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RESUMO 

A anemia falciforme (AF) resulta da homozigose para a mutação no gene da beta-

globina que leva a inúmeras complicações clínicas como resultado de mecanismos 

fisiopatológicos complexos. Os fenótipos clínicos da AF estão associados a 

modificadores genéticos e o sistema endocanabinoide (ECS) pode ser um candidato 

para modular as complicações da AF. O ECS está associado com a hematopoiese, 

na agregação plaquetária e nas respostas imunitárias. Sendo assim, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar a associação de polimorfismos de base única (SNPs) relacionados 

ao ECS com os subfenótipos hemolíticos em pessoas com AF, bem como verificar a 

influência das variáveis bioquímicas de hemólise, concentração de hemoglobina (Hb) 

fetal (Hb F) e presença de alfa talassemia (-α-3,7 kb). Os grupos estudados foram 

compostos por (1) 73 pessoas com acidente vascular encefálico (AVE), (2) 80 pessoas 

com priapismo e (3) 144 pessoas como grupo controle (para priapismo, 58). O fenótipo 

da AF foi diagnosticado por HPLC e confirmado por PCR-RE. A mutação da α-3,7kb 

talassemia foi detectada por GAP-PCR e a genotipagem dos SNPs de FAAH 

rs324420, MAGL rs604300, CNR1 rs7766029 e CNR2 rs35761398 foi realizada com 

ensaios TaqMan. Os dados laboratoriais de hemoglobina (Hb) total, bilirrubina indireta 

(BI), contagem total de reticulócitos e lactato desidrogenase (LDH) foram obtidos a 

partir dos registos médicos. Níveis mais baixos de Hb F foram associados ao AVE (P 

< 0,001), e frequência mais baixa da mutação α-3,7kb-talassemia foi associada ao 

priapismo (P < 0,001). Em análises multivariadas com ajuste para α-3,7kb-talassemia, o 

CNR2 rs35761398 foi associado a uma menor chance de desenvolver priapismo (OR 

= 0,386 [0,175-0,854], P = 0,019), independentemente da mutação α-3,7kb-talassemia 

(OR = 0,148 [0,059-0,375], P < 0,001) como covariável, e não houve associação 

estatística entre os SNPs e AVE. O priapismo isquêmico é um subfenótipo hemolítico 

da SCA que envolve vias desequilibradas de vasodilatação/vasoconstrição nos corpos 

cavernosos, como a diminuição da sinalização envolvida na via vasoconstritora das 

proteínas RhoA/Rho-kinase (ROCK), resultando no relaxamento dos corpos 

cavernosos e maior suscetibilidade ao priapismo. Uma vez que a ativação do receptor 

canabinoide tipo 2 (CB2) está envolvida na diminuição da ativação de RhoA, 

sugerimos, com base em nossos resultados, que o genótipo TT-CC para o SNP de 

CNR2 analisado resulta no nível basal de ativação desse receptor, desempenhando 



um papel na manutenção da via RhoA/ROCK normal e reduzindo as chances de 

desenvolver priapismo.  

Palavras–chave: Priapismo isquêmico; CNR2 rs35761398; Marcadores 

prognósticos; Receptor canabinoide tipo 2. 



ABSTRACT 

Sickle cell anemia (SCA) results from homozygosity for a mutation in the beta-globin 

gene that leads to numerous clinical complications due to complex pathophysiological 

mechanisms. The clinical phenotypes of SCA are associated with genetic modifiers, 

and the endocannabinoid system (ECS) may be a candidate for modulating the 

complications of SCA. The ECS is associated with several physiological pathways and 

impacts on hematopoiesis, platelet aggregation and immune responses. Therefore, 

this study aimed to evaluate the association of single base polymorphisms (SNPs) 

related to the ECS with hemolytic subphenotypes in patients with SCA, as well to verify 

the influence of the biochemical variables of hemolysis, fetal hemoglobin (Hb) 

concentration (Hb F) and the presence of alpha-thalassemia (-α-3.7 kb) on the 

subphenotypes isolated or associated with the polymorphisms. The groups studied 

consisted of (1) 73 stroke patients, (2) 80 priapism patients and (3) 144 patients 

designated as the control group (for priapism, 58). The SCA phenotype was initially 

diagnosed by HPLC, and PCR-RE confirmed it. The α-3.7kb thalassemia mutation was 

detected by GAP-PCR, and genotyping of the SNPs FAAH rs324420, MAGL rs604300, 

CNR1 rs7766029, and CNR2 rs35761398 was carried out using TaqMan genotyping 

assays. Laboratory data on total hemoglobin (Hb), indirect bilirubin (IB), total 

reticulocyte count, and lactate dehydrogenase (LDH) were obtained from the medical 

records. Lower Hb F levels were associated with stroke (P < 0.001), and a lower 

frequency of the α-3.7kb-thalassemia mutation was associated with priapism (P < 0.001). 

In multivariate analyses with adjustment for α-3.7kb-thalassemia, CNR2 rs35761398 was 

associated with a lower chance of developing priapism (OR = 0.386 [0.175-0.854], P 

= 0.019), independently of the α-3.7kb-thalassemia mutation (OR = 0.148 [0.059-0.375], 

P < 0.001) as a covariate, and there was no statistical association between SNPs and 

stroke. Ischemic priapism is a hemolytic subphenotype of SCA that involves 

unbalanced vasodilation/vasoconstriction pathways in the corpora cavernosa, such as 

decreased signaling involved in the RhoA/Rho-kinase (ROCK) protein vasoconstrictor 

pathway, resulting in relaxation of the corpora cavernosa and increased susceptibility 

to priapism. Since activation of the type 2 cannabinoid receptor (CB2) is involved in 

decreasing RhoA activation, we suggest, based on our results, that the TT-CC 

genotype for the CNR2 SNP analyzed results in the basal level of activation of this 



receptor, playing a role in maintaining the normal RhoA/ROCK pathway and reducing 

the chances of developing priapism.  

Keywords: Ischemic priapism; CNR2 rs35761398; Prognostic markers; Cannabinoid 

receptor type 2. 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Introdução 

Figura 1 – Fisiopatologia molecular da anemia falciforme (AF) 21 

Figura 2 – Principais vias de síntese e degradação da anandamida (AEA) e 

do 2-araquidonoilglicerol (2-AG) 

24 

Figura 3 - Principais vias de sinalização moduladas pela ativação dos 

receptores canabinoides 

26 

Manuscrito “Association of single nucleotide variants (SNVs) of the 

endocannabinoid system with sickle cell anemia hemolytic subphenotypes” 

Fig. 1 Relative genotype frequencies in stroke and control groups for 

rs324420, rs604300, rs7766029, and rs35761398 

35 

Fig. 2 Relative genotype frequencies in priapism and control groups for 

rs324420, rs604300, rs7766029, and rs35761398 

36 

Fig. 3 Forest plot of multiple binary logistic regression analysis of selected 

SNPs and (1) priapism vs. control group and (2) stroke vs. control group 

37 



LISTA DE TABELAS 

Manuscrito “Association of single nucleotide variants (SNVs) of the 

endocannabinoid system with sickle cell anemia hemolytic subphenotypes” 

Table 1 - Association analysis of SCA hemolytic subphenotypes with genetics 

and laboratory variables 

34 

Table S1 – Association analysis of the SNPs overdominant models with 

laboratory variables 

47 

Table S2 – Association analysis of the SNPs dominant models with laboratory 

variables 

47 

Table S3 – Association analysis of the SNPs recessive models with laboratory 

variables 

Table S4 - Association analysis of the SNPs codominant models with 

laboratory variables 

48 

48 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

∆9-THC - Delta9-tetrahidrocanabinol 

2-AG - 2-araquidonoilglicerol

7-TM - Sete domínios transmembranares, do inglês “Seven-transmembrane domains”

A – Adenina 

AA – Ácido araquidônico 

AC – Adenilato ciclase 

AEA – Anandamida 

AF – Anemia falciforme 

Arg – Arginina 

AVE – Acidente vascular encefálico 

cAMP - Monofosfato cíclico de adenosina, do inglês “cyclic adenosine 

monophosphate” 

CB1 – Receptor canabinoide tipo 1, do inglês “cannabinoid receptor type 1” 

CB2 – Receptor canabinoide tipo 2, do inglês “cannabinoid receptor type 2” 

CBD – Canabidiol 

CBRs – receptores canabinoides, do inglês “cannabinoid receptors” 

cGMP - Monofosfato cíclico de guanosina, do inglês “cyclic gua  monophosphate” 

CI – Intervalo de confiança, do inglês “confidence interval” 

CNR1 – Gene do receptor canabinoide tipo 1 

CNR2 – Gene do receptor canabinoide tipo 2 

DAG – 1,2-diacil glicerol 

DAGL - Diacil glicerol lipase 

DAMPs – Padrões moleculares associados a danos, do inglês “damage-associated 

molecular patterns” 

DF – Doença falciforme 

ECs – Endocanabinoides 

ECS – Sistema endocanabinoide, do inglês “endocannabinoid system” 

EMT - Transportadores endocanabinoides de membrana, do inglês “endocannabinoid 

membrane transporters” 

eNOS – Óxido nítrico sintase endotelial 

ERO – Espécies reativas de oxigênio 

FAAH - Amida hidrolase de ácidos graxos, do inglês “fatty acid amide hydrolase” 



GABA - Ácido gama-aminobutírico, do inglês “gamma-amino butyric acid” 

Gln – Glutamina 

Glu – Ácido glutâmico 

GPCRs - receptores acoplados à proteína G, do inglês “G-protein-coupled receptors” 

Hb – Hemoglobina 

HBB – Gene da beta globina, do inglês “hemoglobin subunit beta” 

HPLC – Cromatografia líquida de alta performance, do inglês “high performance liquid 

chromatography” 

HU – Hidroxiuréia, do inglês “hydroxyurea” 

IB – Bilirrubina indireta, do inglês “indirect bilirrubin” 

ICAM-1 – Molécula de adesão intercelular-1, do inglês “intercellular adhesion 

molecule-1” 

IL – Interleucinas 

LDH – Lactato desidrogenase, do inglês “lactate dehydrogenase” 

MAGL - lipase de monoacilglicerol, do inglês “monoacylglycerol lipase” 

MAPK - Proteína quinase ativada por mitógeno, do inglês “mitogen‑activated protein 

kinase” 

MCP-1 - Proteína quimiotática de monócitos 1, do inglês “monocyte chemoattractant 

protein-1” 

NADA - Dopamina N-araquidonoil 

NAEs - N-aciletanolaminas 

NAPE-PLD - N-acil-fosfatidiletanolamina-específica fosfolipase D 

NArPE - N-araquidonoil PE 

NAT - N-acil transferase 

NETs – Armadilhas extracelulares de neutrófilos, do inglês “neutrophil extracellular 

traps” 

NF-κβ - Fator nuclear kappa beta, do inglês “nuclear factor kappa beta” 

NO – óxido nítrico 

OR – Razão de chances, do inglês “odds ratio” 

PCR – Reação em cadeia da polimerase, do inglês “polimerase chain reaction” 

PDE5 - Fosfodiesterase 5, do inglês “phosphodiesterase type 5” 

PE – Fosfatidiletanolamina 

PI3K - Fosfatidilinositol-3-quinase, do inglês “phosphoinositide 3-kinase” 

PKA – Proteína quinase A, do inglês “protein kinase A” 



PKB/Akt – Proteína quinase B, do inglês “protein kinase B” 

PKG – Proteína quinase G, do inglês “protein kinase G” 

PLC – fosfolipase C, do inglês “phospholipase C” 

PPARs - Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma, do inglês 

“peroxisome proliferators-activated receptors” 

Pro – Prolina 

Ret – Reticulócitos, do inglês “retyculocytes” 

RhoA – Do inglês, “Ras homolog family member A” 

ROCK – Rho quinase, do inglês “Rho-kinase” 

SCA – Anemia falciforme, do inglês “sickle cell anemia” 

SNC – Sistema nervoso central 

SNP – Sistema nervoso periférico 

SNPs – Polimorfismos de nucleotídeo único, do inglês “single nucleotide 

polymorphisms” 

SNV – variantes de nucleotídeo único, do inglês “single nucleotide variants” 

T – Timina 

Thr – Treonina 

TLR4 – Receptores do tipo toll 4, do inglês “toll-like receptors 4” 

TNF – Fator de necrose tumoral, do inglês “tumor necrosis factor” 

TRPV1 - Receptor de potencial transitório vaniloide tipo 1, do inglês “transient receptor 

potential vanilloid 1” 

Val – Valina 

VCAM-1 – Molécula de adesão vascular-1, do inglês “vascular adhesion molecule-1” 

VGCC - Canais de cálcio dependentes de voltagem, do inglês “voltage-gated calcium 

channels” 

VOC – vaso-oclusão 

XO – Xantina oxidase 



LISTA DE SÍMBOLOS 

α - Alfa 

β - Beta 

γ – Gama 

∆ - Delta 

Κ - Kappa 



SUMÁRIO 

PREFÁCIO ................................................................................................................ 18 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................... 19 

1.1. ANEMIA FALCIFORME .................................................................................. 19 

1.2. SISTEMA ENDOCANABINOIDE .................................................................... 22 

1.2.1. Endocanabinoides ........................................................................................ 22 

1.2.2. Receptores endocanabinoides ..................................................................... 24 

1.2.3. Polimorfismos genéticos do sistema endocanabinoide ................................ 27 

1.3. ANEMIA FALCIFORME E SISTEMA ENDOCANABINOIDE ......................... 28 

2. OBJETIVOS ....................................................................................................... 29 

2.1. OBJETIVO GERAL ......................................................................................... 29 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS .............................................................................. 29 

3. ASSOCIATION OF SINGLE NUCLEOTIDE VARIANTS (SNVS) OF THE

ENDOCANNABINOID SYSTEM WITH SICKLE CELL ANEMIA HEMOLYTIC 

SUBPHENOTYPES .................................................................................................. 30 

4. CONCLUSÕES .................................................................................................. 49 

REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 50 



18 

PREFÁCIO 

A presente dissertação está sendo apresentada na forma de manuscrito a ser 

submetido em revista internacional indexada, intitulado “Association of single 

nucleotide variants (SNVs) of the endocannabinoid system with sickle cell anemia 

hemolytic subphenotypes”. O referido manuscrito será submetido na revista “Annals 

of Hematology”, com fator de impacto (2022) 3,5 e Qualis/CAPES – Ciências 

Biológicas I A3. 

A introdução apresenta uma revisão da literatura sobre a fisiopatologia da anemia 

falciforme (AF), os componentes do sistema endocanabinoide (ECS) e seu modo de 

ação, e mecanismos fisiológicos relacionados à patologia da AF que podem ser 

modulados pelo ECS. Em sequência, apresentamos o objetivo geral e os objetivos 

específicos do trabalho. A metodologia, os resultados e as discussões dos dados são 

apresentados no manuscrito, em língua inglesa, seguindo as normas de formatação 

recomendadas pela revista. Por fim, descrevemos nossas conclusões. 
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1. INTRODUÇÃO

1.1. ANEMIA FALCIFORME 

A doença falciforme (DF) é a afecção monogênica hematológica mais frequente 

no mundo, com incidência global em 2021 de 382 a cada 100 mil nascidos vivos e 

prevalência de 7,74 milhões de casos ao redor do mundo. Nas últimas duas décadas, 

o total global de mortes por DF apresentou um aumento de 43,4%, de 262 mil em

2000 para 376 mil em 2021 (Thomson et al., 2023). No Brasil, de 2015 a 2019 a 

incidência da DF foi estimada em 1.362 novos casos ao ano, sendo a prevalência de 

aproximadamente 60 mil casos e a taxa de mortalidade (somente considerando óbitos 

com DF como causa primária) de 0,25 a cada 100 mil óbitos (Cançado el al., 2023). 

A DF é caracterizada pela presença de uma hemoglobina (Hb) com características 

bioquímicas diferentes da Hb normal, denominada Hb S. A alteração gênica é 

proveniente de uma troca de adenina (A) por timina (T) na posição 20 do gene da 

beta-globina (HBB), levando à troca de ácido glutâmico (Glu) por valina (Val) na sexta 

posição da cadeia beta(β)-globínica (HBB; βS GAG→GTG; glu6val). A presença do 

alelo mutante (βS) em homozigose resulta na anemia falciforme (AF), e a heterozigose 

composta com outras mutações no gene HBB resulta em diferentes fenótipos que 

juntos com a AF formam o grupo da DF (Kato el al., 2018; Ware et al., 2017). 

A fisiopatologia da AF é complexa e envolve várias alterações moleculares, 

celulares e bioquímicas. A polimerização da Hb S é o principal evento que caracteriza 

a patogênese molecular da AF, dando início a uma série de mecanismos que se 

retroalimentam. Quando em condição de hipóxia, os tetrâmeros de Hb S expõem seus 

resíduos hidrofóbicos de valina e formam polímeros rígidos, deformando e danificando 

a membrana e o citoesqueleto dos eritrócitos. A polimerização é reversível, uma vez 

que as fibras se desfazem na presença de oxigênio e o eritrócito retorna ao formato 

discoide. No entanto, ciclos de falcização levam a danos repetidos na membrana, 

resultando em eritrócitos irreversivelmente falciformes e hemólise intra- e 

extravascular. A hemólise e a falcização eritrocitária geram consequências 

significativas, como a disfunção do endotélio vascular, a vasculopatia e a vaso-

oclusão (Barabino; Platt; Kaul, 2010; Kato; Steinberg; Gladwin, 2017; Williams; Thein, 

2018; Sundd; Gladwin; Novelli, 2019). 
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A hemólise intravascular resulta na liberação do conteúdo intraeritrocitário nos 

vasos sanguíneos, aumentando a concentração de Hb livre, grupo heme e de 

espécies reativas de oxigênio (ERO), como os radicais hidroxila (HO•) e superóxido 

(O2•-), que depletam o óxido nítrico (NO) e formam outros oxidantes potentes, tais 

como o peroxinitrito (ONOO-) e dióxido de nitrogênio (NO2) (Voskou et al., 2015). A 

hemólise também libera a arginase -1, que por sua vez, metaboliza o mesmo substrato 

que a enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) utiliza para a produção de NO, a 

L-arginina. A diminuição de NO e o aumento de ERO contribuem para a

vasoconstrição, vasculopatia, ativação de moléculas de adesão endotelial e na 

produção de vasoconstritores potentes (Nader et al., 2021). 

Os leucócitos, em resposta a esses eventos, aumentam a expressão de 

mediadores inflamatórios, tais como interleucina (IL) - 6, IL-1β, IL-8 e fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), após ativação da via de sinalização do fator nuclear kappa beta 

(NF-kβ) por meio da interação do grupo heme e de outras moléculas de padrões 

moleculares associados a danos (DAMPs), que ativam o sistema imune inato via 

receptores do tipo toll 4 (TLR4) (Zhang et al., 2016; Allali et al., 2020; Vona et al., 

2021). Tais consequências promovem estado inflamatório, ativação endotelial com a 

exposição de proteínas de adesão (molécula de adesão intercelular-1 - ICAM-1, 

molécula de adesão vascular 1 - VCAM-1, P-selectina e E-selectina), recrutamento e 

adesão de plaquetas e outros leucócitos e disfunção endotelial (Nader et al., 2021; 

Wang; Zennadi, 2021). A consequência dos eventos hemolíticos reflete em processos 

de interação dinâmica entre eritrócitos falciformes e o endotélio vascular aprisionando 

eritrócitos, leucócitos e plaquetas na microcirculação levando a obstrução vascular e 

isquemia tecidual, chamado de vaso-oclusão (VOC) (Figura 1) (Williams; Thein, 2018; 

Sundd; Gladwin; Novelli, 2019). 
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Figura 1. Fisiopatologia molecular da anemia falciforme (AF). A mutação no gene HBB ocasiona a 

substituição de um ácido glutâmico por uma valina na sexta posição da cadeia β globínica, resultando 

na formação da Hb S. Os rígidos polímeros de Hb S formados em hipóxia levam à falcização do 

eritrócito, com consequente formação de agregados de eritrócitos falcêmicos, leucócitos, plaquetas e 

células endoteliais, obstruindo o fluxo sanguíneo. Esse evento é referido como vaso-oclusão (VOC), o 

qual promove a lesão por isquemia-reperfusão. Os polímeros de Hb S também ocasionam a hemólise, 

a qual libera Hb na circulação sanguínea. A Hb livre promove disfunção endotelial por depletar o NO, 

formando EROs, e liberar o grupo heme, o qual juntamente com outras DAMPs ativam o inflamassoma. 

EROs são também produzidas pelas enzimas NADPH oxidase, XO e eNOS desacoplada. Por fim, o 

inflamassoma ativado por ERO, TLR4 e NETs (formadas por neutrófilos ativados), leva à produção de 

interleucinas e citocinas pró-inflamatórias. Os eventos são retroalimentados e constituem a complexa 

fisiopatologia da AF. DAMPs – padrões moleculares associados a dano; eNOS – óxido nítrico sintase 

endotelial; ERO – espécie reativa de oxigênio; Glu – ácido glutâmico; Hb – hemoglobina; HBB – gene 

da beta globina; IL – interleucina; NETs – armadilhas extracelulares de neutrófilos; NO – óxido nítrico; 

TLR4 – receptores tipo toll 4; TNF – fator de necrose tumoral; Val – valina; XO – xantina oxidase. Fonte: 

(Adaptado de Sundd; Gladwin; Novelli, 2019). 



22 

Como mencionado, a base molecular para a formação da Hb S é conhecida, mas 

somente esse mecanismo não é suficiente para explicar toda a diversidade fenotípica 

e a gravidade clínica variável encontrada nas pessoas com AF. Neste sentido, vários 

estudos têm sido propostos para a identificação de moduladores genéticos e 

bioquímicos a fim de relacioná-los com os mecanismos fisiopatológicos, estabelecer 

prognósticos mais precisos e, também, orientar o desenvolvimento de terapias mais 

específicas e eficazes (Belini-Júnior et al., 2015; Habara; Steinberg, 2016; Pincez et 

al., 2022). 

1.2. SISTEMA ENDOCANABINOIDE 

Os componentes químicos da Cannabis sativa L. começaram a ser identidicados 

nas décadas de 50 e 60, sendo o canabidiol (CBD) e o ∆9-tetrahidrocanabinol (∆-9 

THC) os primeiros a serem quimicamente caracterizados (Loewe, 1950; Mechoulam; 

Shvo, 1963; Gaoni; Mechoulam, 1964). Na década de 90, os receptores canabinoides 

tipo 1 e tipo 2 (CB1 e CB2) foram identificados como alvos do ∆-9 THC (Matsuda et 

al., 1990; Munro; Thomas; Abu-Shaar, 1993). A partir da identificação do CB1 e do 

CB2, foram isolados e caracterizados ligantes endógenos desses receptores - os 

quais foram denominados endocanabinoides (ECs) - e as principais enzimas 

responsáveis pela biossíntese e degradação desses compostos (Devane et al., 1992; 

Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995; Di Marzo & Fontana; 1995; Okamoto et 

al., 2004). O sistema de sinalização composto pelos ECs, seus dois principais 

receptores e enzimas responsáveis pelo seu metabolismo foi denominado sistema 

endocanabinoide (ECS), o qual está envolvido em diversos aspectos – se não todos - 

da fisiologia de mamíferos (Ligresti; De Petrocellis; Di Marzo, 2016). 

1.2.1. Endocanabinoides 

Os ECs são lipídeos de sinalização endógenos, derivados de ácidos graxos e 

capazes de ativar os receptores canabinoides. Há ao menos 15 ECs com ligação 

ortostérica ou alostérica aos receptores CB1 e CB2, sendo exemplos ortostéricos o 2-

araquidonoilglicerol (2-AG), a etanolamina N-aracnodoil (anandamida - AEA), a 

etanolamina O-araquidonoil (virandamida), a oleamida, a dopamina N-araquidonoil 

(NADA) e o éter glicerol 2-araquidonoil (noladina) (Pertwee, 2015); e exemplos 

alostéricos a lipoxina A4 (Pamplona et al., 2012) e o pepcan-12 (Petrucci et al., 2017). 
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Os ECs são considerados transmissores atípicos por não serem estocados em 

vesículas e por atuarem a partir de um mecanismo de sinalização retrógrado, sendo 

sintetizados sob demanda no neurônio pós-sináptico e liberados imediatamente após 

sua síntese, ligando-se a receptores do neurônio pré-sináptico (Giacobbe et al., 2021). 

A síntese e a degradação dos ECs envolvem diferentes enzimas, sendo as vias do 

metabolismo da AEA e do 2-AG as mais estudadas. A AEA pertence ao grupo das N-

aciletanolaminas (NAEs), e sua biossíntese inicia-se com a ligação de ácido 

araquidônico (AA) e fosfatidiletanolamina (PE), catalisada por uma N-acil transferase 

(NAT), formando o N-araquidonoil PE (NArPE). A enzima N-acil-fosfatidiletanolamina-

específica fosfolipase D (NAPE-PLD) converte o NArPE em AEA (Biringer, 2021). A 

principal via de síntese do 2-AG, por sua vez, incia-se a partir da degradação de 

fosfolipídeos de membrana pela enzima fosfolipase C (PLC), formando o 1,2-diacil 

glicerol (DAG). O DAG é então convertido em 2-AG a partir da enzima diacil glicerol 

lipase (DAGL) (Murataeva; Straiker; Mackie, 2014; Rezende et al., 2023). Após serem 

liberados na fenda sináptica e interagirem com os receptores canabinoides (ou outros 

receptores), os ECs são reabsorvidos pelas células por um mecanismo envolvendo 

transportadores endocanabinoides de membrana (EMT), seguido por degradação 

intracelular. As principais enzimas envolvidas na hidrólise intracelular da AEA e do 2-

AG são a amida hidrolase de ácidos graxos (FAAH) e a lipase de monoacilglicerol 

(MAGL), respectivamente (Rezende et al., 2023) (Figura 2). 
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Figura 2. Principais vias de síntese e degradação da anandamida (AEA) e do 2-

araquidonoilglicerol (2-AG). AA – ácido araquidônico; AEA – anandamida; 2-AG – 2-

araquidonoilglicerol; DAG - 1,2-diacil glicerol; DAGL - diacil glicerol lipase; EMT – transportadores 

endocanabinoides de membrana; FAAH - amida hidrolase de ácidos graxos; MAGL - lipase de 

monoacilglicerol; NAPE-PLD - N-acil-fosfatidiletanolamina-específica fosfolipase D; NArPE - N-

araquidonoil fosfatidiletanolamina; NAT - N-acil transferase; PE – fosfatidiletanolamina. Fonte: 

(Adaptado de Rezende et al., 2023). 

1.2.2. Receptores endocanabinoides 

Os dois receptores clássicos do ECS são o CB1 e o CB2, os quais compartilham 

44% de homologia entre si (Munro, Thomas, Abu-Shaar, 1993). Ambos são receptores 

acoplados à proteína G (GPCRs) e membros da superfamília de receptores de 7 

domínios transmembranares (7-TM), com um domínio amino-terminal extracelular, 7 

domínios transmembranares hidrofóbicos, três loops exracelulares e três 

intracelulares e 1 domínio carboxi-terminal intracelular. (Sharma et al., 2021). O CB1 

é altamente conservado entre humanos e outras espécies (97% de homologia com 

ratos e camundongos), e também encontrado em alguns invertebrados 

deuterostômios. O CB2, por sua vez, apresenta menor homologia; CB2 de humanos 

e camundongos, por exemplo, compartilham somente 82% da sequência de 

aminoácidos (Howlett; Abood, 2017). 

O CB1 é, possivelmente, o GPCR mais abundante no cérebro de mamíferos e é 

amplamente encontrado no sistema nervoso central (SNC), com as maiores 

concentrações em regiões responsáveis por processos fisiológicos e mentais, como 

hipocampo, córtex cerebral, cerebelo, gânglio basal, hipotálamo e amígdala (Zou & 

Kumar, 2018; Sharma et al., 2021). Sua expressão em terminais pré-sinápticos sugere 

seu mecanismo de sinalização retógrado, inibindo a liberação de neurotransmissores 

como norepinefrina, dopamina, acelticolina, glutamato, e ácido γ-aminobutírico 

(GABA). O CB1 é também expresso por astrócitos, oligodendrócitos e em células da 

micróglia, ainda que em menor concentração em comparação a neurônios, e no 

sistema nervoso periférico (SNP) é altamente expresso por terminais nervosos 

simpáticos (Rezende et al., 2023). Além dos SNC e SNP, o CB1 é encontrado (em 

menor concentração) no fígado, no trato gastrointestinal, no sistema cardiovascular, 

no endotélio vascular, na musculatura lisa e esquelética, no sistema imune e outros 

órgãos e tecidos (Zou & Kumar, 2018). O CB2 é principalmente expresso por órgãos 
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e células do sistema imune, como baço, tonsilas, timo, medula óssea, monócitos, 

macrófagos, mastócitos e linfócitos T e B. Nas células do sistema imune, o CB2 

modula a ativação e migração das mesmas e a liberação de citocinas pró-inflamatórias 

(Ianotti; Di Marzo; Petrosino, 2016). Em concentrações bem menores em relação ao 

CB1, é encontrado também em neurônios do SNC e SNP e em células ativadas da 

micróglia (Di Marzo, 2018). 

A ativação dos receptores canabinoides inicia uma via de sinalização que envolve, 

principalmente, a ligação do receptor às proteínas inibitórias Gi e Go (Gi/o), resultando 

na dissociação de seus heterodímeros e liberação das suas subunidades α e βγ (Lu 

et al., 2018). A subunidade Giα inibe a atividade da enzima adenilato ciclase (AC) e, 

consequentemente, diminui os níveis de monofosfato cíclico de adenosina (cAMP) (Lu 

et al., 2019; Sharma et al., 2021). A redução de cAMP afeta a ativação da proteína 

quinase A (PKA), a qual está associada a várias vias de sinalização relacionadas à 

proliferação, diferenciação e sobrevivência celular (Iannotti; Di Marzo; Petrosino, 

2016; Rezende et al., 2023). A subunidade βγ estimula as vias da fosfatidilinositol-3-

quinase (PI3K)/proteína quinase B (PKB/Akt) e da proteína quinase ativada por 

mitógeno (MAPK), envolvidas em processos de proliferação, sobrevivência e morte 

celular (Lu et al., 2019; Sharma et al., 2021). Além disso, a ativação dos receptores 

canabinoides é capaz de suprimir o influxo de cálcio (Ca2+) para as células através da 

inibição de canais de cálcio dependentes de voltagem (VGCC) (Zou; Kumar, 2018) 

(Figura 3). 
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Figura 3. Principais vias de sinalização moduladas pela ativação dos receptores canabinoides. 

AC – adenilato ciclase; Akt – proteína quinase B; cAMP - monofosfato cíclico de adenosina; CB1 – 

receptor canabinoide 1; CB2 – receptor canabinoide 2; MAPK - proteína quinase ativada por mitógeno; 

PI3K - fosfatidilinositol-3-quinase; PKA – proteína quinase A; VGCC - canais de cálcio dependentes de 

voltagem. Fonte: (Adaptado de Zou; Kumar, 2018). 

Além do CB1 e do CB2, outros GPCRs foram considerados possíveis receptores 

canabinoides; no entanto, até o momento somente os receptores GPR55 e GPR18 

são alvos evidentes de uma ampla gama de ligantes canabinoides. O GPR55 

apresenta baixa homologia de sequência com os receptores CB1 e CB2 (13% e 14%, 

respectivamente) e é amplamente expresso no cérebro e no SNP, coexistindo com 

esses receptores em vários tecidos. O GPR18 também apresenta baixa homologia 

com os receptores clássicos (13% com CB1 e 8% com CB2), sendo expresso 

principalmente em tecidos linfoides (Morales; Reggio, 2017). O receptor de potencial 

transitório vaniloide tipo 1 (TRPV1) e outros cinco da superfamília dos receptores de 

potencial transitório (TRP) são também modulados por canabinoides e constituem os 

chamados “receptores canabinoides ionotrópicos” (Di Marzo; De Petrocellis, 2010; 

Muller; Morales; Reggio, 2019). Por fim, os canabinoides são também capazes de 

ativar os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs), 

especialmente as isoformas α e γ, modulando respostas metabólicas, anti-

inflamatórias e neuroprotetivas (Ianotti; Vitale, 2021). A capacidade de interagir com 

diversos receptores em diferentes tipos celulares confere aos canabinoides, 
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especialmente aos ECs, um efeito pleiotrópico, atuando em diversas vias fisiológicas 

e estados patológicos (Ligresti; De Petrocellis; Di Marzo, 2016). 

1.2.3. Polimorfismos genéticos do sistema endocanabinoide 

Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) envolvidos em genes que codificam 

receptores canabinoides e enzimas que catabolizam os ECs podem alterar o padrão 

de sinalização e a metabolização dessas moléculas, possivelmente interferindo em 

diversas vias celulares e processos fisiopatológicos de diversas doenças. A função de 

SNPs relacionados ao gene CNR1, responsável por codificar o receptor CB1, bem 

como seus efeitos na expressão gênica e na atividade do receptor ainda não foram 

totalmente elucidados. Possivelmente, os SNPs envolvidos nesse gene, como o 

rs7766029, poderiam estar relacionados a uma diminuição na estabilidade do mRNA 

transcrito e, portanto, contribuiriam para uma redução da expressão de CB1 e 

sinalização de ECs que interagem com esse receptor (Domschke et al., 2008; Gonda 

et al., 2019). O SNP rs35761398 do gene CNR2, o qual codifica o receptor CB2, é 

responsável por uma substituição de uma arginina (Arg) por glutamina (Gln) na 

posição 63 da cadeia polipeptídica (Arg63>Gln) e afeta a resposta do CB2 aos ECs, 

interferindo na sinalização dessas moléculas e em processos associados, como a 

modulação do sistema imune (Carrasquer et al., 2010). 

O SNP rs324420 do gene FAAH, que codifica a enzima responsável pela hidrólise 

da AEA, resulta em uma mutação missense na posição 385 do gene (385C>A) que 

converte um resíduo conservado de prolina (Pro) em uma treonina (Thr) (Pro129>Thr), 

produzindo uma enzima com propriedades catalíticas normais, porém mais suscetível 

à degradação proteolítica (Sipe et al., 2002). O genótipo A/A desse SNP é associado 

a um aumento da sinalização da AEA (Conzelmann et al., 2012) e a níveis reduzidos 

de FAAH quando comparado ao genótipo C/C (Chiang et al., 2004). O SNP rs604300, 

relacionado à MAGL, enzima responsável pela hidrólise do 2-AG, reside em uma 

região intrônica do gene MAGL próximo a uma sequência acentuadora da expressão 

do gene regulada por modificações epigenéticas relacionadas às histonas. Há 

evidências que a regulação epigenética nessa região pode exercer papel na 

transcrição do gene, produzindo níveis diferenciais de MAGL e influenciando na 

metabolização do 2-AG (Carey et al., 2015). 
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1.3. ANEMIA FALCIFORME E SISTEMA ENDOCANABINOIDE 

Na busca de novas perspectivas sobre a fisiopatologia e terapias na AF, o ECS 

pode apresentar avanços promissores por ter demonstrado papel importante na 

atuação em várias vias bioquímicas e fisiológicas envolvidas na patologia da doença. 

Em cultura de células endoteliais da artéria coronária humana, agonistas sintéticos do 

CB2 diminuíram a expressão de proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-1) 

induzida por TNF-α, a ativação de NF-κB e a adesão e migração transendotelial de 

monócitos. No mesmo estudo, a expressão de ICAM-1 e VCAM-1 induzida por TNF-

α foi atenuada, e em camundongos a adesão de monócitos ao endotélio aórtico foi 

mitigada (Rajesh et al., 2013). A diminuição da expressão de moléculas de adesão 

(ICAM-1, VCAM-1, P-selectina e E-selectina) mediada pela ativação de CB1/CB2 já 

havia sido demonstrada em modelo animal de aterosclerose (Zhao et al., 2010); assim 

como a quimiotaxia de macrófagos murinos para sítios de inflamação, modulada por 

CB2 (Raborn et al., 2008). O tratamento com um agonista de CB1/CB2 (CP55,940) 

reduziu a ativação de mastócitos e a liberação de citocinas pró-inflamatórias (IL-1α, 

IL-6, TNF-α e MCP-1), bem como preveniu a falcização dos eritrócitos induzida por 

hipóxia em camundongos falcêmicos (Vicent et al., 2016).  

Em relação aos ECs, há evidências de que a AEA participa na estimulação da 

hematopoiese e tem papel na sobrevivência e fisiologia eritrocitária, além de diminuir 

a resposta inflamatória de macrófagos e células tronco mesenquimais (Bentzen; Lang, 

2007; Gasperi et al., 2015; Ruhl et al., 2021). Tanto a AEA quanto o 2-AG são capazes 

de interagir com plaquetas, mas somente o 2-AG é um agonista verdadeiro de 

plaquetas humanas. Há evidências, no entanto, de que a AEA é capaz de prolongar o 

tempo de vida de plaquetas, reduzir sua agregação e de estimular a atividade da 

eNOS, aumentando a produção de NO e, consequentemente, a sobrevivência 

plaquetária (De Angelis et al., 2014; Gasperi et al., 2015). O 2-AG, em contrapartida, 

leva à ativação e à agregação plaquetária (Gasperi et al., 2015). 

Portanto, a relação entre os mecanismos fisiopatológicos da AF e o ECS 

fundamenta a importância de estudos nesta área, contribuindo com a expansão da 

compreensão do impacto dos ECs em vias de interesse para potenciais terapias na 

AF, bem como no entendimento da influência de variantes genéticas desse complexo 

sistema em subfenótipos da doença. 
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4. CONCLUSÕES

- O presente estudo forneceu, pela primeira vez, uma associação entre polimorfismos

do sistema endocanabinoide (ECS) e a anemia falciforme (AF); 

- Os polimorfismos analisados (FAAH rs324420, MAGL rs604300, CNR1 rs7766029,

e CNR2 rs35761398) não foram bons preditores para o desenvolvimento de acidente 

vascular encefálico (AVE); no entanto, há evidências crescentes de que tais genes do 

ECS são bons candidatos à modulação da AF; 

- O genótipo TT-CC do polimorfismo CNR2 rs35761398 conferiu efeito protetor ao

desenvolvimento de priapismo, e, portanto, sugerimos uma nova abordagem na 

fisiopatologia desse subfenótipo da AF envolvendo o receptor canabinoide tipo 2 

(CB2); 

- Nossos dados devem ser considerados com cautela, uma vez que consequências

funcionais do polimorfismo CNR2 rs35761398 na atividade do CB2 ainda precisam 

ser completamente estabelecidas. 
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