clinica da anemia falciforme sdo: a
adesdo de hemacias ao endotélio e, consequentemente, fendmenos inflamatérios; o
enrijecimento da membrana da hemaécia, reduzindo o seu tempo na circulacdo; lesGes
microvasculares; deplecdo de dxido nitrico (NO), vasoconstricdo e ativacdo da inflamac&o;
além da ativacdo da coagulacdo (ZAGO, 2007; ROBBINS, 2012).

A adesdo de eritrdcitos ao endotélio vascular € o mecanismo inicial responsavel por
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transmitir as alteracfes moleculares da hemécia aos tecidos. Essa adeséo leva & obstrucéo e
hipoxia com piora da falcizacdo (ZAGO, 2007; ROBBINS, 2012).

O estado inflamatorio cronico que ocorre nos pacientes com doenca falciforme é
decorrente de diversos fatores que se interligam e se retroalimentam, formando um ciclo
inflamatorio permanente (ZAGO, 2007).

O endotélio vascular constitui um fator muito importante no processo inflamatorio e
de vasoclusdo. As células endoteliais participam na manutencdo da hemostasia e produzem o
oxido nitrico, substancia vasodilatadora que regula o tdnus vascular. O endotélio lesado expde
o fator tecidual, que desencadeia a cascata da coagulacdo e libera multimeros de von
Willebrand que participam da hemostasia priméria. A hemolise cronica de hemacias
falciformes libera hemoglobina livre e arginase, enzima que utiliza o substrato usado para a
producdo de NO. A deplecdo de substrato e o sequestro de NO causam reducédo local desta
substancia e vasoconstricdo. O fendmeno de vasoconstricdo, por sua vez, retarda o fluxo
sanguineo e favorece a falcizagdo das hemacias falciformes (ZAGO, 2007).

Além de produzir NO, as células endoteliais liberam endotelina-1, um potente

vasoconstritor de grandes e pequenas artérias e veias (ZAGO, 2007).

2.4 PRINCIPAIS MANIFESTACOES CLINICAS

O paciente apresenta entre outras manifestacfes, a anemia. A principal causa € a
menor sobrevida das hemécias; trata-se, pois, de anemia hemolitica, com aumento da
bilirrubina indireta, hiperplasia eritroide da medula éssea, além da elevacédo dos reticuldcitos (
ZAGO, 2007).

A dor decorrente do episédio vasoclusivo estd relacionada ao aprisionamento de
eritrécitos e leucdcitos na microcirculagdo, com obstrucdo vascular e isquemia. A interacao
das hemacias dismorficas com o endotélio resulta em obstrucdo e isquemia, seguido de
restauracdo do fluxo sanguineo, o que restabelece a oferta de oxigénio, mas promove mais
dano tissular decorrente da lesdo de reperfusdo. O ciclo de isquemia e, posteriormente,
reperfusédo leva a estresse oxidativo, aumento da expressdo de moléculas de adesdo, sintese de
citocinas inflamatdrias e leucocitose (BELCHER, 2005).

A dor pode ser um sintoma agudo ou crénico. No quadro agudo, a dor esta associada

a isquemia tecidual aguda causada pela vasoclusdo. E frequentemente relatada em membros
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inferiores e superiores. Nos casos mais graves, a dor em regido tordcica acompanhada de
febre, dispnéia e hipoxemia caracteriza a sindrome torécica aguda (STA), complicacdo aguda
com maior indice de mortalidade na doenca falciforme. No quadro agudo, o controle rapido
da dor é essencial para interromper o0 processo vasoclusivo (ZAGO, 2007).

A hemolise cronica causa anemia hemolitica que leva a fadiga, assim como a
vasculopatia progressiva que 0s pacientes com AF apresentam, que Se expressa COmMo
hipertensdo sistémica e pulmonar, disfuncédo endotelial e modificagdes proliferativas na regido
intimal e de células musculares lisas dos vasos sanguineos (GLADWIN, 2004; KATO, 2006).

Estudos recentes tém demonstrado que os pacientes com anemia falciforme em
transfusdo de hemacias regular apresentam melhora do curso clinico da doencga, sobretudo
reducao expressiva do nimero de internagdes, crise vasoclusiva e STA (CANCADO, 2007).

Pacientes com baixa concentracdo de hemoglobina e maior taxa de hemdlise
apresentam maior risco para desenvolver vasculopatia, enquanto aqueles com maiores niveis
de hemoglobina possuem maior tendéncia a apresentar episodios de dor aguda (KATO, 2007).

Algumas complicacfes apesar de ndo reduzirem a expectativa de vida do paciente,
comprometem a qualidade de vida, sdo elas: Ulceras de pernas, retinopatia, necrose déssea
(especialmente da cabeca do fémur) e calculos de vesicula. Outras alteragdes, no entanto,
comprometem a funcdo de 6rgédos vitais e estdo associadas a risco de vida. Destacam-se as
infecgBes, as complicagbes cardiorrespiratorias (especialmente a insuficiéncia cardiaca
congestiva e a sindrome toracica-aguda), a insuficiéncia renal e os acidentes vasculares
cerebrais (ZAGO, 2007).

2.5 ADOPPLERVELOCIMETRIA NO PACIENTE COM DOENCA FALCIFORME

O acidente vascular cerebral isquémico apresenta uma recorréncia em cerca de 67%
das criancas falcémicas sem tratamento nos primeiros 3 anos ap6s o evento (SWITZER et al.,
2006). As alteracOes vasculares com estenose dos grandes vasos cerebrais, especialmente, na
parte distal da artéria carotida interna e nas regides proximais das artérias cerebrais médias e
anteriores sdo responsaveis pelos eventos agudos (SWITZER et al., 2006).

O uso do Doppler Transcraniano (DTC) esta estabelecido como uma ferramenta
importante na abordagem ao paciente falciforme. O exame pode tanto prevenir os eventos

vasculares cerebrais quanto servir para indicacdo de transfusdo nesses pacientes (ADAMS,
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1998; OHENE-FREMPONG, 1998).

Desde a década de 80, a técnica que vem sendo aprimorada como método eficaz de
avaliacdo da circulacdo cerebral em varias doencas (KASSAB et al., 2007). O DTC mede a
velocidade do fluxo sanguineo cerebral nos segmentos arteriais insonados atraveés das janelas
acusticas, determinando indices velocimétricos (VMM) no vaso, tanto na sistole quanto na
diastole (KASSAB et al., 2007).

O DTC é tolerado pelos pacientes e de facil aplicacdo, além de ser mais seguro que a
angiografia cerebral (ADAMS, 1998). Neste exame, indices de VMM do fluxo sanguineo
cerebral igual ou superior a 200 cm/s representam um grupo de alto de risco e, por isso, esta
indicado o regime de hemotransfusdo (ADAMS, 1998). Estudos recentes revelaram que taxas
menores que este nivel, por volta de 128 cm/s, sdo indicativas de risco consideravel, sendo
necessario melhor averiguacao através de outros exames por imagem (DEANE, 2008).

Um grupo de estudo na Franga mostrou que a estratégia de deteccdo precoce através
do Doppler Transcraniano reduziu consideravelmente o risco de AVC de 11,5%, taxa habitual
até os 18 anos, para 1,6%. O DTC se tornou uma ferramenta indispensavel na gestdo da
crianca falciforme (VERLHAC, 2008).

Alteracdes vasculares no paciente falciforme sdo sistémicas. A ultrassonografia com
Doppler também ¢é utilizada desde meados de 1980 para rastreamento de doencgas
renovasculares (TAORI et al., 2008).

A ultrassonografia permite detectar varias alteracdes renais, como a estenose de
artéria renal em pacientes hipertensos (TAORI et al., 2008). A associa¢do com o Doppler na
doenca falciforme avalia o fluxo e a resisténcia vascular renal, uma vez que estes parametros
estdo aumentados em pacientes falciformes em comparacdo com a populagdo saudavel de
mesma idade (AIKIMBAEV et al., 1998; GUVENC et al., 2005). Na crise algica da anemia
falciforme é observado uma reducdo das velocidades de fluxo sanguineo e um aumento da
resisténcia vascular renal, quando comparados os dados com a populacdo de individuos
portadores da doenca, mas sem crises (GUVENC et al., 2005).

Os resultados promissores do uso da Dopplervelocimetria em diversos territorios
vasculares nos pacientes falciformes mostram todo o potencial ainda pouco explorado desta

técnica.
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2.6 A DOPPLERVELOCIMETRIA COLORIDA DE VASOS ORBITAIS, RELACOES
ANATOMICAS E ALTERACOES OFTALMOLOGICAS NA DOENCA FALCIFORME

A circulacdo arterial dos olhos € composta por vasos arteriais que se originam da
artéria oftdlmica. Esta artéria € ramo da carétida interna, responsavel por parte da irrigacdo do
cérebro, posicionada entre o musculo reto lateral e o nervo dptico. A artéria oftalmica esta em
um dos eixos gque ligam o sistema carotideo externo com o interno auxiliando na manutencéo
do suporte sanguineo para o sistema nervoso central. Neste eixo vascular secundario ocorre
ativagdo na presenca de estenose significativa da artéria carétida interna e pode ser
diagnosticado através do registro de fluxo retrégrado no Doppler das artérias oftalmicas
(CERRI, 1996; DINIZ, 2004). A regulacdo do fluxo da artéria oftdlmica € autondémica,
portanto, o estimulo de receptores cervicais simpaticos reduz o fluxo na artéria oftalmica
(DINIZ, 2004).

Os padrBes da circulacdo orbital foram estudados através da Dopplervelocimetria
colorida, principalmente ao final da década de 80, quando os resultados de diversas
publicacbes revelaram os padrfes normais e alterados demonstrando a importancia desse
método. Apoés essa fase, 0 uso da ultrassonografia com Doppler colorido de vasos dos olhos
se tornou um método Util na investigacdo das doencas oculares (DINIZ, 2004).

Com a evolucdo dos equipamentos e da técnica, o campo de estudo da
Dopplervelocimetria colorida dos vasos orbitais ndo se restringiu a oftalmologia, varios
autores de areas distintas desenvolveram pesquisas com esse método, como exemplos: a
avaliacdo da circulacdo orbital de gestantes portadoras de pré-eclampsia, visando a um melhor
entendimento da fisiopatologia desta doenca (AYAZ, 2003) e a avaliacdo da circulacdo dos
olhos em pacientes diabéticos ainda sem retinopatia (YILMAZ, 2008). Ha publicacdes que
defendem a Dopplervelocimetria colorida na analise da resposta da circulacdo orbital a
algumas drogas com acgéo vasodilatadora (DINI1Z, 2004).

As alteragOes nos fluxos dos vasos orbitais tém sido estudadas no entendimento de
diferentes desordens vasculares, como obstrucdo da artéria carétida interna, oclusdo da veia
central da retina, arterite de células gigantes, glaucoma, fistulas cardtido-cavernosas,
malformacdes arteriovenosas, cegueira com suspeita de isquemia do nervo éptico (DINIZ,
2004).

O fluxo sanguineo das artérias orbitais reflete a dindmica da vasculatura

intracraniana (AYAZ, 2003). Existem similaridades embrioldgicas, anatdmicas e funcionais
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entre o fluxo orbital e vascularizagdo intracraniana que permitem obter informacdo sobre a
circulacdo intracraniana examinando os vasos orbitais com a Dopplervelocimetria (AYAZ,
2003; CARNEIRO, 2008).

A artéria central da retina € um dos ramos da artéria oftalmica, ela entra no nervo
Optico distalmente ao forame Optico, em conjunto com a veia central da retina terminando na
retina. A artéria central da retina é um vaso terminal que possui um mecanismo caracteristico
de auto-regulacdo, sendo livre da acdo do sistema nervoso autbnomo (BILL, 1990;
ROBINSON, 1986; DINIZ, 2004).

A ultrassonografia com Doppler dos olhos é realizada com o paciente em decubito
dorsal. O transdutor é posicionado transversalmente na palpebra superior com o0s olhos
fechados, apds a colocacédo de gel. O examinador identifica os vasos tendo o cuidado para ndo
pressionar o transdutor sobre a palpebra e, assim, evitar alteracBes nos resultados
dopplervelocimétricos (LIEB, 1991; DINIZ, 2004).

Nos exames com Doppler sdo aferidas as seguintes varidveis em trés curvas
consecutivas: VPS, VDF e VM das artérias oftalmica e central da retina bilateralmente. Sdo
calculados os indices IR e IP com base nas formulas: IR = (VPS — VDF)/VPS e IP = (VPS —
VDF)/VM (ALLAN, 2008).

Durante o exame, a artéria oftdlmica é identificada na face temporal da regido
retrobulbar, pode-se visualizar 0 seu cruzamento anterior ao nervo Optico, prosseguindo
medialmente em relacdo ao nervo em sua por¢do mais superficial. O registro da artéria podera
ser feito em qualquer ponto do seu trajeto, onde sera obtido o fluxo de maior velocidade, com
padrdo dicrético na fase de desaceleracdo, semelhante ao que ocorre na artéria carétida
interna. O pico de velocidade sistolica da artéria oftdlmica é, em média, de 31 cm/s +4,2. Jaa
artéria central da retina é identificada no interior dos 5 mm proximais do nervo optico e sua
onda de velocidade de fluxo é pulsatil, com baixas velocidades. O pico de velocidade sistélica
da artéria central da retina é de aproximadamente 10,3 cm/s £ 2,1 (DINIZ, 2004; LIEB,
1991).

Os resultados de estudos mostram ndo haver diferencas significativas dos indices de
velocidade de um lado para outro no mesmo paciente (AIKIMBAEV, 2001), além de ser um
exame reprodutivel (COSTA, 1996). Na arteria oftalmica, a VPS (velocidade de pico
sistdlica), a VDF (velocidade diastdlica final) e a VM (velocidade média de fluxo)
apresentam-se aumentados em pacientes com doenca falciforme, enquanto o IR (indice de
resisténcia) ou IP (indice de pulsatilidade) ndo apresentam alteracdo nesse estudo. Em artérias

ciliares posteriores, apenas a VPS (velocidade de pico sistdlica) foi mais baixa em pacientes
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com anemia falciforme (AIKIMBAEYV, 2001).

Na artéria central da retina, a VPS, a VDF e a VM foram menores nos pacientes
falciformes em comparacéo a pacientes saudaveis, no entanto IR e o IP estavam discretamente
alterados. O aumento da resisténcia vascular retiniana foi correlacionado também com os
niveis laboratoriais sanguineos de hematocrito, hemoglobina, reticuldcitos e volume
corpuscular médio (AIKIMBAEYV, 2001).

Nos vasos orbitais, ha vasoconstricdo com a hiperoxia e vasodilatacdo com a hipdxia,
na doenca falciforme esse mecanismo estd desregulado, o que levaria a0 aumento da
resisténcia vascular retiniana, promovendo o comprometimento da retina na doenca
falciforme (AIKIMBAEV, 2001).

Diversas alteracGes oculares sdo frequentes no pacientes com doenca falciforme,
especialmente na retina. As pessoas com doenca falciforme podem apresentar alteracGes
oculares que se mantém assintométicas ao longo dos anos, manifestando-se, em geral, por
meio de complicacdes que podem culminar com a reducdo da capacidade visual, as vezes
irreversivel (BRASIL, 2009).

Os vasos da conjuntiva e da retina sdo as estruturas frequentemente afetadas. Os
primeiros estdo associados a alteracOes facilmente detectadas e que ndo tém implicagdes
severas. As alteragdes vasculares retinianas, por sua vez, s@o silenciosas, mas podem ter
consequéncias graves se ndo detectadas e tratadas em tempo habil (BRASIL, 2009).

Na retina, a fisiopatologia do processo neovascular é resultado da oclusédo arteriolar
periférica com rearranjo capilar. Esses capilares evoluem com dilatacdo e anastomoses
arteriovenosas nas areas entre a retina vascularizada e a isquémica. A neovascularizacao surge
a partir da retina vascularizada em direcdo a avascular, a partir das anastomoses. Os novos
vasos sdo planos e possuem uma conformacdo denominada "sea fan". As formacdes
neovasculares podem sangrar levando a hemorragia vitrea e/ou estdo associadas a proliferacéo
fibroglial em direcdo ao vitreo. As consecutivas hemorragias suscitam a formacdo de um
tecido fibrovascular que pode provocar tracdo sobre a retina ocasionando eventual
descolamento de retina tracional (FREITAS, 2011).

A retina periférica, especialmente a temporal, é altamente susceptivel aos efeitos da
vasculopatia da doenca falciforme. Os eventos que levam a retinopatia proliferativa comegam
nesta regido. A seqiiéncia de eventos que caracteriza a doenga retiniana nas fases néo
proliferativa e proliferativa foi classificada por Golberg, em 1971 (BRASIL, 2009).

Apesar da retinopatia proliferativa falciforme ter inicio na primeira década de vida,

alguns investigadores relatam que metade dos casos de cegueira a ela associados ocorre entre
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22 e 28 anos de idade. Outros sinais ligados as oclusBes vasculares da retina e da Uvea
incluem alteragcbes pigmentares semelhantes a cicatrizes coriorretinianas, alteragdes
isquémicas cronicas da rede capilar perimacular (maculopatia falciforme), estrias angidides,
neovascularizacéo e atrofia de iris (BRASIL, 2009).

A oclusdo da artéria central da retina € um evento raro, mas que pode ocorrer nestes
pacientes, especialmente sob condi¢des que alteram a homeostase, como gravidez, terapia
hiperosmotica para glaucoma, trauma contuso, desidratacdo e febre, entre outros (BRASIL,
2009).

O intervalo de tempo para o aparecimento das manifestacGes oculares é aspecto de
controveérsia entre os pesquisadores. A diferenca observada por distintos investigadores pode
refletir as variagcbes nos moduladores genéticos dos aspectos clinicos da doenca falciforme em
diferentes populacdes (BRASIL, 2009).

A maior parte das alteracbes oculares € assintomatica até a ocorréncia de
complicacdes. Por isso, a avaliacdo oftalmoldgica da pessoa com doenga falciforme é conduta
necessaria para a identificacdo precoce das lesdes e pronta abordagem terapéutica (BRASIL,
2009).

Por outro lado, as caracteristicas de fluxo em vasos orbitais de pacientes com anemia
falciforme ainda sdo pouco conhecidas.

O uso da Ultrassonografia com Doppler na circulacdo orbital em falciformes é
importante na avaliacdo desses pacientes, a medida de indices dopplervelocimétricos
significativamente alterados pode alertar para alteracdes na microcirculacdo do olho de forma
precoce (AIKIMBAEYV, 2001).
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RESUMO
BACKGROUND

A Anemia falciforme é a hemoglobinopatia mais frequente no Brasil. Nela ocorrem alteractes
na microcirculacdo, principalmente, fendmenos vasoclusivos, entre elas alteracbes oculares
gue se mantém assintomaticas durante anos, até culminar com a reducgéo da capacidade visual,
as vezes irreversivel. A Dopplervelocimetria € um exame inocuo, reprodutivel e pode
identificar as perturbacdes do fluxo sanguineo na microcirculacédo orbital.

METODOS E ACHADOS

Foram comparados os achados Dopplervelocimétricos de 71 pacientes com anemia falciforme
e 32 participantes saudaveis. Para artéria oftalmica, utilizando o Teste t para duas amostras
independentes, houve diferenca significativa entre as médias dos controles e falciformes nos
seguintes indices: VPS em todos os subgrupos de idade ( p 0,026; p 0,005; p 0,001), VDF e
VM nos subgrupos Il (p 0,028 e p 0,009) e Ill ( p 0,011 e p 0,002), IR e IP no subgrupo I (p
0,010 e p 0,014) e IR no subgrupo Il (p 0,030). Para a artéria central da retina, no mesmo
teste foi encontrada diferenca significativa nos indices: VPS no subgrupo 111 ( p 0,008), VDF
em todos subgrupos ( p 0,002, p 0,022, p < 0,000), VM no subgrupo I1I, IR e IP ( p <0,000)
em todos subgrupos. Na artéria central da retina, para o IR os indices de correlacdo linear de
Pearson foram: -0,665 para HM, -0,628 para HB e -0,641 para HT; para o IP os achados
foram: -0,669 para HM, -0,631 para HB e -0,664 para HT.

CONCLUSAO

Os resultados mostraram niveis aumentados para as velocidades na artéria oftalmica e
reduzidos na artéria central da retina para todo o grupo falciforme, além de valores
estatisticamente relevantes para a maior parte das varidveis de velocidade analisando-as por
subgrupos. Houve correlacdo forte entre os indices de resistividade e pulsatilidade da
circulacdo retiniana e as variaveis: numeros de hemacias, hemoglobina e hematdcrito.

Palavras-chave: Dopplervelocimetria, falciforme; artéria oftalmica; artéria central da retina;
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INTRODUCAO

A doenca falciforme compreende um grupo de anemias hemoliticas hereditarias caracterizada
pela presenca de uma hemoglobina anormal (HbS) em virtude da substituicdo do aminoécido
glutdmico pela valina no cédon 6 do gene da cadeia p da hemoglobina, levando & formacao da
hemoglobina S [1].

O estudo desta doenca tem relevancia por ser a doenca hereditaria de maior prevaléncia no
pais [2]. Baseado nos achados do PNTN anualmente nascem cerca de 3.500 criancas com
doenga falciforme e 200 mil portadores de traco falciforme no pais [3].

A anemia falciforme (AF) é a forma homozigética para HbS [3] caracterizada por redugdo do
fluxo sanguineo e fendmenos oclusivos da microcirculagdo inclusive na vasculatura ocular
[4].

As alteracdes retinianas em individuos portadores de sindrome falcémica foram detectados
por mapeamento de retina, retinografia ou angiografia fluoresceinica [4],[5]. Contudo, ainda
sdo pouco estudadas as caracteristicas de fluxo sanguineo nos vasos oculares de falcémicos.

A ultrassonografia através do Doppler € um método in6cuo e ndo invasivo para estudo do
comportamento da circulagdo sanguinea. Pode-se aferir indices de velocidade como
velocidade de pico sistolico (VPS), velocidade diastélica final (VDF) e a partir desses obter
velocidade média (VM), indice de resistividade (IR) e indice de pulsatilidade (IP) dos vasos.
O uso do Doppler em pacientes com anemia falciforme esta estabelecido pelo estudo STOP
sendo um importante meio para detec¢do de risco para acidente vascular cerebral (AVC)
isquémico [5].

Este trabalho se propds a avaliar a dindmica sanguinea de artérias dos olhos comparando
indices Dopplervelocimétricos em pacientes portadores de anemia falciforme e controles

através da Ultrassonografia com Doppler.
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METODOS

Trata-se de um estudo observacional transversal realizado no periodo de outubro de 2012 a
setembro de 2013. Participaram deste trabalho, pacientes portadores de anemia falciforme,
confirmada laboratorialmente por eletroforese de hemoglobina em pH alcalino,
assintoméaticos no momento do exame, em acompanhamento regular no ambulatério de
Hematologia Pediatrica do Hospital Universitario de Sergipe. Nenhum dos pacientes tinham
sinais objetivos de doenca ocular. Cento e trés individuos foram submetidos a avaliagdo
através de ultrassonografia com Doppler dos olhos nesta pesquisa, dos quais setenta e um
pacientes com anemia falciforme e trinta e dois participantes saudaveis. Antes da realizacdo
dos exames, foram dadas as devidas explicagfes. Os participantes desta pesquisa foram
encaminhados para a realizagdo de exames sanguineos e avaliacdo Dopplervelocimétrica,
apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo paciente ou seu
responsavel legal.

O exame foi realizado por profissional habilitado e com a técnica preconizada, posicionando o
paciente em decubito dorsal, com as palpebras fechadas e orientacdo do olhar para um ponto
fixo. Foi utilizado o aparelho de ultra sonografia modelo LOGIQ P6 com transdutor linear
modelo 11L com 11 MHz (GE Healthcare, Fairfield, CT, EUA).

Durante os exames com Doppler foram aferidas as seguintes varidveis: VPS, VDF e VM das
artérias oftalmica e central da retina bilateralmente. Apos, foram calculados os indices IR e IP
através das seguintes formulas: IR = (VPS — VDF)/VPS, IP = (VPS — VDF)/VM. Foram
realizadas trés medidas de curvas consecutivas para cada variavel em cada artéria, a média
obtida bilateralmente foi utilizada na analise.

Na andlise estatistica, para verificar a distribuicdo percentual dos pacientes entre os dois
grupos, foi realizado o Teste Exato de Fisher para as varidveis idade, cor e género.

Especificamente, para a variavel frequéncia cardiaca foi utilizado o Teste t para duas amostras
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independentes. Considerado um valor de significancia de 0,05 o qual equivale a uma
confianca de 95%.

Para as variaveis de velocidade (VPS, VDF, VM, IR e IP) das artérias oftalmica e central da
retina foi realizado a Analise de Variancia (ANOVA) para dois fatores, com a qual é possivel
testar se existe interacdo entre grupo e idade, também foi feita a analise separadamente por
grupo de idade para verificar se existiu diferenca entre falciformes e controles utilizando o
Teste t para duas amostras independentes nos dados de velocidade.

Para as variaveis hematologicas, foram obtidos os indices de correlacdo linear de Pearson e o
gréafico de dispersdo com a reta de regressao entre grupos.

A analise estatistica foi realizada com o auxilio dos seguintes softwares: SAS versdao 9 - SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA e Minitab versdo 16 - State College, PA: Minitab, Inc.

(www.minitab.com).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no sitio da Plataforma Brasil sob

nimero: 05595812.0.0000.0058.

RESULTADOS

O total de participantes foi subdivido por faixa etaria:

- Subgrupo | (0-9 anos): 31 individuos;

- Subgrupo 11 (10-19 anos): 39 individuos;

- Subgrupo 111 (maior que 20 anos): 33 individuos;
Quanto a sexo ( Falciforme: 46,5% do sexo feminino e 53,5% masculino; Controle: 50% de
ambos 0s sexos) notou-se pouca diferenca percentual entre os grupos, os resultados de 0,964
para idade, de 0,832 para sexo e 0,317 para cor no teste exato de Fisher revelam ndo haver
diferenca significativa entre 0s grupos para essas variaveis (p-value > 0,05).

Para a frequéncia cardiaca, o nivel descritivo foi de 0,056 no Teste t para duas amostras
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independentes que revela ndo haver diferenca significativa entre eles, destacando que o valor
é préximo da nota de corte de 5%.

N&o houveram diferencas relevantes entre os indices de velocidade comparando os olhos de
um mesmo paciente com anemia falciforme.

Na artéria oftalmica, conforme Tabela 1, as médias foram maiores nos indices para o0 grupo
falciforme em todas as idades. Para as variaveis IR e IP houve uma diferenca ainda maior no
subgrupo 1 (0 a 9 anos).

O resultado da ANOVA também mostra que no geral existe diferenca significativa entre os
grupos Falciforme e Controle para todas as varidveis da artéria oftdlmica e também ha
diferenca estatistica entre as idades para o VPS, VDF e VM (Tabela 2).

Ainda nesta artéria, utilizando o Teste t para duas amostras independentes houve diferenca
significativa entre as médias dos subgrupos de idade dos controles e falciformes nos seguintes
indices: VPS em todos os subgrupos (p 0,026; p 0,005; p 0,001), VDF e VM nos subgrupos 11
(p 0,028 e p 0,009) e lll (p 0,011 e p 0,002), IR e IP no subgrupo I (p 0,010 e p 0,014) e IR
no subgrupo 111 (p 0,030) (Tabela 2).

Na artéria central da retina, as médias foram menores para o grupo falciforme em todas as
idades nas variaveis VPS, VDF e VM e uma média maior no IR e IP, como mostra a Tabela 1.
Na analise de variancia, ha diferenca significativa entre os grupos (p-value < 0,001) para
quase todas as varidveis, exceto o VPS, embora no mesmo teste houve diferenca estatistica
para esta variavel analisando por idades. Além do VPS, VDF e VM também apresentaram
indices relevantes na ANOVA entre as idades (Tabela 2).

Para a artéria central da retina, no Teste t para duas amostras independentes foi encontrada
diferenca significativa nos indices: VPS no subgrupo Il (p 0,008), VDF em todos subgrupos
(p 0,002, p 0,022, p < 0,001), VM no subgrupo 11, IR e IP ( p <0,001) em todos subgrupos

(Tabela 2).



28

Na tabela 2, a analise de variancia (ANOVA) para dois fatores indica ndo haver interagdo
significativa entre grupo e idade, considerando um p-value < 0,001.

O estudo da relacdo entre as variaveis de velocidade e as de sangue foram medidas calculando
indices de correlacdo linear de Pearson presentes na Tabela 3. Este teste varia de -1 até 1,
sendo que valores proximos de zero indicam nenhuma associacdo linear e valores proximos
do extremo (-1 ou 1) indicam grande associacgdo linear entre as variaveis. As correlagdes mais
fortes encontradas foram para os indices IR e IP da artéria central da retina nas variaveis:
namero de hemécias (HM), hemoglobina (HB) e hematocrito (HT).

Na artéria central da retina para o IR, os indices foram: -0,665 para HM, -0,628 para HB e -
0,641 para HT; para o IP, os achados foram: -0,669 para HM, -0,631 para HB e -0,664 para
HT.

Na construcao dos graficos de dispersdo das variaveis de velocidade e sanguineas percebeu-se
que para as medidas VCM e HCM houveram alguns pontos muito distantes dos demais que
prejudicariam a analise, por isso, eles foram retirados. Na figura 1, temos os gréficos de
dispersdo sem esses pontos e incluimos em cada um deles a reta de regressao entre cada uma

das duas variaveis para os grupos falciforme e controle.

DISCUSSAO

O estudo através do Doppler é empregado em pacientes com anemia falciforme para
identificacdo do risco de desenvolver AVC isquémico e, conforme o resultado pode ser
indicada a terapia transfusional para reducdo deste risco vascular [6],[7].

Os estudos através do Doppler Transcraniano revelam um aumento de velocidades do fluxo
nas artérias carétida interna e cerebrais médias em criangas com anemia falciforme [10],[17].
A artéria oftalmica é ramo direto da artéria cardtida interna e a artéria central da retina € um

dos ramos da artéria oftalmica. O fluxo sanguineo das artérias orbitais reflete a dindmica da
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vasculatura intracraniana [8]. Existem similaridades embriologicas, anatdmicas e funcionais
entre o fluxo orbital e vascularizacdo intracraniana que permitem obter informacdes sobre a
circulacdo intracraniana examinando os vasos orbitais com a Dopplervelocimetria [8],[9].

O interesse de estudar a Dopplervelocimetria das artérias oftdlmica e central da retina deve-se
a possibilidade desse exame identificar alteragdes na microvascularizacao [12],[14].

Um parte importante das artérias que compdem a micro e macrocirculacdo € o endotélio.
Entre outras funcdes ele modula o fluxo sanguineo normal e em situacdes de desequilibrio.
Uma das substancias sintetizadas pelo endotélio é o 6xido nitrico (NO). Em vaérias patologias
como a anemia falciforme, pode ocorrer reducdo na biodisponibilidade de NO, devido a
hemolise associada a AF que leva a disfuncdo endotelial e ao desacoplamento da enzima
oxido nitrico-sintase (NOS). Entre os determinantes da disfuncdo arterial estdo a diminuicéo
da disponibilidade de NO e a predominancia de fatores vasoconstritores, com isso, ocorre
perturbacao da hemodindmica normal e alteracdes Dopplervelocimétricas [12],[13].

Os resultados desse estudo ratificam o que esta presente na literatura, encontrou-se aumento
das velocidades de fluxo na artéria oftdlmica e reducdo no fluxo arterial na central da retina
[14],[15].

As causas do aumento da velocidade de fluxo arterial oftdlmico em falciformes ainda nédo
foram elucidados, mas a resposta endotelial anormal pode ser uma das razdes [14].

Os indices de resistividade e pulsatilidade na artéria central da retina estavam aumentados
significativamente demonstrando a perturbacdo da dindmica sanguinea na microcirculagdo.
Na circulacdo da artéria oftdlmica, os resultados mostram que nem todo o grupo falciforme
apresentou aumento de IR e IP significativamente. Estes dados encontrados estdo em
conformidade com estudo anterior tanto na circulacdo retiniana quanto em algumas variaveis
oftalmicas [14].

No subgrupo I ( maior que 20 anos) para quase todas as varidveis os indices foram
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estatisticamente significantes, a excecdo do IP da artéria oftdlmica que apresentou p de 0,054,
muito proximo do nivel de significancia. Para os subgrupos | e I, houveram niveis
significantes para a maioria dos indices de velocidade. A partir dos dados, infere-se que o
dano endotelial microvascular é precoce, se mantém em faixas etarias mais avancadas e esta
mais presente no grupo adulto.

Em pesquisa na literatura, ndo foi encontrado estudo semelhante subdividindo grupos de
idades para comparacao com os resultados deste trabalho.

Entre as varidveis sanguineas, os resultados de HM, HB e HT foram os mais significativos
para os indices de velocidade das duas artérias. A correlacdo com os indices do Doppler foi
maior para o IR e IP da circulacéo retiniana, achado similar a estudo recente [14].

Alguns trabalhos afirmaram que o fluxo da artéria oftalmica foi afetado pela hemodinamica
central enquanto o fluxo de retina ndo varia em virtude da frequéncia cardiaca ou pressao
arterial, acredita-se que exista o proprio mecanismo autorregulatorio retiniano [16],[17]. Neste
estudo, os dados de frequéncia cardiaca ndo mostraram diferencas significativas entre 0s
grupos, embora o nivel estatistico foi limitrofe. Este resultado se assemelha com outro estudo,
no qual ndo ha diferencas significativas da freqliéncia cardiaca entre falciformes e controles.
[14].

Conclui-se que a Dopplervelocimetria em pacientes com anemia falciforme sem complicagcfes
oculares detectou aumento das velocidades de fluxo da artéria oftalmica e diminuicdo das
velocidades de fluxo da artéria central da retina quando comparados com pacientes saudaveis,
além de demais indices de velocidade estatisticamente mais significantes em adultos, ainda foi
encontrado aumento da resisténcia vascular da retina e do indice de pulsatilidade que estdo
correlacionados com indices hematologicos. A queda das velocidades de fluxo, o aumento da
resisténcia retiniana e alteracfes dos indices sanguineos podem estar implicados nas

complicagdes retinianas em portadores de anemia falciforme
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Tabela 1. Achados Dopplervelocimétricos dos olhos por subgrupos de idade em pacientes com
AF e controles?

Grupo Subgrupo | VPSAO VDFAO VM AO IR AO IP AO VPSACR VDFACR VMACR IRACR IP ACR

Controle | 20£3,4 74+15 11,621 0,63+0,04 1,10+0,11  9,9+19 4,09+1 6,0+1,3 0,59+0,04 0,98+0,10
1l 26,6%5,5 9,1+2  14,94¢31 0,66+0,02 1,17+0,06  10,6+2 4,18+0,76  6,3*1,1 0,60+0,04 1,01+0,12

11 244+45  84+15 13,7+24 0,65+0,03 1,16+0,08 124+16 4,97+0,75 7510 0,60+0,03 1,00+0,09

Falcifome | 26,8+8,3 8,243 14,4¢45 0,70+0,06 1,32+0,23  9,5+1,9 3,05¢0,69 52+1,0 0,68+0,04 1,25+0,13

1 34,4482 11,2428 189+45 0,67+0,03 1,24+0,12 105+19 3,48+0,89 58+12 0,67+0,05 1,23+0,15

1l 37,3+11,3 11,4+#35 20,048 0,69+0,05 1,29+0,21 10,7#16 3,32+0,89 58+1,0 0,69+0,05 1,30+0,17

aSugrupos | (0-9 anos), Il (10-19 anos) e 111 ( maior de 20 anos); VPS, velocidade de pico sistolico; VDF, velocidade
diastolica final; VM, velocidade média; IR, indice de resistividade; IP, indice de pulsatilidade; AO, artéria
oftdlmica; ACR, artéria central da retina.

Tabela 2. Niveis descritivos dos testes?

Individual por idade (teste t):
Geral (ANOVA) Subgrupos

10a19  maior que 20
0 a9 anos anos anos
Medida Grupos ldade Grupo*Idade n ) (an;
VPS Art. Oftalmica 0,000 0,001 0,308 0,026 0,005 0,001
VDF Art. Oftalmica 0,001 0,003 0,342 0,458 0,028 0,011
VM Art. Oftalmica 0,000 0,001 0,315 0,090 0,009 0,002
IR Art. Oftalmica 0,000 0,794 0,179 0,010 0,108 0,030
IP Art. Oftalmica 0,000 0,815 0,222 0,014 0,089 0,054
VPS Art. Central da Retina 0,073 0,001 0,181 0,620 0,938 0,008
VDF Art. Central da Retina 0,000 0,043 0,081 0,002 0,022 0,000
VM Art. Central da Retina 0,000 0,004 0,100 0,073 0,224 0,000
IR Art. Central da Retina 0,000 0,583 0,454 0,000 0,000 0,000
IP Art. Central da Retina 0,000 0,535 0,477 0,000 0,000 0,000

a/PS, velocidade de pico sistolico; VDF, velocidade diastélica final; VM, velocidade média; IR, indice de
resistividade; IP, indice de pulsatilidade.
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Tabela 3— Indices de correlagio de Pearson e niveis descritivos?

DHL

Medidas HM HB HT ~ VCM HCM  CHCM RETICULOCITOS TOTAL
-~ 0337 0312 033 0348 0416 0301 0262
VPSArt OfaImica | 5500y (0oo1)  (0000)  (0000)  (0.000)  (0.002) 0:365 (0000 (0,007)
-~ 0285 0211023 02846350 0577 0183
VDFArt Oftalmica | 00 (0033) (0015  (0004) (0000)  (0,005) 0225 (0022) (0,051)
- 0363 0280 03070330402 6,300 0342
VMArtOftélmica | o405 (0004)  (0002)  (0,001) (0,000  (0,002) 0.319 (0.001) (0,014)
- 0257 o2 0268 650 0,157 6,067 0358
IRArt Oftalmica | 400 (0006)  (0006)  (0138) (0122)  (0.534) 0,349 (0,000) (0,020)
-~ Toz8A 0268 0265 0415 6,120 0,04 0357
IPArtOftdlmica 1 o0y (0006)  (0007)  (0258) (0.237)  (0.624) 0,338 (0.000) (0,021)
VPSArt Central da | 0,140 0177 0169 0028 0037 0029 0157 (0113 10,093
Retina (0159)  (0074)  (0087)  (0,78) (0,719)  (0,768) O, (0,349)
VDF Art. Central da | 0,505 0,507 0512 0205 0259 019 0,383 (0.000) 10,350
Retina (0000) (00000  (0000)  (0,042)  (0,010)  (0,048) 3930, (0,000)
VM Art. Central da | 0,347 0367 0366 -0096  -0120 0080 0,290 (0.003) 10,238
Retina (0000) (00000  (0000)  (0,345)  (0,239)  (0,365) 2O (0,015)
IRArt. Centralda | -0665  -0628  -0641 0379 0459 0305 0424 (0.000) 0453
Retina (0000) (00000  (0000)  (0,000)  (0,000)  (0,002) 424 O (0,000)
IPArt Centralda | -0660  -0631  -0644 0381 0462 0309 0419 (0000 0451
Retina (0000) (00000  (0000)  (0,000)  (0,000)  (0,002) A0 (0,000)

a/PS, velocidade de pico sistélico; VDF, velocidade diastdlica final; VM, velocidade média; IR, indice de
resistividade; IP, indice de pulsatilidade; HM, ndmero de hemacias; HB, hemoglobina; HT, hematécrito; VCM,
volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média; DHL, desidrogenase lactica
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Figura 1. Graficos de dispersdo entre as variaveis Dopplervelocimétricas e hematimétricas e
suas respectivas retas de regressao?
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aVPS, velocidade de pico sist6lico; VDF, velocidade diastélica final; VM, velocidade média; IR, indice de
resistividade; IP, indice de pulsatilidade; HM, nimero de hemacias; HB, hemoglobina; HT, hematdcrito;
VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentragdo de
hemoglobina corpuscular média; DHL, desidrogenase lactica
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ABSTRACT
BACKGROUND

Sickle cell anemia (SCA) is the most common hemoglobinopathy in Brazil. The disease is
characterized by changes in microcirculation, particularly vaso-occlusive phenomena, and
ocular abnormalities that remain asymptomatic during many years, culminating with
reduction of visual capacity, sometimes irreversible. Doppler velocimetry is a harmless,
reproducible exam that can identify disturbances of blood flow in orbital microcirculation.
METHODS AND FINDINGS

Doppler velocimetry findings of 71 patients with sickle cell anemia and 32 healthy
participants were compared. For ophthalmic artery, using t test for two independent samples,
there was significant difference between the means of the controls and patients with sickle
cell anemia in the following indexes: PSV in all age subgroups ( p 0.026; p 0.005; p 0.001),
EDV and MV in subgroups Il (p 0.028 and p 0.009) and 11l ( p 0.011 and p 0.002), Rl and PI
in subgroup | (p 0.010 and p 0.014) and RI in subgroup 111 (p 0.030). For the central retinal
artery, in the same test, another significant difference was obtained in the following values:
PSV in subgroup Il ( p 0.008), EDV in all subgroups ( p 0.002, p 0.022, p < 0.000), MV in
subgroup 111, RI and PI ( p < 0.000) in all subgroups. In the central retinal artery, for RI,
Pearson linear correlation values were: -0.665 for RBC, -0.628 for HB and -0.641 for HT; for
Pl, the findings were: -0.669 for RBC, -0.631 for HB and -0.664 for HT.

CONCLUSIONS

The results showed increased levels for speeds in the ophthalmic artery and reduced levels in
the central retinal artery for the entire group of individuals with sickle cell anemia, as well as
statistically significant values for most speed variables, in subgroup analyzes. A strong
correlation was found between resistivity and pulsatility rates of the retinal circulation and the
variables: numbers of red blood cells, hemoglobin and hematocrit.

Keywords: Doppler velocimetry, sickle cell; ophthalmic artery; central retinal artery.
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INTRODUCTION

The sickle cell disease comprises a group of genetic (inherited) hemolytic anemias
characterized by the presence of abnormal hemoglobin (HbS) due to replacement of glutamic
aminoacid by valine in codon 6 of beta chain of hemoglobin, leading to the formation of
hemoglobin S [1].

The study of this disease has great importance because it is the most prevalent inherited
disease in Brazil [2]. According to findings of the PNTN, each year approximately 3,500
children with sickle cell disease and 200 thousand individuals with sickle cell trait are born in
the country [3].

Sickle cell disease (SCD) represents the homozygous form for the mutation that causes HbS
[3] characterized by reduced blood flow and vascular occlusion, including in ocular
vasculature [4].

Several studies demonstrate retinal changes in individuals with sickle cell syndrome detected
by retinal mapping, retinography or fluorescein angiography [4],[5]. However, the
characteristics of blood flow in ocular vessels of individuals with sickle cell disease are little
studied.

Doppler ultrasound is a harmless and non-invasive method for the study of the behavior of
blood flow. Rates of speed such as peak systolic velocity (PSV), end diastolic velocity (EDV)
can be measured, and these values can be used to obtain mean velocity (MV), resistive index
(R1) and pulsatility index (PI) of the vessels.

The use of Doppler in patients with sickle cell disease is established by the STOP study, being
considered an important way of detecting risk for ischemic stroke (CVA). [5].

This study aimed to assess the blood dynamics of retinal arteries by comparing Doppler
velocimetric findings in patients with sickle cell disease and controls using Doppler

ultrasound.
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METHODS

This is a cross-sectional observational study carried out from October 2012 to September
2013. Participants included patients with sickle cell anemia at the Pediatric Hematology
outpatient unit of the University Hospital of Sergipe. One hundred and three individuals have
undergone Doppler ocular ultrasound in this study. Of these, seventy-one asymptomatic
patients with sickle cell disease during the tests and thirty-two healthy participants. All
patients were informed about the study before the tests. After signing of the Free Informed
Consent by the patients or legal guardians, the participants were referred for blood tests and
Doppler velocimetric analysis.

The examination was performed by a qualified professional and according to the
recommended technique, the patient lying in a supine position, eyelids closed and focusing on
a fixed point. The Ultrasound machine, LOGIQ P6, with linear array transducer probe 11L ,
11 MHz (GE Healthcare, Fairfield, CT, EUA) was used.

During Doppler analyzes the following variables were measured: PSV, EDV and MV of the
ophthalmic and central retinal arteries, bilaterally. Subsequently RI and Pl values were
calculated with the following formulas: Rl = (PSV — EDV)/PSV, Pl = (PSV - EDV)/MV.
Three consecutive measurements were made of the consecutive curves for each variable in
each artery, the mean value obtained in bilateral MV was used in the analysis.

Fisher’s Exact Test for the variables age, color and gender was used in statistical analysis to
check the percentage distribution of patients between the two groups. For the heart rate
variable, specifically, independent-samples t-test (two-sample t-test). A significance value of
0.05 was considered, equivalent to a 95% confidence level

For the speed variables (PSV, EDV, MV, RI and PI) of the ophthalmic and central retinal
arteries, Analysis of Variance (ANOVA) with two was performed, which makes it possible to

test whether there is interaction between group and age. Also, separate analysis was done by
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age group to check whether there was a difference between the individuals with sickle cell
disease and controls, using independent-samples t-test (two-sample t-test) in speed data.

For the hematological variables, Pearson linear correlation values and scatter plot with
regression line between groups were obtained.

Statistical analysis was performed with the following software: SAS version 9 -SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA and Minitab version 16 - State College, PA: Minitab, Inc.

(www.minitab.com).

The study was approved by the Research Ethics Committee at the site of Plataforma Brasil

under number 05595812.0.0000.0058.

RESULTS

The participants were divided into subgroups according to their age range:

- Subgroup 1 (0-9 years): 31 individuals;

- Subgroup 11 (10-19 years): 39 individuals;

- Subgroup 111 (above 20 years): 33 individuals;
Regarding gender and age, little percentage difference was observed between the groups. The
values of 0.964 for age, of 0.832 for gender and 0.317 for color in Fisher’s exact test indicate
that there is no significant difference between the groups for these variables (p-value> 0.05).
For heart rate, the descriptive level was 0.056 in independent-samples t-test (two-sample t-
test), indicating no significant difference between them, and showing that the value is close to
the cutoff score of 5%.
No significant differences were detected between the rates of speed in the comparison of the
eyes of one single patient with sickle cell anemia.
In the ophthalmic artery, according to Table 1, the means were higher in the values of the

group of individuals with sickle cell anemia at all ages. For the RI and PI variables there was


http://www.minitab.com/
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an even greater difference in subgroup I (0 to 9 years).

The result of ANOVA also shows that, in general, there is a significant difference between the
sickle cell anemia and control groups for all variables of the ophthalmic artery and also a
statistical difference between the ages for PSV, EDV and MV (Table 2).

Still regarding this artery, t- test for two independent samples, showed a significant difference
between the means of the age subgroups of controls and individuals with sickle cell disease in
the following values: PSV in all subgroups (p 0.026; p 0.005; p 0.001), EDV and MV in the
subgroups 11 (p 0.028 and p 0.009) and Il ( p 0.011 and p 0.002), RI and PI in subgroup I (p
0.010 and p 0.014) and RI in the subgroup 111 (p 0.030) (Table 2).

In the central retinal artery, the averages were lower for the group of individuals with sickle
cell disease at all ages in the variables PSV, EDV and MV and a higher mean in RI and PI, as
shown in Table 1.

Analysis of variance showed significant difference between the groups (p-value< 0.001) for
all the variables, except PSV, although the referred test showed statistical significance for this
variable in the analysis by age group. Besides, PSV, EDV and MV also showed significant
values in ANOVA in the comparison of data by age group (Table 2).

For the central retinal artery, in t- test for two independent samples there was significant
difference in the values of: PSV in subgroup 111 (p 0.008), EDV in all subgroups (p 0.002, p
0.022, p <0.000), MV in subgroup I1I, RI and PI ( p <0.000) in all subgroups (Table 2).

In table 2, analysis of variance (ANOVA) for two factors indicates no significant interaction
between group and age, considering a p-value< 0.001.

In the study of the relationship between speed and blood variables Pearson linear correlation
was used, as shown in Table 3. This test varies from —1 until 1, with values close to zero
indicating no linear association, and values close to the extreme (-1 or 1) indicating significant

linear association between the variables. The strongest correlations were obtained for RI and
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Pl values of the central retinal artery in the variables: number of red blood cells (RBC),
hemoglobin (HB) and hematocrit (HT).

In the central retinal artery, for RI, the values obtained were: -0.665 for RBC, -0.628 for HB
and -0.641 for HT; for PI, the findings were: -0.669 for RBC, -0.631 for HB and -0.664 for
HT.

In the construction of scatter plots for speed and blood variables, in the calculation of VCM
and HCM some points very distant from the others had to be removed. Figure 1 shows the
scatter plots without these points. Also, straight lines were placed between each one of the

two variables for the sickle cell disease and control groups.

DISCUSSION

Blood dynamics with Doppler is used in patients with sickle cell disease to identify the risk
for developing ischemic stroke (CVA) and, according to the result, transfusion therapy may
be indicated to reduce this vascular risk [6],[7].

Studies with transcranial Doppler ultrasonography reveal an increase in flow velocities in the
internal carotid and middle cerebral arteries in children with sickle cell disease [10],[17].

The ophthalmic artery is a direct branch of the internal carotid artery, and the central retinal
artery is one of the branches of the ophthalmic artery. The blood flow of orbital arteries
reflects the dynamics of intracranial vasculature. [8]. There are embryological, anatomical and
functional similarities between orbital flow and intracranial vascularization that may provide
information on intracranial circulation, through the examination of orbital vessels with
Doppler velocimetry [8],[9].

There is great interest in the study of Doppler velocimetry of the ophthalmic and central
retinal arteries because of its possibility of identification of microvascularization disorders.

[12],[14].
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The endothelium represents a significant part of the arteries that compose the micro and
macrovascularization. Among other functions, it modulates the blood flow in normal and
abnormal situations. Nitric oxide (NO) is one of the substances synthesized by the
endothelium. In several pathologies, as it is the case of sickle cell disease, reduced
bioavailability of NO may occur, due to hemolysis associated to SCA, which leads to
endothelial dysfunction and uncoupling of the nitric oxide synthase (NOS). The determinants
of arterial dysfunction include reduced availability of NO and predominance of vessel
constriction factors. This leads to disruption of normal hemodynamics and Doppler
velocimetric changes [12],[13].

The results of this study corroborate the findings of the literature, since we obtained increase
in flow velocities in the ophthalmic artery and reduced flow in the central retinal artery
[14],[15].

The causes of the increased speed in the ophthalmic arterial flow in patients with sickle cell
disease were not elucidates, but the abnormal endothelial response may be one of the
explanations [14].

The resistivity and pulsatility rates in the central retinal artery were significantly higher,
demonstrating the disturbed blood dynamics in microcirculation. Regarding the ophthalmic
artery circulation, the results showed that not all the individuals in the sickle cell disease
group had significant increase in RI and PI. Such data corroborates the findings of a previous
study related to retinal circulation and some ophthalmic variables [14].

In subgroup 111 (individuals aged more than 20 years) the rates were statistically significant
for almost all rates, except for the PI of the ophthalmic artery that had a p value of 0.054, very
close to the significance level. For subgroups I and I there were significant levels for most
speed rates. It can be inferred from the above data that microvascular endothelial damage is

early, persists in older age groups and is more present in the adult group.
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No similar study subdividing age groups was found in the literature for comparison with the
results the present study.

Regarding blood variables, the results of RBC, HB and HT were the most significant for the
speed rates of the two arteries. The correlation with Doppler values was higher for Rl and Pl
in retinal circulation, which is similar to the findings of a recent study. [14].

Some studies report that the flow of the ophthalmic artery is affected by central
hemodynamics, while the retinal flow is not affected by heart rate or blood pressure. It is
believed that there is a self-regulatory retinal mechanism [16],[17]. In the present study, there
were no significant differences between the groups regarding heart rate data, although the
statistical level was borderline. This result is similar to the findings of another research that
found no relationship between flow rates and heart rate[14].

It is concluded that Doppler velocimetry in patients with sickle cell disease without ocular
complications detected increase in flow speeds of the ophthalmic artery and reduced flow in
the central retinal artery when compared to healthy patients. Besides, the other speed rates
were more statistically significant in adults and increased retinal vascular resistance and

pulsatility were found, which are correlated with the hematological rates.
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Table 1. Doppler Ultrasonographic Findings of Orbital Circulation in SCA Patients and
Controls by age subgroup?

Group  Subgroup | PSVOA EDVOA MV OA RIAO PI OA PSVCRA EDVCRA MVCRA RICRA PI CRA

Controls | 20+3,4 7415 116+21 0,63+0,04 1,10+0,11  9,9+19 4,09+1 6,0£1,3 0,59+0,04 0,98+0,10

1l 26,6%5,5 9,1+2 14,9£3,1 0,66+0,02 1,17+0,06 10,642 4,18+0,76  6,3*1,1 0,60+0,04 1,01+0,12

1l 24,4+45  84+15 13,724 0,65+0,03 1,16+0,08 124+16 497+0,75 7,5+10 0,60+0,03 1,00+0,09

Patients | 26,8+8,3 8,243 14,4+45 0,70£0,06 1,32+0,23 9,519 3,05+0,69 52+10 0,68+0,04 1,25+0,13
1 34,4482 11,2+28 18,9+4,5 0,67+0,03 1,24+0,12 10,55+1,9 3,48+0,89 58+1,2 0,67+0,05 1,23+0,15

11 37,3113 11,435 20,0+4,8 0,69+0,05 1,29+0,21 10,7#1,6 3,32+0,89 58+1,0 0,69+0,05 1,30+0,17

aSubgroup 1 (0-9 years), 11 (10-19 years) and Il (more than 20 years); PSV, peak systolic velocity; EDV, end-
diastolic velocity; MV, mean velocity; RI, resistivity index; PI, pulsatility index; OA, ophthalmic artery; CRA
central retinal artery.

Table 2. Descriptive levels of the test?

General (ANOVA) Individual by age (t test): Subgroups

0a9 10a19  Morethan 20
years years years
Measure Groups Age Group*Age ) (1) (an;
PSV ophthalmic artery 0,000 0,001 0,308 0,026 0,005 0,001
EDV ophthalmic artery 0,001 0,003 0,342 0,458 0,028 0,011
MV ophthalmic artery 0,000 0,001 0,315 0,090 0,009 0,002
R1 ophthalmic artery 0,000 0,794 0,179 0,010 0,108 0,030
PI1 ophthalmic artery 0,000 0,815 0,222 0,014 0,089 0,054
PSV central retinal artery 0,073 0,001 0,181 0,620 0,938 0,008
EDV central retinal artery 0,000 0,043 0,081 0,002 0,022 0,000
MV central retinal artery 0,000 0,004 0,100 0,073 0,224 0,000
RI central retinal artery 0,000 0,583 0,454 0,000 0,000 0,000
PI central retinal artery 0,000 0,535 0,477 0,000 0,000 0,000

8PSV, peak systolic velocity; EDV, end-diastolic velocity; MV, mean velocity; RI, resistivity index; PlI,
pulsatility index.
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Table 3. Pearson correlation coefficients and descriptive levels?

Measure RBC HB HT MCV  MCH _ MCHC RETICULOCYTES  DHL

PSV ophthalmic 20,397 0,312 0338 0348 0416 0,301 0365 (0.000) 0,262
artery (00000  (0001) (00000  (0,000)  (0,000)  (0,002) 205 (0,007)

EDV ophthalmic 20,285 0,211 0238 0284 0350 0,277 0225 (0.022) 0,193
artery 0,004y  (0033) (0015  (0,004)  (0,000)  (0,005) 220 (0,051)

MV ophthalmic 20,363 20,280 20,307 0333 0402 0,300 0319 (0.001) 0,242
artery (00000  (0,004)  (0002)  (0,001)  (0,000)  (0,002) o 0 (0,014)

. 0,297 0571 0260 0150 0157 0,062 0228

RI ophthalmic artery 0,002) (0,006) 0006)  (0138)  (0.122) (0.534) 0,349 (0,000) (0,020)
) 0,284 0,268 02650115 6120 0,049 0227

Pl ophthalmicartery | 0, (0,006) 0,007)  (0,258)  (0,237) (0,624) 0338 (0,000) (0,021)
PSV central retinal 0,140 0,177 0,169 0028 0037 0,029 0157 (0.413) -0,003
artery (0159)  (0074)  (0087)  (0,786)  (0,719)  (0,768) 200 (0,349)

EDV central retinal 0,505 0,507 0,512 0205  -0,250 0,196 0,383 (0,000) -0,350
artery (00000  (0,000) (00000  (0,042)  (0010)  (0,048) 282 0, (0,000)

MV central retinal 0,347 0,367 0,366 0,09  -0,120 20,090 0280 (0.003) 20,238
artery (00000  (0000) (00000  (0,345)  (0239)  (0,365) 20 (0,015)

RI central retinal 20,665 0,628 20,641 0379 0459 0,305 0.424 (0.000) 0,453
artery (00000  (0000) (00000  (0,000)  (0,000)  (0,002) 42 O (0,000)

PI central retinal 0,669 -0,631 0,644 0381 0462 0,309 0419 (0.000) 0,451
artery (0,000) (0,000) (00000  (0,000)  (0,000) (0,002) A0 (0,000)

8PSV, peak systolic velocity; EDV, end-diastolic velocity; MV, mean velocity; RI, resistivity index; PI, pulsatility
index; RBC, red blood cells; HB, hemoglobin; HT, hematocrit; MCV, mean corpuscular hemoglobin volume; MCH,
mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; DHL, lactic dehydrogenase.
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Figure 1. Scatter plots between Dopplervelocimetry and hematological variables and their

regression lines?

Matrix Plot
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[ patients
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8PSV, peak systolic velocity; EDV, end-diastolic velocity; MV, mean velocity; RI, resistivity index; PlI,
pulsatility index; RBC, red blood cells; HB, hemoglobin; HT, hematocrit; MCV, mean corpuscular
hemoglobin volume; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin

concentration; DHL, lactic dehydrogenase.



