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E agradecer a Deus a cada manha pelo milagre da vida.
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Usar as falhas para esculpir a serenidade.
Usar a dor para lapidar o prazer.
Usar os obstaculos para abrir as janelas da inteligéncia.

(Augusto Cury)
RESUMO

A anemia falciforme (AF) é caracteriza-se por episodios cronicos de hemdlise e crises de vaso-
ocluséo (CVO), anormalidades de ades&o celular, aumento do estresse oxidativo que culminam
com danos a 6rgaos, sendo responsaveis por elevadas taxas de morbimortalidade. O tratamento
se baseia principalmente no uso de hidroxiuréia (HU). A HU promove um aumento na producao
de hemoglobina fetal (HbF), diminuicdo da leucometria, reducdo da hemolise e aumento da
utilizacdo da arginina para producédo de 6xido nitrico (NO), diminuindo o nimero de eventos
vaso-oclusivos, sindrome toracica aguda (STA), transfusdes e hospitalizacdes. Entretanto, a
resposta a HU € variavel, fato atribuido a multiplos fatores tais como os moduladores genéticos,
como os polimorfismos nos gene BCL11A, que modulam a expressdo da HbF. O objetivo foi
avaliar o efeito da terapia HU+L-arginina nos parametros hematol6gicos, no estresse oxidativo
e no perfil inflamatdrio, associando a resposta com os polimorfismos no gene BCL11A. Trata-
se de um estudo prospectivo de coorte com 19 pacientes com diagnostico de AF, em tratamento
com HU por mais de um ano. A L-arginina foi prescrito na dose de 250mg/dia em associa¢ao
com a HU, por um periodo de 12 semanas. As analises foram realizadas antes do uso da HU+L-
arginina e com 4, 8 e 12 semanas do uso da associacdo. Houve aumento das concentracdes de
NO2", HbF e reticuldcitos apds 12 semanas de uso da associacdo quando comparados ao
momento inicial. Verificou-se aumento das concentragdes séricas de TGF-B apds 12 semanas
da associacdo HU+L-arginina comparados a quatro semanas de uso concomitante. Verificou-
se uma correlagdo direta entre as concentragdes séricas de TGF- B, HbF e NO2". Houve aumento
da IL-17 ap6s 12 semanas de uso da associacdo quando comparados ao momento inicial. Ndo
houve modificacdo das concentragdes de IL-10, IL-6 e catalase. Em relagéo aos polimorfismos
em BCL11A observou-se quanto ao SNP rs11886868, que os individuos heterozigdticos para
o0 alelo mais raro (TC) tinham média de HbF de 14,88 £3,003, seguido de 18,10 + 2,784 para 0
CC, enquanto que no homozigoético para esse alelo (TT) de 2,0 £ 0,0. Relativamente ao
polimorfismo rs4671393 pdde constatar-se que a presenca do alelo em heterozigotia (AG)
conferia média de HbF de 18,16 +2,700, os GG 11,03 £ 3,814, e os AA 18,9+ 0,0. Ao rs
7557939.Verificou-se para o alelo AA média de HbF de 7,200+5,506, para AG 17,432,814 e
GG 18,10£2,784. Os exames bioquimicos Ur, Cr, AST, ALT e LDH néo se alteraram. Foi



validado o método de quantificacdo de HU em plasma por UPLC. As concentra¢fes médias de
HU foram 190,88 uM e 302,71 uM, para pacientes em uso de HU nas dosagens de
1000mg/dia e 1500mg/dia, respectivamente. Ndo houve correlacdo entre as concentracfes
plasmaticas de HU com as concentracbes de HbF. Os resultados demonstram que a
suplementacdo de arginina promove uma resposta acentuada ao tratamento com HU nos
parametros hematologicos e inflamatdrios analisados. Sendo a variabilidade da resposta a esta
associacdo dependente da influéncia dos SNPs do gene BCL11A sobre a expressao da gama
globina.

Palavras Chaves: Anemia Falciforme. Hidroxiuréia. L-arginina. Polimorfismo. Citocinas.

Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is characterized by chronic hemolysis and crises episodes of
vasoocclusion (CVO), cellular abnormalities, increased oxidative stress culminating in organ
damage accession, being responsible for high rates of morbidity and mortality. The treatment
is based primarily on the use of hydroxyurea (HU). HU causes an increase in the production of
fetal hemoglobin (HbF), reduced leukocyte count, reduced hemolysis and increased use of
arginine to nitric oxide (NO), reducing the number of vaso-occlusive events, acute chest
syndrome (STA ), transfusions and hospitalizations. However, the response to HU is variable,
which was attributed to multiple factors such as genetic modulators, such as polymorphisms in
the BCL11A gene, which modulate the expression of HbF. Te objectives was evaluate the effect
of HU + L-arginine therapy in hematological parameters, oxidative stress and inflammatory
profile, associating the response with polymorphisms in the BCL11A gene. This is a
prospective cohort study of 19 patients diagnosed with AF treated with HU for more than a
year. L-arginine was prescribed at a dose of 250 mg in combination with HU, for a period of
12 weeks. Analyses were performed before the use of HU + L-arginine and 4, 8 and 12 weeks
of use of the association. There were increased concentrations of NO2-, and HbF reticulocytes
after 12 weeks of the association when compared to the initial time. An increase of serum TGF-
[ after 12 weeks of combination HU + L-arginine compared to four weeks of concurrent use.
There was a direct correlation between serum concentrations of TGF-f, HbF and NO2-. There
was an increase of IL-17 after 12 weeks of the association when compared to the initial time.
There was no change in the concentrations of IL-10, IL-6 and catalase. In relation to the
polymorphisms in BCL11A is observed as the SNP rs11886868, which heterozygous
individuals for the rarer allele (TC) had a mean of 14.88 + HbF 3,003, followed by 18.10 £
2.784 for CC, while in homozygous for this allele (TT) of 2.0 + 0.0. For the rs4671393
polymorphism could be seen that the presence of the allele in heterozygous (AG) gave HbF
average of 18.16 £ 2.700, 11.03 + 3.814 GG, AA, and 18.9 + 0.0. When rs 7557939. Found to
the AA allele average HbF 7,200 + 5,506 to 2,814 + 17.43 AG and GG 18.10 + 2.784.
Biochemical tests Ur, Cr, AST, ALT and LDH did not change. The quantification method HU
plasma was validated by UPLC. The average concentrations of HU were 190.88 and 302.71



mM mM, for patients using HU in dosages 1000mg/day and 1500mg/day respectively. There
was no correlation between plasma concentrations of HU at the concentrations of HbF. The
results demonstrate that arginine supplementation promotes a marked response to treatment
with HU in hematological and inflammatory parameters analyzed. As the variability of the
response is dependent association of SNPs BCL11A influence on the gene expression of gamma

globin

KeyWords: Sickle cell disease. Hydroxyurea. L-arginine. Polymorphism. Cytokines.

Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é uma doenga hematoldgica, determinada pela homozigose
da hemoglobina S (HbSS). A elevada taxa de morbidade e mortalidade se deve a complexa
fisiopatologia que se manifesta por hemolise cronica, elevada frequéncia de episodios
vasooclusivos, disfuncdo endotelial, caracterizada por um estado inflamatério crénico, e
vasculopatia progressiva com consequente desequilibrio na sinalizacdo mediada pelo 6xido
nitrico (NO), gerando danos a multiplos 6rgdos (WOOD; GRANDER, 2007; JAIN;
GLADWIN, 2010; SCAVELLA et al., 2010;).

A AF tem sido caracterizada como uma doenca inflamatéria crénica (ASLAN;
CANATAN, 2008). A leucocitose representa um fator de risco para a gravidade da doenca,
sendo associada com o aumento do indice de sindrome toracica aguda (STA), acidente vascular
cerebral (AVC) e de 6bito em criangas com AF (PLATT et al., 1994; MILLER et al., 2000). Os
leucdcitos séo os principais moduladores do processo inflamatério, quando ativados aumentam
a secrecdo de mediadores pro-inflamatérios, incluindo a interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e fator
de necrose tumoral (TNF-a), por macrofagos teciduais. Uma vez secretados, IL-1 e TNF-a
ativam o endotélio, levando a um aumento da expressao de moléculas de adesdo, que funcionam
como receptores de leucdcitos, contribuindo assim para o bloqueio do fluxo sanguineo
(ASLAN; CANATAN, 2008).

O NO ¢ um potente vasodilatador que atua impedindo a adesdo dos leucdcitos ao
endotélio, inibindo a expressio de VCAM e ICAM, atuando como uma substancia
antiinflamatéria (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007). Estudos apontam o NO como
sendo um importante modulador do processo inflamatdrio contribuindo para a reducdo dos
eventos de vaso-oclusdo e consequentemente com dano aos 6rgdos (MORRIS et al., 2008;
LITTLE et al., 2009; LOU TZU-FANG et al., 2009; COX et al., 2011). Na AF a arginase,
enzima presente no interior da hemaécia, é liberada durante o processo de hemolise, catalisando
a hidrdlise de L-arginina, substrato para a producdo de NO em ornitina e uréia, reduzindo a
biodisponibilidade de NO (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007). A diminui¢do de
Larginina, também ocorre devido ao aumento do consumo de NO; a geragédo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), em detrimento ao aumento de hemoglobina livre; a injaria isquémica de
reperfuséo recorrentes; ao estado pro-inflamatorio e a elevada auto-oxidacdo da hemoglobina S
(HbS) (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007; NUR et al., 2011).
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Entretanto, o quadro clinico é extremamente variavel, e as razbes para essa
heterogeneidade ainda ndo estdo totalmente elucidadas. Concentracdes elevadas de HbF
diminuem a incidéncia de alguns subfenotipos na doenga, como osteonecrose, STA e crises
dolorosas, mas nao tém sido associados a protecdo contra hipertensdo pulmonar, AVC ou
priapismo. Os principais beneficios clinicos da HbF sdo sobre o fendtipo viscosidade-
vasooclusdo, potencialmente devido ao efeito antifalcizante da HbF (PLATT et al., 1994). A
HbF é um fator importante para o progndstico, no entanto ndo deve ser a Unica ferramenta
diagndstica para prever o quadro clinico destes pacientes, grupos de haplotipos da beta globina
S e a presenca dos polimorfismos como o BCL11A, associados a expressdao de HbF, também
constituem fatores de prognostico na AF (LETTRE et al., 2008) .

A HU é a tnica droga utilizada no tratamento dessa doenga por induzir a sintese de HbF
e agir como doadora de NO, sugerindo que o NO possa estar envolvido no mecanismo de
inducdo de HbF. A HU é um agente citotdxico, mutagénico, recombinogénico e antineoplasico.
Tem sido utilizada no tratamento da AF por aumentar a sintese da HbF e da hemoglobina total
e reduzir a hemdlise. A HU atua também na reducéo da expressdo de moléculas de adesao, com
propriedades anti-inflamatdria e anti-agregante contribuindo para a diminuicéo das crises vaso-
oclusivas, reduzindo a necessidade de transfusdes sanguineas, a frequéncia de hospitalizaces
e a mortalidade (STROUSE et al., 2008). Estudos atribuem ainda, a HU, uma a¢do no
metabolismo do NO, aumentando a producdo do mesmo, via ciclo da GMPc e
consequentemente aumento da HbF (GLOVER et al., 1999; MORRIS et al., 2003; HUANG et
al., 2004;). A terapia com HU aumenta a utilizacdo do substrato L-arginina, para producéo de
NO pela atividade de 6xido nitrico sintase (NOS) (NAHAVANDI et al., 2000).

A L-arginina, € um aminoacido semi-essencial, substrato para enzima oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) para a producdo de NO, estando reduzida em portadores de AF
limitando a eficacia da HU (MORRIS, et al., 2000; SULLIVAN et al.,, 2010). A
biodisponibilidade reduzida da arginina global, mensurada por baixos niveis plasmaticos de L-
arginina ou L-ornitina ou L-ornitina e L-citrulina, esta associada com o aumento da mortalidade
em pacientes com AF (MORRIS et al., 2005). Morris et al. (2008) demonstraram que a reducao
dos niveis de L-arginina nos pacientes com AF, esta associada ao dano endotelial, a lesdo de
maultiplos 6rgaos, ao aumento da hemolise e a hipertensdo pulmonar, contribuindo para a alta
taxa de mortalidade destes pacientes.

Muitos estudos sugerem que a producéo de NO ¢ influenciada pela terapia com HU,
enfatizando o envolvimento do NO na inducdo de HbF pela HU (GLOVER et al., 1999;
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MORRIS et al., 2003; HUANG et al., 2004;). Alguns estudos indicam que a HU é somente
doadora de NO (JIANG et al., 1997), entretanto outros estudos indicam que a eNOS, enzima
que converte L-arginina em NO, pode desenvolver um importante papel na sintese de NO,
atraves da regulacdo do TNF-a. Desta forma, a terapia com HU aumenta a utilizacdo do
substrato L-arginina para producdo de NO, pela atividade de NOS (NAHAVANDI et al., 2000).

O estudo da farmacogenética permite avaliar a resposta individual do paciente ao
farmaco, contribuindo para a escolha da melhor estratégia terapéutica. Polimorfismos no gene
BCL11A estdo associados a reducdo da expressdo de HbF. Portanto, relacionar a resposta a
associacao HU+L-arginina, através da variagdo dos niveis de NO e de HbF nos pacientes com
AF, estando o polimorfismo do gene BCL11A diretamente correlacionado com a habilidade da
HU ser doadora de NO e consequentemente produzir aumento de HbF, pode justificar a grande
variabilidade da resposta terapéutica a este medicamento (CHERNEY et al., 2009).

Embora o mecanismo dos processos que influenciam a polimerizagdo da HbS estejam
bem caracterizados, a explicacdo para a heterogeneidade fenotipica e a ampla variabilidade
clinica da doenca falciforme, assim como o perfil de resposta ao medicamento a HU ainda ndo
esta bem elucidado.

Nesse contexto, investigamos os efeitos da HU associada a suplementacdo com
Larginina em relacdo as propriedades da biodisponibilidade de NO e ao processo inflamatério,
através da dosagem das citocinas (IL-6, TGF-B, IL-10 e IL-17). Além disso, avaliamos a
resposta terapéutica dessa associacdo com modificadores genéticos, como polimorfismos do
gene BCL11A no cromossomo 2. Em suma avaliamos a eficacia da L-arginina como um

protocolo terapéutico coadjuvante ao tratamento com HU.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anemia Falciforme

A AF é uma doenca hemolitica cronica, causada por uma mutacdo pontual
(GAG—GTG) no gene da globina B (beta), originando uma hemoglobina anormal, denominada
HbS, ao invés da hemoglobina normal denominada HbA. Essa mutacéo leva a substituicao de
um d4cido glutamico por uma valina no 6° aminoacido da cadeia P, com consequente
modificacdo fisico-quimica da molécula de hemoglobina (CHAVES, 2007). Essas moléculas
em baixas tensbes de oxigénio sofrem polimerizacdo, com falcizacdo das hemécias,
ocasionando encurtamento da vida média dos globulos vermelhos, fenémenos de vaso-oclusao,
episodios de dor e lesdo de 6rgdos alvos, estando associada a elevadas taxas de morbidade e
mortalidade (WOOD; GRANDER, 2007).

A HDS no estado de baixa tenséo de oxigénio sofre modificacdo em sua molécula
devido a interacdo de natureza hidrofdbica da valina com a fenilalanina da posicdo 85 e da
leucina da posicdo 88, desencadeando assim a formacdo de polimeros num processo de
nucleacdo e criando estrutura multipolimérica. A cinética de falcizacdo depende do grau de
desoxigenacdo, concentracdes intracelular de HbS e HbF. Alteracdes fisico-quimicas, além de
deformar e enrijecer a membrana celular predispde os eritrocitos falcémicos a aderirem ao
endotélio vascular contribuindo para os episodios de crises de vaso-oclusdo. As células
irreversivelmente falcizadas formadas em decorréncia do afoicamento, s&o removidas e
destruidas tanto no meio extravascular como intravascular, diminuindo a sobrevida média
eritrocitaria para cerca de dezessete dias (SILVA; SHIMAUTI, 2006).

Dentre as comorbidades na AF sdo documentadas as crises dolorosas; infeccfes
recorrentes; enfartes pulmonares; AVC; retardo do crescimento e da maturacdo sexual;
priapismo; Ulceras de membros inferiores; STA; sequestro esplénico; necrose asséptica de
fémur; retinopatia; insuficiéncia renal cronica; autoesplenectomia, entre outras (STEINBERG;
ADEWOYE, 2006 ; QUINN et al., 2007).

A distribuicdo das doencas falciformes é ampla, abrangendo todos os continentes,
notadamente Africa, América do Norte, América Latina e parte da Asia. Segundo dados do
Ministério da Saude, as prevaléncias referentes a doenca em diferentes regides brasileiras
permitem estimar a existéncia de mais de 2 milhdes de portadores do gene da HbS; mais de 8

mil afetados com a forma homozigotica (HbSS) que se manifesta por anemia grave. Estima-se



21

0 nascimento de setecentos a mil casos novos anuais de doencas falciformes no pais
(BANDEIRA et al., 2007). Inclui-se no grupo de doencas das células falciformes as dupla
heterozigoses da HbS com as hemoglobinas C (HbC), hemoglobina D (HbD) e ou talassemias
(NAOUM, 2000).

O gene da HbS é um gene semi-dominante que pode se manifestar em
heterozigose (HbAS), originando o portador ou trago falcémico, ou em homozigose (HbSS)
caracterizando a AF. A AF ocorre com maior frequéncia na regido central da Africa (5 a 20%
da populacdo), também ocorre nos paises do mediterraneo e na india, porém em porcentagens
menores. A presenca desta anemia nas Américas se deve a imigracao de descendentes daquelas
regibes. Quanto a etnia, a AF é caracteristica dos negros, no entanto devido a intensa

miscigencao no nosso pais isso nao ocorre (NAOUM, 2000).

No Brasil, mais de 8.000 individuos apresentam anemia falciforme (forma
homozigota), e cerca de 2 milhdes séo portadoras do traco falciforme. Estima-se, a cada ano, o
nascimento de 700-1000 novos casos de portadores de doencas falciformes, incluindo a formas
interativas com outras anormalidades hereditarias da hemoglobina. A AF € a doenca
hematoldgica hereditaria mais prevalente na populaco brasileira. Tendo se originado na Africa
e trazida a Ameérica pela imigracdo forcada dos escravos, sendo mais frequente nos paises
colonizados por negros. A doenca distribuiu-se heterogeneamente no Brasil em virtude da
miscigenacdo racial, favorecendo assim a continuidade dessa anemia no pais e sendo apontada
pela literatura cientifica brasileira como grave problema de saude publica. (NAOUM, 1997).
Uma vez que esta alteracdo genética tem origem no continente africano, a prevaléncia do gene
B° apresenta diferencas regionais decorrentes do processo de miscigenacdo e migracdo da
populacdo brasileira, variando entre 1 e 2% na regido sul e de 6 a 10% entre negros e pardos na
regido nordeste. Pinheiro et al. (2006) demonstraram em Fortaleza, Ceara a prevaléncia de 4,1%
de HbS sendo 3,8% de recém-nascidos AS e 0,2% Hb SS.

2.2. Fisiopatologia da Anemia Falciforme

As manifestagdes clinicas da AF derivam diretamente da anormalidade molecular
representada pela presenga da HbS. As moléculas de HbS, quando desoxigenadas se organizam
em longos polimeros de filamentos longos, que por sua vez se associam em feixes com um
duplo filamento central rodeado de seis filamentos duplos de polimeros. Esses feixes de cristais
dentro das hemécias podem ser vistos a microscopia eletrdnica e determinam deformagGes das

celulas. A deformacdo mais conhecida é provocada por esse feixe de polimeros se organizando
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mais ou menos paralelamente, dando a hemacia uma forma alongada conhecida por “hemacia
em foice” ou drepanodcitos (ZAGO; PINTO, 2007).

A velocidade e a extensdo da formacao de polimeros no interior das hemacias
dependem primariamente de trés varidveis independentes: grau de desoxigenacédo, concentracao
intracelular de HbS e presenca ou auséncia de HbF (ZAGO; PINTO, 2007).

Na AF, uma alteracdo genética na globina faz com que os eritrocitos assumam a
forma de foice, depois que o oxigénio é liberado. As células em foice apresentam-se rigidas ou
endurecidas, levando a obstrucdo dos vasos sanguineos, ocasionando fen6menos de
vasoocluséo e crises dolorosas (QUINN et al., 2007).

O processo de polimerizacdo da hemoglobina S acarreta multiplas alteragdes no
eritrocito, dentre as quais o efluxo de potassio, o aumento do célcio intracelular e a formacao
de polimeros da HbS que levam a exposicdo de proteinas transmembrana, em especial a
fosfatidilserina (PS), de dentro para fora da célula, expondo cargas negativas glicolipidicas que
contribuem para um estado pré-inflamatorio e pro-trombotico (Figura 1) (FRENETTE;
ATWEH, 2007; ZAGO; PINTO, 2007).
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Figura 1 - Alteracdo da membrana do eritrocito por polimeros de HbS.
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A formacdo de polimeros de HbS ocasiona a exposicdo da proteina transmembrana, PS, no
eritrécito falciforme, expondo cargas negativas glicolipidicas, contribuindo para um estado pro-
inflamatorio. Fonte: FRENETTE; ATWEH, 2007.

Outra importante alteracdo da hemacia na AF é a perda da sua maleabilidade, fato
que pode comprometer o transportar de oxigénio, principalmente na microcirculacdo. A perda
da elasticidade da célula deve-se ao incremento da concentracdo de HbS intracelular, resultando
no aumento da viscosidade no citosol, a polimerizacdo da HbS e a rigidez da membrana. Estes
fatores, associados a uma maior adesdo do eritrécito falcizado ao endotélio, mediada pelo
complexo de integrina 04f31, trombospondina, fator de von Willebrand e fibronectina, favorecem

a formacéo de trombos na micro e na macrocirculagédo (FRENETTE; ATWEH, 2007).
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2.3 Vasculopatia na Anemia Falciforme

O mecanismo inicial destas crises vaso-oclusivas é controverso e multifatorial. A vaso-
ocluséo pode ocorrer quando ha lentiddo no fluxo sanguineo através dos leitos capilares, com
maior desoxigenacdo da HbS, e consequente polimerizacdo. Como a aderéncia dos eritrocitos
ao endotélio vascular pode impedir o fluxo de sangue e aumentar o tempo de transito nos
capilares, sugere-se que 0 aumento da aderéncia celular possa iniciar e propagar o fenémeno de
vaso-oclusao. A rigidez destas hemacias deformadas (hemacias em forma de “foice’) contribui
para oclusao vascular constituindo a maior causa de morbidade (HEBBEL, 1997; PLATT et al.,
1994; PATHARE et al., 2003; BRITTAIN; PARISE, 2007).

Outros fatores tais como proteinas plasmaticas, citocinas, plaquetas e anormalidades
endoteliais estdo envolvidos na vaso-oclusdo. Evidéncias também sugerem que os leucécitos
polimorfonucleares (PMNs) desempenham uma fungdo importante no mecanismo da
vasoocluséo, estando a leucocitose associada com o aumento do indice de morte prematura,
STA e AVC em criangas com AF (PLATT et al., 1994; MILLER et al., 2000). A adeséo
leucocitaria contribui com o microambiente inflamatério que se instala nos pacientes com AF.
Por se tratar de células grandes e que ndo se deformam com facilidade sdo capazes de obstruir
o limen vascular. Durante o fluxo sanguineo normal, os eritrécitos circulantes podem interagir
com os leucocitos aderidos, sofrer desoxigenacdo e posterior falcizacdo (FRENETTE;
ATWEH, 2007; CANALLLI et al., 2008). Os leucdcitos promovem agregacado de outras células
sanguineas, aumento da expressao endotelial de moléculas de adesdo, dano e injuria tecidual o
que exacerba ainda mais o processo inflamatorio local (CONRAN; COSTA, 2009). As células
endoteliais sdo responsaveis pela sintese do NO, potente vasodilatador, além da producdo de
outros vasodilatadores como as prostaciclinas, bem como pela producdo de substancias
vasoconstritoras incluindo endotelina, angiotensina Il e prostaglandinas. Porém nos pacientes
com AF ocorre um desequilibrio entre a producdo e consumo destas substancias vaso
reguladoras (GALLEY; WEBSTER, 2004).

A presenca de mediadores inflamatorios, tais como fator de necrose tumoral - o (TNF-
a), interleucina -1 B (IL- 1B ) e proteina C-reativa (PCR), contribui para o estado inflamatério.
Fatores como a reduzida biodisponibilidade de éxido nitrico, 0 aumento de endotelina-1
induzem alteracBes no endotélio , tais como a expressdo da molécula de ades&o. Além disso, o
contato com as hemacias em foice, a maior producdo de espécies reativas de oxigénio e a
hemdolise cronica levam a ativagéo da célula endotelial, através do consumo aumentado de NO.

Uma vez ativadas, células endoteliais promovem a liberacdo de fatores vasoconstritores, fatores
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pré-coagulantes, com uma expressdo aumentada de moléculas de adesdo e moléculas
inflamatdrias, que desencadeam processos inflamatérios, adesdo celular, ativacdo da
coagulacao e estresse oxidativo, culminando com disfuncéo e ativacao endotelial e com o estado
inflamatdrio crénico (CONRAN; COSTA, 2009) (Figura 2).

Figura 2 — Participacdo da ativacao de células endoteliais na fisiopatologia da AF:

mecanismos de ativacdo do endotélio e consequiente ativacdo das células endoteliais.
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A ativacdo endotelial ocorre na presenca de mediadores inflamatérios, tais como TNF- o, IL- 13 e PCR. A ET-1
, um potente vasoconstritor , também induz alteracdes no endotélio , tais como a expressao da molécula de adesdo
. O contato direto de eritrécitos SS com endotélio provoca ativacao endotelial por um mecanismo desconhecido.
Os dimeros de hemoglobina livre, produzido por hemélise, tém um efeito prejudicial e de ativacdo sobre as células
endoteliais. Hemolise e EROS contribuem para a remogdo do NO e, consequentemente diminui a sua
biodisponibilidade, além de induzir a producdo de ET-1 e a expressdo de moléculas de adesdo. Uma vez ativadas
as células endoteliais produzem mediadores inflamatorios, passam a expressar moléculas de adesao, fatores pro-
coagulantes, espécies reativas de oxigénio, fatores vaso-constritores, além de reduzir a biodisponibilidade de 6xido
nitrico contribuindo para a disfuncéo endotelial.

Fonte: Adaptado de CONRAN; COSTA, 2009

Todos esses fatores agem como moduladores do fenémeno obstrutivo vascular
caracteristico da doenca. A ativacdo das células endoteliais predispde ao desenvolvimento de
vasculopatia devido ao dano endotelial e aos episddios crénicos de hemolise. O contato direto
dos eritrocitos SS com o endotélio gera hemolise, com liberagdo de dimeros de hemoglobina

que consomem o Oxido nitrico e geram dano ao endotélio com uma maior producdo de
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endotelina-1, desregulando a produgdo destas substancias vaso-reguladoras. Estes eventos

desencadeiam um estado pro inflamatdrio crénico, manifestado por adesdo de células

vermelhas, adesdo leucocitaria e agregacdo plaquetaria culminando com a ocluséo do vaso
(Figura 3).

Figura 3 - Vasculopatia e AVC na anemia falciforme.
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Fonte: Adaptado por GONCALVES et al., 2007

2.4 Oxido Nitrico
Recentemente tem sido de muito interesse o entendimento do mecanismo
fisiopatoldgico e farmacoldgico do 6xido nitrico (NO), um importante vasodilatador fisiologico.
Além disso, devido a disfuncdo endotelial nos pacientes falciformes, a concentragdo de
endotelina (vasoconstritor) sobrepde a concentracao de NO (vasodilatador) contribuindo para a
vasoconstricdo. Os dados da literatura sugerem que o NO pode ser importante na fisiopatologia
da AF, particularmente durante o estresse oxidativo (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007;
WOOD; GRANGER, 2007).
O oxido nitrico, um gas e um radical livre muito reativo, é um dos maiores reguladores
do ténus vascular, especificamente arteriolar (GLADWIN et al., 2002). Existem trés formas da

enzima que produz o NO, a dxido nitrico sintase (NOS), que sdo: a eNOS produzida no
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endotélio, a bNOS produzida no cérebro e aiNOS que € a enzima induzida. O NO formado pelo
endotélio (eNOS) é responsavel por manter o baixo ténus vascular, inibir a adesdo dos
leucdcitos e a agregacao plaquetaria IGNARRO et al., 2001). O NO formado constitutivamente
pelo neurdnio (bNOS) atua como um neuro-modulador ou neuro-mediador em alguns neurénios
centrais e periféricos. O NO formado pela iINOS, presente em macréfago e em outras células,
tem multiplos efeitos na resposta inflamatoria (MICHEL; FERON, 1997). A elevacdo de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) por ativacdo da enzima guanilato ciclase (GC)
(principal receptor de NO) é responsavel pela vasodilatacdo e por outras fungdes fisioldgicas
regulatorias de NO (IGNARRO et al., 2001). A ativacao da GC leva ao aumento intracelular de
GMPc, o qual ativa a quinase dependente de GMPc que regula a acdo de NO, produzindo vaso-
relaxamento e aumento da permeabilidade vascular (LUGNIER et al., 1999).

Existem trés grandes mecanismos de reducéo da biodisponibilidade do NO na AF:
pela diminuicdo da L-arginina, pelo consumo de NO por meio das espécies reativas de NO
(ROS) e, talvez o mais importante, pelo consumo de NO através da hemoglobina livre no
plasma. O substrato L-arginina para a producdo de NO através da enzima NOS pode também
ser degradado para ornitina na presenca da enzima arginase-1. A arginase-1 é encontrada em
elevadas concentracfes em eritrocitos jovens. Assim, a L-arginina plasmatica € transformada
em ornitina, diminuindo, a disponibilidade de L-arginina para a producdo de NO (KATO;
GLADWIN; STEINBERG, 2007). O NO pode também ser consumido pelo excesso de ROS e
pela hemoglobina livre no plasma. A hemoglobina livre no plasma reage com o NO produzindo
metahemoglobina e nitrato (ROTHER et al., 2005; FIGUEIREDO, 2007). A diminuicdo do NO
induz a ativacdo plaquetéria e a adesdo leucocitaria levando ao processo vaso-oclusivo (Figura
4) (CANALLI et al., 2008).

Varios estudos demonstram a importancia dos neutréfilos no processo de vasoocluséo,
sugerindo que a diferenca na expressdo génica dos neutrofilos pode ser responsével por algumas
das variagOes fenotipicas observadas na AF (DHANANJAY et al., 2006; FIGUEIREDO,
2007).

Células endoteliais circulantes de pacientes com AF apresentam aumento da expressdo de
ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule), VCAM-1 (vascular cell adhesion factor) e fator
tissular (DHANANJAY et al., 2006; FIGUEIREDO, 2007).

E sabido que a interacdo entre células endoteliais e eritrdcitos falciformes é
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mediada por citocinas inflamatorias, que se encontram aumentadas em pacientes em estado
basal. Portanto, de modo geral, a ativacao endotelial observada nos pacientes com AF parece
ser fator contribuinte da oclusédo vascular (FIGUEIREDO, 2007; ROTHER et al., 2005).

Figura 4 — Mecanismo fisiopatologico do consumo do 6xido nitrico.
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Durante a hemélise intravascular, a Hb é liberada no plasma, onde é removida através da haptoglobina, CD163, e
hemopexina. O complexo haptoglobina-Hb se liga ao CD163 na superficie do macréfago onde é endocitado e
degradado. A Hb também libera ferro hémico quando oxidada, o qual se liga a hemopexina e é degradado através



29

dos hepatocitos no figado. Excesso de hemdlise leva a saturacdo desse mecanismo de remocédo de Hb, deixando
Hb e heme livre no plasma, gerando um estado pro inflamatorio, pro oxidante e disfuncdo da célula endotelial. NO
é normalmente gerado a partir a L-arginina nas células endoteliais através da enzima 6xido nitrico sintetase (NOS).
Durante a hemolise intravascular, NO biodisponivel pode ser reduzido atraves da reacdo com oxihemoglobina e
da reducéo da L-arginina, que é consumida através da arginase eritrocitaria, e transformada em ornitina. Reducéo
de NO resulta em reducdo da ativacdo da guanilato ciclase. Decréscimo de GMPc resulta em distonias, hipertenséo
pulmonar sistémica, disfuncdo erétil, disfagia, e dor abdominal e podem desencadear a ativacdo e agregacéo
plaquetéaria, promovendo trombose intravascular.

Fonte: Adaptado de ROTHER et al., 2005

2.5 L-arginina

A L-arginina ou &cido L-amino-5-guanidino-valérico (Figura 5) é um aminoacido
basico. Possui quatro &tomos de nitrogénio por molécula e devido a essa caracteristica estrutural
é o principal carreador de nitrogénio em humanos e animais, apresentando importante funcédo
na sintese protéica e no metabolismo intermediario de nitrogénio por participar do ciclo da uréia
(WU et al., 2009).

O metabolismo da arginina esta alterado na AF. A arginase, enzima presente no interior
da hem@cia, € liberada durante o processo de hemolise, catalisando a hidrélise de Larginina,
substrato para a producdo de NO, inativando-a em ornitina e uréia. Desta forma os pacientes
com AF apresentam uma reduzida biodisponibilidade de NO, podendo ser atribuida a
diminuicdo de L-arginina, a um maior consumo de NO por meio das espécies reativas de
oxigénio (EROs) e dimeros de hemoglobina livre no plasma transformando-o em
metahemoglobina e em nitrato inativo. O éxido nitrico é um potente vasodilatador que atua
impedindo a adesdo dos leucdcitos ao endotélio, inibindo a expressdo de moléculas de adesao,
atuando como uma substancia anti-inflamatoria (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007).

O fendmeno central da vasculopatia na AF é a anemia hemolitica crénica e uma
desregulacdo da sinalizacdo mediada pelo NO (JAIN; GLADWIN, 2010). O NO é um
vasodilatador enddgeno critico que é sintetizado nas células endoteliais a partir do aminoacido
L-arginina pelas varias isoformas da enzima d6xido nitrico sintase (NOS). A nivel vascular o
NO inibe a ativagdo plaquetéaria e a expressdo de moléculas de adeséo. Desta forma a deficiente
sinalizagcdo do NO associado com anemia hemolitica cronica contribui com a vasculopatia
presente na doenca (JAIN; GLADWIN, 2010).
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Figura 5 — Estrutura quimica da L-arginina.
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A alteracdo no metabolismo da arginina contribui para a disfuncdo endotelial e
hipertensdo pulmonar (MORRIS et al., 2005). A vasculopatia pode ser explicada pelas
condicdes de hemdlise cronica e disfungdo endotelial, caracterizado pela reducao e resisténcia
do NO. O metabolismo da arginina e regulado pelas células supressoras mieloides através de
duas enzimas que competem pelo substrato L-arginina, a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
e a Arginase (ARG), as quais sdo reguladas por citocinas Thl (IL-1, TNF-a e IFN-y) e Th2 (IL-
4, IL-6, IL-10, IL-13 e TGF-), respectivamente (Figura 6). As enzimas catabolicas, ARG e
iINOS, guando metabolizam a L-arginina produzem uréia e L-ornitina, e 6xido nitrico (NO) e
L-citrulina, respectivamente, sendo 0s produtos metabdlicos destas enzimas importantes
moderadores da funcdo das células T (BRONTE; ZANOVELO, 2005).



31

Figura 6 - Mecanismo regulatorio dependente de citocinas que afeta a inducdo das

enzimas arginase 1 (ARG1) e 6xido nitrico sintase (NOS2).
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A L-arginina pode ser consumida por duas enzimas: ARG1 e NOS2 ativadas por citocinas anti-inflamatérias e pré-
inflamatorias respectivamente. O que leva ao equilibrio entre a producdo de L-citrulina e NO e Ornitina e Urea.
Fonte: Bronte ; Zanovelo, 2005

2.6 Citocinas

Varias citocinas, tais como as interleucinas IL-1p, IL-6, IL-4, IL-8 e TNF-a estdo
associadas com o processo inflamatorio crénico na AF. A ativacdo de células e a liberagdo de
citocinas estimulam o fator nuclear kappa-p (NF-kB), contribuindo para a manutengdo do
processo inflamatorio (THASSILA et al., 2013).

A IL-6 promove uma variedade de funcdes celular, incluindo diferenciacdo, maturagéo,

proliferacdo e sobrevida. Estudos tém comprovado um aumento da IL-6 em pacientes com AF
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em relacdo ao grupo de individuos normais. O aumento da IL-6 é mais pronunciado em
pacientes com AF em crises em relacdo aos em estado basal (THASSILA et al., 2013).

A IL-17 ¢é produzida por um subtipo de células T, denomindado de células Th17, que é
diferente das células Thl e Th2. A diferenciacdo de células naive para células Thl7 requer a
presenca de TGF-P e subsequente expansao da resposta Th17 requer IL-23 (THASSILA et al.,
2013).

A funcdo da IL-17 e do TGF-p na AF ainda nao esta totalmente documentada. Keikhaei
et al., (2013) recentemente observou aumento da IL-17 e TGF-f em pacientes com AF em
relagdo a controle normal, porém sem significancia entre os pacientes em estado basal e em
crises. Os pacientes em uso de HU apresentaram valores inferiores em relagéo aos que nao se
encontravam em uso. Vilas-Boas et al., (2010) demonstraram uma correlagdo positiva entre a
arginase sérica e 0 TGB-  em pacientes com AF, achados que fortalecem a hipdtese de que o
TGF- B induz uma regulagio positiva do mecanismo da arginase e uma regulacdo negativa no
mecanismo de producédo do NO.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria cujo principal efeito é a inibicdo da sintese de
varias citocinas, tais como o TNF-a; GM-CSF; IL-1; IL-6; IL-8 e IL-12, para promover a
captacao e retencdo de ferro no interior dos macréfagos e do sistema reticulo endotelial. A IL10
inibe a proliferacdo das células Thi, facilitando o desenvolvimento da resposta Th2. Lanaro
(2009) verificou aumento da IL-10 em pacientes com AF em uso de HU, porém o mecanismo

ndo foi descrito.

2.7 Estratégias terapéuticas

As opgOes terapéuticas utilizadas no tratamento da AF sdo acido folico,
hidroxiuréia (HU), transfusdo sanguinea e transplante de medula 6ssea. Entretanto, com as
novas descobertas a cerca da fisiopatologia da doenca tém surgido perspectivas no sentido de
se buscar novas propostas terapéuticas, com a finalidade de atenuar os processos de inflamacéo,
estresse oxidativo, a disponibilidade de 6xido nitrico, entre outras colaborando para amenizar
com 0s episodios de vaso-oclusdo e de hemdlise (SILVA; SHIMAUTI, 2006).

2.7.1 Hidroxiuréia
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A hidroxiuréia (HU) é um hidroxicarbamato inibidor seletivo da sintese de
ribonucleotideo difosfato redutase, enzima necessaria na conversdo de ribonucleotideos
difosfatados em deoxiribonucleotideos difosfatados, assim mantendo as células na fase G1/S
do ciclo celular. A HU é usada principalmente em neoplasias do sistema hematopoético como,
por exemplo, na leucemia mieldide cronica (LMC). Atualmente, HU é o principal farmaco
disponivel para o tratamento de anemia falciforme liberado pela agéncia reguladora
norteamericana FDA (HANFT et al., 2000).

A HU, considerada como um agente citotoxico, mutagénico, recombinogénico e
antineoplasico vém sendo, utilizada no tratamento da AF. A HU é composta de simples estrutura
molecular, semelhante a ureia. Diferenciando-se apenas no que diz respeito a hidroxilagdo do
atomo de Nitrogénio adjacente a cetona da ureia, presumindo-se, dessa forma, que sua atuagédo
medicamentosa esteja associada a esse atomo (Figura 7). Varios estudos tém reportado a
eficacia da HU em pacientes com AF devido ao aumento da concentracdo da Hb F, logo
diminuindo os episodios de hemdlise e consequentemente melhorando o quadro clinico. A
droga ¢ indicada para pacientes, incluindo criancas, com trés ou mais episodios de crises vaso-
oclusivas com necessidade de atendimento médico; uma crise toracica aguda recidivante; uma
ou mais acidentes vasculares encefalicos; priapismo recorrente e anemia grave e persistente,
nos ultimos 12 meses (SILVA; SHIMAUTI, 2006; CANCADO et al., 2009).

Figura 7 — Estrutura quimica da HU.
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Alguns estudos mostram que a HU é um doador de NO. A HU é oxidada pela
hemoglobina gerando a nitrosilhemoglobina (HbNO) e 0 NO (GLADWIN et al., 2002), além
de gerar NO através das enzimas peroxidase, urease e catalase (JIANG et al., 1997). Outros
estudos mostram que a HU estimula a fosforilacdo e a ativagcdo da eNOS que resultam na
producdo de NO (CANALLI et al., 2008; COKIC et al., 2008) .



34

Foi observado também que a HU apresenta propriedades antioxidantes contribuindo
com a reducdo da peroxidacdo lipidica e formacdo de metahemoglobina na AF (AGIL;
SADRZADEH, 2000).

Dentre os efeitos hematoldgicos promovido pelo uso da HU estdo a diminuicdo nas
contagens de granuldcitos, monocitos e plaquetas circulantes e 0 aumento no ndmero de
eritroblastos que sintetizam grandes quantidades de HbF. A celularidade da medula 6ssea pode
também ser diminuida. Elevadas concentracdes de HbF reduzem a polimerizacdo da HbS e o
numero de eritrocitos deformados, densos ou danificados, atenuando a hemolise e diminuindo
a contagem de reticulécitos. A diminuicdo do ndmero de eritrdcitos densos e deformados
também reduz os episddios vaso oclusivas (MANFREDINI et al., 2008).

Acredita-se que os efeitos benéficos da HU decorram em parte de sua capacidade, de se
biotransformar em Oxido nitrico (NO) (KING, 2003).Vérios trabalhos tem atribuido um
aumento significativo do NO, GMPc e da HbF em pacientes com AF ao uso da HU (ALMEIDA
etal., 2008; CANALLI, 2008; COKIC et al., 2008 ; ALMEIDA et al., 2012). Cokic et al (2008)
demonstraram aumento do GMPc, em eritrocitos de pacientes com AF, em uso de HU quando
comparados com individuos aparentemente sadios. O aumento do NO pelo tratamento com HU
contribui de forma significativa auxiliando nos casos de vaso-ocluséo, diminuindo a expressao
de moléculas de adesdo ao endotélio vascular e inibindo a agregacdo plaquetaria, mantendo o
equilibrio homeostatico vascular (STEINBERG, 2006).

A HU gera NO, o qual ativa a sGC. A ativagdo de sGC aumenta a expressao de y globina
em células eritroleucémicas e eritroblastos humanos primarios. A via sGC regula a expressao
de y globina, e consequentemente a sintese de HbF. Conran et al., (2004), demonstraram que a
HU ativa GCs e também induz a expressao de RNAm y globina, aumentando os niveis de HbF

em células eritroleucémicas K562 e células progénitoras humanas.

A despeito desta série de efeitos benéficos, o tratamento com HU pode gerar efeitos
adversos como mielossupressdo, hiperpigmetacdo cutanea, lesdes ulcerativas em membros
inferiores, aumento dos niveis de TNF-a, agravando as crises algicas (NAHAVANDI et al.,
2000). Estudos tém demonstrado que a droga possui potencial teratogénico, carcinogénico e
mutagénico, podendo estar associada com um risco aumentado de desenvolvimento de leucemia
(; BYRD et al., 1999; HANFT et al., 2000; DAVIES; GILMORE, 2003; BARBUI, 2004;
PLATT, 2008, STEINBERG et al., 2010).
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Entretanto, é importante destacar que cerca de 25% dos pacientes ndo respondem a
terapia com HU, e em diversos casos de tratamento cronico o efeito benéfico diminui ou até
mesmo se extingue, necessitando doses cada vez maiores para se obter o efeito, aumentado a
toxicidade (ALIYU et al., 2005).

2.7.2 L-arginina como op¢ao terapéutica

A arginina é o Unico amino&cido substrato para a producao de NO por todas as isoformas
da NOS. Regular a disponibilidade de arginina € um mecanismo potencial que pode levar ao
controle da producdo de NO (JAIN; GLAWIN, 2010).

A L-arginina, € um aminodcido semi-essencial, substrato para enzima oxido nitrico
sintase endotelial (NOSe) para a producdo de NO, esta se encontra reduzida em portadores de
AF limitando a eficacia da HU (MORRIS et al.,, 2000; SULIVAN et al., 2010). As
concentracdes plasmaticas de L-arginina estdo deficientes em adultos e criancas durante as
crises vaso-oclusivas e crises de sindrome toracica aguda, e seu efeito estd associado a baixos
niveis do metabdlito NO (MORRIS, 2000). Estudos mais recentes enfatizam a importancia do
NO como um componente fundamental na fisiopatologia da AF (MORRIS et al., 2008; LITTLE
et al., 2009; LOU TZU-FANG et al., 2009; COX et al., 2011). A biodisponibilidade reduzida
da arginina global, mensurada por baixos niveis plasmaticos de L-arginina ou Lornitina ou L-
ornitina e L-citrulina, esta associada com a mortalidade em pacientes com AF (MORRIS et al.,
2005). Morris et al., (2008) confirmaram que a reducdo de arginina est4 associada ao dano
endotelial, a lesdo de multiplos érgdos, ao aumento da hemolise e a hipertensdo pulmonar,
contribuindo para a elevada taxa de mortalidade destes pacientes. Estudos clinicos com
suplementacdo de L-arginina aumenta a biodisponilidade do NO amenizando a hipertensao
pulmonar (KATO et al., 2006; MORRIS et al., 2008).

2.7.3 Demais Estratégias terapéuticas

Entre as novas propostas terapéuticas para a AF destacam-se a sulfasalazina,
como terapia antiinflamatoria e anti-adesiva, sendo um potente inibidor de NF-xB, que controla
a expressdo de uma variedade de genes envolvidos nas respostas inflamatorias e imunes, além
de promover uma reducdo significativa da expressdo de receptores de adesdo (VCAM-1,

ICAM-1 e E-selectina) em células endoteliais. Aslan e Bruce (2007) demonstraram uma
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reducdo de 73% em dias de hospitalizacdo e 74% em horas gastas em sala de emergéncia por
ano, de pacientes com AF com crises algicas recorrentes.

O uso da vitamina E, como antioxidante de baixo peso molecular, promoveu o
aumento da concentragdo de a-tocoferol (0.7 £ 0.2 para 2.3 £ 0.3 mg/g lipidio) e uma reducéo
significante de células falcizadas (25 = 3% para 11 + 1%) em pacientes com AF (ASLAN;
BRUCE, 2007). Além disso, outras drogas, tais como o Sildenafil, a inalacdo de NO foram
utilizadas como estratégias terapéuticas com a finalidade de promover o aumento do NO. O
inibidor da 5-fosfodiesterase, sildenafil, age potencializando o efeito do NO através da inibicéo
da degradacdo de GMPc (ASLAN; BRUCE, 2007; WOOD; HSU; GLADWIN,

2008).

Agentes indutores de HbF tais como o dimetilbutirato de sodio e o pomalidomide tém
sido avaliados em associacdo com a HU na AF (KUTLAR et al., 2012) porém com resultados
pouco promissores (MEILER et al., 2011).

Recentemente, outra ferramenta terapéutica que esta sendo estudada s&o os inibidores
da fosfodiesterase 9 ( PDE9 ). Tendo em vista a importancia da via NO, GMPc na indugéo de
HbF, a modulacdo dos niveis intracelulares de NO e GMPc pode ser efetivo no tratamento da
AF. A PDE9 é expressa em células hematopoéticas e é, portanto, um alvo terapéutico promissor
(ALMEIDA et al.,, 2012) Sabendo-se que a PDE9 degrada GMPc com uma afinidade
extremamente alta (Km=170nM) (FISHER et al., 1998), inibir essa enzima altamente expressa
em eritrocitos falciformes, pode representar um alvo farmacologico para o aumento intra-
eritrocitario de GMPc, com uma consequente inducdo de HbF. Estudos atuais avaliaram o uso
de inibidor de PDE9 associado a HU e demonstraram uma diminuicdo nas crises de vaso-
oclusdo em modelo murino falciforme, mediada pela elevagédo de cGMP, o que sugere que a
HU pode ter beneficio imediato na definicdo de CVO (ALMEIDA et al., 2008; ALMEIDA et
al., 2012)

2.8 Moduladores genéticos da Anemia Falciforme

Embora o mecanismo dos processos que influenciam a polimerizagdo da HbS estejam
bem caracterizados, a explicagdo para a heterogeneidade fenotipica e a ampla variabilidade
clinica da AF permanece um mistério. Varios sao os fatores identificados como moduladores
da clinica da AF, entre eles a concentracdo de HbF, grupos de haplétipos da beta globina e a

presenca dos polimorfismos como 0 BCL11A, associados a expressdo de HbF (LETTRE et al.,



37

2008). A concentragdo de HbF é bem conhecida como um pardmetro laboratorial critico, os
mesmos estdo associados com menor risco de complicagfes vaso-oclusivas, danos a 6rgéos e
mortalidade (PLATT et al., 1994).

Os haplotipos da [ -globina s&o padrées de polimorfismos do DNA, na sexta posi¢ao
da cadeia globinica P, localizados no cromossomo 11 de individuos portadores do gene [
%, Os haplotipos séo classificados de acordo com a regido geografica onde foram identificados:
Benin, originario da Africa ocidental; Bantu (ou Central Africano Repliblica), proveniente da
Africa oriental e centro-sul; Senegal, oriundo da Africa atlantico-ocidental; Arabe-Indiano,
encontrado na India e Peninsula Arabica e Camardes localizadio [a costa Africana ocidental
(NAGEL, 1984). Além de alterar a concentracdo da HbF ( 22), os hapl6tipos também podem
influenciar a gravidade clinica da AF através da presenca de SNPs (polimorfismos de

nucleotideos simples) que teriam influéncia reguladora nos genes da [] -

globin (STEINBERG, 2006).

Figura 8 - O locus da beta globina e interagdo com outros loci em populagfes normais e de
adultos com AF.
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Fonte: GREEN; BARRAL, 2011.

Os diferentes SNPs determinantes na regulacdo da HbF, foram determinados atraveés dos
estudos de associacdo em todo o genoma (GWAS), o qual revelou forte associagdo com SNPs
em trés diferentes genes ou loci génicos, como a maioria fortemente associada com a expressao
de HbF: Xmnl1-HBG2, HBS1L-MYB, e BCL11A (Figura 8) (GREEN; BARRAL, 2011).
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Um Unico SNP no intron 2 do oncogene BCL11A no cromossomo 2p16 em populagoes
saudaveis é responsavel por 15% da variabilidade de células F. O BCL11A é um fator de
transcricdo linfoide, indispensavel para o desenvolvimento da linhagem linféide e cujo
expressao desregulada estd envolvida em leucemias (GREEN; BARRAL, 2011). Estudos em
cultura de células precursoras eritréides e in vivo em camundongos modificados com AF
demonstraram que BCL11A liga-se ao locus da globina beta e desempenha um papel direto na
inibicdo na substituicdo da globina gama pela beta, regulando a expressdo de HbF
(GALARNEAU et al., 2010).

As variantes intrénicas dos SNPs no gene BCL11A esta associado com maior ou menor
producdo de HbF. Os SNPs do gene BCL11A apresentam-se como dois alelos, sendo que a
presenca do alelo menos frequente influencia no aumento de HbF, tendo como consequéncia a
reducdo da expressdo do gene BCL11A, o que leva a uma diminuicdo da sintese do fator
repressor BCL11A e, consequentemente, a uma menor repressao e subsequente um aumento da
expressio dos genes v® e Y que codificam as cadeias y-globina constituintes da HbF (LETTRE
et al., 2008; GREEN; BARRAL, 2011). Desta forma os SNPs do gene BCL11A regulam a
expressao de HbF modificando a globina atraves de uma mutacao estrutural que afeta a cinética

de crescimento e a diferenciacdo dos globulos vermelhos (THEIN et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos da L-arginina como um protocolo terapéutico coadjuvante no tratamento
dos pacientes com AF acompanhados no servico de Hematologia do Hospital Universitario
Walter Cantidio — UFC

3.2 Objetivos especificos

v" Avaliar o perfil hematoldgico através das concentracdes de hemoglobina (Hb), hemoglobina

Fetal (HbF) e da contagem de reticulécitos;
v Determinar o perfil bioquimico através das dosagens de uréia, creatinina, aminotransferase
alanina sérica (ALT), Aminotransferase aspartato sérica (AST) e lactato desidrogenase

(LDH);

v" Auvaliar as concentragdes séricas de NO>" e catalase;

v" Validar o método de deteccao da HU por UPLC

v' Avaliar as concentracdes séricas de HU e correlacionar com a concentracdo da HbF;

v" Avaliar o perfil inflamatério através das dosagens das citocinas IL-6, IL-10, IL-17 ¢ TGF;
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v" Correlacionar as concentracdes séricas de NO2™ e da HbF com as concentragbes de TGF-p;

v Identificar o polimorfismo no gene BCL11A e correlacionar as concentracdes de NO2™ e da
HbF;

4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Consideracdes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Universidade Federal do Cearé
sob protocolo N°110.10.10.

4.2 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, analitico, desenvolvido segundo as diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, contidas na Resolugdo N°
466 / 2012 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude.

4.3 Casuistica

Foram selecionados 19 pacientes adultos (4 homens e 15 mulheres entre 20 e 40 anos de idade)
com diagnéstico clinico e laboratorial de AF confirmado por biologia molecular, em estado
basal da doenca e em tratamento com HU (Hydréia® 1000mg/dia ou 1500mg/dia) ha mais de
um ano, em acompanhamento ambulatorial no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC)
em Fortaleza, Ceara, no periodo de fevereiro de 2011 a julho de 2012. Foi prescrito L-arginina
(Reforgan® 250 mg — 1vez ao dia) por 12 semanas em associacdo com HU, com coletas de
amostras bioldgicas realizadas antes do uso da L-arginina+HU (tempo 0), com 4, 8 e 12 semanas
de tratamento. O Reforgan® foi dispensado gratuitamente aos pacientes sendo orientados a
ingerir juntamente com a Hydréia®. Destes 19 pacientes, 03 pacientes apresentaram reacdes
adversas ja previstas para a L-arginina, tais como nauseas, urticarias ou dores de cabeca, e foram

orientados a abandonar o tratamento.
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4.4 Locais de Estudo
O estudo foi realizado no HEMOCE, no Laboratério de hemoglobina e doencas
geneticas hematologicas (LHDGH), no Laboratorio de Toxicologia do Curso de Farmacia da

Universidade Federal do Ceara e no Laboratério Central do Estado do Ceard (LACEN).

4.5 Selecdo da Amostra
Os pacientes foram selecionados aleatoriamente baseando-se em critérios de inclusao e

exclusdo do estudo. A fase estacionéria da doenca foi estabelecida de acordo com os critérios
de Ballas (2012) tais como auséncia de crises dolorosas por quatro semanas consecutivas;
nenhuma admissao hospitalar nos ultimos 2-3 dias; historico negativo de transfusao sanguinea
durante os 4 meses anteriores; nenhuma intercorréncia de infeccdo ou inflamagéo nas ultimas
4 semanas; nenhum tratamento com medicamentos que possam afetar o hemograma

(antibioticos, imunossupressores, entre outros) durante as Gltimas 3 semanas.

Critérios de Inclusdo:
 Pacientes adultos com AF em uso HU (1000mg/dia).
» Diagnéstico de HbSS confirmada por PCR -RFLP.

Critérios de Exclusao:
» Pacientes ndo portadores de AF ou quando se recusarem a participar do estudo,
ndo assinando o TCLE,
* Aqueles que tenham realizado terapéutica transfusional nos ultimos trés meses
O Pacientes em uso de quelante de ferro e de vitaminas antioxidantes.
» Pacientes tabagistas e etilistas, gestantes, portadores de diabetes mellitus e/ou

com algum quadro de insuficiéncia renal ou hepatica.

4.6 Coleta

Ap0s assinatura do TCLE foram coletadas duas amostras de sangue venoso, uma em tubo

com heparina, para as dosagens do nitrito (NO2); HU e dos parametros bioquimicos LDH,
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creatinina, ureia, AST e ALT e das citocinas (IL-6, TGF-beta, IL-10 e IL-17); em tubo contendo
anticoagulante EDTA para a realizacdo do hemograma, HbF, contagem de reticuldcitos,
determinacdo da catalse(CAT) e polimorfismos BCL11A, sendo a coleta de sangue venoso

realizada nos periodos de 0, 4, 8 e 12 semanas de uso concomitante de Larginina +HU.

4.7 Testes Realizados:

4.7.1 Dosagem de HbF (SOUZA et al., 2003): A determinacdo da concentracdo de HbF foi

realizada através de HPLC.

4.7.2 Dosagem dos niveis plasmaticos de HU:

Quimicos

Hidroxiuréia (>98 %, 04/04/2013), metiluréia (97%, 04/04/2013)(padréo interno), diacetyl
Monoxime (C4sH7NO>), tiosemicarbazida (CHsNsS) e cloreto férrico (FeCls) foram comprados
da SIGMA® (ST. LOUIS, MO, USA). Cloreto de sodio (NaCl) da LABSYNTH® (SP, Brasil),
4cido sulfaricoda CROMATOATO PRODUTOS QUIMICOS LTDA (SP,

Brasil), acido ortofosférico da TEDIA® (RJ, Brasil), acido tricloroacético e acetonitrila foram
comprados da VETEC® (RJ, Brasil). Plasma padrio foi obtido do Hemocentro do Estado do

Ceard, Brasil.

Solucgbes

A solucdo estoque de HU foi preparada em acetonitrila/agua (1:1) na concentragéo de
10000 pM, a qual foi diluida em acetonitrila/dgua (1:1) para obtencdo de concentragdes de 8000,
6000, 3200, 2000, 1000, 500 e 250 uM. As solucdes padréo foram armazenadas em geladeira,
com estabilidade de 20 dias. A solucdo de metiluréia utilizada como padrdo interno foi
preparada na concentragao de 15,5 mM.

A solucdo colorimétrica (A) foi preparada utilizando-se 0,2 g de tiosemicarbazida, 0,9 g
de cloreto de sddio, 0,1 g de diacetyl monoxime em agua destilada gqsp 100 mL. A solucéo acida
(B) foi preparada com 6 mL de &cido sulfdrico (H2SO4), 1 mL de &cido ortofosforico,
acrescentando-se 80 mL de agua destilada, dissolvendo-se nesta solucdo 0,01 g de cloreto

férrico e completando-se para 100 mL com agua destilada.
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Condigdes cromatograficas

O equipamento de Ultra Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (UPLC) consiste de
um sistema de bombeamento, com detector com arranjo de diodos (PDA) (ACCELA THERMO
SCIENTIFIC®), sistema de aquisi¢io de dados CHROMQUEST 5.0 (THERMO SCIENTIFIC
®) e coluna analitica de fase reversa NUCLEOSIL Cis de 5 pm de particula (250_4,6 mm) da
PHENOMENEX® e pré-coluna Cis (4x30mm). A fase movel utilizada foi Acetonitrila/agua
(16,7/83,3) fluxo de 1 /min, comprimento de onda de 440 nm.

Preparacdo da Amostra

Em um tudo de 10 mL a aliquotas de 400 uL do plasma dos pacientes tratados com HU
foram adicionados 80 pL de metilurea, 15,5 mM (Padrdo Interno) e 800 pL de acido
tricloroacético 20 % para precipitacdo das proteinas. Apos misturam em vortex (30 segundos)
e centrifugacdo (3500 rpm por 10 minutos), 1000 pL do sobrenadante foi transferido a outro
tubo, adicionando-se 1000 pL da solucdo A (colorimétrica) e 1000 pL da solucdo B (reagente
acido). A mistura foi aquecida em banho Maria (100°C) por 10 minutos e em seguida,
refrigerada a 4°C por 10 minutos. 25 pL do produto desta reacdo foram submetidos a analise

cromatografica.

Curva de Calibracéao

Para a construcdo da curva de calibracdo, realizada em triplicata, aliquotas de 400 pL
de plasma branco humano (pessoas néo tratadas com HU), foram enriquecidas com 100 pL de
uma concentracdo adequada da solucdo de trabalho padrdo de HU para a obtencdo das
concentragdes: 50, 100, 200, 400, 740, 1200 e 1600 uM de HU em plasma. O padrdo interno
(80 pL, 15,5 mM) foi entdo adicionado a cada solucéo e, submetidas ao processo de preparacéo
da amostra e analise cromatografica especificada anteriormente.

As equagdes de regressao linear e o coeficiente de correlagéo foram obtidos dividindose
as areas dos picos da HU pela area do padrdo interno (HU/PI), plotado em funcéo das
respectivas concentragBes. Os critérios de aceitacdo das curvas de calibragdo incluiram
coeficiente de correlacdo linear igual ou superior a 0,99, desvio menor ou igual a 20 % em
relacdo a concentragdo nominal para o limite inferior de quantificacdo e desvio menor ou igual
a 15 % em relagdo a concentragdo nominal para as outras concentragcdes das curvas de

calibracdo.
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Validacéo
O processo de validacéo foi realizado entre julho e outubro de 2012, de acordo com a
Resolucdo - RDC n° 27, de 17/05/2012, do Ministério da Salde - Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitéria.

Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo foi definido como a menor concentracdo quantificada com
precisdo e exatidao igual ou inferior a 20 %. Foram avaliadas amostras de plasma humano
enriquecidas com HU em concentracGes tdo baixas quanto 50 uM. As amostras foram

analisadas em quintuplicata.

Linearidade
A linearidade foi avaliada em concentracfes crescentes aquelas empregadas na curva de
calibracdo. A linearidade foi avaliada até a concentracao de 1600 uM de HU em plasma.

Foram determinadas as equacdes de regressao linear e os coeficientes de correlacéo.

Seletividade

A interferéncia dos componentes enddgenos do plasma foi avaliada através da analise

de aliquotas de seis diferentes plasmas obtidos de pessoas ndo tratadas com HU.

Precisao e exatidao

Para a determinacdo da precisdo e a exatidao foram utilizados controles de qualidade
nas concentragdes de 100, 740 e 1600 uM de HU em plasma.

Para a avaliagdo da preciséo intra ensaios foram analisadas 05 aliquotas de cada controle
em um mesmo dia, ou seja, através de uma Unica curva de calibragdo. Para a avaliagdo da
precisdo intercorrida foram analisadas aliquotas, em quintuplicata, controles de qualidade em
trés dias consecutivos. A precisdo foi expressa como coeficiente de variagdo (CV%), ndo se
admitindo valores superiores a 15% (quinze por cento).

A exatiddo intra e inter ensaios também foram avaliadas utilizando os resultados
experimentais obtidos na precisdo. A exatidao foi expressa através do Erro Padrdo Relativo

(EPR), ndo se admitindo valores fora da faixa de + 15% (quinze por cento) do valor nominal.
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Average concentration experimental — nominal value
EPR = : x100
nominal value

Protocolo clinico e experimental

Foram analisados os niveis plasmaticos de HU nos 16 pacientes envolvidos no estudo nos
momentos M0, M4, M8 e M12), totalizando 64 plasmas analisados. No entanto encontramos
niveis plasmaticos mensuraveis em apenas 22 plasmas, que correspondem a 15 pacientes em
diferentes momentos, os demais plasmas apresentaram valores indeterminados, provavelmente
devido aos niveis plasmaticos de HU serem menores que o limite de detec¢do de 50 pM.

A coleta do sangue venoso contendo anticoagulante heparina, ndo obedeceu a horéarios pré
- estabelecidos de acordo com a farmacocinética da HU tendo em vista que a mesma é ingerida
em jejum, e algumas coletas foram realizadas no periodo da tarde. As amostras de plasma para
andlise cromatogréafica foram obtidas por centrifugacdo das amostras de sangue a 4000 rpm por
10 minutos e estocadas a -80° C até o tempo de analise. No entanto, a estabilidade da HU durante
este periodo pode ser questionada.

A concentragdo plasmatica de HU nos pacientes analisados foi calculada através das

curvas de calibragéo.

4.7.3 Perfil Oxidativo:

4.7.3.1 Catalase (CAT):

A atividade da catalase (CAT) nas hemacias foi determinada por método
espectrofotométrico, monitorando a decomposic¢do do H>O> a 240nm (DRAPER; HADLEY,
1990). Preparou-se as solucbes 1 -TRIS-HCI (1M) (30,27g em 250mL de HCI 1M 6,055g em
50mL de HCI 1M); 2- EDTA 5mM ( 0,365g em 250mL de H20, 0,07305g em 50mL de agua
destilada e 3- H2O2 10mM (100puL de H202 30% em 100mL de 4gua Mili-Q). Utilizou-se 250ml
da solucgdo 1+ 250ml da solugéo 2, ajustando o pH 8,0. Dos 100mL da solucéo de H.O2 10mM
preparada, retirou-se 10mL. Aos 90mL restantes dessa solucdo (H202 10mM), adicionou-se
5mL do tampdo TRIS-EDTA e 4mL de agua Mili-Q. Em 990 ul do tampédo TRIS-EDTA
adicionou-se 10 pl do hemolisado EDTA. A absorbancia foi lida a 240nm, a cada um minuto,

por 2 min.
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4.7.3.2 Ensaio do NOz: Apds o periodo de incubagdo, a concentragdo de nitrito foi determinada
segundo o método de GREEN, que se baseia em revelar a presenca de nitrito em uma amostra

(urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reacdo de diazotizacdo que forma um croméforo
de cor rosea, com pico de absorbancia de 560 nm. Para esta experiéncia 100 OL do reativo de
Griess (sulfanilamida a 1%/ cloridrato de N-(1-naftil)-etilenediamina 0.1% / H3POs em 1% /
agua destilada, na propor¢do de 1:1:1:1) foi adicionado a 100 OL do plasma e incubado a
temperatura ambiente por 10 min. A curva padrdo foi elaborada com vérias concentracdes de

NaNO: (variando de 0,75 a 100 OM) sob as mesmas condigdes. Os brancos foram preparados

pela adi¢do de 100 OL do reativo de Griess a 100 OL do plasma e a absorbancia foi medida em

leitor de microplacas em 560 nm (GREEN et al., 1982).

4.7 .4 Perfil Inflamatério:

4.7.4.1 Citocinas (IL-6, TGF-$, IL-10, IL-17): As citocinas IL-6, TGF-p, IL-10, IL-17 foram

dosadas por Elisa utilizando-se kits da BD- BIOSCIENCES, seguindo o seguinte protocolo:

1. Colocar 100 pL/poco de anticorpo de captura em tampao de revestimento. Selar a placa e
incubar durante a noite a 4 ° C.

2. Aspirar cada poco e lavar 5 vezes com 250uL/poco. Esperar 1 minuto durante cada passo
de lavagem. Bater a placa sobre papel absorvente para remover qualquer tampdo residual.

3. Colocar 200 pL/pogo do diluente de ensaio 1x. Incubar a temperatura ambiente durante 1
hora.

4. Aspirar / lavar como no passo 2. Repetir para um total de 5 lavagens.

5. Adicionar 100 pL/poco do padrdo aos pogos apropriados. Executar duas diluicdes em serie
das normas de topo para fazer a curva padréo.

6. Adicionar 100 pL/poco das amostras aos pogos apropriados. Cobrir ou selar a placa e
incubar a temperatura ambiente durante 2 horas (ou durante a noite a 4 ° C para a
sensibilidade maxima).

7. Aspirar / lavar como no passo 2. Repetir para um total de 5 lavagens.

8. Adicionar 100 pl / pogo de anticorpo de deteccdo. Selar a placa e incubar a temperatura
ambiente durante 1 hora.

9. Aspirar / lavar como no passo 2. Repetir para um total de 5 lavagens.
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10. Adicionar 100 pL/pogo de avidina-HRP. Selar a placa e incubar a temperatura ambiente
durante 30 minutos.

11. Aspirar e lavar como no passo 2. Repetir um total de 7 lavagens.

12. Adicionar 100 pL/poco de solugdo de substrato a cada poco. Incubar placa a temperatura
ambiente durante 15 minutos.

13. Adicionar 50 pul de solugéo de parada em cada poco.

14. Realizar a leitura da placa em 450 nm.

4.7.5 Analises moleculares

Primeiramente foi realizada a confirmacdo da HbSS e em seguida o estudo do
polimorfismo no gene BCL11A. Os dois procedimentos foram realizados através da extracdo
do DNA de leucdcitos, seguido da técnica da reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR-
RFLP) e por gPCR.

- Extracdo do DNA gendmico: O DNA foi isolado de leucdcitos, a partir de amostras de
sangue total, colhidas em tubos contendo o anticoagulante EDTA. Foram utilizados Kits de
extracdo da BIOPUR®.

Apbs a realizacdo do protocolo de extracdo, todas as amostras de DNA extraido
foram quantificadas no aparelho NANODROP, para posterior amplificacdo génica. As amostras

foram armazenadas a -20° C até 0 momento da utilizacéo.

- Confirmacéao da HbSS

A confirmacdo da HbSS e a anélise dos haplétipos da mutagdo RS foi realizada por meio
da técnica da reacdo em cadeia mediada pela polimerase e polimorfismo dos comprimentos dos
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) (CLARK; THEIN, 2004).

A reagdo foi realizada para um volume final de 25 uL. No eppendorf foram adicionados
11 pL de dgua para injecao; 12,5 uL de PCR Master Mix; 0,25 pL do oligonucleotideo P277;
0,25 pL do oligonucleotideo P278; e 1 uL de DNA gendmico. O processo de amplificacdo foi
realizado por uma desnaturacdo prévia de 94°C por 5 minutos; acrescida de 35 ciclos
compreendendo desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, pareamento dos oligonucleotideos a

60°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos; e mais um Gltimo ciclo
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de extensdo a 72°C por 7 minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apos
amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5 uLL do mix da enzima Dde |
(3,3 uL de agua para injegdo; 0,2 uL da enzima Dde I; 1,5 pL do tampédo da enzima) a 10 uL
do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas (SAIKI et al., 1985).

- Estudo do polimorfismo no gene BCL11A

Apos quantificagdo em NANODROP (ND-1000; NANODROP TECHNOLOGIES
INC., WILMINGTON, DE, EUA), aliquotas de DNA foram utilizadas como molde em rea¢c6es
de PCR quantitativa em tempo real. A técnica consiste no monitoramento dptico da
fluorescéncia emitida durante a reacdo de PCR (HIGUCHI et al., 1993), através da ligacdo de
uma sonda especifica ou um corante, na fita recém sintetizada. As reagdes, feitas sempre em
duplicata, foram realizadas utilizando-se o reagente VIC/FAM, PCR Master Mix® (APPLIED
BIOSYSTEMS, FOSTER CITY, CA, EUA), que além de conter todos 0s reagentes necessarios
para a PCR (dNTP’s, MgClI2, tampdo, Taq Ampli-Gold), contém o corante SYBRGreen,
componente intercalante de dupla fita. Além disso, utilizaram-se também amostra de DNA e
primers especificos para o gene analisado. Em todos os casos foram feitos controles negativos,
contendo agua estéril em substituicdo a amostra. As reacdes foram preparadas em placas de 96
pocos (APPLIED BIOSYSTEMS, FOSTER CITY, CA, EUA) com tampas plasticas que
permitem a passagem de luz. O programa foi iniciado por 95°C/10minutos, seguindo-se 40
ciclos: 92°C/15segundos — 60°C/1minuto.

A deteccdo da amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento ABI 5700
SEQUENCE DETECTOR SYSTEM® (APPLIED BIOSYSTEMS) e os resultados foram
apresentados pelo programa GENEAMP® 5700 SDS (APPLIED BIOSYSTEMS, FOSTER
CITY, CA, EUA) em graficos de fluorescéncia versus numero de ciclos. O ciclo no qual se
detecta fluorescéncia acima do limite basal estabelecido (threshold) é denominado ciclo de
threshold ou Ct. Quanto maior a expressao de um gene, ou seja, quanto mais copias existirem
no inicio da reacdo, mais precocemente ocorre a amplificacdo e, consequentemente menor € o
Ct.

A caracterizacao dos polimorfismos no gene BCL11A foi realizado por PCR em tempo
real no aparelho APPLIED BIOSYSTEMS de acordo com protocolo do kit da LIFE
TECHNOLOGIES®. A analise dos polimorfismos no gene BCL11A foi realizada através dos
SNPs rs11886868, rs 4671393 e rs 7557939 por PCR em tempo real (QPCR).
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GENE: BCL11A

SNP ID 7557939: A reacao foi realizada para um volume final de 25 pL. No eppendorf foram
adicionados 7 puL de agua para injecdo; 12,5 uL. de Master Mix; 0,5 pL do SNP 755; ¢ 5 uL de
DNA gendmico. O processo de amplificacdo foi realizado por uma desnaturacéo prévia de 95°C
por 10 minutos; acrescida de 40 ciclos compreendendo desnaturacéo a 92°C por 15 segundos,
pareamento dos oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto. A andlise foi realizada no software do
termociclador 7500 REAL TIME PCR SYSTEM (APPLIED BIOSYSTEMS), na fungédo para
genotipagem.

Localizacdo do Cromossomo: Cr.2: 60721347 - 60721347

Polimorfismo: A/G, Substituicao

Sequencia [VIC/FAM]:
TACATCCTTGAGCTACACAGGCTAA[A/G]JCAAGAGTGAGAGAGGGTGATGCTGA

SNP ID 4671393: A reacao foi realizada para um volume final de 25 pL. No eppendorf foram
adicionados 7 pL de 4gua para injecao; 12,5 pL de Master Mix; 0,5 uL. do SNP 467; ¢ 5 uL de
DNA gendmico. O processo de amplificacdo foi realizado por uma desnaturacéo prévia de 95°C
por 10 minutos; acrescida de 40 ciclos compreendendo desnaturacdo a 92°C por 15 segundos,
pareamento dos oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto. A analise foi realizada no software do
termociclador 7500 REAL TIME PCR SYSTEM (APPLIED BIOSYSTEMS), na funcédo para
genotipagem.

Localizagéo do Cromossomo: Cr.2: 60720951 - 60720951

Polimorfismo: A/G, Substituicao

Sequencia [VIC/FAM]:
CCAGTGCTGTGGACAGCAAAGCTTCIA/G]GTGCAGGAAATTAAGATTCCCCCTG

SNP ID 11886868: A reacao foi realizada para um volume final de 25 pL.. No eppendorf foram
adicionados 7 pL de dgua para inje¢do; 12,5 pL de Master Mix; 0,5 pL do SNP 118; e 5 uL de
DNA gendmico. O processo de amplificacao foi realizado por uma desnaturagéo prévia de 95°C
por 10 minutos; acrescida de 40 ciclos compreendendo desnaturagdo a 92°C por 15 segundos,
pareamento dos oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto. A analise foi realizada no software do
termociclador 7500 REAL TIME PCR SYSTEM (APPLIED BIOSYSTEMS), na funcdo para

genotipagem.
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Localizacdo do Cromossomo: Cr.2: 60720246 - 60720246

Polimorfismo: C/T, Substituicio

Sequencia [VIC/FAM]:
TATCGTCTTTTGTGTTTAATTTCTT[C/T]CACAGAGCAGAATGATTCTGGGATT

4.8 Descarte do material bioldgico:
O descarte do material biologico foi realizado segundo a resolucdo da diretoria colegiada —

RDC 306, de 7 de dezembro de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria.

4.9 Analises Estatisticas
O GraphPrism (versdo 5.01) foi o programa utilizado para a realizacdo da analise

estatistica. O teste de D’Agostino foi utilizado para a verificagdo da distribuigdo normal dos
dados. As diferencas estatisticas entre 0s momentos de suplementacdo com Larginina foram
observadas pelos testes Repeated Measures ANOVA- Tukey test as post hoc test or Friedman
test — Dunn’s test as post hoc test. Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo
da média (meédia + EPM). O nivel de significancia estabelecido foi p<0,05 para todas as

analises.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise dos Parametros Hematologicos, do Estresse Oxidativo e do Perfil Inflamatorio.

A tabela 1 apresenta os dados hematoldgicos, do estresse oxidativo e das citocinas dos
pacientes com AF em uso da co-administracdo HU+L-Arginina nos momentos zero, quatro,

oito e doze semanas de uso concomitante.
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Tabela 1- Evolucdo dos parametros hematoldgicos e do estresse oxidativo e citocinas de
pacientes com AF (n=16).

HU+L-arginina N=16
Parametros MO M4 M8 M12 p-valor
Hematoldgicos
He (x10'%/L) 2,626 2,669+ 2,717+ 2,732+ p>0,05
+0,1486 0,1320 0,1268 0,1203
Hb (g/dL) 9,063+ 9,365+ 9,313+ 9,380+ p=0,5204
0,3276 0,3767 0,2775 0,2485
HbF (%)° 13,39 £2,24% | 14,48 2,186 | 14,69 +2,095 | 15,37 p=0,0114
12,1622
VCM(fL) 99,063,372 | 99,17+2,963 | 99,43+2,944 | 93,1946,96 | p>0,05
Reticulécitos 173,1 +25,80? | 220,4 +18,89 | 231,8 +25,89 | 6
(/mm3)° 276,1 p=0,0027
+20,532
Atividade da 337,7+27,41 | 314,3+23,41 | 287,0+34,05 | 282,6+38,5 | p>0,05
Catalase (U/ml) 5
Nitrito (LM? 4,569+0,9692 11,10£1,822° | 13,2943,12 | ho0 0001
ab g2
7,207+1,7172
c
Citocinas
IL-17 (pg/ml) 5,074+0,8120 5,498+0,8594 | 8,385+1,496 002641 71 p=0,0075
: Oa
IL-6 (pg/ml) 13,37+3,413 | 12,10+2,910 | 11,96+2,353 | 14,16+3,67 | p>0,05
7
IL-10 (pg/ml) 6,612+1,589 | 6,123+1,432 | 5,962+1,429 | 4,361+1,61 | p=0,0089
9
TGF-B (pg/ml) 3683+935,1 | 2693+570,52 | 3432+1257 5125413372 | p=0,0462

Os resultados foram expressos em médiaterro padrdo da média (EPM).
MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina;
M4- Pacientes com AF tratados com HU com 4 semanas de suplementagéo com L-arginina;

M8- Pacientes com AF tratados com HU com 8 semanas de suplementagdo com L-arginina;
M12- Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de suplementacdo com Larginina;
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%estatisticamente  significante com M12; °

estatisticamente significante com M4

estatisticamente significante com MS8; °©

Os resultados mostram que os pacientes tratados com HU+ suplementacédo de Larginina
apresentaram significante aumento das concentracGes de nitrito apos 12 semanas comparadas

ao momento zero (p<0,05) Figura 9.

Figura 9 — Concentracdes de Nitrito em pacientes com AF tratados com HU+L-arginina por 0,
4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU
com 8 semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de
suplementacdo com L-arginina; Q estatisticamente significante

O uso da associacdo HU+ suplementacdo de L-arginina induziu significante aumento

das concentragdes de HbF apds 12 semanas comparadas ao momento zero (p<0,05) Figura 10.
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Figura 10 — Concentracdes de HbF em pacientes com AF tratados com HU+L-arginina por 0,
4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementa¢do com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU
com 8 semanas de suplementa¢do com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de
suplementacdo com L-arginina; Q estatisticamente significante

O uso da associacdo HU+ L-arginina induziu significante aumento da contagem de

reticuldcitos apds 12 semanas comparadas ao momento zero (p<0,05) Figura 11.

Figura 11 — Contagem de Reticuldcitos em pacientes com AF tratados com HU+L-arginina por
0, 4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU
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com 8 semanas de suplementac¢do com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de
suplementagdo com L-arginina; Q estatisticamente significante

A associacdo HU+ suplementacédo de L-arginina ndo modificou a atividade da catalase.

Figura 12.

Figura 12 — Atividade da Catalase em pacientes com AF tratados com HU+L-arginina por 0, 4,
8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementa¢do com L-arginina; M8- Pacientes com AF tratados com HU
com 8 semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de
suplementacdo com L-arginina.

Houve aumento significante das concentragdes de TGF-B apo6s 12 semanas de uso da
associagdo HU+L-arginina quando comparados a quatro semanas de uso da associagdo
(p=0,0462) (Figura 13).

Figura 13 — Concentragbes de TGF-f em pacientes com AF tratados com HU com
suplementacdo de L-arginina por 0, 4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementa¢do com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU
com 8 semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de
suplementacdo com L-arginina; Q estatisticamente significante

A IL-17 apresentou um aumento significante apds 12 semanas de uso da associacao

HU+L-arginina quando comparados a momento zero (p=0,0075) (Figura 14).



Figura14 — Concentragles de IL- 17 em pacientes com AF tratados com HU com

suplementacéo de L-arginina por 0, 4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementagdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU
com 8 semanas de suplementagcdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de

suplementacdo com L-arginina; Q estatisticamente significante

A IL-10 apresentou uma reducéo significante entre os momentos zero doze semanas de

uso da associacgdo (p=0,0328) Figura 15.
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Figura15 — ConcentragOes de IL- 10 em pacientes com AF tratados com HU com
suplementacéo de L-arginina por 0, 4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementagdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU
com 8 semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de
suplementacdo com L-arginina; Q estatisticamente significante

Para a IL-6, ndo houve diferenca significante quando comparamos entre os diferentes

momentos de uso de HU+L-arginina (Figura 16)
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Figura16 — ConcentragGes de IL-  em pacientes com AF tratados com HU com
suplementacéo de L-arginina por 0, 4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementagdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU
com 8 semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de
suplementacdo com L-arginina.

Correlagdo entre TGF- B, NO2 e HbF

A tabela 2 apresenta a correlagdo entre os concentracbes séricos de TGF-f com os
concentracgdes de nitrito e HbF dos pacientes que faziam co-administragdo HU+L-Arginina nos

momentos zero, quatro, oito e doze semanas de uso concomitante.

Tabela 2 - Correlagdo entre TGF- , NOze HbF nos diferentes momentos de uso da
associacao HU+L-arginina

TGF-B

MO M4 M8 M12

NG,  P-valor 0,028* 0,410 0,467 0,471
R 0,4853* -0,0618 0,0220 -0,0192
HbF  p-valor 0,336 0,016* 0,340 0,047*
R 0,1147 0,5372* 0,118 0,4325*

MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementagdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU
com 8 semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de
suplementacdo com L-arginina; *Coeficiente de correlacdo de Spearman (r) e valor de p.
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Figura 17- Correlacéo entre TGF- e HbF, nos diferentes momentos de uso da associagdo HU+Larginina
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com AF
tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU com 8
semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de

suplementacdo com L-arginina

Figura 18 - Correlagdo entre TGF-B e NO2, nos diferentes momentos de uso da associagio

HU+Larginina.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementac¢do com L-arginina; M4— Pacientes com AF

tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU com 8

semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de

suplementacdo com L-arginina

5.2 Padronizacéo e Validacao do método de Andlise de Hidroxiuréia em Plasma

As Figuras 19 e 20 mostram respectivamente a analise cromatografica de um plasma

branco enriquecido com solug6es de HU e metilureia (padréo interno) e plasma de paciente com

AF em uso de HU 1000 mg/dia. Observou-se que o tempo de reten¢do da HU, urea e metilureia

foram respectivamente de 6,763 min, 7,778 min e 11,472 min.

Figura 19 — Cromatograma de plasma branco enriquecido com Hidroxiurea 1200uM e

Metilureia 15,5mM (padrao interno).



63

PDA-440nm
= 1200uM curva 22-08
1200uM curva 22-08.dat
Name
Retersion Time
Acoa
ESTO concentraton r
5
g-
3
b
o
4,
o
2
g 2
& &
) =] =
0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 1" 12 13 14

Tempo de Retencio

Figura 20 — Cromatograma de plasma de paciente com AF em terapia com Hidroxiurea
1000mg/dia enriquecido com Metilureia 15,5mM (padréo interno).
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Curva de Calibracao
A Figura 21 mostra a curva de calibragdo no intervalo de 50-1600 pM de HU em plasma

humano. O coeficiente de correlacdo foi de 0,9908.
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Figura 21 — Curva de calibracdo da HU no intervalo de 50-1600 uM de HU em plasma humano.
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Validacdo do Método

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos na validacdo do método de analise da HU em
plasma humano. O coeficiente de correlacdo (r) obtido indica a existéncia de relacao linear
entre a area e a concentracdo da HU. O método apresentou limite de quantificacéo,
seletividade, precisdo e exatiddo compativeis com a aplicacdo na andlise da concentracédo de

HU em pacientes tratados em regime de dose mdltipla.

Tabela 3 - Limites de confianca do método de anélise da Hidroxiurea
Hidroxiureia
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Linearidade (50-1600 uM)

Equacdo da reta y = 0,000288x-0,002852
R
0,990844

Limite de Quantificagdo (50 uM)

Preciséo (CV%, n=5) 13,45
Exatiddo (EPR, n=5) 4,96
Precisdo intracorrida (CV%) n=5
100 uM 2,22
740 uM 2,52
1200 uM 4,52
Precisdo intercorrida (CV%)
n=15
100 uM 6,39
740 uM 7,04
1200 uM 10,38
Exatidao intracorrida (EPR %)
n=5
100 uMm 0,80
740 uM -4,26
1200 uM -5,94
Exatiddo intercorrida (EPR %)
n=15
100 uM -1,35
740 uM -2,50
1200 uM 3,32
CV = coeficiente de variagdo [(SD/média)x 100];

r=coeficiente de correlacéo linear.
EPR= [(Cmédia experimental-Cadicionada)/Cadicionada]x100

Analise dos Pacientes

Foram analisados as concentracdes plasmaticas de HU nos 16 pacientes envolvidos no
estudo (nos momentos MO, M4, M8 e M12), totalizando 64 plasmas analisados. No entanto
encontramos concentragdes plasmaticas mensuraveis em apenas 22 plasmas, que correspondem
a 15 pacientes em diferentes momentos, os demais plasmas apresentaram valores
indeterminados, provavelmente devido as concentragdes plasmaticas de HU serem menores que
0 limite de deteccdo de 50 pM.

Foram 15 pacientes analisados (3 homens e 12 mulheres, idade variando entre 20 e 40 anos)

com diagnastico clinico e laboratorial de AF tratados com HU por mais de um ano, 1000 mg/dia (13
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pacientes) e 1500mg/dia (2 pacientes), e as concentra¢cdes médias obtidas no plasma destes pacientes
foram de 190,88 uM e 302,71 pM, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 — Média das concentracGes de HU de pacientes com AF.

Concentragéo ingerida Média das Concentracoes
(mg/dia) (HM)
1000 190,88
1500 302,71

Correlacdo da HU com HbF

A figura 22 apresenta a correlacdo entre os concentracGes séricos de HU e 0s
concentracdes de HbF de 15 pacientes com AF em uso de HU+L-arginina. Ndo houve
correlacdo entre as concentracdes de HU e as concentracbes de HbF nos pacientes que
apresentaram concentracdes plasmaticas superiores ao limite de detec¢éo.

Figura 22 — Correlacéo das concentracGes séricas de HU x concentracdes de HbF em 15
pacientes com AF em uso de HU+L-arginina.
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5.3 Analise dos Polimorfismos

Inicialmente realizamos a comparacdo dos genotipos de cada SNP do gene BCL11A
com a média da HbF no momento basal. Em relacdo ao SNP rs11886868, embora alguns dos
gendtipos s6 possua um paciente, o que prejudicou a analise, foi verificado uma tendéncia entre
as diferencas entre os trés gendtipos, sendo que a diferenca entre o geno6tipo (CC) e o (TT), foi
a mais realcada, enquanto ndo houve diferenca entre os genétipos (CC) e (CT) (p=0,4107).
Além disso observou-se que no gen6tipo CC nenhum individuo tem HbF < 5% enquanto o

genotipo TT apresentou HbF < 5% (Tabela 5).

Tabela 5 — Estatistica descritiva relativa a concentragdo de HbF associados a cada genotipo do
polimorfismo rs11886868.

Gen6tipo | N | HbF | HbF<5 | HbF>5 | Valor de p
rs11886868 Momento Basal

CC 4 118,10+2,784* | 0 4

CT 10 | 14,88 +3,003 2 8 p =0,4107
TT 1 | 20+0,0* 1 0

N = n° de individuos

Quando comparou-se 0s gendtipos do SNP rs4671393 com a HbF foi verificado uma
tendéncia entre as médias da HbF entre os gendtipos (AA) e (GG) e entre os genotipos (AG) e
(GG), embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica (p=0,0765). Além disso, observouse
que nos gendtipos (AA) e (AG) todos os individuos apresentaram HbF >5% enquanto no
gendtipo (GG) 57,14% apresentaram HbF < 5% (Tabela 6).

Tabela 6 — Estatistica descritiva relativa a concentracdo de HbF associados a cada geno6tipo do
polimorfismo rs4671393.

Genétipo | N | HbF | HbF<5 | HbF>5 | Valor de p
rs4671393 Momento Basal

AA 1 | 18,9+0,0* 0 1

AG 7 |18,16 +2,700 0 7 p =0,0765
GG 7 |11,03+3814* 4 3

N = n° de individuos

Em relacdo aos genotipos do SNP rs7557939 verificou-se uma diferenca
estatisticamente significante entre as médias da HbF dos gendtipos (AA) e (AG) e entre 0s
gendtipos (AA) e (GG) (p=0,0137). Além disso, observou-se que no genotipo (AA) 75% dos
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individuos apresentaram HbF<5% enquanto nos genotipo (AG) e (GG) todos os individuos
apresentaram HbF > 5% (Tabela 7).

Tabela 7 — Estatistica descritiva relativa a concentracdo de HbF associados a cada gendétipo do
polimorfismo rs7557939.

Genétipo | N | HbF | HbF<5 | HbF>5 | Valor de p
rs7557939 Momento Basal
AA 4 | 7,200+£5,506* |3 1
AG 7 | 17,43+2,814 0 7 p =0,0137
GG 4 |18,10+2,784* | 0 4

N =n° de individuos

Uma vez que se verificou uma tendéncia nas comparac@es multiplas entre os genotipos
quanto ao nivel de HbF, analisou-se se 0s gendtipos de cada polimorfismos, determinava a
resposta a terapia associada HU +L-arginina através dos parametros HbF e NO2", nos diferentes
momentos de uso da associa¢do. Observou-se que em todos 0s SNPs (rs11886868; rs4671393;
rs7557939) houve aumento da HbF quando comparamos 0 momento 12 em relagdo ao momento
inicial, porém ndo significante (Tabela 8, Tabela 9 e Tabelal0).

Quando avaliamos a resposta a associacdo HU + L-arginina através das concentracoes
médias de NO>" verificou-se que em todos os genotipos dos SNPs houve aumento dos niveis de
nitrito estatisticamente significante. No polimorfismo rs 11886868 para o genoétipo CC houve
diferenca entre 0 NO2"no momento 8 em relagdo ao momento inicial (p=0,0271), quanto ao CT
houve diferenca entre 0 NO2" no momento 12 em relacdo ao momento inicial ( p=0,0161)
(Tabela 8).

Tabela 8 - Associacdo entre o valor de HbF e os gendtipo do SNP rs11886868 no gene BCL11A nos
diferentes momentos de uso da associacdo HU+L-arginina

Genotipo N HbF MO HbF M4 HbF M8 HbF M12 Valor de
Y

rs11886868

CcC 3 18,90 +3,889 | 21,20+3,653 | 22,20+3,834 | 24,80+4,117 | 0,0631

CT 7 13,10 +4,013 | 13,86 3,885 | 14,11+3,756 | 14,27+3,852 | 0,3707

TT 1 |2 2.3 2.9 3.1

rs11886868 NOz_ MO NO2- M4 NOz2_M8 NO2-M12

CcC 3 |3,486+1,673" | 11,00+3,540 | 12,64+3,529° | 9,091+2,672 | 0,0271

CT 7 | 4,650+1,522% | 4,281+0,9046% | 8,303+2,557 | 11,08+2,557% | 0,0161

TT 1 0827 2,397 5,538 3,259

Os resultados foram expressos em médiaterro padrao da média (EPM).
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agstatisticamente significante com M12 ; ° estatisticamente significante com M8; ¢ estatisticamente significante
com M4; MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementagdo com L-arginina; M4—

Pacientes com AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8- Pacientes com AF
tratados com HU com 8 semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU
com 12 semanas de suplementagdo com L-arginina.

Em relacdo ao polimorfismo rs4671303 verificou-se aumento estatisticamente

significante das concentragdes de médias de NO>™ para o gen6tipo GG entre 0 NO2”no momento

12 em relacdo ao momento inicial (p=0,0387) (Tabela 9).

Tabela 9 - Estatistica descritiva relativa aos niveis de HbF associados a cada gendtipo do SNP

rs4671393 no gene BCL11A

Gendtipo N HbF MO HbF M4 HbF M8 HbF M12 Valor de
p

rs 4671393

AA 1 118,90 21,20 22,20 24,90

AG 4 18,58+4,750 | 19,00+ 4,202 | 19,10+ 20,18+ 3,589 | 0,5676
3,580

GG 6 |8,917+3,757 | 9,250+3,630 | 9,850+3,833 | 9,933+£3,894 | 0,9970

rs 4671393 NO2_ MO NO2- M4 NO2_ M8 NO2-M12

AA 1 |6,832 17,0257 15,024 12,283

AG 4 | 1,343+0,2773 | 4,592+2,361 | 6,658+3,629 | 6,232+1,697 | 0,1175

GG 6 | 5272+1,643% | 4,995+0,7248 | 9,987+2,466 | 11,81+2,224% | 0,0387

Os resultados foram expressos em médiaterro padrdo da média (EPM). 2estatisticamente significante com
M12 ; ® estatisticamente significante com M8; ¢ estatisticamente significante com M4 ; ; MO — Pacientes com
AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com AF tratados com
HU com 4 semanas de suplementagdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com HU com 8
semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12 semanas de
suplementacdo com L-arginina.

Para o polimorfismo rs7557939 verificou-se aumento estatisticamente significante das

concentragdes médias de NO>™ para o gendtipo (AA) entre 0 NO2" no momento 12 em relacao

ao momento inicial (p=0,0289) e para o0 genotipo GG houve aumento estatisticamente

significante entre 0 NO>” do momento 8 em relagdo momento inicial (p=0,0271) (Tabela 10).

Tabela 10 - Estatistica descritiva relativa aos niveis de HbF associados a cada genotipo do SNP

rs7557939 no gene BCL11A

Gendtipo N HbF MO HbF M4 HbF M8 HbF M12 Valor
dep

rs 7557939

AA 3 1 1,700+0,3512 | 2,167+0,08819 | 2,933+0,3180 | 2,833+0,4807 | 0,1495

AG 5 | 17,723,887 | 18,56%3,514 18,58+3,484 | 18,90+3,514 | 0,6580

GG 3 1 17,67+3,889 | 17,80+3,653 18,673,834 | 20,734,117 | 0,0631

rs 7557939 NO2_ MO NO2- M4 NO2_M8 NO2-M12 0,0289
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AA 3 | 3,506+1,4322 | 4,717+1,307 | 7,243+0,9166 | 10,82+3,4442

AG 5  4572+2186 | 3,643+1,119 | 8,386+ 3,701 | 9,869 + 2,584 | 0,1661

GG 3 13486+1,673 | 11,00 +3,540 | 12,64 + 9,091 + 2,672 | 0,0271
b 3,529P

Os resultados foram expressos em médiaterro padrdo da média (EPM). 2estatisticamente significante com
M12 ; ® estatisticamente significante com M8; © estatisticamente significante com M4 ; ; MO — Pacientes com
AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4—

Pacientes com AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8- Pacientes com AF
tratados com HU com 8 semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU
com 12 semanas de suplementagdo com L-arginina.

5.4 Analise dos Parametros Renais, Hepaticos e Marcador de Hemolise

A figura 23 apresenta as concentracdes do marcador de hemdlise avaliado a lactato
desidrogenase lactica (LDH) nos pacientes com AF em uso da co-administracdo HU+LArginina
nos momentos zero, quatro, oito e doze semanas de uso concomitante. A associa¢éo ndo reduziu

a hemdlise nestes pacientes.

Figura 23 — Concentracdes de LDH em pacientes com AF tratados com HU com suplementacédo de
L-arginina por 0, 4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8- Pacientes com AF tratados com
HU com 8 semanas de suplementagdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12
semanas de suplementacdo com L-arginina.

As figura 24 e 25 apresentam as concentracdes dos marcadores renais, uréia (Ur ) e

creatinina (Cr) nos pacientes com AF em uso da co-administragdo HU+L-Arginina nos
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momentos zero, quatro, oito e doze semanas de uso concomitante. A associagao néo alterou a
funcgéo renal nestes pacientes.

Figura 24 — ConcentracGes de Uréia em pacientes com AF tratados com HU com suplementacgdo de
L-arginina por 0, 4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com

HU com 8 semanas de suplementagdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12
semanas de suplementagdo com L-arginina.

Figura 25 — Concentragdes de Creatinina em pacientes com AF tratados com HU com suplementacéo
de L-arginina por 0, 4, 8 e 12 semanas.
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MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo com L-arginina; M4— Pacientes com
AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina; M8— Pacientes com AF tratados com
HU com 8 semanas de suplementagdo com L-arginina; M12— Pacientes com AF tratados com HU com 12
semanas de suplementagdo com L-arginina.

As figura 26 e 27 apresentam as concentracGes dos marcadores hepaticos, AST e ALT
nos pacientes com AF em uso da co-administracdo HU+L-Arginina nos momentos zero, quatro,
oito e doze semanas de uso concomitante. A associacdo ndo alterou a funcdo hepético nestes

pacientes.

Figura 26 — Concentracdes de AST em pacientes com AF tratados com HU com suplementagéo
de L-arginina por 0, 4, 8 e 12 semanas.
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AST- aspartato aminotransferase; M0 — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementacdo
com L-arginina; M4— Pacientes com AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina;
M8- Pacientes com AF tratados com HU com 8 semanas de suplementacdo com L-arginina; M12— Pacientes
com AF tratados com HU com 12 semanas de suplementagcdo com L-arginina.

Figura 27 — Concentracdes de ALT em pacientes com AF tratados com HU com suplementacao
de L-arginina por 0, 4, 8 e 12 semanas.
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ALT- alanina aminotransferase; MO — Pacientes com AF tratados com HU com 0 semanas de suplementagdo
com L-arginina; M4— Pacientes com AF tratados com HU com 4 semanas de suplementacdo com L-arginina;
MB8- Pacientes com AF tratados com HU com 8 semanas de suplementagdo com L-arginina; M12— Pacientes
com AF tratados com HU com 12 semanas de suplementagdo com L-arginina.
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5.5 Eventos Adversos

Um total de trés eventos adversos foram relatados. Nao foram observados eventos
adversos graves relacionados com a L-arginina, embora todos os eventos relatados ocasionaram
a interrupgdo do farmaco em estudo. Os pacientes relataram nauseas, urticarias ou dores de
cabeca durante o uso do farmaco em estudo, sendo orientados a interromper o uso do farmaco
e retirados do ensaio devido aos eventos adversos, possivelmente relacionados ao farmaco em
estudo. Nao observamos aumento clinico relevante das transaminases hepaticas e dos
parametros renais. Em geral a arginina foi bem tolerada, pois os eventos adversos apresentados
ja séo previstas na literatura (RERIANI et al., 2010).
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6 DISCUSSAO

Nos propomos a avaliar o efeito da L-arginina como um farmaco coadjuvante ao
tratamento com a HU, sugerindo um novo protocolo terapéutico para AF, visando o
aprimoramento da terapia com a HU, em busca da dose terapéutica ideal que apresente menos
efeitos carcinogénicos com uso continuo.

No presente estudo verificou-se aumento significante dos niveis de nitrito, HbF e
reticuldcitos, quando comparamos 0s mesmos pacientes em relagdo a diferentes momentos de
uso da associacdo HU+L-arginina, o que demonstra que a suplementagdo com a L-arginina
promove um aumento da biodisponibilidade deste substrato com melhora da resposta ao
tratamento com a HU.

O aumento nos niveis de Nitrito e de HbF nos pacientes com 12 semanas de uso de
HU+L-arginina em relacdo ao momento inicial demonstra que a associacdo induz a uma melhor

resposta terapéutica a HU e confirma que a acdo da HU envolve uma via dependente de NO



76

provocando um maior consumo de L-arginina, substrato que estd reduzido nos pacientes com
AF e que limita a resposta a HU. Nossos resultados corroborram com a literatura, que
demontram in vitro que a inducdo de HbF em células progenitoras ocorre através da NOS (6xido
nitrico sintetase) e da GCs (guanilato ciclase soltivel) (COKIC et al., 2008) e de estudo em
camundongos transgénicos com anemia falciforme que ha deplecdo crénica dos niveis de
arginina, e quando tratados com L-arginina ocorre aumento dos niveis de NO (DASPUGTA et
al., 2006). Outros estudos demonstram que a suplementacgéo oral de L-arginina na presenca ou
ndo de crises vaso-oclusivas leva ao aumento da concentracdo plasmatica de 6xido nitrico em
pacientes com AF (MORRIS et al., 2003; MORRIS et al., 2013; SULIVAN et al., 2010;).

Quanto aos reticuldcitos houve um aumento nos pacientes em uso HU+L-arginina com
12 semanas em relacdo ao momento inicial, demonstrando que a arginina atua estimulando a
eritropoese. Baliga et al. (2010), avaliou o efeito da associacdo da HU+L-arginina na sintese de
hemoglobina fetal pela unidade formadora de coldnia eritroide (BFU-E), demonstrando sintese
6tima de HbF e minima citotoxicidade induzida por HU+L-arginina com doses de 0, 15, 25,
100 uM de HU e 0, 25, 50 e 100 uM de Arginina. Nossos resultados corroboram com o de
Baliga et al. (2010) sugerindo que a inducéao da sintese de HbF € dependente da acdo do NO, o
qual ativa a guanilato ciclase soltvel (sGC) e produz cGMP, aumentando a expressdo de
cadeias globinicas gama sobre as células progenitoras eritrdides.

A terapia com HU em pacientes com AF tem comprovada eficacia clinica e laboratorial.
Administrada em concentracdes de 15 a 25 mg/kg/dia, pode induzir a um aumento de 10 a 40%
da HbF. No entanto, a variabilidade da resposta terapéutica é elevada, podendo estar associada
a fatores farmacogenéticos que levam a caracteristicas fenotipicas de metabolizadores rapidos
ou lentos. Diante desta variagdo, se busca 0 uso terapéutico seguro, evitando a cito e
genotoxidade da droga, através de um esquema terapéutico padrdo baseado na farmacocinética
da HU e buscando-se o ajuste de doses, através da monitorizacao terapéutica (STEINBERG et
al., 2010) .

Com o intuito de estabelecer um esquema terapéutico padrdo baseado na
farmacocinética da HU em pacientes com AF, foi necessario o desenvolvimento e validagéo de
um meétodo para quantificagdo da HU em plasma humano. Este método foi desenvolvido
baseado nos métodos de Manouilov et al. (1998) e Bachir et al. (2007). Foram realizadas
modificacdes no preparo da amostra, com menor volume de plasma necessario e para a reacao
colorimétrica ndo foram utilizados kits comerciais, além de ter sido utilizado a UPLC com

detector diiodo (UV) que € um método que apresenta uma melhor resolu¢do dos cromatogramas
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analisados. Estas alteragdes culminaram em uma maior sensibilidade do método, apresentando
um menor limite de quantificacdo e uma reducdo do tempo de andlise, sendo realizada a
validagdo do mesmo.

Desta forma, desenvolvemos um método preciso e exato que pode ser utilizado
para determinacdo quantitativa das concentracdes plasmaticas de HU para monitoramento
terapéutico de pacientes com AF, atraves de UPLC com detector diiodo (UV). Foi utilizada
coluna analitica de fase reversa (NUCLEOSIL Cis), fase movel constituida de acetonitrila/agua
(16,7/83,3), fluxo de 1 mL/min e comprimento de onda de 440 nm.

Observou-se que o tempo de retencdo da HU, ureia e metilureia foram respectivamente de 6,7,
7,7 e 11,4 minutos. No processo de validacdo foram estabelecidos parametros como: limite de
quantificacdo, curva de calibracdo, linearidade, precisdo e exatiddo intra e interensaios, de
acordo com o estabelecido na Resolugdo 27, de 17/05/2012, do Ministério da Saude do Brasil -
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. A curva de calibragdo com intervalo de
concentragdes de 50 a 1600 uM de HUem plasma foi selecionada a partir das concentragoes
terapéuticas observadas com o uso de dose de 15mg/kg/dia a 30mg/kg/dia de HU. Para a
determinacdo da precisdo e a exatiddo foram utilizados controles de qualidade nas
concentragdes de 100, 740 e 1200 uM de HU em plasma, utilizando como padrdo interno a
metilureia. A linearidade foi avaliada no intervalo de 50 a 1600 uM de HU em plasma, obtendo-
se coeficiente de correlacdo de 0,99. O método apresentou limite de quantificacéo, seletividade,
precisdo e exatiddo compativeis com a aplicacdo na analise da concentracdo de HU, em
pacientes tratados com regime de dose multipla. Esses resultados demonstram que 0 método
apresenta alta correlacdo de linearidade podendo ser utilizado para monitoracéo terapéutica da
HU nos pacientes com AF.

Nos quantificamos as concentra¢@es plasmaticos de HU em 16 pacientes com AF
em uso da associagdo HU+L-arginina nos momentos MO, M4, M8 e M12, totalizando 64
plasmas analisados. No entanto encontramos niveis plasmaticos mensuraveis em 22 plasmas,
que corresponde a 15 pacientes em diferentes momentos, os demais apresentaram valores
indeterminados, provavelmente devido apresentarem concentracbes plasmaticas de HU
menores que o limite de deteccdo de 50 pM. N&ao houve correlagdo entre as concentragdes
plasméticas de HU com a da HbF. As concentragdes plasmaticas médias obtidas com 2,5 horas
apos a ingestdo da HU nas doses de 1000mg ou 1500mg por dia foram respectivamente de
190,88 e 302,71uM, compativeis com a farmacocinética da HU, cuja Concentracdo méxima

(Cmax) é de 793,75uM para uma dose de 2000mg/dia com tempo maximo (Tmax) de
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1,22horas. Entretanto, deve-se ressaltar que existem diferencas fenotipicas de metabolizagédo do
farmaco, onde nos metabolizadores rapidos a Cmax é obtida em média com 15 a 30min ap6s
ingestdo, enquanto nos metabolizadores lentos a Cmax é obtida em média de 60 a 120min. O

que pode justificar os valores indeterminados nos demais plasmas, tendo em vista que algumas
coletas foram realizadas no periodo da tarde, enquanto a HU é ingerida em jejum, mostrando

que para a quantificacdo da mesma, a coleta do plasma deve obedecer a horarios pré—
estabelecidos de acordo com a farmacocinética, pois no presente estudo observamos que a HU

se decompde mesmo armazenada a -80°C. Portanto, para

monitorizacao terapéutica dos pacientes tratados com HU, o ideal é que a coleta seja realizada com
no maximo 1,5 horas apds a ingestdo do farmaco.

N&o houve correlagéo entre os niveis plasmaticos de HU e as concentracdes de HbF
nos pacientes que apresentaram niveis de HU superiores ao limite de deteccdo, provavelmente
este resultado possa ser explicado pelo elevado nimero de plasmas com valores indeterminados
do farmaco.

O estado inflamat6rio crénico que ocorre nos pacientes com AF é decorrente de diversos
fatores que se interligam e se retroalimentam, formando um ciclo inflamatério permanente
(ZAGO; PINTO, 2007). Os mecanismos de induc¢do da producdo de mediadores inflamatorios
por células e consequentemente o efeito dessas moléculas na resposta inflamatéria sdo pouco
compreendidos na AF (LANARO et al., 2009). A funcdo das citocinas nos processos vaso-
oclusivos tem sido objetivo de varios estudos, uma vez que estas constituem importante via de
ativacdo das células endoteliais facilitando a adesdo de leucdécitos, hemacias e possivelmente
plaquetas (CROIZAT, 1994; GRAIDO-GONZALES et al., 1998; MAKIS et al., 2000;
PATHARE et al., 2003; LANARO et al, 2009).

O aumento dos niveis plasmaticos de TGF-3 nos pacientes em uso HU+L-arginina com
12 semanas em relacdo a 4 semanas, demonstra que a arginina tem acdo antiinflamatoria,
estimulando gradualmente a producdo de TGF-B, uma citocina regulatéria, que age como
regulador negativo da hematopoese. Quando associada a elevada concentracdo de HbF, atua
inibindo a producdo do fator da stem cell (SCF) e reprimindo a expressdo de c-kit sob
progenitores eritrdides, moderando a resposta eritropoiética. Entretanto em pacientes com
forma mais grave da doencga atua estimulando uma resposta eritropoiética intensa (CROIZAT,;
NAGEL, 1999). Nossos resultados estdo de acordo com a explicacdo proposta por Croizat e
Nagel (1999) uma vez que houve uma correlacdo direta entre as concentracdes de TGF- B e as

de HbF e NO2. O TGF- B induz efeito diferencial na proliferacao de progenitores eritroides,
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associado a reativacao da expressao de cadeias globinicas vy, através da indu¢ao da NOS levando
a uma maior producédo de NO pelas células endoteliais (BOHMER, 2003; TAl et al., 2004).

Quanto a IL-17 também ocorreu um aumento significante nos pacientes em uso HU+L-
arginina com 12 semanas em relagdo ao momento inicial, corroborando com Kurebayashi et al.
(2013) que afirmam que por ser uma citocina de natureza regulatéria a TGF-p é indispensavel
para a diferenciacdo das células Th17. Entretanto apenas podemos afirmar que a arginina ativou
a funcdo imunorreguladora na AF.

Estudos no locus da B globina humana demonstram que a auséncia de BCL11A, induz
aum silenciamento dos genes da y globina humana (LETTRE et al., 2008; GREEN, BARRAL,
2011). Avaliamos a comparacao dos gendtipos de cada polimorfismos com as concentracdes de
HbF. Verificou-se que no polimorfismo rs11886868, o genotipo CC, os niveis de HbF sdo
consideravelmente superiores ao genotipo heterozigético CT e comparativamente a quando este
estd ausente, gendtipo TT. Verificou-se os niveis de HbF é proporcional ao nimero de alelos
menos frequentes (C), observou-se que no genétipo CC nenhum individuo possuia HbF < 5%
e que o individuo com genétipo TT possuia HbF < 5%. Corroborando com trabalhos anteriores
que demonstram que o alelo C esté fortemente associado a expressdo de HbF, e que o alelo T
age como um alelo repressor da expressédo da HbF. As variantes intronicas dos SNPs no gene
BCL11A esta associado com maior ou menor producdo de HbF. Desta forma os SNPs do gene
BCL11 regulam a expressdo de HbF modificando a globina atraves de uma mutacéo estrutural
que afeta a cinética de crescimento e diferenciacdo dos glébulos vermelhos (LETTRE et al.,
2008).

Quanto ao polimorfismo rs4671393, observou-se que os individuos homozigaticos para
o alelo menos frequente (AA) todos eles apresentaram HbF > 5%, enquanto que os
homozigoticos para o alelo mais frequente (GG) na sua maioria possuia HbF <5%. Em relacéo
ao polimorfismos rs7557939 observou-se que o alelo menos frequente é o alelo G, onde todos
os individuos homozigoéticos (GG) apresentaram HbF > 5%, enquanto que os homozigoticos
para o alelo mais frequente (AA) na sua maioria possuia HbF <5%. A presenca do alelo menos
frequente influencia no aumento de HbF, pois a sua presenca tem como consequéncia a reducéo
da expressédo do gene BCL11A, o que leva a uma diminuicdo da sintese do fator repressor
BCL11A e, consequentemente, a uma menor repressao e subsequente um aumento da expressao
dos genes Gy- e Ay-globina que codificam as cadeias y-globina constituintes da HbF (LETTRE
et al., 2008; GREEN; BARRAL, 2011).
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Para analisar a resposta terapéutica a HU+L-arginina de acordo com fatores genéticos,
analisou-se os parametros HbF e NO2", encontrou-se uma tendéncia para o aumento da HbF
quando comparados ao momento inicial para todos os genotipos analisados. Porém este
aumento ndo foi estatisticamente significante. Entretanto, verificou-se que em todos 0s
genotipos dos SNPs houve aumento das concentracdes de NO>™ estatisticamente significante. O
que corrobora com Xu et al., (2011) que afirma o gene BCL11A no cromossomo 2 atua como
uma barreira para a reativacdo de HbF por agentes indutores, sendo o fator genético
determinante na resposta terapéutica.

Nossos resultados demonstram que a suplementacdo de arginina leva a uma melhor
resposta ao tratamento com HU, sendo um importante farmaco a ser inserido no protocolo

terapéutico do tratamento da AF como farmaco coadjuvante.

7 CONCLUSAO

v A suplementacdo com L-arginina promoveu aumento das concentragcbes de HbF e da
contagem de reticulécitos; Porém ndo modificou o perfil bioquimico através das dosagens de
uréia, creatinina, aminotransferase alanina sérica (ALT), Aminotransferase aspartato sérica
(AST) e lactato desidrogenase (LDH);

v A suplementacdo com L-arginina promoveu aumento das concentragdes séricas de NO>,
porém nao influenciou na atividade da catalase;

v Encontramos concentracdes médias obtidas no plasma de pacientes com AF em uso de HU,
nas doses de 1000 mg/dia e 1500mg/dia de 190,88 uM e de 302,71 uM, respectivamente. Nao

encontramos correlacéo entre as concentragdes séricas de HU com as concentragdes da HbF;
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v A associagdo HU+L-arginina induziu aumento das concentracdes de TGF-B e IL-17, e
induziu a uma reducdo das concentragdes de IL-10. Porém ndo houve alteracdo nas
concentragdes de 1L-6

v Encontramos uma correlagdo positiva entre as concentracdes séricas de NO2 e HbF com as
concentragdes séricas de TGF-p;

v A associa¢do HU+L-arginina induziu ao aumento de HbF e NO>", nos gendtipos avaliados
nos trés SNPs do gene BCL11A. Porém a associagdo induziu a um aumento mais pronunciado
nas concentracdes de 6xido nitrico do que de HbF. Demonstrando que o fator genético atua

como determinante na resposta terapéutica.

v' Em suma nossos resultados demonstram que a suplementacdo de arginina promove uma
resposta acentuada ao tratamento com HU nos parametros hematoldgicos e inflamatorios
analisados. Sendo a variabilidade da resposta a esta associacdo dependente da influéncia dos

SNPs do gene BCL11A sobre a expressdo da gama globina.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Como aumento nos niveis celulares de NO, com consequente sinaliza¢éo na via do GMPc pode
ser importante tanto para a producdo de HbF em células eritréides como para inibir a adesdo de
leucécitos, administrar L-arginina como droga coadjuvante a HU pode representar um novo
protocolo terapéutico para o tratamento da AF, reduzindo a dose terapéutica da HU, com
possivel reducdo dos seus efeitos citotdxicos com uso prolongado e potencializando a sua agéo

atraves do sinergismo das duas drogas.
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L-arginine as an adjuvant drug in the treatment of sickle cell

anaemia.

Sickle cell disease (SCD) is an inherited disorder of haemo-
globin synthesis that is determined by homozygosity of hae-
moglobin S (HbSS) and characterized by recurring episodes
of vaso-occlusion, chronic inflammatory state, chronic haem-
olysis and progressive vasculopathy with resultant imbalance
in the signalling mediated by nitric oxide (NO) (Sullivan
et al, 2010).

NO is a powerful vasodilator that acts by preventing the
adhesion of leucocytes to the endothelium, inhibiting the
expression of adhesion molecules and acting as an anti-
inflammatory substance (Kato et al 2007). In sickle cell anae-
mia (SCA), arginase
cells, is released during haemolysis, catalysing the hydrolysis
of L-arginine, the substrate for the production of NO in
ornithine and urea, reducing the bioavailability of NO (Kato
et al, 2007). The reduction of L-arginine also occurs follow-
ing the increased consumption of NO as a result of the
increase in reactive oxygen species (ROS), generated by the
presence of free haemoglobin, ischaemic injury of recurrent
reperfusion, pro-inflammatory state, and the high autoxida-
tion of haemoglobin § (HbS) (Kato et al, 2007).

Hydroxycarbamide (HGC; also known as hydroxyurea) is a
cytotoxic, mutagenic, recombinogenic and antineoplastic
agent. It has been used to treat SCA by increasing the syn-
thesis of HbF and total haemoglobin and reducing haemoly-
sis (-Morris et al, 2008). HC also acts to reduce the
expression of adhesion molecules, with anti-inflammatory
and anti-aggregating properties, contributing to the decrease
of vaso-occlusive episodes and reducing the need for blood
transfusions, the frequency of hospitalizations, and mortality
rate (-Morris et al, 2008). HC has also been attributed to
affect NO metabolism, increasing production thereof via the
c¢GMP cycle and consequently increasing HbF (Morris et al,
2003). HC therapy increases utilization of the arginine sub-
strate, for the production of NO, by the activity of NOS
(Nahavandi et al, 2000).

L-arginine, a semi-essential amino acid, is a substrate for
the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) enzyme for the
production of NO, and is reduced in SCA patients, thereby
limiting the effectiveness of HC (Sullivan et al, 2010). The
reduced overall bioavailability of arginine, measured by low
plasma levels of L-arginine or L-ornithine, or L-ornithine
and L-citrulline, is associated with increased mortality in
SCA patients (Morris et al, 2005). The reduction of arginine
levels in patients with SCA was demonstrated to be

an enzyme present inside red blood
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associated with endothelial damage, multiple organ injury,
increased haemolysis and pulmonary hypertension, contrib-
uting to high mortality of these patients (Morris et al, 2008).

The present study aimed to evaluate a therapeutic
proposal for treating SCA, including supplementation with
L-arginine as an adjuvant drug for treatment with HC.

This was a randomized clinical trial that included 21 adult
patients (9 men and 12 women, aged 20-40 years) with a
clinical and laboratory diagnosis of SCD, confirmed by
molecular biology, undergoing treatment with HC for more
than one year at a referral university hospital in Fortaleza,
Ceara, Brazil. After informed consent, the selected patients
were randomly divided into Group I (Control group: HC
only therapy, n = 09) and Group II (Study group; therapy
with HC + L-arginine, n = 12), matched for age and sex.
The patients selected for Group II were prescribed Reforgan™
(L-Arginine 250 mg), with a dose of one pill daily for 90 d,
as a supplement to Hydréia® (HC, dosage ranged from 500
to 1500 mg/day).

Group 11 patients (HC + L-arginine) showed a significant
increase in nitrite levels, HbF and reticulocytes, when com-
pared to both baseline values and the Group I (HC only) at
the various time points tested, demonstrating that supple-
mentation with L-arginine increased the bioavailability of
this substrate, leading to a better response to treatment with
HC, as seen in Fig 1 (Table I).

The increase in the levels of nitrite and HbF in patients
after 12 weeks of use of HC + L-arginine, in relation to the
baseline, demonstrates that such association induces a better
therapeutic response to HC and confirms that the action of
HC involves an NO-dependent pathway causing increased
consumption of L-arginine, which is reduced in SCA patients
and limits their response to HC. Our results support those of
previous studies, which demonstrated that the in vitro induc-
tion of HF in progenitor cells occurs via NOSand soluble
guanylate cyclase (Strouse et al, 2008), that there is chronic
depletion of arginine levels in knockout sickle cell mice, and
when treated with L-arginine, there is an increase in NO
levels (Dasgupta et al, 2006).

Patients using HC + L-arginine also showed an increase in
reticulocyte counts at 12 weeks compared to the baseline,
indicating that the arginine acts by stimulating erythropoie-
sis. Baliga et al (2010) evaluated the effect of the association
of HC + L-arginine on the synthesis of fetal haemoglobin by
erythroid colony-forming units, demonstrating excellent
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SCD treated SCD treated with HC + L-arginine SCO treated SCD veated with HC + L-arginine
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Fig 1. (A) Nitrite levels in sickle cell patients (SCD) treated with hydrocarbamide (HC), with or without supplementation of L-arginine for 0, 4,
8 and 12 wecks. (B) HbF levels in SCD patients treated with HC with or without supplementation of L-arginine for 0, 4, 8 and 12. (C) Reticulo-
cyte count in SCD patients treated with HC, with or without ! ion of L. for 0, 4, 8 and 12 weeks.

L 5

Table 1. Evolution of haematological and oxidative stress parameters in SCA patients (n = 23).

Group II (HC + L-arginine) N = 12

Group I (HC only)

Parameters N=9 Baseline Week 4 Week 8 Week 12 P-value
Oxidative stress
Nitrite (w/mol)* 3.0 £ 1.05¢ 38 107+ 6-4 £ 199 73+19 110 £ 4-16% 0-0365
Haematological
Red blood cells (x 10'/1)" 2.5 % 014 26 +0-14 26+ 013 2.7+ 012 27+ 012 0-3597
Haemoglobin (g/1)* 91 + 3.7 92 +4-1 96 + 46 94 + 34 95+ 3.3 0-4730
Haematocrit (%)" 26:5 + 1-14 264 £ 1:11 27-2 + 1-19 27:6 + 1-00 27:5+ 0-75 0-2167
MCV (ﬂ)b 103.0 £ 3-12 102:4 £3.75 1027 + 308 102:8 + 318 102-0 + 3-65 0-9446
White blood cells (x 10°/1)® 81 % 067 80 £0.70 9-3 + 0-87 2.4 %071 84 %049 0-2755
Neutrophils (x 1071)° 39 + 048 41 2066 45+ 069 3.9+ 0-44 37036 0-6848
Platelets (x 10°1)" 3407 £ 322 3366 £22.72 339-7 £ 2439 346-1 = 20-85 3453+ 2329 0-9661
HbF (%)" 149 + 2.54 14.9 £ 2.54% 16:0 + 2-46 16-3 & 2-45 16-8 + 2.59F 00375
Reticulocytes (x IO"/I)}' 179-7 + 12:2¢ 1552 £ 21-73t 201-1 + 19-86 201-2 = 27-64 249-6 £ 209131 0-0165

Results are expressed as mean + standard error of mean (SEM).

“Friedman test.

Panova Repeated Measures test. *P < 0-05.

FStatistically significant difference between Group II at Week 12 compared with baseline (where the patient had not started Arginine therapy)
and Group L

IStatistically significant difference between Week 12 and baseline.

Bold values indicate statistical significance.

synthesis of HbF and minimal cytotoxicity induced by Darcielle Bruna Dias Elias'

HC + L-arginine at doses of (0, 15, 25, 100 w/mol) of HC
and (0, 25, 50 and 100 p/mol) of Arginine. Our results agree
with those of Baliga ef al (2010), suggesting that the induc-
tion of HbF synthesis is dependent upon the action of NO
on the erythroid progenitor cells.

Our results demonstrate that arginine supplementation
leads to a better response to treatment with HC, and is an
important adjuvant drug that should be included in the ther-
apeutic protocol of treatment of SCA.
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Sickle cell anemia (SCA) is a recessively inherited disease characterized by chronic hemolytic
anemia, chronic inflammation and acute episodes of hemolysis. Hydroxyurea (HU) is widely
used to increase the levels of fetal hemoglobin (HbF). The objective is to standardize and
validate a method for quantification of HU in human plasma using Ultra High Efficiency Liquid
Chromatography (UPLC) in order to determine levels of HU in adult patients with SCA, treated
with HU. Was used analytical reverse phase column (Nucleosil C18), mobile phase consisting
of acetonitrile/water (16.7/83.3). The retention time of hydroxyurea, urea and methylurea were
respectively 6.7, 7.7 and 11.4 minutes. In the validation process parameters were set as: limit
of quantification, calibration curve, linearity, precision and accuracy intra and inter assays. To

determine the precision and accuracy of quality controls were used at concentrations of 100,
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740 and 1600mM of HU in plasma using as internal standard the methylurea. Linearity was
assessed in the range 50-1600mM HU plasma, obtaining a correlation coefficient of 0.99. The
method was considered accurate and precise and can be performed with the purpose of
quantitative determination of HU for therapeutic monitoring of patients with SCA treated with
HU.

Uniterms: Sickle cell anemia. Hydroxyurea. Therapeutic monitoring

INTRODUCTION

Hydroxyurea (HU), a structural analogue of urea, inhibits the activity of ribonucleotide
reductase. It has been used clinically since the 1960s, primarily in the treatment of Chronic
Myeloid Leukemia, acting as a cytotoxic, mutagenic, and recombinogenic antineoplastic agent
with specificity to the S phase of the cell cycle (preventing cell division) and with specific action
on ribonucleotide reductase (interfering with the conversion of ribonucleotides to
deoxyribonucleotides) (Bachir et al., 2007; Ballas, 2012). Since 1998, HU became part of the
therapeutic program for patients with sickle cell anemia (SCA), and was the first drug with
proven clinical efficacy in the treatment of this disease. HU is commercially available
(Hydréia®) as a 500 mg tablet and the prescribed dosage ranges from 15- 25mg/kg /day.
Response to HU treatment is variable, since the therapeutic response is associated with the
clinical severity of the factors modulating SCA, including the concentration of fetal hemoglobin
(HbF) in groups with haplotype beta globin, co-association with alpha-thalassemia, and the
presence of polymorphisms for Xmnl, BCL11A, and HBS1L-MYB (Cokic et al., 2008).
Moreover, the variability of the response may be associated with variations in drug metabolism
(Cancado et al., 2009).

The efficacy of HU treatment for SCA is generally attributed to its ability to enhance
HbF, reducing the intraerythrocytic polymerization of HbS in conditions of deoxygenation.
However, HU also promotes a reduction in the number of neutrophils, reduced expression of

erythrocyte adhesion molecules, and increased synthesis and bioavailability of nitric oxide by
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the activation of guanylyl cyclase and subsequent increase in cyclic GMP (Friedrisch et al.,
2008; Gladwin et al., 2002).

Besides increasing the concentration of HbF, these mechanisms confer benefits such as
reduced hemolysis, decreased adhesion of erythrocytes, leukocytes, and platelets to the vascular
endothelium, and vasodilatation, contributing to a reduction in vaso-occlusive and
inflammatory complications (Lettre et al., 2008).

Despite its proven clinical efficacy, many aspects of the role of HU in patients with SCA
remain unclear, such as optimal therapeutic dose, mechanism of drug action, the intense
variability in therapeutic response, and cytotoxicity and genotoxicity. The carcinogenic
potential of HU is not well established; some studies associate HU with an increased risk of
leukemia in patients with myeloproliferative disorders (Manouilov et al., 1998; Silva, Shimauti,
2006).

In order to establish a standard treatment regimen based on the pharmacokinetics of HU
in patients with SCA, it is necessary to develop and validate a method for the quantification of
HU in human plasma. This method was developed based on the methods described by
Manouilov KK et al., 1998 and Bachir et al., 2007. We performed modifications in the sample
preparation, using a smaller volume of plasma. For the colorimetric reaction, no commercial
kits were used, while a Ultra High Performance Liquid Chromatography with diode detector
(UV) was employed as it affords a higher resolution of the chromatograms analyzed. These
modifications resulted in a method with increased sensitivity, lower quantification limit, and
reduced time of analysis; nevertheless, its validation is necessary (Manouilov et al., 1998;
Bachir et al., 2007.).

METHODS

Chemicals

Hydroxyurea (>98%; 04/04/2013), methylurea (97%; 04/04/2013) (internal standart),
diacetyl Monoxime (C4H7NO>), tiosemicarbazide (CHsN3S) and ferric chloride (FeCls) were
purchased from SIGMA® (St. Louis, MO, USA). Sodium chloride (NaCl) from LABSYNTH®
(SP, Brazil), Sulfuric acid from Cromato Produtos Quimicos Ltda (SP, Brazil), orthophosporic

acid from TEDIA® (RJ, Brazil), trichloroacetic acid and acetonitrile were purchased from
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VETEC® (RJ, Brazil). Plasma standards were obtained from Hemocenter the State of Ceara,

Brazil.

Solutions

A stock solution of hydroxyurea was prepared in acetonitrile/water (1:1) at a
concentration of 10,000 puM, which was dissolved in acetonitrile/water (1:1) to obtain
concentrations of 8000, 6000, 3200, 2000, 1000, 500, and 250 uM. The standard solutions were
stored in a 4°C, and were stable for 20 days. The methylurea solution used as internal standard
was prepared at a concentration of 15.5 mM.

The colorimetric solution (A) was prepared by combining 0.2 g thiosemicarbazide, 0.9
g sodium chloride, and 0.1 g diacetyl monoxime in distilled water gqsp 100 mL. The acid solution
(B) was prepared by adding 6 mL sulfuric acid (H2SO4) and 1 mL phosphoric acid to 80 mL
of distilled water, dissolving 0.01 g ferric chloride in this solution, and filling to 100 mL with

distilled water.

Chromatographic conditions

The equipment Ultra High Performance Liquid Chromatography (UPLC) consists of a
pumping system with diode array detector (PDA) (Accela® Thermo Scientific) and data
acquisition system ChromQuest 5.0 (Thermo Scientific®). Compounds were separated by
reverse-phase chromatography on analytical column NUCLEOSIL C18, 250_4.6 column (5um
particle size) from Phenomenex® and pre-column C18 (4x30mm). The mobile phase used was

acetonitrile / water (16.7 / 83.3) flow of 1mL / min, wavelength 440nm.

Sample Preparation

Ina 10 mL tube, 400 pL aliquots of plasma from patients treated with hydroxyurea were
combined with 80 pL of 15,5 mM methylurea (internal standard) and 800 pL of 20%
trichloroacetic acid to precipitate proteins. After vortexing (30 s) and centrifugation (3500 rpm
for 10 min), 1000 pL of supernatant was transferred to another tube, and 1000 pL of solution
A (colorimetric) and 1000 pL of solution B (acid reagent) were added. The mixture was heated
in a water bath to 100 °C for 10 min and then cooled to 4 °C for 10 min. A 25 pL sample of the

reaction product was subjected to chromatographic analysis.
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Calibration curve

To construct the calibration curve (performed in triplicate), 400 pL aliquots of human
plasma blanks (those not treated with hydroxyurea) were enriched with 100 pL of an
appropriate concentration of the working standard solution to obtain hydroxyurea
concentrations of 50, 100 200, 400, 740, 1200, and 1600 uM in plasma; these concentrations
were chosen based on the expected plasma levels of HU and comprised seven data points,
including the quantification limit. The internal standard (80 pL, 15.5 mM) was then added to
each solution, which was then subjected to the process of sample preparation and
chromatographic analysis as described above.

The linear regression equations and correlation coefficients were obtained by dividing
the peak area of hydroxyurea by the area of the internal standard (hydroxyurea/Pl), plotted as a
function of their concentrations. The acceptance criteria for calibration curves included a linear
correlation coefficient greater than or equal to 0.99, a deviation less than or equal to 20%
compared to the nominal concentration for the lower limit of quantification, and a standard
deviation less than or equal to 15% over nominal concentration for the other concentrations of

the calibration curves.

Validation

The validation process was performed in October 2012 in accordance with Resolution
RDC no 27 of 17/05/2012, the Ministry of Health — National Health Surveillance Agency,
which is also in accordance with the Guidance for Industry — Bioanalytical Method Validation,
2013 (FDA).

Limit of quantification

The limit of quantification was defined as the lowest concentration quantified with
precision and accuracy with relative standard deviation (RSD) and coefficient of variation (CV)
below 20%. Samples of human plasma were enriched with hydroxyurea to yield concentrations

as low as 50 uM. The samples were analyzed in quintuplicate.
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Linearity
Linearity was assessed at the concentrations used in the calibration curve, by gradually
increasing the concentration to 1600 UM hydroxyurea in plasma. We then determined the linear

regression equations and correlation coefficients.

Selectivity

The interference from endogenous components of plasma was assessed by the
analysis of plasma aliquots obtained from six different individuals who were not treated with

hydroxyurea.

Precision and accuracy

To determine precision and accuracy, quality controls were used at concentrations of 100,
740, and 1600 pM of hydroxyurea in plasma.

To evaluate precision within assays, 5 aliquots were analyzed for each control on a
single day, or across a single calibration curve. To evaluate the precision between assays,
aliquots were analyzed in quintuplicate, with quality controls on three consecutive days.
Precision was expressed as coefficient of variation (CV%), assuming no values above 15%
(fifteen percent).

Accuracy within and between assays was also evaluated using the experimental results
from the precision evaluations. The accuracy was expressed through the Relative Standard Error
(EPR), not including values outside the range of +15% (fifteen percent) of the nominal value.

Average concentration experimental — nominal value
EPR = : %100
nominal value

Clinical and Experimental Protocol

We analyzed 22 adult patients (5 men and 17 women, aged between 20 and 40 years)

with clinical and laboratory diagnoses of SCA, confirmed by molecular biology, with a baseline
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treatment with hydroxyurea for over a year, accompanied at the outpatient clinic of a university
hospital in Fortaleza, Ceara, Brazil. Baseline determination was based on the criteria described
by Ballas (2012): absence of painful episodes and/or concurrent illnesses such as infections or
inflammation in the four weeks preceding the study; no hospital admissions in the 2-3 days
prior to study; and absence of blood transfusion in the four months preceding the study. The
exclusion criteria included an absence of molecular diagnosis of SCA, pregnancy, presence of
renal or liver failure, or smoking (Ballas, 2012).

Informed consent was obtained from all patients (or from the responsible person) prior
to enrollment into the study, and the study protocol was submitted to and approved by the Ceara
Federal University Ethics Committee under protocol N° 110.10.10.

Venous blood was collected in containers containing the anticoagulant heparin, 2.5 h
after drug intake. Plasma samples for chromatographic analysis were obtained by centrifugation
of the blood samples at 4000 rpm for 10 min and were stored at -80 °C until the time of analysis.

Plasma concentrations of hydroxyurea in the patients tested was calculated using the

calibration curves.

RESULTS

Analysis of Hydroxyurea in plasma

Figures 1 and 2 show the chromatographic analysis of a plasma blank enriched with
solutions of hydroxyurea and methylurea (internal standard) and plasma from a patient with
sickle cell disease being treated with hydroxyurea (1000 mg/day), respectively. It was observed
that the retention times of hydroxyurea, urea, and methylurea were 6.763 min, 7.778 min, and

11.472 min, respectively.
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FIGURE 1 - Chromatogram of plasma enriched with 1200 pM hydroxyurea and 15.5 mM

methylurea (internal standard).
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FIGURE 2 - Chromatogram of plasma from patients undergoing SCA therapy with hydroxyurea
1000 mg/day enriched with 15.5 mM methylurea (internal standard).
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Calibration Curve

The Figure 3 shows the calibration curve in the range of 50-1600mM of hydroxyurea

in human plasma. The correlation coefficient was 0.9908.
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FIGURE 3 - Calibration curve of HU in the range of 50-1600 uM hydroxyurea in human plasma.

Validation of method

Table 1 shows the results of the validation of the analytical method of hydroxyurea
in human plasma. The calculated correlation coefficient (r) indicates a linear relationship
between the area and the concentration of hydroxyurea. The method presents a limit of
quantification, selectivity, precision, and accuracy compatible with an application for the

analysis of hydroxyurea concentration in patients treated with a multiple dose regimen.

TABLE 1 - Confidence limits for the method of analysis of Hydroxyurea

Hydroxyurea

Linearity (50-1600 puM)

y =0.00029x - 0.00285

Line Equation
0.99084

R
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Limit of Quantification (50 uM)

Precision (CV%, n = 5) 13.45
Accuracy (EPR, n =5) 4.96
Precision within assays
(CV%)n=5
100 uM 2.22
740 uM 2.52
1200 uM 4.52

Precision between assays
(CV%)n=15

100 uMm 6.39
740 uM 7.04
1200 pM 10.38

Accuracy within assays
(EPR%) n=5

100 pM 0.80
740 uM -4.26
1200 uM -5.94

Accuracy between assays
(EPR%) n = 15

100 uM -1.35
740 uM -2.50
1200 uM 3.32

CV = Coefficient of variation [(SD/média)x 100]; r=
linear correlation coefficient.
EPR= [(Caverage experimental-C added )/C added ]x100

Analysis of patients

We analyzed 22 adult patients (5 men and 17 women, aged between 20 and 40 years)
with clinical and laboratory diagnoses of SCA treated with hydroxyurea for over one year, at
doses of 500 mg/day (1 patient), 1000 mg/day (18 patients), and 1500 mg/day (3 patients), and
the average HU concentrations in plasma collected from these dosage groups were 98.31 uM,
190.88 pM, and 302.71 pM, respectively.

TABLE 2 - Average concentrations of HU in patients with SCA

Treatment dose (mg/day)  Average Concentration (uM) £SD

500 98,31+SD
1000 190,88+SD
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1500 302,71+SD

DISCUSSION

Hydroxyurea therapy in patients with sickle cell anemia (SCA) has a proven clinical and
laboratory efficacy. Administered in concentrations of 15 to 25 mg/kg/day, it can induce an
increase of 10 to 40% of HbF. However, the variability in therapeutic response is high and may
be associated with pharmacogenetic factors that lead to phenotypic characteristics of fast or
slow metabolizers. Given this variation, the search for a safe therapeutic use that avoids the
cyto- and genotoxicity of the drug through a standard regimen based on therapeutic monitoring
is essential (Steinberg et al., 2010; Veale et al., 1988). Thus, the quantification method of
hydroxyurea in human plasma by UHPLC with diode detector (UV) was developed in order to
follow up patients treated with this drug. It was developed from the methods of Manouilov et
al. (1998) and Bachir et al. (2007) and is based on the formation of a color reaction between
hydroxyurea and solutions A (thiosemicarbazide + sodium chloride + diacetyl monoxime) and
B (sulfuric acid + phosphoric acid + ferric chloride) (Manoilov et al., 1998; Bachir et al., 2007).

In developing the method, the choice of the best wavelength was done via a "scan™ of
between 300 and 600nm, identifying the wavelength of 440nm as the highest absorption. To
choose the best mobile phase adjustments were made in the proportions of acetonitrile / water
and the analysis time obtained was of 13min, a reduction of 50% compared to the method of
Bachir et al. (2007), using 16.7% acetonitrile (Bachir et al., 2007).

For treatment of plasma sample was initially carried out precipitation of proteins
(clean-up) using trichloroacetic acid in place of perchloric acid used for Bachir et al. and
Manouilov et al., reducing interferences by endogenous substances. After this step, the
colorimetric reaction was carried out (Manoilov et al., 1998; Bachir et al., 2007).

The specificity of the method was assured when it was observed that the retention times
of hydroxyurea, urea, and methylurea were 6.763 min, 7.778 min, and 11.472 min, respectively,
with no interference to methylurea (internal standard) or urea from endogenous substances at
high concentrations in plasma. The calibration curve in the concentration range of 50-1600 pM
hydroxyurea in plasma was selected from therapeutic concentrations observed in the dosages
of 15mg/kg/day to 30 mg/kg/day of hydroxyurea.

The method was deemed precise and accurate, using quality controls at low,
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middle, and high concentrations of 100 uM, 740 puM, and 1200 puM, respectively, presenting a
quantification limit, selectivity, precision, and accuracy compatible with application in the
analysis of hydroxyurea in patients treated with a multiple dose regimen. Moreover, the method

was considered to be linear, since the obtained correlation coefficient was greater than 0.99.

We note that, in the validation process, hydroxyurea, methylurea standard
solution, and solutions A and B used in colorimetric reaction all showed a stability of greater
than 20 days. The color reaction product was unstable after 5 h of reaction, with a decrease in
absorbance, and plasma samples containing hydroxyurea are unstable for a period longer than
six months even when stored at -80 °C.

The mean concentrations obtained 2.5 h after ingestion of hydroxyurea in doses of
500 mg, 1000 mg, and 1500 mg per day were 98.31, 190.88, and 302.71 uM, respectively,
compatible with the pharmacokinetics of the drug, whose maximum concentration (Cmax) is
793.75 uM for a dose of 2000 mg/day with maximum time (Tmax) of 1.22 h (Ware et al., 2011;
Rodriguez et al., 1998). However, it should be noted that there are phenotypic differences in
drug metabolism; in rapid metabolizers, Cmax is achieved 15 to 30 min after ingestion, whereas
in poor metabolizers Cmax is achieved 60 to 120 min after ingestion (Ware et al., 2011,
Rodriguez et al., 1998). Therefore, for therapeutic monitoring of patients treated with HU, the
ideal collection time would be 30 min and 1.5 h after drug intake.
The results of this study demonstrate that the method presents highly linear correlation
and can be used for quantitative determination of hydroxyurea for therapeutic monitoring in

patients with sickle cell anemia.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E
ENFERMAGEM (FFOE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPACAO EM PESQUISA

Prezado paciente,

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada: “EFICACIA DA
L-ARGINA COMO DROGA COADJUVANTE NO TRATAMENTO DE PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME”, que tem como objetivo principal avaliar o impacto da
associacdo da Hidroxiuréia com uma vitamina, a arginina, na producdo de éxido nitrico, um
vasodilatador em pacientes com anemia falciforme. Além de correlacionar a variabilidade da
resposta ao medicamento Hidroxiuréia com a presenca dos fatores genéticos nos pacientes com
AF acompanhados no ambulatério do HUWC do Ceara. A relevancia da pesquisa é que esta
substéncia vasodilatadora, o 0xido nitrico, estaria envolvida nas crises vaso-oclusivas destes
pacientes, uma vez aumentando o aminoacido arginina, substrato para formacdo do Oxido
nitrico, melhoraria a resposta ao medicamento hidroxiuréia, aumentando a producdo do 6xido
nitrico e melhorando a qualidade de vida dos pacientes com anemia falciforme.

Para o desenvolvimento deste estudo serd necessario um grupo de portadores de anemia
falciforme. E necessario que os participantes deste estudo com anemia falciforme coletem uma
amostra de sangue (10 ml) que sera realizado por profissional habilitado e com todas as técnicas
adequadas.

A coleta de sangue seré realizada no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Ceara
- HEMOCE, localizado na Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Tedfilo; em dias em
gue os pacientes ja estardo, ali, realizando outros exames, por conta do seu acompanhamento
médico. Caso seja necessaria a vinda do paciente, exclusivamente, para a participacdo em nossa
pesquisa, 0s pesquisadores se responsabilizardo por seu transporte até o local da coleta.

Os riscos associados ao estudo sdo apenas os da coleta de sangue, podendo haver o
aparecimento de um pequeno hematoma, isto €, um pequeno derramamento de sangue no local
da coleta. Lembrando que todo material utilizado é descartavel e estéril, e os profissionais
envolvidos sdo capacitados para tal funcao.

Os beneficios envolvidos sdo o de poder realizar um estudo que possibilite uma melhoria no
prognostico da anemia falciforme, como propiciar a elaboracéo de novos farmacos que possam
minimizar as morbidades e a mortalidade na doenca.

Convido o(a) Sr(a) a participar da pesquisa, em caso de duvida, poderd comunicar-se com a
pesquisadora Ms. Darcielle Bruna Dias Elias, que reside na rua Miguel Gongalves, 66, Apto
202, bairro Montese, Fortaleza,CE, fone: (0xx85)-33668264; (0xx85)- 32920416. Para
informacdes quanto aos aspectos éticos da pesquisa podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantideo, situado na Rua Capit&o Francisco
Pedro, 1290, Rodolfo Tedfilo, Fortaleza, CE ou através do telefone (0xx85) 3366 8589. Para
tanto, necessitamos que o Senhor (a) autorize a obtencdo da coleta de sangue e das informacdes
para que seja realizada a pesquisa.

A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa serd plenamente voluntaria e consciente, nao
havendo qualquer forma de pagamento ou compensacdo material, sendo que, ao participar da



110

pesquisa, ndo ficara exposto(a) a nenhum risco, podendo desistir de participar, a qualquer
momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Sua identidade serd mantida em sigilo
absoluto, sendo a divulgagdo dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a
discussdo académica de a&mbito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de
identificacdo dos pacientes. Sera, no entanto, permitido o acesso as informacbes sobre
procedimentos relacionados a pesquisa.

Esse documento serd impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado e a outra com o
pesquisador.

Eu, fui informado (a) do objetivo deste trabalho de
forma clara e detalhada, assim como dos desconfortos previstos e beneficios esperados. Certo
e ciente dos detalhes acima descritos, e, por concordar na integra com todos os termos acima
expostos, manifesto, por vontades propria, livre e consciente, o proposito de participar do
presente estudo.

O (a) profissional certificou-me de
que todas as informacGes por mim fornecidas serdo utilizadas apenas para fins do presente
projeto de pesquisa e serdo divulgadas de forma andnima.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura de quem obteve o termo

APENDICE B - COMITE DE ETICA
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Céd CEP- 110-40 .10

HOSPITAL UN!VERSJTARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rua Capitdo Francisco Pedro, 1290 - Rodolfo Tedfilo - 60.430-370 — Fortaleza-CE
FONE: (85) 3366-8589 / 3366-8613  E-MAIL: cephuwc@huwc.ufc.br

Protocolo n°: 110.10.10

Pesquisador(a) Responsavel: Darcielle Bruna Dias Elias

Departamento / Servigo:

Titulo do Projeto: “Hidroxiuréia associado a L-arginina: o impacto dos polimorfismos

BCIL.11A e HBS1L-MYB, da resposta imune e do estresse oxidativo na anemia
falciforme™.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio analisou
o projeto de pesquisa supracitado e, em tendo sido atendidas as pendéncias, baseando-se
nas normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de
Saade (Resolugdes CNS 196/96, 251/97, 292/99, 303/00. 304/00, 347/05, 346/05), resolveu
classifica-lo como: APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentagéo de relatorio ao CEP-HUWC da pesquisa
dentro de 12 meses (data prevista: 06/12/11).

Fortaleza, 06 de dezembro de 2010.

. i/ Nawe, @b sfolicwa e Joicze-
Dra. Maria de Fatima de Souza
Coordenadora do CEP - HUWC



