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RESUMO

A anemia falciforme (AF) resulta da homozigose para a mutacdo no gene da beta-
globina que leva a inUmeras complica¢fes clinicas como resultado de mecanismos
fisiopatoldégicos complexos. Os fendtipos clinicos da AF estdo associados a
modificadores genéticos e o sistema endocanabinoide (ECS) pode ser um candidato
para modular as complicacdes da AF. O ECS esta associado com a hematopoiese,
na agregacgao plaquetéaria e nas respostas imunitarias. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a associacao de polimorfismos de base Unica (SNPs) relacionados
ao ECS com os subfenoétipos hemoliticos em pessoas com AF, bem como verificar a
influéncia das variaveis bioquimicas de hemdlise, concentracdo de hemoglobina (Hb)
fetal (Hb F) e presenca de alfa talassemia (-a37 0). Os grupos estudados foram
compostos por (1) 73 pessoas com acidente vascular encefalico (AVE), (2) 80 pessoas
com priapismo e (3) 144 pessoas como grupo controle (para priapismo, 58). O fen6tipo
da AF foi diagnosticado por HPLC e confirmado por PCR-RE. A mutacéo da a37kP
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 TagMan. Os dados laboratoriais de hemoglobina (Hb) total, bilirrubina indireta
(BI), contagem total de reticuldcitos e lactato desidrogenase (LDH) foram obtidos a
partir dos registos médicos. Niveis mais baixos de Hb F foram associados ao AVE (P
< 0,001), e frequéncia mais baixa da mutagdo a-3"*-talassemia foi associada ao
priapismo (P < 0,001). Em analises multivariadas com ajuste para a-37k’-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 mutagdo a37k-talassemia
(OR = 0,148 [0,059-0,375], P < 0,001) como covariavel, e ndo houve associacao
estatistica entre os SNPs e AVE. O priapismo isquémico € um subfendtipo hemolitico
da SCA que envolve vias desequilibradas de vasodilatagdo/vasoconstricdo nos corpos
cavernosos, como a diminuigdo da sinalizagcdo envolvida na via vasoconstritora das
proteinas RhoA/Rho-kinase (ROCK), resultando no relaxamento dos corpos
cavernosos e maior suscetibilidade ao priapismo. Uma vez que a ativagéo do receptor
canabinoide tipo 2 (CB2) esta envolvida na diminuicdo da ativacdo de RhOA,
sugerimos, com base em nossos resultados, que o genadtipo TT-CC para o SNP de
CNR2 analisado resulta no nivel basal de ativacado desse receptor, desempenhando



um papel na manutencdo da via RhoA/ROCK normal e reduzindo as chances de
desenvolver priapismo.

Palavras—chave: Priapismo isquémico; CNR2 rs35761398; Marcadores
prognosticos; 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 (-a37 ko) 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 a3k 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 TagMan 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 a-37k>-thalassemia mutation was associated with priapism (P < 0.001).
In multivariate analyses with adjustment for a-37b-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 a3 7¥-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.
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PREFACIO

A presente dissertacdo estd 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 sera submetido na revista “Annals
of Hematology”, com fator de impacto (2022) 3,5 e Qualiss=CAPES — Ciéncias
Biologicas | A3.

A introducao apresenta uma revisao da literatura sobre a fisiopatologia da anemia
falciforme (AF), os componentes do sistema endocanabinoide (ECS) e seu modo de
acdo, e mecanismos fisioldgicos relacionados a patologia da AF que podem ser
modulados pelo ECS. Em sequéncia, apresentamos o0 objetivo geral e os objetivos
especificos do trabalho. A metodologia, os resultados e as discussfes dos dados sao
apresentados no manuscrito, em lingua inglesa, seguindo as normas de formatacao

recomendadas pela revista. Por fim, descrevemos nossas conclusoes.
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1. INTRODUCAO

1.1.ANEMIA FALCIFORME

A doenca falciforme (DF) € a afeccdo monogénica hematolégica mais frequente
no mundo, com incidéncia global em 2021 de 382 a cada 100 mil nascidos vivos e
prevaléncia de 7,74 milhdes de casos ao redor do mundo. Nas ultimas 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
incidéncia da DF foi estimada em 1.362 novos casos ao ano, sendo a prevaléncia de
aproximadamente 60 mil casos e a taxa de mortalidade (somente considerando 6bitos

com DF como causa priméria) de 0,25 a cada 100 mil 6bitos (Cangado el al., 2023).

A DF é caracterizada pela presenca de uma hemoglobina (Hb) com caracteristicas
bioquimicas diferentes da Hb normal, denominada Hb S. A alteracdo génica €&
proveniente de uma troca de adenina (A) por timina (T) na posicdo 20 do gene da
beta-globina (HBB), levando a troca de &cido glutamico (Glu) por valina (Val) na sexta
posicdo da cadeia beta(B)-globinica (HBB; BS GAG—GTG,; glu6val). A presenca do
alelo mutante (BS) em homozigose resulta na anemia falciforme (AF), e a heterozigose
composta com outras mutacdes no gene HBB resulta em diferentes fenétipos 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 vérias alteracdes moleculares,
celulares e bioquimicas. A polimerizacdo da Hb S € o principal evento que caracteriza
a patogénese molecular da AF, dando inicio a uma série de mecanismos que se
retroalimentam. Quando em condi¢éo de hipdxia, os tetrameros de Hb S expdem seus
residuos hidrofébicos de valina e formam polimeros rigidos, deformando e danificando
a membrana e o citoesqueleto dos eritrocitos. A polimerizacao é reversivel, uma vez
que as fibras se desfazem na presenca de oxigénio e o eritrocito retorna ao formato
discoide. No entanto, ciclos de falcizagcdo levam a danos repetidos na membrana,
resultando em eritrocitos irreversivelmente falciformes e hemdlise intra- e
extravascular. A hemdlise e a falcizacdo eritrocitaria geram consequéncias
significativas, como a disfuncdo do endotélio vascular, a vasculopatia e a vaso-
oclusao (Barabino; Platt; Kaul, 2010; Kato; Steinberg; Gladwin, 2017; Williams; Thein,
2018; Sundd; Gladwin; Novelli, 2019).
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A hemodlise intravascular resulta na liberagdo do conteudo intraeritrocitario nos
vasos sanguineos, aumentando a concentracdo de Hb livre, grupo heme e de
espécies reativas de oxigénio (ERO), como os radicais hidroxila (HO*) e superdxido
(O2¢-), que depletam o 6xido nitrico (NO) e formam outros oxidantes potentes, tais
como o peroxinitrito (ONOO-) e dioxido de nitrogénio (NO2) (Voskou et al., 2015). A
hemolise também libera a arginase -1, que por sua vez, metaboliza 0 mesmo substrato
que a enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) utiliza para a producgéo de NO, a
L-arginina. A diminuicdo de NO e o aumento de ERO contribuem para a
vasoconstricdo, vasculopatia, ativacdo de moléculas de adesdo endotelial e na

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

Os leucdcitos, em resposta a esses eventos, aumentam a expressdo de
mediadores inflamatdrios, tais como interleucina (IL) - 6, IL-1B, IL-8 e fator de necrose
tumoral a (TNF-a), apds ativacdo da via de sinalizacdo do fator nuclear kappa beta
(NF-kB) por meio da interacdo do grupo heme e de outras moléculas de padrdes
moleculares associados a danos (DAMPS), que ativam o0 sistema imune inato via
receptores do tipo toll 4 (TLR4) (Zhang et al., 2016; Allali et al., 2020; Vona et al.,
2021). Tais consequéncias promovem estado inflamatério, ativacdo endotelial com a
exposicao de proteinas de adesdo (molécula de adesédo intercelular-1 - ICAM-1,
molécula de adeséao vascular 1 - VCAM-1, P-selectina e E-selectina), recrutamento e
adesdo de plaguetas e outros leucécitos e disfuncdo endotelial (Nader et al., 2021;
Wang; Zennadi, 2021). A consequéncia dos eventos hemoliticos reflete em processos
de interacdo dinamica entre eritrgcitos falciformes e o endotélio vascular aprisionando
eritrocitos, leucécitos e plaquetas na microcirculacéo levando a obstrucéo vascular e
isquemia tecidual, chamado de vaso-oclusao (VOC) (Figura 1) (Williams; Thein, 2018;
Sundd; Gladwin; Novelli, 2019).
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Figura 1. Fisiopatologia molecular da anemia falciforme (AF). A mutacdo no gene HBB ocasiona a
substituicdo de um acido glutdmico por uma valina na sexta posigao da cadeia B globinica, resultando
na formacdo da Hb S. Os rigidos polimeros de Hb S formados em hipdxia levam a falciza¢@o do
eritrocito, com consequente formacao de agregados de eritrécitos falcémicos, leucdcitos, plaguetas e
células endoteliais, obstruindo o fluxo sanguineo. Esse evento é referido como vaso-oclusédo (VOC), o
qual promove a leséo por isquemia-reperfusao. Os polimeros de Hb S também ocasionam a hemdlise,
a qual libera Hb na circulagédo sanguinea. A Hb livre promove disfuncdo endotelial por depletar o NO,
formando EROs, e liberar o grupo heme, o qual juntamente com outras DAMPs ativam o inflamassoma.
EROs sdo também produzidas pelas enzimas NADPH oxidase, XO e eNOS desacoplada. Por fim, o
inflamassoma ativado por ERO, TLR4 e NETs (formadas por neutréfilos ativados), leva a producéo de
interleucinas e citocinas pro-inflamatdérias. Os eventos sdo retroalimentados e constituem a complexa
fisiopatologia da AF. DAMPs — padrdes moleculares associados a dano; eNOS — 6xido nitrico sintase
endotelial; ERO — espécie reativa de oxigénio; Glu — acido glutamico; Hb — hemoglobina; HBB — gene
da beta globina; IL — interleucina; NETs — armadilhas extracelulares de neutrdéfilos; NO — éxido nitrico;
TLR4 —receptores tipo toll 4; TNF — fator de necrose tumoral; Val — valina; XO — xantina oxidase. Fonte:
(Adaptado de Sundd; Gladwin; Novelli, 2019).
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Como mencionado, a base molecular para a formacéo da Hb S é conhecida, mas
somente esse mecanismo nao é suficiente para explicar toda a diversidade fenotipica
e a gravidade clinica varidvel encontrada nas pessoas com AF. Neste sentido, varios
estudos tém sido propostos para a identificacdo de moduladores genéticos e
bioquimicos a fim de relaciona-los com os mecanismos fisiopatolégicos, estabelecer
prognadsticos mais precisos e, também, orientar o desenvolvimento de terapias mais
especificas e eficazes (Belini-Junior et al., 2015; Habara; Steinberg, 2016; Pincez et
al., 2022).

1.2.SISTEMA ENDOCANABINOIDE

Os componentes quimicos da Cannabis sativa L. comecaram a ser identidicados
nas décadas de 50 e 60, sendo o canabidiol (CBD) e o A°-tetrahidrocanabinol (A-°
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 A-° THC (Matsuda et
al., 1990; Munro; Thomas; Abu-Shaar, 1993). A partir da identificacdo do CB1 e do
CB2, foram isolados e caracterizados ligantes endégenos desses receptores - 0s
quais foram denominados endocanabinoides (ECs) - e as principais enzimas
responsaveis pela biossintese e degradacéo 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 sinalizacdo composto pelos ECs, seus dois principais
receptores e enzimas responsaveis pelo seu metabolismo foi denominado sistema
endocanabinoide (ECS), o qual est4 envolvido em diversos aspectos — se nao todos -

da fisiologia de mamiferos (Ligresti; De Petrocellis; Di Marzo, 2016).
1.2.1. Endocanabinoides

Os ECs séao lipideos de sinalizacdo endogenos, derivados de acidos graxos e
capazes de ativar os receptores canabinoides. H4 ao menos 15 ECs com ligacao
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 sdo considerados transmissores atipicos por ndo serem estocados em
vesiculas e por atuarem a partir de um mecanismo de sinalizacao retrégrado, sendo
sintetizados sob demanda no neurdnio pos-sinéptico e liberados imediatamente apds
sua sintese, ligando-se a receptores do neurénio pré-sinaptico (Giacobbe et al., 2021).

A sintese e a degradacao 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 biossintese inicia-se com a ligacdo de &cido
araquidonico (AA) e fosfatidiletanolamina (PE), catalisada por uma N-acil transferase
(NAT), formando o N-araquidonoil PE (NArPE). A enzima N-acil-fosfatidiletanolamina-
especifica fosfolipase D (NAPE-PLD) converte o NArPE em AEA (Biringer, 2021). A
principal via de sintese do 2-AG, por sua vez, incia-se a partir da degradacao de
fosfolipideos de membrana pela enzima fosfolipase C (PLC), formando o 1,2-diacil
glicerol (DAG). O DAG é entédo convertido em 2-AG a partir da enzima diacil glicerol
lipase (DAGL) (Murataeva; Straiker; Mackie, 2014; Rezende et al., 2023). Apds serem
liberados na fenda sinaptica e interagirem com os receptores canabinoides (ou outros
receptores), os ECs sdo reabsorvidos pelas células por um mecanismo envolvendo
transportadores endocanabinoides de membrana (EMT), seguido por degradacéo
intracelular. As principais enzimas envolvidas na hidrolise intracelular da AEA e do 2-
AG sao a amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) e a lipase de monoacilglicerol
(MAGL), respectivamente (Rezende et al., 2023) (Figura 2).
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Figura 2. Principais vias de sintese e degradacdo da anandamida (AEA) e do 2-
araquidonoilglicerol (2-AG). AA - acido araquidénico; AEA - anandamida; 2-AG - 2-
araquidonoilglicerol; DAG - 1,2-diacil glicerol; DAGL - diacil glicerol lipase; EMT — transportadores
endocanabinoides de membrana; FAAH - amida hidrolase de acidos graxos; MAGL - lipase de
monoacilglicerol; NAPE-PLD - N-acil-fosfatidiletanolamina-especifica 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 classicos do ECS sao o CB1 e o CB2, os quais compartilham
44% de homologia entre si (Munro, Thomas, Abu-Shaar, 1993). Ambos s&o receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) e membros da superfamilia de receptores de 7
dominios transmembranares (7-TM), com um dominio amino-terminal extracelular, 7
dominios transmembranares hidrofébicos, trés loops exracelulares e trés
intracelulares e 1 dominio carboxi-terminal intracelular. (Sharma et al., 2021). O CB1
€ altamente conservado entre humanos e outras espécies (97% de homologia com
ratos e camundongos), e também encontrado em alguns invertebrados
deuterostébmios. O CB2, por sua vez, apresenta menor homologia; CB2 de humanos
e camundongos, por exemplo, compartiham somente 82% da sequéncia de
aminoécidos (Howlett; Abood, 2017).

O CB1 é, possivelmente, o GPCR mais abundante no cérebro de mamiferos e é
amplamente encontrado no sistema nervoso central (SNC), com as maiores
concentracbes em regifes responsaveis por processos fisiolégicos e mentais, como
hipocampo, cértex cerebral, cerebelo, ganglio basal, hipotdlamo e amigdala (Zou &
Kumar, 2018; Sharma et al., 2021). Sua expressado em terminais pré-sinapticos sugere
seu mecanismo de sinalizacao retégrado, inibindo a liberacdo de neurotransmissores
como norepinefrina, dopamina, acelticolina, glutamato, e &cido y-aminobutirico
(GABA). O CB1 e também expresso por astrocitos, oligodendrdcitos e em células da
microglia, ainda que em menor concentragdo em comparacdo a neurdnios, e no
sistema nervoso periférico (SNP) é altamente expresso por terminais nervosos
simpaticos (Rezende et al., 2023). Além dos SNC e SNP, o CB1 € encontrado (em
menor concentragdo) no figado, no trato gastrointestinal, no sistema cardiovascular,
no endotélio vascular, na musculatura lisa e esquelética, no sistema imune e outros

orgaos e tecidos (Zou & Kumar, 2018). O CB2 é principalmente expresso por 6rgaos
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e células do sistema imune, como baco, tonsilas, timo, medula 6éssea, mondcitos,
macrofagos, mastécitos e linfocitos T e B. Nas células do sistema imune, o CB2
modula a ativagéo e migracao das mesmas e a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias
(lanotti; Di Marzo; Petrosino, 2016). Em concentracbes bem menores em relagcdo ao
CB1, é encontrado também em neurdnios do SNC e SNP e em células ativadas da
microéglia (Di Marzo, 2018).

A ativacado dos receptores canabinoides inicia uma via de sinalizagéo que envolve,
principalmente, a ligagéo do receptor as proteinas inibitorias Gi e Go (Gi/0), resultando
na dissociacdo de seus heterodimeros e liberacdo das suas subunidades a e By (Lu
et al., 2018). A subunidade Gia inibe a atividade da enzima adenilato ciclase (AC) e,
consequentemente, diminui os niveis de monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) (Lu
et al., 2019; Sharma et al., 2021). A reducdo de cAMP afeta a ativagédo da proteina
quinase A (PKA), a qual esta associada a varias vias de sinalizacdo relacionadas a
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (lannotti; Di Marzo; Petrosino,
2016; Rezende et al., 2023). A subunidade By estimula as vias da fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K)/proteina quinase B (PKB/Akt) e da proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK), envolvidas em processos de proliferacdo, sobrevivéncia e morte
celular (Lu et al., 2019; Sharma et al., 2021). Além disso, a ativacdo dos receptores
canabinoides é capaz de suprimir o influxo de célcio (Ca?*) para as células através da
inibicdo de canais de calcio dependentes de voltagem (VGCC) (Zou; Kumar, 2018)
(Figura 3).
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Ca?* CB1/CB2

Proliferacéo/sobrevivéncia/
morte celular

Figura 3. Principais vias de sinalizacdo moduladas pela ativac&o dos receptores canabinoides.
AC — adenilato ciclase; Akt — proteina quinase B; cAMP - monofosfato ciclico de adenosina; CB1 —
receptor canabinoide 1; CB2 — receptor canabinoide 2; MAPK - proteina quinase ativada por mitdgeno;
PI3K - fosfatidilinositol-3-quinase; PKA — proteina quinase A; VGCC - canais de calcio dependentes de

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

Além do CB1 e do CB2, outros GPCRs foram considerados possiveis receptores
canabinoides; no entanto, até 0 momento somente os receptores GPR55 e GPR18
sdo alvos evidentes de uma ampla gama de ligantes canabinoides. O GPR55
apresenta baixa homologia de sequéncia com os receptores CB1 e CB2 (13% e 14%,
respectivamente) e é amplamente expresso no cérebro e no SNP, coexistindo com
esses receptores em varios tecidos. O GPR18 também apresenta baixa homologia
com os receptores classicos (13% com CBl1 e 8% com CB2), sendo expresso
principalmente em tecidos linfoides (Morales; Reggio, 2017). O receptor de potencial
transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV1) e outros cinco da superfamilia dos receptores de
potencial transitério (TRP) sdo também modulados por canabinoides e constituem os
chamados “receptores canabinoides ionotropicos” (Di Marzo; De Petrocellis, 2010;
Muller; Morales; Reggio, 2019). Por fim, os canabinoides sdo também capazes de
ativar os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS),
especialmente as isoformas a e y, modulando respostas metabdlicas, anti-
inflamatorias e neuroprotetivas (lanotti; 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 pleiotropico, atuando em diversas vias fisiologicas

e estados patologicos (Ligresti; De Petrocellis; Di Marzo, 2016).
1.2.3. Polimorfismos genéticos do sistema endocanabinoide

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) envolvidos em genes que codificam
receptores canabinoides e enzimas que catabolizam os ECs podem alterar o padrao
de sinalizacdo e a metabolizacdo dessas moléculas, possivelmente interferindo em
diversas vias celulares e processos fisiopatologicos de diversas doengas. A fungéo de
SNPs relacionados ao gene CNRL1, responsavel por codificar o receptor CB1, bem
como seus efeitos na expressdo génica e na atividade do receptor ainda nédo foram
totalmente elucidados. Possivelmente, os SNPs envolvidos nesse gene, como 0
rs7766029, poderiam estar relacionados a uma diminuicdo na estabilidade do mRNA
transcrito e, portanto, contribuiriam para uma reducédo da expressdo de CB1 e
sinalizacdo 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, &
responsavel por uma substituicdo de uma arginina (Arg) por glutamina (GIn) na
posicdo 63 da cadeia polipeptidica (Arg63>GIn) e afeta a resposta do CB2 aos ECs,
interferindo na sinalizacdo dessas moléculas e em processos associados, como a

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

O SNP rs324420 do gene FAAH, que codifica a enzima responsavel pela hidrélise
da AEA, resulta em uma mutagdo missense na posi¢cao 385 do gene (385C>A) que
converte um residuo conservado de prolina (Pro) em uma treonina (Thr) (Pro129>Thr),
produzindo uma enzima com propriedades cataliticas normais, porém mais suscetivel
a degradacdo proteolitica (Sipe et al., 2002). O gendtipo A/A desse SNP é associado
a um aumento da sinalizagdo da AEA (Conzelmann et al., 2012) e a niveis reduzidos
de FAAH quando comparado ao genotipo C/C (Chiang et al., 2004). O SNP rs604300,
relacionado a MAGL, enzima responsavel pela hidrélise do 2-AG, reside em uma
regido intrénica do gene MAGL proximo a uma sequéncia acentuadora da expressao
do gene regulada por modificacbes epigenéticas relacionadas as histonas. Ha
evidéncias que a regulacdo epigenética nessa regido pode exercer papel na
transcricdo do gene, produzindo niveis diferenciais de MAGL e influenciando na
metabolizacdo 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 avancos promissores por ter demonstrado papel importante na
atuacdo em varias vias bioquimicas e fisioldgicas envolvidas na patologia da doenca.
Em cultura de células endoteliais da artéria coronaria humana, agonistas sintéticos do
CB2 diminuiram a expressdo de proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1)
induzida por TNF-qa, a ativagdo de NF-kB e a ades&o e migracdo transendotelial de
monadcitos. No mesmo estudo, a expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 induzida por TNF-
a foi atenuada, e em camundongos a adesao de mondcitos ao endotélio adrtico foi
mitigada (Rajesh et al., 2013). A diminuicdo da expressdao de moléculas de adesao
(ICAM-1, VCAM-1, P-selectina e E-selectina) mediada pela ativacdo de CB1/CB2 ja
havia sido demonstrada em modelo animal de aterosclerose (Zhao et al., 2010); assim
como a quimiotaxia de macrofagos murinos para sitios de inflamacéo, modulada por
CB2 (Raborn et al., 2008). O tratamento com um agonista de CB1/CB2 (CP55,940)
reduziu a ativacdo de mastdcitos e a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1a,
IL-6, TNF-a e MCP-1), bem como preveniu a falcizacdo dos eritrcitos induzida por

hipéxia em camundongos falcémicos (Vicent et al., 2016).

Em relacdo aos ECs, ha evidéncias de que a AEA participa na estimulacdo da
hematopoiese e tem papel na sobrevivéncia e fisiologia eritrocitaria, além de diminuir
a resposta inflamatdria de macrofagos e células tronco mesenquimais (Bentzen; Lang,
2007; Gasperi et al., 2015; Ruhl et al., 2021). Tanto a AEA quanto o 2-AG séo capazes
de interagir com plaguetas, mas somente o 2-AG € um agonista verdadeiro de
plaguetas humanas. Ha evidéncias, no entanto, de que a AEA é capaz de prolongar o
tempo de vida de plaquetas, reduzir sua agregacédo e de estimular a atividade da
eNOS, aumentando a producdo de NO e, consequentemente, a sobrevivéncia
plaquetéaria (De Angelis et al., 2014; Gasperi et al., 2015). O 2-AG, em contrapartida,

leva a ativacdo e a agregacéao plaquetéria (Gasperi et al., 2015).

Portanto, a relacdo entre os mecanismos fisiopatologicos da AF e o ECS
fundamenta a importancia de estudos nesta area, contribuindo com a expanséao da
compreensao do impacto dos ECs em vias de interesse para potenciais terapias na
AF, bem como no entendimento da influéncia de variantes genéticas desse complexo

sistema em subfenoétipos da doenca.
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4. CONCLUSOES

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

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

- Os polimorfismos analisados (FAAH rs324420, MAGL rs604300, CNR1 rs7766029,
e CNR2 rs35761398) ndo foram bons preditores para o desenvolvimento de acidente
vascular encefalico (AVE); no entanto, ha evidéncias crescentes de que tais genes do

ECS séo bons candidatos a modulacdo da AF;

- O gendtipo TT-CC do polimorfismo CNR2 rs35761398 conferiu efeito protetor ao
desenvolvimento de priapismo, e, portanto, sugerimos uma nova abordagem na
fisiopatologia desse subfendtipo da AF envolvendo o receptor canabinoide tipo 2
(CB2);

- Nossos dados devem ser considerados com cautela, uma vez que consequéncias
funcionais do polimorfismo CNR2 rs35761398 na atividade do CB2 ainda precisam

ser completamente estabelecidas.
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