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RESUMO

A Anemia Falciforme (AF) € uma hemoglobinopatia hereditdria causada por uma
mutacdo pontual no gene da beta globina, gerando uma hemoglobina anormal
denominada hemoglobina S (HbS), na forma homozigota. A doenca € caracterizada por
um processo hemolitico cronico, cursando com diminui¢do na concentracdo de
hemoglobina total e aumento na contagem de reticuldcitos e nos biomarcadores de
hemodlise. A hidroxiuréia (HU) € um medicamento utilizado no tratamento da doenga
por promover o aumento da concentracdo da hemoglobina fetal (HbF) e diminuicdo do
processo hemolitico. O objetivo desse estudo foi avaliar o indice de dano (ID) no DNA
e biomarcadores de hemdlise em pacientes com AF. Participaram do estudo 36 pacientes
de ambos os sexos com diagndstico clinico e molecular de AF em acompanhamento
no ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) em
Fortaleza-Ceard. Um grupo controle foi constituido por 32 individuos aparentemente
saudaveis. Os pacientes foram estratificados quanto ao uso da HU, 28 em uso e 8 sem
uso de HU. O ID no DNA foi avaliado pela técnica do cometa, a LDH foi avaliado por
método cinético e as dosagens de MetHb, 4cido urico e bilirrubinas por método
espectrofotométrico. Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa
estatistico GraphPad Prism e o nivel de significancia foi de 5% para todas as andlises.
Do total de pacientes, 43% foram do sexo masculino e 57% do sexo feminino, com
faixa de idade variando de 22 a 51 anos, e média de 33 anos. Os valores médios de
hemadcias, hemoglobina e hematdcrito nos pacientes com AF foram inferiores aos do
grupo controle. Os leucdcitos e as plaquetas estavam aumentados no grupo de pacientes
tratados com HU com relacdo aos outros grupos (P < 0,0001). Os pacientes em uso de
HU apresentaram um aumento significante do ID quando comparados aos demais
grupos. Em relacdo aos parametros de hemdlise, os resultados mostraram que pacientes
sem uso de HU apresentaram um aumento de todos os biomarcadores, em relagdo aos
demais grupos. Os resultados demonstram que a HU apresenta um papel modulador da

hemolise, porém com seu uso cronico demonstra uma genotoxicidade.

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Hidroxiuréia; Hemolise.



ABSTRACT

Sickle Cell Disease (SCD) is an inherited hemoglobinopathies caused by a specific mutation
in the beta globin gene and it generates an abnormal hemoglobin called hemoglobin S (Hb S)
in homozygous form. The disease is characterized by chronic hemolytic process, occurring
with a decrease in the total hemoglobin concentration and increased reticulocytes count and
hemolysis biomarkers. Hydroxyurea (HU) is a drug used to treat the disease by increasing the
concentration of fetal hemoglobin (HbF) and decreasing the hemolytic process. The aim of
this study was to evaluate the damage index in DNA and hemolysis biomarkers in patients
with SCD. The study included 36 patients of both sexes with SCD clinical and molecular
diagnosis who are being monitored in the Clinic Hematology of the Hospital Walter Cantidio
in Fortaleza, Ceard. A control group of 32 individuals apparently healthy was constituted.
Patients were stratified by use of HU, 28 in use and 8 without the use of HU. DNA in the ID
was evaluated by the technique of the comet, LDH was evaluated by kinetic method and
dosages MetHb, uric acid and bilirubin by spectrophotometric method. Data were analyzed
using the statistical program GraphPad Prism and the significance level was 5% for all
analyzes. Of the patients 43% were male and 57% female, with age group ranging from 22 to
51 years, and average of 33 years. Average values of erythrocytes, hemoglobin and hematocrit
in patients with SCD were lower than the control group. Leukocytes and platelets were
increased in patients treated with HU related to other groups. HU use in patients has showed a
significant increase in ID when compared to other groups (p < 0,0001). Regarding hemolysis
parameters, results showed that patients without HU use increased by all biomarkers in
relation to other groups. The results demonstrate that HU has a modulatory role of hemolysis,

but with its chronic use, it demonstrates a genotoxicity.

Keywords: Sickle Cell disease; hydroxyurea; Hemolysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fisiopatologia da Anemia falciforme.

A Anemia Falciforme (AF) € uma das doencgas hereditdrias mais comuns no
mundo. E causada por uma mutacio pontual no gene beta da globina S, em que hd a
substituicdo do nucleotideo adenina por timina do c6don GAG para GTG, resultando na troca
do aminodcido 4cido glutamico (Glu) pela valina (Val) na posi¢do nimero seis do gene. Essa
substitui¢do origina uma molécula de hemoglobina anormal denominada hemoglobina S
(HbS), ao invés da hemoglobina normal chamada de hemoglobina A (HbA). Essa pequena
modificacdo estrutural é responsdvel por intensas alteracdes nas propriedades fisico-quimicas
da molécula de hemoglobina em tensdes reduzidas de oxigénio. (PAULING et al., 1949).

No estado oxigenado, a molécula de HbS esta “relaxada”, e nesta conformagao
estrutural as globinas beta S estdo mais separadas. No estado desoxigenado, a molécula de
HbS torna-se esticada e as globinas beta S ficam mais préximas. Essa mudanca de
conformagdo favorece o contato entre as regides da desoxiemoglobina, o que ndo é possivel
no estado oxigenado. Por meio da unido de varios tetrameros de HbS, forma-se um nimero
considerdvel de moléculas agregadas que geram longos polimeros, alterando a morfologia do
eritrocito para a forma de foice (BENFATO, 2007).

O fendmeno de falcizacdo pode ser revertido quando concentragdes elevadas de
oxigénio sdo novamente atingidas, sendo que falcizacOes sucessivas alteram a estrutura da
membrana da hemdcia, favorecendo a formagdo de células irreversivelmente falcizadas
(CHANG et al. 1997;).

A formacdo de polimeros de HbS no interior das hemdcias acarreta multiplas
alteracdoes nas células, como o efluxo de potidssio, o aumento do cdlcio intracelular, a
formacdo de polimeros da Hb com proteinas de membrana e a exposi¢cdo de moléculas de
adesdo da membrana celular, entre outras. Além disso, essas alteracdes modulam vdrios
processos na doenca, como o inflamatério cronico, dano endotelial, aumento do estresse
oxidativo e o estado do hipercoagulabilidade, através do aumento da adesdo de hemadcias ao
endotélio; enrijecem a membrana da hemadcia, encurtando sua sobrevida na circulacdo;
promovem lesdes microvasculares; causam uma deplecdo de O6xido nitrico (NO), que
contribui para vasoconstri¢do, ativa¢do da inflamacgao e ativacdo da cascata da coagulacdo.
(Figura 2) (ZAGO; PINTO, 2007).

A cinética de falcizacdo depende do grau de desoxigenacdo, concentracao

intracelular de hemoglobina S e presenca ou auséncia de Hb F. Essas alteracdes fisico-
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quimicas, além de deformarem e enrijecerem a membrana celular ocasionam o fendmeno
patoldgico de vaso-oclusdo por predisporem os eritrécitos falcémicos a aderirem ao endotélio
vascular. As células irreversivelmente falcizadas formadas em decorréncia do afoigamento,
sdo removidas e destruidas tanto no meio extravascular como no intravascular, encurtando
assim a sua sobrevida média eritrocitaria para cerca de 17 dias, contribuindo desse modo para
o agravamento da anemia (SILVA; SHIMAUTI, 2006).

Figura 1 - Relacdo entre fendmenos fisiopatolégicos e manifestagdes clinicas no paciente
com anemia falciforme.
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GLOBINA

|
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BAGO

Fonte: Zago e Pinto, 2007.

Nos pequenos vasos ocorrem o fendmeno da vaso-oclusdo que representa o
evento fisiopatologico determinante na origem da maioria dos sinais € sintomas presentes no
quadro clinico dos pacientes com anemia falciforme, tais como as crises dlgicas, ulceras de
membros inferiores, sindrome tordcica aguda (STA), sequestro esplénico, priapismo, necrose
asséptica do fémur, acidente vascular encefdlico (AVE), retinopatia, insuficiéncia renal
cronica, entre outros (GALIZA; PITOMBEIRA, 2003).

A alteracdo celular causada pelo processo de falcizag@o influencia intensamente o

fluxo sanguineo, aumentando a sua viscosidade. Os eritrécitos falciformes irreversiveis t€m

capacidade aumentada de adesdao ao endotélio vascular, principalmente, devido a alta
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viscosidade do sangue e também pela elevacdo dos niveis de fibrinogénio, que ocorre como
resposta natural a infeccdoes (GLADWIN, 2004).

A adesividade pode ser devida as forgas eletrostdticas. A deposi¢do de grande
numero de eritrécitos alterados na superficie endotelial reduz a luz dos capilares, provocando
estase, que poderd se intensificar pela diminuicdo da temperatura do ambiente. Como
conseqiiéncia da estase, ocorre hipdxia tecidual, levando mais moléculas de HbS no estado
desoxigenado, piorando a situacdo circulatéria j4 desfavordvel e lesando os tecidos
perfundidos por estes capilares. Os tecidos mal perfundidos podem sofrer infartos com
necrose e formacdo de fibrose, principalmente no bagco, medula éssea e placenta. Esses
eventos podem causar lesdes tissulares agudas, com crises dolorosas e também cronificadas
(BENFATO, 2007).

Os sintomas da hipéxia também podem ser agudos com crises dolorosas, ou
insidiosas, caracterizadas por necrose asséptica de quadris e retinopatia causada por célula
falciforme. Os efeitos dos danos teciduais agudos ou cronicos podem, em udltimo caso, resultar
na faléncia do 6rgdo, principalmente em pacientes com idade avangada. Além disso, podem
apresentar cardiomegalia, hematuria, tlcera de perna, osteoporose vertebral, manifestacoes

neuroldgicas e fertilidade relativamente diminuida (DREW, 2004).

1.2 Tratamento

O tratamento da AF consiste no uso de varios medicamentos, incluindo
analgésicos nas crises dolorosas, antibidticos, como profilaxia para combater infec¢coes graves,
vitaminas e antioxidantes com a finalidade de reduzir os sinais e sintomas da doenca. Além
disso, pode ser utilizado a transfusdo sanguinea nos casos de anemia grave e o uso de
hidroxiuréia (HU), com o objetivo de aumentar a concentracdo de HbF. O transplante de
células-tronco hematopoéticas consiste no Unico tratamento curativo para a doenca
(IANNONE et al., 2005).

A HU € o medicamento de escolha para o tratamento tanto de criangas como de
adultos com AF. Os primeiros estudos do uso da HU na AF se iniciaram nos anos 70, mas
somente na década de 90, nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA)
aprovou a sua utiliza¢do para o tratamento da AF em pacientes adultos com crises dolorosas
recorrentes. No Brasil, o uso da HU para pacientes com DF foi aprovado em novembro de
2002, através da portaria de numero 872 do Ministério da Satide (CANCADO et al., 2009;
WONG et al, 2014).
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A HU € um hidroxicarbamato inibidor seletivo da sintese da enzima
ribonucleotideo difosfato redutase (RR), interrompendo o mecanismo normal de reducio de
desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos no passo limitante da biossintese de DNA,
mantendo assim as células na fase G1/S do ciclo celular (MALUF et al., 2009; WARE, 2010;
SANTOS et al., 2011). E usada principalmente em neoplasias do sistema hematopoético,
como na leucemia mieldide cronica (LMC). Foi aprovada tanto pela Food and Drug
Administration (em 1999) como pela Agéncia Europeia de Medicamentos (em 2008) para o
uso na AF (HANFT et al., 2001; GALLI et al., 1996; LIMA et al., 2003).

A droga ao inibir a enzima RR promove a parada do ciclo celular e permite que o
gene da f3 -globina seja mais ativamente expressado. Ao interferir na divisdo celular, a HU
altera a cinética da proliferacao eritréide, forcando que mais eritrocitos sejam produzidos a
partir de células progenitoras primitivas, além de estimular diretamente a producdo de HbF
(FRANCO et al., 2006). A eficdcia da HU no tratamento da AF é geralmente atribuido a sua
capacidade de aumentar a HbF (PLATT et al., 1984; NOGUCHI et al., 1988; CHARACHE et
al., 1992; BORGNA-PIGNATTI, 2007; VOSKARIDOU et al.,2010).

A HU além de proporcionar o aumento da concentracdo da HbF, promove a
supressdo da eritropoese enddgena, reducdo da hemdlise, diminuicdo da aderéncia dos
eritrocitos, leucdcitos e plaquetas ao endotélio vascular (age sobre a membrana dos eritrécitos
e plaquetas, reduzindo a exposi¢do da fosfatidilserina, principal determinante da adesdo
eritrocitaria alterada na AF), melhora da reologia com diminui¢do da viscosidade sanguinea e
vasodilatacdo, contribuindo para a diminuicao dos fendmenos inflamatérios e vaso-oclusivos,
entre outros (CANCADO et al., 2009). Também atua como uma fonte de 6xido nitrico (NO),
um potente vasodilatador, aumentando sua sintese e biodisponibilidade pela ativacdo da
guanililciclase e consequente aumento do GMP ciclico (GMPc) intraeritrocitario e endotelial
(HUANG et al., 2003; CANCADO et al., 2009).

Atualmente, hd movimentos reivindicatorios em muitos paises, para a producao de
HU em doses de 100 a 200 mg, como também em forma liquida, o que se torna mais
conveniente. No Brasil, o Departamento de Atenc¢do Farmacéutica (DAF/MS) estd envolvido
nessa questdo, ja que a tendéncia € reduzir ainda mais a idade de indicacdo do uso de HU.
(BRASIL, 2014)

A despeito desta série de efeitos benéficos, o tratamento com HU pode gerar
efeitos adversos como mielossupressdo, hiperpigmentacdo cutdnea, lesdes ulcerativas em

membros inferiores e aumento dos niveis de TNF- o, agravando as crises algicas
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(NAHAVANDI et al., 2000). Além disso, estudos t€ém demonstrado que a droga parece ter
efeitos mutagénicos, clastogénicos, teratogénicos e carcinogénicos (BYRD er al., 1999;
GILMORE, 2003; BARBUI, 2004; DAVIES; PLATT, 2008; STEINBERG ¢ al., 2010;
WARE, 2010).

Na literatura, a capacidade da HU causar cancer é controverso e a eficicia e
seguranca no tratamento a longo prazo de pacientes com AF permanece indefinido
(STEINBERG et al., 2010). Alguns estudos tém demonstrado que a hidroxiureia é

genotdxica, enquanto outros estudos sugerem que a HU tem baixa mutagenicidade in vivo

(HANFT et al., 2000; FRIEDRISCH et al.,2008).

1.3 Hemolise na anemia falciforme

A hemolise € caracterizada por um dano ou rotura das membranas celulares dos
eritrocitos, que leva a liberacdo de componentes intracelulares no plasma. Constitui a
destruicdo prematura dos glébulos vermelhos do sangue, por rompimento fisiolégico ou
patologico da membrana plasmatica. A hemolise cronica pode ocorrer em vdrias condicoes,
causando anemia hemolitica (COOK; BRUNS, 2012; CERQUEIRA et al, 2010).

Os fatores causadores da hemolise in vivo podem ser classificados como hemolise
intravascular e extravascular tomando por base o local da destruicio das hemdcias.
Dependendo do tipo de dano a membrana das hemdcias, as células podem se destruir
imediatamente (intravascular) ou serem destruidas pelo sistema monocitico-macrofdgico no
baco, figado, ou medula 6ssea (MO) (extravascular) (COOK; BRUNS, 2012).

NA AF a hemolise cronica causa desequilibrio vascular, com diminui¢do da meia-
vida das hemdcias, refletindo na concentracdo de hemoglobina, contagem de reticuldcitos,
alteracdes nos niveis de bilirrubinas e LDH. Esses parametros t€ém sido estudados como forma
de monitorar a evolucdo da doenca, sendo utilizados na pratica clinica. A dosagem de 4cido
urico e de metemoglobina (MetHb) ainda ndo sdo utilizados clinicamente para essa finalidade
no entanto, estdo sendo estudados em pesquisas cientificas e futuramente podem vir a ser
utilizados (NOLAN et al, 2005; CERQUEIRA et al, 2010).

O quadro de hemolise em pacientes com AF € associado com a evolugdo da
doenca, portanto, o uso de biomarcadores de hemolise tem sido utilizados na prética clinica,
como monitoramento do tratamento em pacientes com AF, apesar do grande uso da dosagem
da HbF como modulador da atividade da doenca (SILVA FILHO et al., 2005; CERQUEIRA et
al, 2010).
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1.4 Marcadores de Hemolise

Os biomarcadores de hemolise sdo fundamentais na avaliacdo do paciente com AF.
A LDH € um marcador de hemdlise intravascular, e sua elevacao plasmatica esta associada ao
subfenétipo clinico de hipertensdo pulmonar, priapismo e udlcera de perna nos pacientes com
AF (KATO et al., 2006b). As concentracdes de bilirrubina, principalmente a indireta, estdo
alteradas na hemolise (ROTHER ef al., 2005). A contagem de reticuldcitos fornece uma
estimativa da atividade da medula 6ssea, sendo utilizado no diagndstico diferencial das
anemias € no monitoramento do tratamento das mesmas. Outro marcador importante é a
MetHb, que € liberada durante o processo de hemdlise, se apresentando em quantidade
elevada em pacientes com AF, como foi verificado em alguns estudos. O 4cido drico é outro
marcador que pode ser utilizado, pois seu aumento na AF pode ocorrer devido a alteracdo da
funcdo tubular renal ou a reutilizacdo de &cidos nucléicos provenientes da hemdlise

(HEBBEL, 2011).

1.4.1 LDH - Lactato desidrogenase

Lactato desidrogenase (LDH) € uma das enzimas da via glicolitica que catalisa a
conversdo do piruvato em lactato. A LDH sérica existe na forma de 5 isoenzimas que sdo
numeradas de 1 a 5 de acordo com a sua mobilidade eletoforética. A distribuicdo das
isoenzimas ndo € uniforme entre os tecidos, sendo encontrada nas hemadcias principalmente
nas formas LDH1 e LDH2. A LDH ¢é considerada um marcador de hemodlise, pois suas
concentragcdes encontram-se elevadas na presenca de hemolise. Como um terco da hemolise
na AF ¢ intravascular, estudos vém demonstrando que a LDH pode ser um marcador qtil de
complicacOes relacionadas a hemolise na AF, elevadas concentracdes de LDH tem sido
correlacionadas com o aumento da incidéncia de priaprismo e ulceras de perna na AF
(DAMANHOURI et al, 2015; MOREIRA et al, 2015; ATAGA et al, 2006; KATO;
GLADWIN; STEINBERG, 2007).

1.4.2 Metahemoglobina

A MetHb é a forma oxidada da hemoglobina cujo ferro ferroso (Fe’*) da porcdo
heme estd oxidado ao estado férrico (Fe*) e, por isso, ndo consegue se ligar ao oxigénio. A
metemoglobinemia pode ocorrer por um desequilibrio redox, devido a oxidagdo excessiva da
hemoglobina, ou pela diminuicdo da atividade das enzimas redutoras (NAOUM; SOUZA,
2004; SILVA FILHO, 2005; NASCIMENTO et al., 2008; LAURENTINO et al, 2014;
JIALAL; SOKOLL, 2015).
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Na doencga falciforme, a hemolise intravascular libera oxiemoglobina no plasma,
que reage com NO produzindo nitrato bioinativo e metemoglobina; libera também arginase-1,
que interfere na sintese de NO, através da conversdo da arginina plasmadtica (precursora do
NO) em ornitina; hemoglobina, heme e ferro livres, oriundos de hemécias rompidas, catalisam
a produgdo de radicais livres de oxigénio, que limitam a bioatividade do NO. (KATO, 2007,
KATO, 2009).

1.4.3 Bilirrubina Indireta

Pacientes com AF comumente apresentam um processo hemolitico cronico
decorrente da morte prematura das hemdcias. Ictericia é frequentemente observada nestes
doentes e reflete a presenca de hiperbilirrubinemia, principalmente as custas de bilirrubina
indireta (ndo-conjugada). No citoplasma dos macrofagos, a hemoglobina € degradada em
globina e heme. O heme sofre a agdo da enzima heme-oxidase e perde o ferro, enquanto que a
porfirina tem seu anel tetrapirrdlico aberto, liberando uma molécula de mondxido de carbono.
O pigmento que resulta € a biliverdina. Esta sofre acdo da enzima biliverdina-redutase e passa
a bilirrubina, um pigmento amarelo. Em estudo realizado por Belini Junior e colaboradores
(2015) demonstrou-se que pacientes com AF em uso de hidroxiuréia (HU) apresentaram
diminuicdo de bilirrubina total, além de uma associa¢do deste marcador com a gravidade da

doenca.

1.4.4 Acido trico

O acido urico € uma substancia formada pelo organismo através da decomposi¢ao
das purinas. O aumento da concentracdo sérica de acido turico pode ocorrer devido ao
aumento da sintese de nucleoproteinas ou a diminuicdo na excre¢do renal. Na AF a
hiperuricemia pode ocorrer devido a alteracdo da funcd@o tubular renal ou a reutilizacdo de
acidos nucléicos provenientes da hemolise (DIAMOND; MEISEL; HOLDEN, 1979;
CONGER, 1990; MOREIRA et al, 2015). No estudo de Cerqueira e colaboradores (2011),
encontrou-se uma correlacdo entre niveis de dcido trico e marcadores de hemolise e no estudo
de Moreira e colaboradores (2015) observou-se um aumento nas dosagens de 4cido drico em

pacientes com AF em relacdo a individuos sauddveis.

1.5 Identificacio dos niveis de lesao do DNA
Agentes genotdxicos interagem quimicamente com o material genético, induzindo

alteracdo oxidativa ou mesmo quebras na molécula de DNA, com isso, possuem a habilidade
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de alterar a replicacdo do DNA e interferir na transmissdo génica as células filhas. Em grande
parte dos casos, a lesdo € reparada pelo préprio organismo e a célula alterada é eliminada.
Caso essa les@o seja fixada, provoca alteracdes hereditdrias - mutacdes - que podem se
perpetuar nas células filhas durante o processo de replicacdo; o agente desencadeador desse
processo € denominado mutagénico (REKHA et al., 2006; ABHILASH et al., 2009). O Teste
Cometa (teste de células individualizadas em gel de agarose) € uma técnica util para o estudo
de danos e reparos no DNA. As células com dano aumentado no DNA mostram um aumento
na migracdo de DNA cromossomal do nicleo em dire¢do ao dnodo, que se assemelha a forma
de um cometa (SPEIT; HARTMANN, 1999). O ensaio vem sendo proposto para estudos de
toxicogenética devido as suas peculiaridades e vantagens quando comparado a outros testes
para deteccdo de substincias genotdxicas. O teste ndo € utilizado para detectar mutagdes, mas
sim lesOes gendmicas que, apds serem processadas, podem resultar em mutagao.

O principio da técnica € simples: as células sdo inclusas em gel sobre uma lamina
de microscopia, faz-se passar uma corrente elétrica e, como o DNA tem carga negativa, se
estiver rompido (clastogénese), migra para fora do nucleo, ficando com a aparéncia de um
cometa ou cauda. O DNA que ndo estiver rompido ou quebrado fica armazenado no nucleo,
sendo muito grande para migrar (SILVA et al., 2003).

Diferente das mutagdes, as lesdes detectadas pelo teste do cometa sao passiveis de
correcdo. Assim, o teste pode ser utilizado em estudos de reparo do DNA, embora nao
possibilite inferir a fidedignidade do processo de reparo. O resultado podera avaliar se houve
ou ndo um efeito e estimar o tamanho deste efeito, podendo ser importante no diagndstico
precoce, progndstico e tratamento do cancer. Na AF o ensaio pode ser utilizado para detectar a
intensidade da lesdo no DNA e a resposta a medicacdo utilizada na doenca (MCKENNA;
OLIVE; BANATH, 2006; MCKEOWN; MCKELVEY, 2008; BARBERINO; JUNIOR;
DOMINGOS, 2012).

Sabemos que a AF é um problema de saide publica e que o uso da HU tem
propiciado vérios beneficios aos pacientes como a diminui¢do das comorbidades e da taxa de
mortalidade. Porém o uso a longo prazo tem sido atribuido ao aumento do risco de
desenvolvimento de doencas neopldsicas. Por se tratar de uma doenca benigna, mas com
curso clinico grave, o fairmaco tem sido utilizado sem restricdes, e estudos como esse sao
importantes para avaliar a seguranca da HU e obter informagdes mais consolidadas sobre a
genotoxicidade desse medicamento.

Dentro desse contexto, o presente estudo propde-se a investigar o possivel efeito

genotoxico com o uso cronico da HU, além de avaliar os niveis dos biomarcadores de
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hemolise na AF e verificar se houve uma melhora no quadro hemolitico dos pacientes em

tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o indice de dano (ID) no DNA e os parametros de hemdlise em pacientes com

anemia falciforme.

2.2 ESPECIFICOS

e Identificar o perfil demogrifico (sexo e idade) e laboratorial dos participantes da
pesquisa;

e Determinar os indices de dano no DNA de pacientes com AF e grupo controle;

e Comparar os indices de dano no DNA de pacientes com AF com e sem uso de HU;

e Avaliar as concentracdes dos biomarcadores de hemolise: metemoglobina (MetHb),
bilirrubinas direta (BD), indireta (BI) e total (BT), acido drico e lactato desidrogenase

(LDH) nos pacientes com AF com e sem uso de HU e grupo controle.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideracoes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Universidade
Federal do Ceara sob protocolo N° 706.154 e foi desenvolvido segundo as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, contida na Resolucdo de n°

466/2012 do Conselho Nacional de Sadde do Ministério da Saudde.

3.2 Casuistica

Trata-se de um estudo corte transversal composto por 36 pacientes com
diagndstico clinico e laboratorial de AF (forma homozigética SS), confirmado por anélise
molecular, sendo 28 em tratamento com HU (AF-HU) (dose de 500 — 1500 mg/dia) por um
periodo maior que 6 meses € 8 sem uso do medicamento (AF-SHU). Os pacientes sdo
provenientes do ambulatério do Servico de Hematologia do Hospital universitario Walter
Cantidio (HUWC), hospital de referéncia em doencas hematoldgicas no estado do Ceard. Foi
utilizado para comparacdo um grupo controle constituido por 32 individuos (12 do sexo
masculino e 20 do sexo feminino), com idade entre 18 a 30 anos, voluntarios e aparentemente

sadios, sendo a maioria alunos do curso de farmacia da UFC.

3.3 Local do Estudo

O estudo foi realizado no HEMOCE onde foram realizadas as coletas sanguineas
e no Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematoldgicas
(LPHGDH) do Curso de Farméacia da Universidade Federal do Ceard, onde foram realizados

todos os testes.

3.4 Selecao da Amostra
Os pacientes foram selecionados aleatoriamente tendo os seguintes critérios de

inclusao e exclusio do estudo:

Critérios de Inclusao:
* Pacientes adultos, voluntarios, de ambos os sexos, com AF com e sem

tratamento com HU;
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Critérios de Exclusao:
* Pacientes que tenham realizado terapéutica transfusional nos ultimos trés
meses;
* Pacientes em uso de algum imunossupressor;
* Pacientes com sorologia positiva para Hepatite, HIV e HTLV;
* Pacientes Tabagistas, etilistas e gestantes;

* Pacientes em tratamento com HU hd menos de 6 meses.

Grupo controle:

* Pacientes adultos, de ambos os sexos e aparentemente sauddveis, com HbAA.

3.5 Coleta de amostras e dados

Os pacientes selecionados para o estudo assinaram o TCLE, de acordo com as
orientacoes do Comité de Etica do Hospital Universitario Walter Cantidio, da Universidade
Federal do Ceard (ANEXO A). Os pacientes selecionados foram atendidos no ambulatério do
Servico de Hematologia do HUWC no periodo de marco de 2015 a marco de 2016. Nesse
periodo foram colhidas duas amostras de cinco mililitros de sangue periférico, em tubo
contendo heparina como anticoagulante, para a identificacdo dos niveis de lesdo do DNA,
pela técnica do cometa e para dosagem dos biomarcadores de hemolise. Os dados clinicos e
laboratoriais, bem como as informagdes sobre a utilizagdo ou ndo de HU foram obtidos dos

prontudrios médicos, através da ficha de coleta (Apéndice A).

3.6 Testes realizados

3.6.1 Teste do cometa
Os niveis de lesdo no DNA foram identificados utilizando-se o ensaio do cometa.
O protocolo foi utilizado conforme relatado por Singh et al. (1988). A técnica foi realizada em
conformidade com as orientagdes gerais para utilizagdo in vivo do cometa (HARTMANN et
al., 2003; TICE et al., 2000).
As amostras de sangue total foram misturadas a um baixo ponto de fusdo e
distribuidas em laminas de vidro revestidas com agarose. Ap6s a solidificacdo das amostras,
as laminas foram embebidas por uma solucdo de lise refrigerada (2,5M NaCl, 100 mM

EDTA,10 mM Tris, pH 10,2), sendo adicionados 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO,
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ficando de 1 a 2 dias sob refrigeracdo. As laminas foram entdo expostas a solucdo alcalina por
20 minutos afim de permitir a quebra da fita de DNA e logo apds foram transferidas para uma
cuba de eletroforese em solucdo alcalina (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13). Todas as
etapas do ensaio, a partir do armazenamento do sangue até o final da eletroforese foram
conduzidas sob luz fraca.

O material foi fixado de acordo com o protocolo de Nadin; Vargas-Roig e Ciocca
(2001). Para a avaliagdo da lesdo do DNA foram analisadas 100 células por campo em um
microscopio Otico. As células analisadas receberam notas de 0 (nenhuma migragdo) a 4
(migragdo méxima) de acordo com a intensidade da cauda (Tamanho e forma). A pontuacdo
total (indice de dano ou ID) de 100 células varia de O (todas as células sem migracdao) a 400

(todas as células com migracdo maxima) (MALUF; ERDTMANN, 2000).

3.6.2 Dosagem dos biomarcadores de hemdlise

3.6.2.1 Dosagem de MetHb
A dosagem de MetHb foi realizada utilizando amostra de sangue total, por método
espectrofotométrico, segundo a metodologia proposta por Naoum, Radispiel e Moraes (2004).
Essa técnica fundamenta-se na avaliacio da solucdo de hemoglobina, previamente
estabilizada em tampao fosfato 60 mol L-1 (preparada segundo Camargo et al, 2007) em dois
comprimentos de onda especificos para metemoglobina (630 nm) e oxiemoglobina (540 nm).
Utilizou-se tampao fosfato 60 mol L-1 e saponina a 1% como reagentes.
A dosagem de MetHb em porcentagem € obtida através do célculo a seguir,

utilizando as absorbéncias obtidas:

Abs 630nm x 100
Abs 630nm+(Abs 540nm x 10)

Calculo da MetHb (%) =

Para esta técnica, a porcentagem normal de MetHb situa-se entre 1,9 a 3,8%.

Valores acima de 4% sao considerados elevados.
3.6.2.2 Dosagem de LDH, acido urico e bilirrubinas

Foram realizadas usando amostras de plasma heparinizado, utilizando-se Kkits
especificos da marca Labtest® obedecendo a metodologia sugerida pelo fabricante. A
dosagem de LDH foi realizada por modo cinético, através de metodologia UV - Método
Piruvato-Lactato. A dosagem de &cido trico foi realizada mediante sistema enzimatico,

utilizando metodologia colorimétrica (Enzimatico Trinder). As bilirrubinas total e direta
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foram determinadas através de reacdo de ponto final, utilizando metodologia colorimétrica.
Os niveis de bilirrubina indireta foram determinados a partir da subtrac@o entre os valores de

bilirrubina total e bilirrubina direta.

3.7 Analise estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada através do programa GraphPad Prism
6.0 utilizando-se os testes de Kruskal — Wallis ou Anova, Mann Whitney ou T-student,
dependendo da normalidade dos dados. O teste de Kruskal — Wallis ou Anova foi utilizado
para comparagdo entre trés grupos e o teste T-student ou Mann Withney usado para

comparacao entre dois grupos. O nivel de significancia foi de 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da populaciao em estudo

Foram avaliados 36 pacientes adultos, com diagndstico clinico e laboratorial de
AF de ambos os sexos com idade variando de 22 a 51 anos, média de 33 anos, sendo 16 do
sexo masculino (43%) e 20 do sexo feminino (57%). Os parametros demograficos (sexo e
idade) e hematoldgicos dos pacientes com AF estdo descritos na Tabela 1. Todos os pacientes
estavam em estado estacionario com auséncia de crises, de acordo com os critérios de Ballas

(2012).

Tabela 1 — Parametros demogréficos e hematolégicos dos pacientes com AF com e sem uso de HU e

do grupo controle

AF-HU AF-SHU CONTROLE

FAIXA ETARIA (ANOS) (MEDIA)

e Masculino 30 39 26

e Feminino 34,5 38,5 21
SEXO

e Masculino 12/28 4/8 12/32

¢ Feminino 16/28 4/8 20/32
He (x10%/mm>) 2,75 3,03 4,38
Hb (g/dL) 8,3 9 14,5
Ht (%) 26 30,1 42,5
Leucécitos/mm’ 8.968 13.950 7.490
Plaquetas/mm’ 378.200 487.500 217.000
HDbF (%) 18,1 11,18 -
Reticulocitos. (%) 7,8 8,78 -

4.2 Comparacio do ID no DNA em pacientes com AF e grupo controle

O grafico 1 compara o ID no DNA de pacientes com AF e o grupo controle. Os
resultados demonstram que o indice de dano no DNA (ID) mostrou-se estatisticamente
elevado nos pacientes com AF (n = 36) (média = 19,85), em relagdo aos controles (n = 32)

(média = 7,641) (p < 0,0001) (Gréfico 1).
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Griafico 1: ID no DNA em pacientes com AF e grupo controle (*p<0,0001)
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*p<0,0001 entre os dois grupos

Nota: Comparacdo de médias de ID no DNA entre pacientes com AF e grupo controle. Valor de p obtido através

do teste T-Student. *p<0,05. Fonte: Do préprio autor.

4.3 Comparacao do ID no DNA em pacientes com AF com e sem uso de HU e grupo

controle

Os pacientes com AF foram estratificados quanto ao uso de HU. Verificou-se que
o ID no grupo AF-HU (n = 28) (média = 21,4) foi estatisticamente mais elevado em relacao
aos pacientes do grupo AF-SHU (n = 8) (média = 16) e aos individuos do grupo controle (n =

32) (média =7,64) (p < 0,0001) (Gréfico 2).

Griéfico 2 - ID no DNA em pacientes com AF com e sem uso de HU e individuos controles

(*p < 0,0001)
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Nota: Comparacdo de médias do ID no DNA entre pacientes com AF com e sem uso de HU e grupo controle.

Valor de p obtido através do teste One-way Anova e pds teste de Tukey. *p<0,05. Fonte: Do préprio autor.

As Figuras 2 e 3A -B ilustram o resultado do ensaio cometa nos trés grupos estudados.

Figura 2 — A eletroforese sob condi¢des alcalinas em baixo ponto de fusdo em gel de agarose de
células de um controle sauddvel classificado como cometa classe 0.

Figuras 3 A - B— Eletroforese em condi¢des alcalinas em baixo ponto de fusdo em gel de
agarose de células de um paciente com AFSHU (-HU) e de um paciente com AFHU (+HU)

classificados como cometa 0, 1, 2 e 3.

Controle -HU +HU

Figura 2 Figura 3A Figura 3B

4.4 Comparacao dos biomarcadores de hemdlise em pacientes com AF com e sem uso de

HU e grupo controle

As concentragdes de MetHb em pacientes dos grupos AF-HU e AF-SHU foram,
respectivamente, 4,338 + 0,3876% e 5,033 + 0,4506%. A concentragdo de MetHb foi
estatisticamente superior nos grupos AF-HU e AF-SHU quando comparada ao grupo controle
(2,682 + 0,06671%) (p<0,0001). Na comparagdo entre os grupos AF-HU e AF-SHU nao
houve diferenca estatistica, porém houve um aumento nas concentracdes de MetHb nos

pacientes sem o uso de HU (Gréfico 3).

Grifico 3 - Concentragido de Methemoglobina (MetHDb) entre os grupos de pacientes com AF

com e sem uso de HU e grupo de controle (*p<0,0001)
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MetHb (%)

Grupos

*p<0,0001 - entre AF-HU e Controle
#p<0,0001 - entre AF-SHU e Controle

Nota: Comparagdo de médias de MetHb entre pacientes com AF com e sem uso de HU e grupo controle. Valor

de p obtido através do teste One-way Anova e pos teste de Tukey. *p<0,05. Fonte: Do préprio autor.

As concentragdes de LDH nos grupos AF-HU e AF-SHU foram, respectivamente,
605,5 + 59,56 U/L e 817,0 £ 89,00 U/L. A concentracdo de MetHb foi estatisticamente
superior nos grupos AF-HU e AF-SHU quando comparada com o grupo controle (312,6 +
15,71 U/L) (p<0,0001). Na comparacdo entre os grupos AF-HU e AF-SHU ndo houve
diferenca estatistica, porém houve um aumento nas concentracdes de LDH nos pacientes sem

o uso de HU (Grifico 4).

Grifico 4 - Concentragdo de Lactato Desidrogenase (LDH) entre os grupos de pacientes com
AF com e sem uso de HU e grupo de controle (*p<0,0001)
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*p<0,0001 - entre AF-HU e Controle
*p<0,0001 - entre AF-SHU e Controle
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Nota: Comparacao de médias de LDH entre pacientes com AF com e sem uso de HU e grupo controle. Valor de

p obtido através do teste Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn’s. *p<0,05. Fonte: Do préprio autor.

A concentracdo de BI em pacientes do grupo AF-HU (0,6530 + 0,1208 mg/dL) foi
estatisticamente mais elevada quando comparada ao grupo controle (1,0500 £ 0,6800 mg/dL)
(p=0,0134). Nao houve diferenca estatistica na comparacdo entre os grupos: AF-HU versus

AF-SHU (1,0500 £ 0,6800 mg/dL) e AF-SHU versus grupo controle (Grafico 5).

Griéfico 5 - Concentracdo de Bilirrubina Indireta (BI) entre os grupos de pacientes com AF

com e sem uso de HU e grupo de controle (*p=0,0134)
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*p<0,0134 - entre AF-HU e Controle

Nota: Comparacdo de médias de BI entre pacientes com AF com e sem uso de HU e grupo controle. Valor de p

obtido através do teste Kruskal-Wallis e pds teste de Dunn’s. *p<0,05. Fonte: Do proprio autor.

As concentragdes de BD em pacientes dos grupos AF-HU (0,4870 £+ 0,05833 mg/dL) e
AF-SHU (0,5000 = 0,1000 mg/dL) foi estatisticamente mais elevada quando comparada ao
grupo controle (0,1439 + 0,01026 mg/dL) (p<0,0001). Na comparagdo entre os pacientes com
AF quanto ao uso de HU, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, porém houve um
aumento nas concentracdes de BD nos pacientes do grupo AF-SHU (Griéfico 6).

Em relacdo a BT, houve diferenca estatisticamente significante entre os pacientes dos
grupos AF-HU (1,1400 + 0,1683 mg/dL) e AF-SHU (1,5500 + 0,5800 mg/dL) em comparacao
ao grupo controle (0,4655 + 0,03703 mg/dL) (p<0,0001). Nao houve diferenca estatistica na

comparacao entre os demais grupos (Grafico 7).
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Grifico 6 - Concentracdo de Bilirrubina Direta (BD) entre os grupos de pacientes com AF

com e sem uso de HU e grupo de controle (*p<0,0001)
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Nota: Comparacgio de médias de BD entre pacientes com AF com e sem uso de HU e grupo controle. Valor de p

obtido através do teste One-way Anova e pos teste de Tukey. *p<0,05. Fonte: Do préprio autor.

Griéfico 7 - Concentragdo de Bilirrubina Total (BT) entre os grupos de pacientes com AF com

e sem uso de HU e grupo de controle (*p<0,0001)
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*p<0,0001 - entre AF-SHU e Controle

Nota: Comparagdo de médias de BT entre pacientes com AF com e sem uso de HU e grupo controle. Valor de p
obtido através do teste One-way Anova e pos teste de Tukey. *p<0,05. Fonte: Do préprio autor.

Nzo houve diferenca estatisticamente significante entres as concentragdes de Ac.U nos
trés grupos estudados: AF-HU (3,7810 + 0,3789 mg/dL) versus AF-SHU (4,8370 + 1,0580
mg/dL) versus grupo controle (3,8420 + 0,1843 mg/dL) (p=0,3572). Porém houve um
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aumento nas concentra¢des de BT nos pacientes sem o uso de HU (Gréfico 8).

Grifico 8 - Concentracio de Acido Urico (AcU) entre os grupos de pacientes com AF com e
sem uso de HU e grupo de controle (p<0,3572)
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Nota: Comparagao de médias de AcU entre pacientes com AF com e sem uso de HU e grupo controle. Valor de p

obtido através do teste One-way Anova e pos teste de Tukey. *p<0,05. Fonte: Do préprio autor.
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5 DISCUSSAO

A AF € uma anemia hemolitica hereditdaria caracterizada pela presenca da
hemoglobina S, em homozigose, que por sua vez é uma hemoglobina anormal gerada por uma
mutacio da cadeia beta globina. Embora todos os pacientes com AF apresentem a mesma
mutacdo genética no gene da beta-globina que compromete a formacdo da hemoglobina,
observa-se uma ampla variabilidade clinica entre os pacientes. O uso de HU por esses
pacientes promove modificacdes no perfil do hemograma como a redu¢do do quadro anémico,
da leucocitose e do VCM, fato atribuido a acdo citorredutora da droga, além do aumento da
HbF (WONG et al, 2014). Portanto os achados hematolégicos no presente estudo estdo de
acordo com a literatura.

Os resultados do Ensaio Cometa evidenciaram que os pacientes com AF
apresentaram, em sua maioria, células com ID de classes 2 e 3, enquanto que individuos do
grupo controle, células com ID de classes 0 e 1. Ao se estratificar os pacientes quanto ao uso
de HU e ao compara-los com o grupo controle os resultados comprovaram que os niveis de
danos no DNA em individuos com AF tratados com HU foram significativamente maiores
quando comparados aos controles e aos pacientes sem uso de HU. Silva-Rocha e
colaboradores (2012) mostraram, pela técnica do ensaio cometa, que pacientes com AF em
tratamento com HU apresentavam aumento de dano ao DNA, porém, sem diferenca
significante. Friedrisch et al. (2008), sugeriram que a HU tem potencial téxico apenas no
inicio do tratamento, mas no uso por longos periodos (> 42 semanas) essa toxicidade €
diminuida prevalecendo somente o estresse e lesdo decorrentes dos eventos da AF. Esses
resultados foram discordantes de nossos achados, pois a maioria dos pacientes de nosso
estudo estavam utilizando HU por um periodo superior a 24 meses (> 102 semanas) e ainda
assim os pacientes com AF em tratamento apresentaram um ID estatisticamente mais elevado
quando comparado aos pacientes sem o uso e grupo controle.

Um possivel mecanismo da toxicidade da HU € a reducdo de dNTP intracelular
resultante da inibicdo da RR, o que prejudica os mecanismos de reparacdao de DNA, devido a
falta de nucleotideos para a DNA polimerase. Assim, a instabilidade do DNA potencialmente
leva a carcinogénese, principalmente pela transformagao leucémica (LI; KAMINSKAS, 1987).
Além disso, a natureza oxidativa e inflamatéria da AF, motivos pelo qual os pacientes sao
tratados com HU, também devem ser levados em consideracdo. Este estado da doenca esta
associado a danos lipidicos, proteicos e no material genético, através da geracdo de espécies

reativas de oxigénio (ANDERSON et al., 2000; KUMAR; BANDYOPADHYAY, 2005).
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Na AF a hemodlise faz parte de uma cadeia de eventos que culminam na vaso-
oclusdo, podendo levar ao quadro de isquemia. Observa-se que quanto maior o quadro
hemolitico, maior o risco de complicag¢des tais como hipertensao pulmonar, dlceras de perna,
priapismo e possivelmente doencas cerebrovasculares (KATO et al, 2007). A hemdlise ocorre
de forma cronica, promovendo reduc¢do da meia-vida das hemaécias, que liberam substincias
no seu interior de forma progressiva causando varias complicagdes, dentre elas a reducdo da
disponibilidade do NO (REES; GIBSON, 2011; MILTON et al, 2013; DAMANHOURI et al,
2015).

Indicadores de processos bioldgicos normais ou patogénicos em uma condi¢ao
especifica sdo denominados de biomarcadores (Biomarkers Definitions Working Group,
2001). Verificou-se um aumento significativo nas dosagens séricas de MetHb, LDH e
bilirrubinas total, direta e indireta, nos pacientes com AF sem uso de HU em relacdo aos
outros grupos. Resultados semelhantes foram encontrados por outros estudos na literatura
(REES; GIBSON, 2011; MOREIRA et al, 2014; MIKOBI et al, 2015).

A hemoglobina S (HbS) € uma hemoglobina instavel que facilmente se oxida,
causando aumento da producdo de metemoglobina (MetHb) em pacientes com anemia
falciforme (AF). A metemoglobinemia ocorre quando hé freqiiente oxidacdo da hemoglobina
e isso ocorre de forma constante na AF, pois, a molécula de HbS tem enorme facilidade de
sofrer oxidacdo e hemolise. O aumento de MetHb em pacientes com AF também foi
constatado por Naoum e Souza (2004), Silva Filho (2005), Allen e colaboradores (2012) e
Laurentino e colaboradores (2014).

O LDH, enzima associada ao quadro clinico de hiper-hemélise, € um dos novos
marcadores que vem sendo descritos como moduladores da clinica da AF (STEINBERG, 2005;
KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007; TAYLOR et al, 2008). No presente estudo
verificou-se um aumento significante da LDH sérica nos pacientes com AF sem uso de HU
quando comparados ao grupo controle. Resultado atribuido ao processo hemolitico cronico na
AF mesmo em estado basal. Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Elias e
colaboradores (2012), que obtiveram um aumento significante de LDH em relag¢do ao grupo
controle na mesma populagdo em estudo.

Em outro estudo, Stojanovic e colaboradores (2012) verificaram uma elevagao nos
niveis séricos de LDH em pacientes com AF tanto em estado basal como em crises agudas de
vaso-oclusdo. Taylor et al. (2008) recomendam a determinacao de LDH em pacientes com AF,
em estado basal, como marcador preditivo de maior risco de mortalidade, com intervencdes

precoces em decorréncia da frequéncia de episddios de vaso-oclusao. A elevacao da LDH esta
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relacionada a situagdes em que ocorre grande destruicdo celular, como nos casos das anemias
hemoliticas, insuficiéncia cardiaca congestiva, doengcas musculares, lesdes hepdticas e
neoplasias. Nas doengas falciformes associadas a crises de hemolise, a LDH apresenta-se com
concentracdes elevadas, fato que a caracteriza como sensivel marcador bioldgico da
destruicao de eritrécitos (REES; GIBSON, 2011; BALLAS, 2013; DAMANHOURI et al,
2015; MIKOBI et al, 2015).

A bilirrubina € o principal produto do metabolismo do grupo heme. Cerca de 70%
sao provenientes da destruicao de eritrécitos senescentes. Na AF ocorre a destruicdo precoce
dos eritrdcitos, elevando a concentracdo de bilirrubina total, principalmente devido ao
aumento de bilirrubina indireta. O aumento da bilirrubina indireta € tipicamente mais
acentuado na AF. A alta taxa de excrecdo de bilirrubinas tem como consequéncia a formacao
de calculos biliares Vilas-Boas ef al. (2010).

No presente estudo foi observado um aumento nas fragdes direta e indireta e na
bilirrubina total nos pacientes quando comparados ao grupo controle. Nao houve alteracdes
significativas ao estratificar-se quanto ao tratamento com HU. Milton e colaboradores (2013)
também evidenciaram bilirrubinemia em pacientes com AF.

Em relagdo ao tratamento estatistico dos resultados da bilirrubina indireta, ndo foi
possivel analisar o grupo nao tratado com HU, devido a limitagcdes referentes a técnica e a
disponibilidade de amostras. Assim, observou-se um aumento apenas do grupo AF-HU
comparados ao controle.

Quanto ao parametro dcido drico ndo foi encontrado diferencga estatisticamente
significante entre os grupos, porém houve um aumento desse biomarcador nos pacientes com
AF sem uso de HU. Cerqueira et al. (2011) mostraram uma correlagdo positiva do acido drico
com os seguintes marcadores de hemolise: bilirrubina total e indireta em pacientes com AF na
Bahia. O grupo atribuiu a elevacio do acido urico na doenga devido ao aumento da atividade
da Medula 6ssea e a renovagao dos 4cidos nucléicos que podem ocorrer durante o processo
hemolitico. Esse mecanismo estd associado a outras doengas, incluindo a AF (REYNOLDS,
1983). Nos pacientes em uso de HU, as concentragdes de dcido urico foram semelhantes aos
individuos do grupo controle, evidenciando uma melhora do processo hemolitico apds o

tratamento.
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6 CONCLUSAO

Houve uma predominancia de pacientes do sexo feminino; pacientes com AF em uso de
HU apresentaram valores mais baixos de pardmetros do hemograma e reticulécitos em
relacdo ao grupo que ndo fazia uso do medicamento. A concentracdo de HbF foi mais
elevada nos pacientes com AF em uso de HU;

Pacientes com AF em uso de HU apresentaram ID no DNA mais elevados quando
comparados aos pacientes sem o uso de HU e ao grupo controle;

Pacientes com AF sem o uso de HU apresentaram um aumento dos parametros de
hemolise em relacio aos demais grupos. Ndo houve diferenca estatisticamente
significante quando se comparou os pacientes com AF quanto ao uso de HU, porém
houve um aumento nos niveis de todos os parametros nos pacientes com AF sem o uso

do medicamento;
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo demonstraram que embora a HU apresente
efeitos benéficos como a elevag¢ao da concentracdo de HbF e reducdo do quadro hemolitico, o
seu uso requer aten¢do e investigacdo cuidadosa quanto as possiveis acdes genotoxicas. Sendo

necessdrios mais estudos para elucidar o seu potencial carcinogénico.
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APENDICE A

i i

Universidade Federal do Ceara

Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem (FFOE)
Laboratorio de Hemoglobinopatias e Genetica das Doencas

Hematologicas (LHGDH)

1. Identificacdo do Paciente Pront.:

Nome Completo:

Data de Nascimento:

/ Sexo: ( )M

( JF

Identidade (n°):

Endereco completo:

Cidade:

UF:

Telefone:

48

Celular:

e-mail:

Etnia:
() Nenhuma (
Pardo

Deficiéncia:
() Nenhuma (
() Multipla
2. Diagnéstico

2.1 Data do diagnéstico:

2.2 Concentracao de HbF ao diagnéstico:

) Branco (

) Auditiva (

) Afrodescendente ( ) Indio

) Visual () Fisica (

2.3 Eletroforese de hemoglobina:

Resultado:

2.4 Hemograma:

) Dislexia



DATA / /

dosagem de HU

Hemacias

Hb

Ht

VCM

HCM

CHCM

RDW

Leucocitos

Bast

Seg

Eos

Baso

Linf

Mon

Meta

Mielo

Prom

Blas

Plaquetas

Ret

VHS

2.5 Dados Clinicos

Ano/ Frequéncia 2012

2013

2014

2015

2016

Crises Dolorosas *

AVC

Priaprismo

Crise Aplastica

Sin. Toraxica Aguda

Crises de Sequestro
Esplénico

Ulceras nas Pernas

Transfusoes

Infeccoes

Internacoes

Data da ultima transfusio:

/
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2.6 Dados Complementares:

e Complicacdes Osseas; ( )sim () ndo

e Complicacdes renais: ( )sim () ndo

e Complicacdes cardiacas: () sim (  )nao

e Qutros:

50

3. TRATAMENTO

3.1 Data do inicio do tratamento:

3.2 A quanto tempo usa a HU:

(aqui € mais importante verificar se houve mudanga na dose e qual a data desta mudanca,

além de saber qual a dosagem de hbf apds o inicio da nova dose)

Tratamento:

Hidroxiuréia Dose / [ JHbF
DATA: /

DATA: /

DATA: /

DATA: /

Tratamento (outros) /

DATA Dose Inicio

Fim

Duracio

Obs: Descrever todos os medicamentos que o paciente esteja tomando (inclusive vitaminas).
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ANEXO A

UNIVERSIDADE
FEDERAL po CEARA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Voce estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Avaliacdo do
indice de dano no DNA e parametros de hemdlise em pacientes com anemia falciforme”,
que tem como objetivo principal avaliar o dano endotelial e do DNA, NADPH-oxidase,
marcadores de hemolise e moduladores genéticos em pacientes com Anemia Falciforme que
sao acompanhados no ambulatério do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC).

A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa serd plenamente voluntdria e consciente,
nio havendo qualquer forma de pagamento ou compensacdo material. Para tanto,
necessitamos que o Sr.(a) autorize a obten¢do de 2 (duas) amostras de sangue para que a
pesquisa seja realizada. A coleta de sangue serd realizada no Ambulatério de Hematologia do
Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC).A participacdo na pesquisa, ndo ird lhe
expor a nenhum risco que possa comprometer a sua saide, havendo apenas a possibilidade de
formacdo de uma pequena mancha roxa devido a coleta do sangue.O senhor(a) pode desistir
de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Sua
identidade serd mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgagcdo dos resultados totalmente
proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo académica de ambito cientifico e, ainda assim,
sem qualquer possibilidade de identificacdo dos pacientes. Serd, no entanto, permitido o
acesso as informagdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsdveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. O principal investigador é Romélia
Pinheiro Gongalves, endereco para contato: Rua Capitdo Francisco Pedro,1210 -
Porangabussu, CEP 60430-370 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 33668264.

Se o Senhor(a) tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do HUWC- Rua Capitdo Francisco
Pedro, 1290 - Rodolfo Tedfilo; Fone: (0xx)85 3366-8589- E-mail: cephuwc @huwc.ufc.br.

Caso o Senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das informagdes que
leu ou que foram lidas para voc€ sobre os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes e que sua participagdo € voluntdria, que ndao hd remuneracao para participar do
estudo e se o Senhor(a) concordar em participar solicitamos que assine no espago abaixo.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /

Assinatura do responsével pelo estudo Data: /



