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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia causada por uma mutacdo pontual no
gene da B-globina caracterizada por eventos vaso-oclusivos e um estado inflamatorio crénico.
Estudos tem demonstrado novas opgdes de tratamento na AF, com a finalidade de
potencializar a acdo da Hidroxiuréia (HU) e com isso promover a diminui¢do da dosagem sem
comprometer a concentracdo da hemoglobina fetal (HbF), bem como o uso de substancias que
possam agir no mecanismo inflamatério. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da L-arginina e do BAY 73-6691 sobre as concentraces de TNF-o, IL-8 e dxido nitrico
em neutrofilos de pacientes com AF. Participaram do estudo 50 pacientes com diagnostico
molecular de AF, atendidos no ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC) em Fortaleza-Ceara e 30 individuos saudaveis como grupo controle. Os
pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com o uso de HU: SSHU (30 pacientes
em uso de HU) e SS (20 pacientes sem uso de HU). Os neutrofilos dos pacientes foram
extraidos do sangue total por diferenca de gradiente de densidade e tratados com L-arginina e
BAY 73-6691 isoladamente nas concentracdes 0,1, 1, 10 e 100 pg/mL e com a associacao L-
arginina e BAY 73-6691 na concentracdo de 10 pg/mL. Um grupo de neutrofilos ndo tratados
foi utilizado para comparagdo (HbSS). A citotoxicidade foi avaliada atraves da atividade de
LDH e ensaio do MTT. Os niveis de TNF-a ¢ IL-8 foram determinados por ELISA, e os
niveis de NO, por ensaio colorimétrico. Foi observado que a L-arginina e o BAY 73-6691
isolados causaram toxicidade em neutréfilos de ambos 0s grupos apenas na concentracdo de
100 pg/mL, enquanto que a associa¢do ndo apresentou efeitos citotoxicos na concentragdo de
10 pg/mL. Tanto a L-arginina e o BAY 73-6691 isolados como a associagdo (L-arginina
+BAY 73-6691) foram capazes de reduzir significativamente os niveis dos marcadores
inflamatorios TNF-a e I1L-8 e de elevar os niveis de NO em neutrofilos de pacientes do grupo
SS, em relacdo ao grupo de neutéfilos ndo tratados (HbSS). Os resultados do estudo
mostraram que a L-arginina e 0 BAY 73-6691 sdo potenciais alternativas terapéuticas para a
AF por serem capazes de aumentar a biodisponibilidade do NO e reduzir o processo

inflamatdrio em neutrdéfilos de pacientes com AF ndo tratados com HU.

Palavras-chave: Anemia falciforme, Neutréfilos, Citocinas, Oxido nitrico.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a hemoglobinopathy caused by a point mutation in the B-globin
gene characterized by vaso-occlusive events and a chronic inflammatory state. Studies have
demonstrated new treatment options in SCA in order to potentiate the action of Hydroxyurea
(HU) and thereby promote decreased dosage without compromising fetal hemoglobin
concentration, as well as the use of substances that may act in the inflammatory mechanism.
The present study aimed to assess the effect of L-arginine and BAY 73-6691 on TNF-a
concentration, IL-8 and nitric oxide in neutrophils from patients with sickle cell anemia. The
study included 50 patients with a molecular diagnosis of SCA, treated at the hematology
clinic at the University Hospital Walter Cantidio in Fortaleza, Ceara, and 30 healthy
individuals as a control group. The patients were divided into two groups, according to the
use of HU: SCAHU (30 patients treated with HU) and SCASS (20 patients not treated with
HU). Neutrophils from patients were extracted from whole blood by density gradient
difference and treated with L-arginine and BAY 73-6691 alone in the concentrations 0.1, 1,
10 and 100 ug / mL and L-arginine and BAY 73-6691 association at a concentration of 10 ug
/ ml. A group of untreated cells was used for comparison. Cytotoxicity was assessed by the
LDH activity and MTT assay. TNF-a and IL-8 were determined by ELISA and NO levels by
colorimetric assay. It has been observed that L-arginine and BAY 73-6691 isolated
neutrophils caused toxicity in both groups only at the concentration of 100 ug / ml while the
combination had no cytotoxic effects. L-arginine and BAY 73-6691 isolated and the
combination were able to reduce levels of inflammatory markers TNF-o and IL-8 and to
increase NO levels significantly in the SS group neutrophils in relation to the group untreated
cells. The results of the study showed that L-arginine and BAY 73-6691 are potential
therapeutic alternatives for SCA to be able to increase the bioavailability of NO and reducing

the inflammatory process in neutrophils from patients with SCA not treated with HU.

Keywords: Sickle cell anemia, Neutrophils, Cytokines, Nitric Oxide.
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1 INTRODUCAO

1.1 Anemia Falciforme

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia hereditaria causada por uma
mutacdo pontual no gene da B-globina. Essa mutagdo leva a substituicdo do aminoécido &cido
glutdmico por valina, gerando uma molécula anormal de hemoglobina, denominada
hemoglobina S (HbS), que em baixas tensdes de oxigénio, sofre polimerizacdo, causando
deformacéo dos eritrocitos (ZAGO; PINTO, 2007; CANCADO et al., 2009; ADEKILE,
2013). Os individuos com AF apresentam a HbS em homozigose (HbSS) e os individuos com
heterozigose para HbS (traco falciforme-HbAS) ndo apresentam sintomatologia clinica
significativa (ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000).

A AF é uma das anemias hemoliticas mais comuns do mundo (McGANN, 2016).
A frequéncia da alteracdo do gene da HbS chega a 25% da populagdo de algumas regides
africanas e, conforme dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e do Banco Mundial,
estima-se que na Africa nascam cerca de 270 mil criancas por ano com algum tipo de
hemoglobinopatia associada a presenca da hemoglobina S (BRASIL, 2009; PIEL, 2013).

A AF originou-se na Africa e foi trazida pelos escravos para as Américas durante
0 periodo da escravatura. A maioria dos negros trazidos da Africa através do
comeércio transatlantico de escravos foram distribuidos entre os EUA, Brasil e Caribe
(HUTTLE et al., 2015). Assim, cerca de 3,6 milhGes de negros africanos foram trazidos ao
Brasil, causando miscigenacdo racial e disseminacdo da HbS no pais, favorecendo a
continuidade dessa anemia que é apontada pela literatura cientifica brasileira como grave
problema de saude publica (BRASIL, 2002; JESUS, 2010).

De acordo com o Ministério da Salde do Brasil, esta variacdo do gene da
hemoglobina pode ser encontrada em frequéncias de 2% a 6% nas regides do pais,
aumentando para 6% a 10% na populacdo afrodescendente brasileira. No Nordeste do Brasil,
a prevaléncia da alteragdo é de 3%, chegando a 5,5% no estado da Bahia (BRASIL, 2001).
Segundo Pinheiro et al. (2006) em Fortaleza, Ceara, a prevaléncia é de 4,1% de HbS sendo
3,8% de recém-nascidos HbAS e 0,2% HbSS. Estimativas recentes sugerem que 2 a 3
milhGes de americanos e 1 a 2 milhdes de brasileiros sdo portadores do trago falciforme
(HUTTLE et al., 2015) e que no Brasil, cerca de 25 mil a 50 mil pessoas tém AF (SAUDE,
2014).
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1.2 Fisiopatologia da AF

A mutacdo no gene da hemoglobina compreende a base da fisiopatologia da
anemia falciforme. Uma Unica substituigdo de nucleotideo no 6° codon do gene da globina 3
leva a uma substituicdo de aminoacidos (Glu — Val) que ¢ responsavel pela formacao do
tetrdmero anormal HbS (STEINBERG et al., 2008; REES; WILLIAMS; GLADWIN; 2010;).

O aminoéacido acido glutamico tem sua cadeia lateral carregada negativamente,
enquanto que a valina é classificada como um aminoacido sem cargas, ou neutro. Essa troca
de aminoécidos que envolve a saida de um com carga negativa (&cido glutdmico) e a entrada
de outro sem carga elétrica ou neutro (valina) resulta na perda de cargas negativas da HbS em
relacdo a HbA, fato que causa a mobilidade eletroforética mais lenta da HbS (NAOUM, 2000;
IQBAL, 2013; YOSMANOVICH et al., 2016).

A HbS, quando desoxigenada, sofre modificacdo em sua molécula devido a
interacdo de natureza hidrofobica da valina com a fenilalanina da posicéo 85 e da leucina da
posicdo 88, e assim, torna-se menos sollvel e agrega-se em longos polimeros. Os polimeros
derivam do alinhamento de moléculas de HbS unidas por ligagdes ndo covalentes, que sdo
denominadas polimerizacdo, agregacdo ou gelificacdo (KUYPERS, 2014; GHATGE et al.,
2016;).

A formacéo dos polimeros causa deformacéo e diminuicdo da flexibilidade, dando
a hemacia uma forma alongada conhecida por “hemacia em foice” ou drepandcito,
ocasionando encurtamento da vida média dessas células na circulacdo, o que favorece a
ocorréncia de eventos de vaso-oclusao, episodios de dor e lesdo de varios 6rgdos, resultando
em diminuicdo da qualidade de vida e aumento da taxa de mortalidade (KATO; PINTO, 2007;
STEINBERG et al., 2008).

O grau de polimerizacdo dos eritrocitos sob desoxigenacdo estd intimamente
relacionado com o grau da doenca. A polimerizagdo da desoxi-hemoglobina S depende de
numerosas variaveis, como concentracao de oxigénio, pH, concentracdo intracelular de HbS e
HbF, temperatura, pressdo, forca idnica e presenga de hemoglobinas normais e anormais
(KUYPERS, 2014; VIGIL; HOWARD, 2015).

O fendmeno de falcizacdo pode ser revertido quando niveis elevados de oxigénio
sdo novamente atingidos, no entanto, falcizagcbes sucessivas alteram permanentemente a
estrutura da membrana do eritrocito, proporcionando a formacao de células irreversivelmente
falcizadas (STEINBERG et al., 2008). Nessas celulas, sdo observadas alteracbes moleculares,

dentre as quais o efluxo de potassio, 0 aumento do calcio intracelular e de membrana e a
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exposicdo de proteinas transmembrana, em especial a fosfatidilserina, de dentro para fora da
célula. (FRENETTE; ATWEH, 2007; KATO; PINTO, 2007; BARABINO; PLATT; KAUL,
2010; CYTLAK et al., 2013).

Essas modificacbes moleculares tem como consequéncia fendmenos que
favorecem a hemolise e a vaso-oclusdo (FERONE; FRANK, 2004), como enrijecimento da
membrana da hemécia, geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e aumento do estresse
oxidativo (CHIRICO et al., 2016), reducao da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), dano
no endotélio (HOPPE, 2014), hipercoagulabilidade (NOUBOUOSSIE; KEY; ATAGA, 2015),
aumento da expressdo de moléculas de adesdo de células sanguineas e endoteliais, além de um

processo inflamatério crénico (HEBBEL et al., 2009).

1.3 Manifestacoes clinicas

A vaso-oclusdo representa o evento fisiopatoldgico determinante da AF
(NOVELLI; GLADWIN, 2016). A obstrucdo de vasos sanguineos pode ocasionar respostas
inflamatdrias, isquemia ou infarto em varios tecidos levando a lesdo progressiva de diversos
orgdos, tais como 0ssos, baco, pulmdes, rins, dentre outros (MADIGAN; MALIK, 2006;
ZAGO; PINTO, 2007; HEBBEL, 2014).

Dentre os eventos clinicos da AF podemos citar: crises dolorosas (SMITH et al.,
2008), sindrome toracica aguda (STA), complicacBes cardiacas (MAIOLI et al., 2016),
elevada suscetibilidade as infec¢bes bacterianas (MORRISSEY et al., 2015), priapismo
(SERJEANT; HAMBLETON, 2015), tlceras de perna (NGUYEN et al., 2016), insuficiéncia
renal cronica (SHARPE; THEIN, 2014), osteonecrose (GATIN et al., 2016) e acidente
vascular cerebral (AVC) (LAWRENCE; WEBB, 2016).

A gravidade das manifestacGes clinicas nos pacientes com AF é variavel. A
heterogeneidade fenotipica da doenca é influenciada por fatores intrinsecos, tais como: a
coexisténcia de alfa-talassemia, os niveis de hemoglobina fetal (HbF), o tipo de haplétipo
associado ao gene da hemoglobina S (HbS) e ainda, por fatores extrinsecos ou ambientais
como as condi¢Bes socioecondmicas e 0 acesso a assisténcia médica (KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007; KATO; PINTO, 2007; FELIX; SOUZA; RIBEIRO, 2010; DOMINGOS
etal., 2014; TEWARI et al., 2015).

A HbF é o principal modulador da doenca, pois dilui a concentracdo de HbS
circulante, inibindo sua polimerizacéo, e, consequentemente, diminui as crises vaso-oclusivas

e manifestacOes clinicas. Desse modo, elevadas concentragcdes de HbF reduzem a gravidade
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da doenca, favorecendo o aumento da taxa de sobrevida dos pacientes (FIGUEIREDO, 2007,
AKINSHEYE et al., 2011; ANTWI-BOASIAKO, 2015; HABARA,; STEINBERG, 2016).

Existem cinco haplétipos diferentes associados a HbS: Senegal, Benin, Bantu,
Camardes e Arabe-indiano, sendo os hapldtipos Senegal e Arabe-indiano associados com
altos niveis de HbF e Benin e Bantu com menores niveis de HbF (ADEKILE, 2013;
BITOUNGUI et al., 2015). No Brasil e no Ceara, ha a predominancia dos haplétipos Bantu e
Benin, os quais sdo relacionados com as formas mais graves da doenca (SILVA,
GONCALVES, 2009).

1.4 Vasculopatia na AF

A hemolise desempenha um papel iniciador no processo vaso-oclusivo, uma vez
que pode induzir inflamacdo, disfuncdo endotelial e aumento estresse oxidativo. Durante a
hemolise cronica dos eritrdcitos falciformes, ha liberacdo de Hb livre e arginase, enzima que
desagrada o substrato L-arginina usado para a producdo de NO, um gas vasodilatador
produzido pelas células endoteliais. A deplecdo de substrato e o sequestro de NO causam
reducdo local desta substancia e vasoconstricdo (KATO; PINTO 2007; KATO et al., 2009;
MORRIS, 2014).

A vasoconstricdo retarda o fluxo sanguineo, propicia o processo de falcizacao,
aumenta a ativacao plaquetaria e a expressao das moléculas de adesdo nos leucécitos e nas
células endoteliais, prejudicando a integridade do endotélio vascular e promovendo a adesdo
de hemacias e leucécitos (CONRAN; COSTA, 2009; HEBBEL; OSAROGIAGBON; KAUL,
2009; DOMINICAL et al., 2014; POTOKA; GLADWIN, 2014).

A presenca de mediadores inflamatdrios, tais como o fator de necrose tumoral-a.
(TNF-a), interleucina-1B (IL-1p) e proteina C reativa (PCR) causam ativacdo endotelial
(BANDEIRA et al., 2014). A Hb livre danifica e também ativa as células endoteliais, as quais
liberam endotelina-1 (ET-1), um peptideo pré-inflamatério e potente vasoconstritor de
grandes e pequenas artérias e veias. Além da acdo vasoconstritora, esse peptideo aumenta
expressao de moléculas de adesdo como VCAM-1 e ICAM-1 e estimula leucécitos a
secretarem citocinas inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e substancias que
aumentam a producdo de superoxidos pelos neutrofilos (ZAGO; PINTO, 2007; HEBBEL,
2009; LANARO et al., 2009).

O endotélio ativado também promove ativacdo da via de sinalizacdo do fator de

transcricdo nuclear NF-kB, conduzindo a regulagdo positiva da expressdo de moléculas de
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adesdo de superficie e a producdo de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas e
leucotrienos, fatores vasoconstritores e pro-coagulantes, tais como o fator de von Willebrand
(FVW), fator de ativacdo de plaquetas (PAF) e o fator tecidual (TF) (CONRAN; FRANCO-
PENTEADO; CONRAN; COSTA, 2009; COSTA, 2009; PROENCA-FERREIRA et al.,
2014)

Figura 1: Vaso-oclusao na anemia falciforme
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Fonte: Adaptado de Costa et al., 2013.

(1) O contato direto das heméacias SS e a presenca de hemolise intravascular levam a ativagdo das células
endoteliais; a presenca do heme livre na circulacdo causa dano no vaso e consome o NO. (2) A presenca de
espécies reativas de oxigénio (ROS), a hipoxia e os vasoconstritores como ET-1 também contribuem para a
ativacdo das células endoteliais. (3) Apds sua ativacdo, as células endoteliais aumentam a expressdo das
moléculas de adesdo (como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) na superficie do vaso e também h& liberacéo
citocinas como o IL-8, IL-6, IL-1B e TNF-a, contribuindo para a inflamagdo vascular e a ativacdo das células
sanguineas. (4) O estado de hipercoagulabilidade leva a niveis aumentados de Fator Tecidual (FT), Fator
ativador de plaquetas (FAP), Fator de Von Willebrand (FVW) e ativacdo plaquetéria. A ativagdo do endotélio
também conta com a presenca das plaquetas ativadas no vaso sanguineo e a sua adesdo a parede vascular. (5) Os
leucécitos e as hemécias aderem a parede vascular devido a sua ativagdo e expressdo de moléculas de adesdo e,
além disso, pode haver interacGes heterotipicas entre leucocitos aderidos e heméacias. A vasoconstri¢do elevada e
a obstrucdo fisica do vaso ocasionam uma reducdo no fluxo sanguineo com consequente hipdxia e falcizagdo das
hemacias, dificultando a passagem de sangue, ocasionando a vaso-oclusdo.

Além disso, os leucdcitos promovem agregacdo de outras células sanguineas,
aumento da expressdo endotelial de moléculas de adesdo e dano tecidual que exacerba ainda
mais o processo inflamatdrio local (CONRAN; COSTA, 2009). Assim, todos esses eventos
citados agem como moduladores do fendmeno obstrutivo vascular caracteristico da doenca
(Figura 1).
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1.4.1 Metabolismo do éxido nitrico

O oOxido nitrico (NO) é um potente vasodilatador fisioloégico essencial para
homeostase vascular. O NO ¢ sintetizado por células endoteliais a partir do seu substrato L-
arginina, o qual é convertido em citrulina e NO pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS)
(MAITRE et al., 2015). O NO se difunde através da membrana celular para se ligar a enzima
guanilato ciclase solavel (GCs), a qual € responsavel por converter o trifosfato de guanosina
(GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). A producdo de GMPc ativa a quinase
dependente de GMPc, inibindo a vasoconstri¢do devido a reducdo dos niveis intracelulares de
calcio livre. Dessa forma, o 6xido nitrico atua impedindo a adesdo dos leucécitos ao
endotélio, inibindo a expressdo de moléculas de adesdo, atuando como uma substancia anti-
inflamat6ria (MORRIS, 2008; GLAWDIN et al., 2011; MORRIS, 2014).

Os pacientes com AF apresentam uma reducdo da biodisponibilidade do NO.
Existem trés principais mecanismos que justificam essa deplecdo dos niveis de NO: a reacdo
da hemoglobina livre com o NO disponivel, a liberacdo de arginase e reacdo de radicais
superdéxido (O;) com o NO. (WOOD; GLADWIN, 2008; AKINSHEYE; KLINGS, 2010;
KATO, 2015).

Durante a hemdlise intravascular ha liberacdo de hemoglobina, a qual reage com o
NO disponivel, formando metahemoglobina e nitrato inativo. Além disso, durante o processo
de hemdlise também ocorre a liberacdo de arginase. O substrato L-arginina para a producéo
de NO pode ser degradado em ornitina pela enzima arginase. Desse modo, a L-arginina é
transformada em ornitina, em vez de citrulina e NO, diminuindo assim, a disponibilidade do
substrato para a producdo de NO (REITER; WANG; TANUS-SANTOS, 2002; MOZAR et
al., 2016). Outro fator que contribui para reducdo do NO é a reacdo de radicais superoxido
(02) com o NO disponivel, formando espécies reativas de oxigénio com elevada capacidade
oxidante, como o peroxinitrito (ONOQ’) (Figura 2) (KATO; GLADWIN; STEINBERG,
2007). Assim, a diminuicdo do NO facilita a vasoconstricdo, aumenta a ativacao plaquetéria, e
a adesdo endotelial e leucocitaria levando ao processo vaso-oclusivo, além de estar
relacionada com hipertensdo pulmonar, AVC e nefropatia (MORRIS, 2007; MAITRE et al.,
2015).
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Figura 2: Reducao da biodisponibilidade do 6xido nitrico na anemia falciforme.
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Fonte: Adaptado de KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007.

Hemolise intravascular reduz a biodisponibilidade de NO na AF. O NO é produzido pela eNOS através do
substrato L-arginina. A hemolise intravascular libera hemoglobina e arginase. A hemoglobina livre reage com o
NO disponivel, gerando metahemoglobina e nitrato inativo (A). A arginase transforma a L-arginina em ornitina,
consumindo o substrato para a producdo de NO (B). Além disso, os radicais O, reagem com NO, formando
radicais ONOO™ (C).

Além disso, 0 NO tem um papel importante na expressdao de VCAM-1/ICAM-1
nas células endoteliais, mas o mecanismo pelo qual o NO altera a atividade e expressdo das
integrinas e outras moléculas de adesdo ainda é ndo esta totalmente esclarecido (KAHN et al.,
2013; KATO, 2015).

1.5 Inflamacéo na AF

A AF também € caracterizada por um estado inflamatério crénico de origem
multifatorial, que envolve células endoteliais, eritrocitos, leucécitos e plaquetas através do
aumento das interacfes entre célula-célula e célula-endotélio (KATO; PINTO, 2007). Os
leucdcitos desempenham um papel importante no processo inflamatorio e vaso-oclusivo, pois
sdo células grandes (12-15um), rigidas e seu recrutamento para o endotélio microvascular
reduz o fluxo sanguineo nestes vasos. Além disso, a producdo continua de citocinas,
guimiocinas e outros mediadores inflamatdrios pelo endotélio perpetuam o estado
inflamatério cronico (DOMINICAL et al., 2016).
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Os pacientes com AF que apresentam manifestacdes clinicas mais graves tendem
a ter contagem de leucocitos elevada. A leucocitose se correlaciona positivamente com ébito
precoce, acidentes vasculares cerebrais hemorragicos e sindrome toracica aguda em pacientes
falciformes. Isto implica que a contagem elevada de leucdcitos, principalmente neutroéfilos, é
um importante fator de risco para AF, enquanto que a reducdo na contagem de neutrofilos
pode trazer beneficios aos pacientes (OKPALA, 2004; CONRAN et al., 2007; WALI et al.,
2012).

Nos pacientes com AF, os eritrocitos falciformes causam dano a parede vascular e
0 endotélio ativado pode aumentar a expressdao de moléculas de adesdo em sua superficie,
com consequente recrutamento de neutréfilos para a microcirculacdo (ZHANG et al., 2016).
Em seguida, os neutrofilos expressam uma variedade de moléculas de adesdo na sua
superficie, facilitando a migracéo transendotelial e a interacdo com hemaécias falciformes. As
L-selectinas, proteinas transmembranares presentes na superficie dos leucdcitos, interagem
através da PSGL-1 (P- selectin glycoprotein ligand-1), com as moléculas P e E-selectinas,
expressas pelas células endoteliais e ativadas por fatores, tais como EROs, TNF- o e outras
citocinas, e intermedeiam a ligacéo e rolamento do neutr6filo na camada endotelial celular. A
adesdo da ceélula é intermediada, principalmente, pela integrina MAC-1 (antigeno
macrofagico-1), que se liga ao endotélio pelas moléculas de adesdo como a ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1) (HIDALGO et al., 2009; POLANOWSKA-
GRABOWSKA et al., 2010; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

Dessa forma, os neutrdfilos aderentes interagem com as hemécias falciformes
circulantes, levando a obstrugdo transitéria ou prolongada do fluxo de sangue. A obstrugdo do
fluxo sanguineo aumenta o tempo de transito dos glébulos vermelhos, produzindo isquemia,
aumentando o afoicamento as hemaécias, e promovendo o recrutamento de mais neutrofilos e
interacdes heterotipicas (Figura 3) (DOMINICAL et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

Portanto, o processo vaso-oclusivo e a lesdo endotelial resultam em aumento da
expressdo de moléculas de adesdo para neutrofilos, induzindo quimiotaxia, migracao
transendotelial e interacGes adesivas com hemécias, com outros leucécitos, plaquetas e células
do endotélio vascular, levando a uma ativacdo pancelular que resulta na liberagdo de mais
citocinas e quimiocinas proinflamatorias, perpetuando um ciclo vicioso de repetida ativagéo e
adesdo celular, com producdo de moléculas inflamatdrias e oxidantes que proporcionam um
desequilibrio do balango oxidativo e um estado inflamatério cronico (CONRAN et al., 2009;
MANWANI; FRENETTE, 2013).
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Figura 3: Papel dos neutrofilos na vaso-oclusao.
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Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2016.

A vaso-oclusdo surge a partir de uma cascata de interagdes entre células vermelhas, neutrdfilos, e células
endoteliais. A ativacdo de células endoteliais leva ao recrutamento de neutréfilos, o qual é iniciado por rolamento
dos neutrofilos sobre selectinas endoteliais, seguido por aderéncia mediada por integrinas. Os Neutrofilos
aderentes recebem uma segunda onda de sinais transduzidos através de E-selectina, que conduz a ativagdo de
Mac-1. Mac-1 ativada sobre os neutréfilos aderentes medeia a captagdo de hemdcias falciformes circulantes,
produzindo uma obstrugdo do fluxo sanguineo.

1.5.1 Citocinas

As citocinas sdo glicoproteinas de baixo peso molecular, produzidas por diferentes
tipos celulares do sistema imune e que atuam na comunicacdo entre as células, promovendo a
inducdo ou regulacdo da resposta imunoldgica (THASSILA et al., 2013). A sintese de
citocinas é desencadeada por diferentes estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou
estresse. Na AF, a interacdo entre células endoteliais e eritrocitos falciformes é mediada por
citocinas inflamatdrias, as quais encontram aumentadas nos pacientes em estado estacionario
da doenca e durante as crises de dor (KEIKHAEI et al., 2013; SARRAY et al., 2015).
Portanto, as citocinas estdo associadas com 0 processo vaso-oclusivo e com o estado
inflamatdrio crénico na AF (HOPPE, 2014).

O aumento da adesividade de células falciformes ao endotélio leva a ativagdo
crénica do endotélio e, consequentemente, producéo de citocinas, tais como IL-1, IL-6, IL-8,
TNF- o (LANARO et al., 2009; VICARI et al., 2015). Essas citocinas pro-inflamatdrias agem

intensificando a adesdo de neutrofilos a eritrécitos e células endoteliais, além de aumentar a
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aderéncia das hemacias em foice ao endotélio através de diferentes mecanismos, tais como a
inducdo da expressdo da molécula de adesdo celular-vascular-1 (VCAM-1), fibronectina,
producdo de quimiocinas e a expressao de integrinas em eritrocitos falciformes, contribuindo
para a vaso-oclusdo (PATHARE et al., 2003).

O TNF-o (fator de necrose tumoral-alfa) é sintetizado principalmente por
macrofagos ativados e exerce efeitos pré-inflamatérios por induzir no endotélio a expresséo
de moléculas de adesdo para neutréfilos, mondcitos e linfocitos, bem como por estimular as
células endoteliais a secretarem quimiocinas, induzindo quimiotaxia e o recrutamento de mais
leucocitos para o foco inflamatério (CAVALCANTE et al., 2016). Esta citocina também
estimula a producdo de radicais livres, e a sintese de outros mediadores inflamatérios como
IL-1 e IL-6 (BILATE, 2007).

A interleucina-8 (IL-8) é produzida principalmente por células endoteliais em
regides de injuria e leucdcitos ativados, a partir de estimulos, como elevadas concentragdes
plasmaticas de TNF- o. Atua aumentando a afinidade de moléculas de superficie dos
leucdcitos a receptores endoteliais, o recrutamento de neutréfilos e apresenta importante papel
na ativacdo e desgranulacdo de neutréfilos. Na AF, a IL-8 promove 0 aumento na aderéncia
das hemécias falciformes ao endotélio vascular via ativacdo de integrinas e através do
aumento da fibronectina endotelial (MAKIS; HATIZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000;
CAJADO et al., 2011; KEIKHAEI et al., 2013).

A 1L-6 é sintetizada principalmente por fagocitos mononucleares, células
endoteliais e fibroblastos em resposta a outras citocinas, como IL-1 e TNF-a. Na imunidade
inata, a IL-6 estimula a sintese de mediadores da fase aguda da inflamacdo nos hepatécitos e,
portanto, esta envolvida na resposta inflamatéria aguda. Participa também da resposta imune
mediada por células, uma vez que estimula a producédo de citocinas pré-inflamatorias (1L-17)
e inibe a acdo das células T reguladoras. Tem ainda acdo importante na atracdo de eosinofilos
para o local de inflamacdo (BILATE, 2007; MAKIS; HATIZIMICHAEL; BOURANTAS,
2000). Estudos tém comprovado um aumento da IL-6 em pacientes com AF em relacdo ao
grupo de individuos saudaveis (THASSILA et al., 2013).

Outro mediador pré-inflamatorio é a 1L-17, uma citocina produzida pelos Th17,
que inicia uma resposta inflamatoria induzindo as células-alvo a produzirem fatores pro-
inflamatdrios tais como interlucinas IL-1, IL-6, IL-8, TNF- o e matriz metaloproteinase
(MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009). O plasma de pacientes com AF contém niveis
elevados de TNF-a, IL-6, IL-1, IL-17, e IL-8 e reducdo de citocinas anti-inflamatorias como
IL-10 (CAVALCANTE et al., 2016; OWUSU-ANSAH et al., 2016). Dessa maneira, as
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citocinas parecem ser um dos principais fatores que contribuem na patogénese do fenémeno
da vaso-oclusdo na AF (PATHARE et al., 2003; KEIKHAEI et al., 2013),

1.7 Tratamento da AF

Nd& h& nenhum medicamento especifico para o tratamento da AF. Os
medicamentos disponiveis aos pacientes sdo utilizados apenas como estratégias para aliviar os
sintomas da doenca e/ou para tentar evitar complicacGes mais graves. A maioria das terapias
oferecidas para os pacientes sdo de suporte e incluem transfusdo sanguinea, uso de
antimicrobianos, acido fdlico, vitaminas, antioxidantes e analgésicos (CHOU; FASANO,
2016; ZAGO, 2002; BRAGA, 2007).

As opcOes terapéuticas utilizadas no tratamento da AF séo hidroxiuréia (HU) e o
transplante de células tronco hematopoiéticas, o qual é o Unico tratamento considerado
curativo, entretanto, quando dispde de um doador compativel, é considerado de alto risco ao
paciente por apresentar grande indice de complicacbes e mortalidade (SILVA; SHIMAUTI,
2006; SHETH; BHATIA, 2015; MORIN et al., 2016).

Contudo, com as novas descobertas a cerca da fisiopatologia da doenca, estudos
buscam novas propostas terapéuticas, com a finalidade de reduzir os processos de inflamacao,
estresse oxidativo, aumentar a disponibilidade de éxido nitrico, para amenizar os episédios de
vaso-oclusdo e de hemolise (ARCHER; GALACTEROS; BRUGNARA, 2015).

1.7.1 Hidroxiuréia

A hidroxiuréia (HU) é um medicamento que tem sido alvo de interesse cientifico
h& mais de 100 anos. A HU é utilizada no tratamento de véarias doencas mieloproliferativas e
neoplasicas (MAMEZ et al., 2016). A fécil administracdo, a baixa toxicidade e os maltiplos
beneficios de ordem clinica, garantem a HU um lugar de destaque em varios esquemas
terapéuticos nas doengas hematoldgicas (SILVA; SHIMAUTI, 2006).

A constatacdo de que valores aumentados de HbF previnem véarias complicagdes
da AF estimulou o interesse na identificacdo de agentes farmacologicos capazes de induzir a
expressdao de HbF (PACK-MABIEN; IMRAN, 2013; PACE et al., 2015). A HU foi
identificada como um potente indutor HbF e posteriormente foi descoberta como uma opgéo
viavel de tratamento eficaz para a AF (PELIZARO et al., 2012).
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Em 1999 o tratamento com HU foi liberado pela agéncia norte-americana FDA
(Food and Drug Administration) para o uso em pacientes com AF (AGRAWAL et al., 2013).
No Brasil, o protocolo de tratamento com HU foi introduzido em 2002 e, até 0 momento
presente, constitui 0 avan¢o mais importante no tratamento de pacientes com AF (CANCADO
et al., 2009).

O Udnico medicamento que, efetivamente, tem forte impacto na melhora da
qualidade de vida dos pacientes com AF é a HU, uma vez que previne complicac@es clinicas,
diminui fenémenos de falcizacdo e de hemolise, reduz o nimero de CVOs e necessidade de
transfusdo, ndmero de hospitalizacdes, tempo de internacdo e ocorréncia de STA, além de
atenuar o processo inflamatorio e reduzir o numero de 6ébitos (CANCADO et al., 2009;
WONG et al., 2014; KEIKHAEI; YOUSEFI; BAHADORAM, 2015; WANG, 2016).

A HU é um agente citotdxico, recombinogénico e antineoplasico. Sua acédo
decorre da inibicdo a ribonucleotideo-redutase, uma enzima que converte os ribonucleotideos
para desoxiribonucleotideos que sdo necessarios para a sintese de DNA (McGANN; WARE;
2015). Ao inibir a ribonucleotideo-redutase, ocorre o bloqueio da sintese de DNA, retendo as
células na fase S e interrompendo o ciclo celular nas fases S e G2. Entretanto, os mecanismos
pelos quais a HU aumenta a producdo de HbF ainda ndo estdo totalmente elucidados (PULE
etal., 2015).

A HU promove diversos efeitos sobre a linhagem eritrocitaria, dentre os quais,
destaca-se 0 aumento dos valores de hemoglobina, do volume corpuscular médio (VCM) e
reducdo no numero de reticuldcitos, leucocitos e plaquetas (SILVA-PINTO et al., 2013;
KEIKHAEI; YOUSEFI; BAHADORAM, 2015). Além disso, ocasiona diminuicdo da
expressao de moléculas de adesdo, incluindo E-selectina e P-selectina, I-CAM, moléculas de
adesdo plaquetaria e VCAM-1 (CONRAN et al., 2004), como também causa reducdo das
proteinas receptoras localizadas em células endoteliais e diminui¢do da producao de citocinas,
mediadores inflamatorios e oxidantes (COVAS et al., 2004)

Outra resposta favoravel da HU tem sido o aumento da sintese e
biodisponibilidade de NO pela ativacdo da guanilil ciclase soltvel e GMPc. Estudos mostram
que a HU estimula a fosforilacdo e a ativacdo da eNOS que resultam na producdo de NO.
Além disso, esse medicamento é oxidado pela hemoglobina gerando a nitrosilhnemoglobina
(HbNO) e 0 NO, além de gerar NO através das enzimas peroxidase, urease e catalase (COKIC
et al., 2003; CANALLI et al., 2008; COKIC et al., 2008).

Assim, a HU pode ser doadora de NO, e tem sido proposto que esta propriedade

contribui para a atividade desse farmaco na producéo de HbF (COKIC et al., 2003). Isto pode
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ser demonstrado na pesquisa de Tantaway (2014), na qual uma alteracdo genética na enzima
eNOS esta associado com menor nivel de hemoglobina fetal. A Figura 4 demonstra a estrutura
quimica da HU e ilustra alguns dos varios mecanismos pelos quais a HU pode proporcionar

beneficios terapéuticos para individuos com AF.

Figura 4: Efeitos benéficos da hidroxiuréia
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Fonte: Adaptado de McGANN; WARE; 2011

Efeitos benéficos da hidroxiureia na anemia falciforme: (1) Indugdo de hemoglobina fetal; (2) Diminui¢do do
ntmero de neutrdfilos e de reticulocitos; (3) Alteragdo na expressao de moléculas de adesdo sobre os neutrdfilos
circulantes e reticuldcitos e diminuigdo da adesdo com consequente diminuicdo da lesdo endotelial; (4)
Macrocitose e aumento da hidratagdo diminuindo a hemélise; (5) Liberacdo local de oOxido nitrico (NO)
resultando em vasodilatag&o.

Segundo Cangado et al. (2009), a HU € indicada para pacientes com idade
superior a trés anos, com trés ou mais episodios de crises vaso-oclusivas com necessidade de
atendimento médico; uma crise toracica aguda recidivante; um ou mais acidentes vasculares
encefélicos; priapismo recorrente e anemia grave e persistente, nos Gltimos 12 meses. E
contraindicada para pacientes com hipersensibilidade @ HU e com problemas relacionados a
disfuncéo da medula 6ssea como: contagem de neutréfilos inferior a 2.5 x 10%/L, contagem de
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plaquetas inferior que 95 x 10%L, concentracdo de Hb inferior 4,5 g/dL ou contagem de
reticulécitos inferior 95 x 10%/L.

A HU tem como principal reacdo adversa em curto prazo a mielossupressdo dose-
dependente. Como um agente antiproliferativo, a HU pode ocasionar neutropenia, anemia, e
trombocitopenia, ulceracdo da pele ou agravamento de Ulcera j& existente, distlrbios
gastrointestinais e atraso de crescimento, efeitos adversos que s&o indesejaveis, especialmente
em criancas e jovens (SEGAL et al., 2008; STROUSE et al., 2008; CANCADO et al., 2009).
A terapia com esse medicamento em longo prazo também pode prejudicar respostas
imunitérias e assim, possivelmente, aumentar o risco de infec¢ées (LEDERMAN et al., 2014;
KUVIBIDILA et al., 2015). A HU também pode ser associada & leucemia além de
provavelmente induzir infertilidade no sexo masculino (WILSON, 2000; DEBAUN, 2014).

E importante ressaltar que aproximadamente de 25% dos pacientes ndo
respondem & terapia com HU, e em varios casos de tratamento crénico o efeito benéfico
diminui, sendo necessario doses cada vez maiores para se alcancar o efeito, aumentado a
toxicidade (ALIYU; TUMBLIN; KATO, 2005). Portanto, sdo necessarios estudos adicionais
acerca de novas estratégias terapéuticas, visando a melhoria da qualidade de vida dos

pacientes com anemia falciforme.

1.7.2 L-Arginina

A L-arginina ou &cido L-amino-5-guanidino-valérico (Figura 5) é um aminoacido
semi-essencial que possui quatro &tomos de nitrogénio por molécula e devido a essa
caracteristica estrutural € o principal carreador de nitrogénio em humanos e animais,
apresentando importante funcdo na sintese protéica e no metabolismo intermediario de
nitrogénio por participar do ciclo da uréia (WU et al., 2009). A L-arginina € o substrato para
enzima oxido nitrico sintase endotelial (NOSe) para a producdo de NO, portanto desempenha
um papel fundamental na formacdo de NO e se encontra reduzida em portadores de AF
(MORRIS, 2014).

O metabolismo da L-arginina esta alterado na AF o que contribui para disfuncao
endotelial, vaso-oclusdo, complicacGes pulmonares e mortalidade precoce. Na AF, durante o
processo de hemolise, ocorre a liberagdo de hemoglobina livre que reage rapidamente com
NO, resultando em elevado consumo de NO e formacdo de espécies reativas de oxigénio,
inibindo a vasodilatacdo. Além disso, simultaneamente a enzima arginase é liberada na

circulacdo em sua forma ativa, catalisando a hidrolise de L-arginina, substrato para a
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producdo de NO, inativando-a em ornitina e uréia (KATO, 2008; OMODEO-SALE et al.,
2010; MORRIS, 2014).

Figura 5: Estrutura quimica da L-arginina
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Fonte: TAPIERO et al., 2002.

Além desses eventos, a inflamacdo, a deplecdo de antioxidantes e a lesdo de
isquemia-reperfusdo contribuem para a alteragdo no metabolismo da L-arginina, bem como a
disfuncdo renal, comumente associada a AF, a qual compromete a sintese enddgena de
arginina a partir de citrulina. A biodisponibilidade da L-arginina também €é diminuida através
dos elevados niveis de ornitina devido a ornitina e arginina competirem pelo mesmo sistema
de transporte celular. A dimetilarginina assimétrica (ADMA) é um anélogo da arginina e
inibidor da enzima NOS e esta elevada na AF, reduzindo ainda mais os niveis de L-arginina.
Desta forma, os pacientes com AF apresentam um maior consumo e diminuicao da producéo
de NO e L-arginina, contribuindo para complicacfes associadas a AF (MORRIS et al., 2013;
MORRIS; BAKSHI, 2016).

Nesse contexto, regular a disponibilidade de L-arginina € um mecanismo
potencial que pode levar ao controle da producdo de NO (KATO, 2008; JAIN; GLAWIN,
2010). Estudos clinicos com suplementagdo de L-arginina mostraram um aumento na
biodisponilidade do NO amenizando a hipertensdo pulmonar (WILLIAM; WAUGH, 2005;
MORRIS, 2006; MORRIS et al., 2008). Estudos realizados com camundongos transgénicos
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com ceélulas falciformes, mostraram que a terapia com L-arginina melhorou a fungéo
microvascular, diminuiu citocinas inflamatorias e proteina C-reativa e protegeu contra o
estresse oxidativo (ARCHER et al., 2008; KAUL; ZHANG; DASGUPTA, 2008).

Em pesquisas envolvendo pacientes com AF, o tratamento com L-arginina foi
capaz de aumentar os niveis de glutationa dos eritrocitos e metabolitos do éxido nitrico
(NOX), além de reduzir a dor e 0 consumo de opiaceos (MORRIS et al., 2013; KEHINDE et
al., 2015). ELIAS e colaboradores (2013) verificaram que a suplementa¢do com L-arginina
em pacientes em uso de HU foi capaz de elevar a producdo de HbF e reduzir o estresse
oxidativo e o estado inflamatério crbnico de pacientes com AF ap6s 12 semanas de

tratamento.

1.7.3 Inibidores de Fosfodiesterases

As fosfodiesterases (PDEs) catalisam a hidrolise intracelular e degradam GMPc e
monofosfato de adenosina ciclina (AMPc), regulando desse modo as vias de sinalizacdo dos
nucleotideos ciclicos e respostas bioldgicas. Inibidores de PDE podem ser utilizados
clinicamente para o tratamento de varias doengas, incluindo distdrbios do sistema nervoso
central, disfuncdo eréctil, hipertensdo pulmonar, insuficiéncia cardiaca aguda e doengas
inflamatorias (BOBIN et al., 2016; LI et al., 2016).

Os niveis intracelulares de AMPc e GMPc sdo fortemente controlados por 2
mecanismos: taxa de sintese da adenilil ciclase (AC) e GCs respectivamente, ou pela taxa de
hidrélise da ponta 3’fosfodiesterase do AMPc ou GMPc pelas fosfodiesterases (PDE) que
atuam inativando os nucleotideos ciclicos (MATSUMOTO; KOBAYASHI; KAMATA, 2003).

As enzimas PDEs podem ser agrupados em 11 familias de isoenzimas com base
no seu substrato, especificidade e regulacdo (BOSWELL-SMITH; SPINA; PAGE, 2006). A
relagcdo risco-beneficio e a ocorréncia de efeitos indesejaveis dos inibidores de PDE ndo
seletivos dificultou o sucesso terapéutico dessas drogas e, portanto, estimulou a industria
farmacéutica a desenvolver inibidores de PDE especifico para uma familia (LI et al., 2016).

Os inibidores de PDE bloqueiam a capacidade de hidrolise exercida pelas PDEs,
causando uma elevacdo da concentragdo de nucleotideo ciclico correspondente ao tipo de
inibidor utilizado. Dessa forma, estdo sendo estudados como possivel estratégia terapéutica na
AF, com a finalidade de promover o aumento intracitoplasmatico de GMPc e NO. Tendo em

vista a importdncia da via NO/GMPc na inducdo de HbF, a modulacdo dos niveis
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intracelulares de NO e GMPc através do uso de inibidores de fosfodiesterases pode ser efetiva
no tratamento da AF (COKIC et al., 2003; CONRAN, 2015).

Uma vez que cada PDE tem uma expressdo diferente nos tecidos ou célula, os
inibidores de PDE especifico oferecerem uma abordagem terapéutica mais especifica para a
célula. Por exemplo, os inibidores da enzima PDES5, a qual esta presente nas ceélulas
musculares lisas e corpos cavernosos, sao atualmente utilizados para o tratamento de doencas
vasculares, disfuncdo erétil e hipertensdo pulmonar (BURNETT et al., 2014; ARCHER;
GALACTEROS; BRUGNARA, 2015). Um estudo realizado em pacientes com AF com
hipertensdo pulmonar relatou que o uso do sildenafil, inibidor da PDES, induziu a elevagéo de
HbF e melhorou o quadro de hipertensdo e a capacidade de fazer exercicios. Contudo, essa
terapia parece estar relacionada com aumento de internacdes por crises de dor (MACHADO
etal., 2011).

Das 11 familias de PDE, as isoformas PDE 1A, B e C, 2A, 5A, 6A, B e C, 9A,
10A e 11A tém maior especificidade para a degradagdo do GMPc e AMPc. O estudo de
Almeida et al., (2008) demonstrou que a enzima fosfodiesterase 9A (PDE9A) é expressa nos
reticulocitos e neutréfilos humanos, com uma expressdo ainda maior nestas células em
individuos com AF. Neste contexto, a PDE9 pode representar um alvo farmacolégico para o

aumento intra-eritrocitario de GMPc, com um consequente aumento de NO e indugdo de HbF.

1.7.3.1. BAY 73-6691

De acordo com a literatura, o BAY 73-6691 (Figura 6) é um inibidor eficaz da
PDEQA. Este inibidor tem sido submetido a ensaios pré-clinicos para o tratamento de doenca
de Alzheimer, pois a inibicdo da PDE9A, também expressa no cérebro, tem sido sugerida
como uma terapia para melhorar a memdaria através da via NO / GMPc (HENDRIX, 2005).

Quanto ao uso do BAY 73-6691 como uma possivel estratégia terapéutica para o
tratamento da AF, os resultados de um estudo feito por Almeida e colaboradores (2008)
mostraram que a inibicdo in vitro da PDE9A nas células da linhagem eritroide e leucocitos foi
capaz de elevar a expressdo do gene HBG, o qual é responsavel pela producdo de HbF. O
mesmo grupo de pesquisadores demonstrou ainda que o uso desse inibidor associado a HU

em modelo murino falciforme causou reducdo no recrutamento de leucOcitos para a
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microcirculacdo, diminuicdo nas crises de vaso-oclusdo, elevagdo dos niveis de GMPc e

prolongou a sobrevivéncia dos animais (ALMEIDA et al., 2012).

Figura 6: Estrutura quimica do BAY 73-6691
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Fonte: WUNDER, 2005

Recentemente, um estudo realizado por Barbosa et al. (2015) em neutré6filos de
pacientes com AF com BAY 73-6691 constatou que a inibicdo da PDE9A promoveu aumento
da biodisponibilidade de NO, induziu a atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase e catalase, reduziu a peroxidacao lipidica, bem como, diminuiu os niveis de TNF-a

e a atividade mieloperoxidase.
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1.8 Justificativa

A AF é a doenca hereditaria mais prevalente na populacdo brasileira e é
considerada um problema de saide mundial em decorréncia de suas elevadas taxas de
morbidade e mortalidade. Vérios estudos tém demonstrado que a doenca é caracterizada por
um processo inflamatorio crénico que potencializa os processos de hemdlise e de vaso-
oclusdo. Estudos relatam uma diminuicéo da biodisponibilidade do NO em criancas e adultos
com AF, evidenciando o envolvimento do metabolismo do NO na fisiopatologia da doenca.
Estas alteracbes propiciam o aumento da producgdo de radicais livres, dano endotelial,
angiogénese e estado pro-coagulante nesses pacientes. A HU além de aumentar a
concentracdo da HbF, tem uma acdo moduladora em todos esses processos, no entanto,
pesquisas tém evidenciado o aumento do indice de dano no DNA em pacientes em uso
cronico de HU. Neste contexto, varias estratégias terapéuticas tém sido estudas no sentido de
detectar um farmaco que possa substituir a HU. Porém por se tratar de uma doenca de causa
genética as estratégicas tém sido direcionadas a estudos com substancias que possam elevar a
HbF sem causar toxicicidade ou que possam potencializar a agdo da HU, contribuindo para a
diminuicdo do uso da mesma, sem comprometer o maior marcador clinico de progndstico que
é a HbF.

As pesquisas desenvolvidas no Laboratorio de Pesquisa em Hemoglobinopatias e
Genética das Doencas Hematoldgicas (LHGDH) foram ensaios pré-clinicos avaliando os
efeitos da HU e a acdo do BAY 73-6691 em neutrofilos de pacientes com AF e ensaio clinicos
com a suplementagéo da L-arginina associada a HU em pacientes com AF em estado basal.
Dando continuidade as pesquisas pré-clinicas, considerando a caréncia de dados na literatura
referentes a este assunto, este estudo buscou avaliar o efeito da L-arginina e do BAY 73-6691
isoladamente e da associagdo de ambos, em neutréfilos de pacientes em uso ou de HU
determinando a toxicidade e a sua a¢do sobre moduladores inflamatérios e no NO, gerando
dados gue possam contribuir com o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para a

doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da L-arginina e do BAY 73-6691 sobre as concentracOes de

TNF-a, IL-8 e 0xido nitrico em neutrofilos de pacientes com anemia falciforme.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a citotoxicidade da L-arginina, do BAY 73-6691 e da associagéo de
L-arginina e BAY 73-6691 sobre neutrdfilos de pacientes com AF com e sem uso de HU.

Avaliar os efeitos da L-arginina, do BAY 73-6691 e da associacao de L-arginina e
BAY 73-6691 sobre os niveis das citocinas inflamatorias IL-8 e TNF-a em neutrofilos de
pacientes com AF com e sem uso de HU;

Avaliar os efeitos da L-arginina, do BAY 73-6691 e da associagdo de L-arginina e
BAY 73-6691 sobre os niveis de 6xido nitrico em neutrofilos de pacientes com AF com e sem
uso de HU.
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3. METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O estudo esta em conformidade com as orientagdes constantes da Resolucdo n°
466 de 2012 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saide e com o parecer favoravel
do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara, sob protocolo nimero
949.975 (ANEXO A). Todos os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

3.2 Desenho do estudo

Estudo do tipo experimental no qual foi incluido pacientes com diagnéstico de AF
atendidos no Ambulatério de Hematologia do HUWC. O estudo foi realizado no periodo de

janeiro de 2015 a janeiro de 2016.

3.3 Casuistica

Participaram do estudo 50 pacientes adultos, de ambos 0s sexos, com diagnostico
molecular de anemia falciforme, acompanhados no Ambulatério de Hematologia do Hospital
Universitario Walter Cantidio, em Fortaleza, Ceard. Os pacientes foram selecionados de
acordo com os critérios de selecdo da amostra e estratificados em dois grupos, de acordo com
o tratamento com hidroxiuréia:

e Grupo SS (formado por 20 pacientes sem uso de hidroxiuréia);
e Grupo SSHU (formado por 30 pacientes em uso de hidroxiuréia na dose de
20-30mg/kg/dia).

Um grupo controle formado por 30 individuos voluntarios, maiores de 18 anos, de ambos 0s
sexos, com perfil eletroforético HbAA.

O grupo SS foi constituido por pacientes que ndo fazem uso de HU a pelo menos 1 ano.



36

3.4 Selecdo da amostra

3.4.1. Critérios de inclusdo

Pacientes com AF:
e Pacientes adultos (maiores de 18 anos), de ambos os sexos, em uso de HU, com

diagndstico de AF (HbSS) previamente confirmado por estudo clinico e molecular;

e Pacientes no estado estacionario doenca, segundo os critérios estabelecidos por Ballas
(2012): auséncia de crises dolorosas por quatro semanas consecutivas; nenhuma
admissdo hospitalar nos ultimos 2-3 dias; histérico negativo de transfusdo sanguinea
durante os 4 meses anteriores; nenhuma intercorréncia de infeccdo ou inflamacédo nas

Gltimas 4 semanas.

Grupo controle: Individuos maiores de 18, de ambos os sexos, sem hemoglobinopatias, que

declararam e aparentavam estar saudaveis.

3.4.2. Critérios de exclusao:

Pacientes com AF
e Pacientes com diagndstico de hemossiderose transfusional, em uso continuo de

vitaminas antioxidantes e/ou anti-inflamatorios.

Grupo controle: Individuos em uso continuo de vitaminas antioxidantes e/ou anti-

inflamatorios.

3.5 Coleta das amostras

Foram coletados aproximadamente 6mL de sangue venoso em um tubo de coleta a
vacuo, contendo o anticoagulante heparina. As amostras foram mantidas em banho de gelo ate

a realizacao do isolamento dos polimorfonucleares, realizado em até uma hora apds a coleta.
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3.6. Reagentes

BAY 73-6691, dimetilsulfoxido (DMSQO), brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) e Triton X-100, azul de Tripan, Histopaque 1.077 e L-arginina foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). LDH Liquiform® foi adquirido da
Labtest Diagnostica (Lagoa Santa, MG, Brasil). O kit Nitrite/Nitrate foi adquirido da Roche®
(Mannheim, Germany) e os kits TNF-a OptEIA e IL-8 OptEIA foram adquiridos da BD
Biosciences (San Diego, CA).

3.7. Métodos

3.7.1 Isolamento de polimorfonucleares

As células polimorfonucleares, predominantemente neutrofilos, foram separadas
do sangue periférico de cada paciente por gradiente de densidades atraves de centrifugacéo
sobre duas camadas de Histopaque® de densidades 1.077 e 1.119 g / L (ENGLISH;
ANDERSEN, 1974).

Cerca de 6mL de sangue total colhido em heparina foram despejados lentamente
sobre uma camada contendo as duas densidades de Histopaque® (proporcdo 1:1:1). Em
sequida, foi realizada uma centrifugacdo de 30 minutos a 2500 rpm, em temperatura
ambiente. Ap6s a centrifugacédo, a fase contendo as células polimorfonucleares foi recolhida
para outro tubo falcon®.

As hemacias contaminantes foram lisadas pela adi¢cdo de uma solucdo lisante de
NH4CI 0,83% (com pH 7,2 a 37°C) e ap6s ser lavado com salina, o pellet, formado,
predominantemente, de neutréfilos, foi ressuspenso em meio HBSS (Solugdo balanceada de
Hank’s) (pH = 7,4, sem célcio e magnésio). A viabilidade celular foi determinada pela técnica
de Azul Tripan a 2% (RENZI et al., 1993). Foram aceitas para o estudo isolados com

viabilidade celular >90%.

3.7.2 Tratamento dos neutroéfilos com L-arginina e BAY 73-6691

Os neutréfilos (2,5 x 10° células) foram tratados com L-arginina nas
concentragdes 0,1, 1, 10 e 100 pg/mL e BAY 73-6691 nas concentragdes 0,1, 1, 10 e 100
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pHg/mL e com a associacdo das drogas: L-arginina 10 pg/mL + BAY 73-6691 10 pg/mL. O
tratamento foi realizado com incubagédo por 15 minutos, a 37°C.

As concentracbes 0,1, 1, 10 e 100 pg/mL foram escolhidas com base em um
estudo semelhante realizado com BAY 73-6691 (BARBOSA et al., 2015). Assim, foram
adotadas as mesmas concentragdes de L-arginina a fim de obter um padrdo de concentragédo
para ambas as drogas.

A concentracdo maxima das drogas que nao apresentou citotoxicidade pelos
ensaios realizados durante o estudo (10 pg/mL) foi escolhida para compor os testes com a
associacéo.

Neutrofilos ndo tratados (HBSS) foram utilizados como controle e neutrdfilos
tratados com Triton X-100 a 0,2% foram utilizados como controle citotoxico nos ensaios de

citotoxicidade.

3.7.3 Ensaios de citotoxicidade

Atividade de LDH

A LDH é uma enzima citosdlica, assim sua deteccdo no fluido extracelular € um
indicativo de morte ou perda da integridade celular devido a danos da membrana celular
(FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). O principio do ensaio constitui numa medida
espectrofotométrica (340 nm) do consumo de NADH durante a reducdo de piruvato a lactato
pela LDH.

A atividade da enzima LDH foi determinada no sobrenadante das células
utilizando-se o Kit LDH Liquiform (Labtest®).

Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT)

O ensaio de MTT & utilizado para determinar a viabilidade celular, quantificando
0 quanto o MTT presente no meio foi reduzido pela atividade metabolica celular ligada ao
NADH e NADHP formando cristais de formazan, de cor azul. Desse modo, a quantidade de
formazan, medida por espectrofotometria, € diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis (MOSMANN, 1983).
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A placa foi centrifugada a 2.000 rpm por 15 minutos a 25°C e o sobrenadante
descartado. Foram adicionados 200 puL de solugdo de MTT na concentracdo de Smg/mL e as
células foram incubadas novamente por mais 3 horas. Por fim, a placa foi centrifugada
novamente nas mesmas condi¢cfes acima e, apds descarte do sobrenadante, foi incubada por
48hs a 37°C. Decorrido este tempo, foram adicionados 150 pLL de DMSO puro para a lise das
células e solubilizagdo do formazan. As placas foram agitadas durante 15 minutos com o
auxilio de um agitador de placas. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas a 540

nm.

3.7.4 Determinacédo do TNF-a

Os niveis de TNF-o liberados foram determinados no sobrenadante das células
utilizando o kit Human TNF alpha ELISA (eBioscience®, USA), cujo método € o ensaio
imunoenzimético (ELISA).

Nesse método, o anticorpo para um antigeno especifico, chamado de anticorpo de
captura é, inicialmente, adsorvido no poc¢o. Depois, a amostra com o antigeno € adicionada e
se liga a esse anticorpo. Logo apos, é adicionado outro anticorpo especifico para o antigeno.
Finalmente, um terceiro anticorpo ligado a enzima é adicionado. Essa enzima ird reagir com o
substrato adicionado, gerando cor. A intensidade da reacdo (cor mais fraca ou mais forte) é
proporcional a quantidade de antigeno presente.

O procedimento foi realizado de acordo com as orientacGes descritas pelo
fabricante. A leitura foi feita em espectrofotbmetro de placa a 450 nm e os resultados

convertidos a pg/mL por curva padréo.

3.7.5 Determinagédo da IL-8

Os niveis de IL-8 liberados foram determinados no sobrenadante das células
utilizando o kit de ELISA (eBioscience®, USA). O procedimento foi realizado de acordo com
as orientacdes descritas pelo fabricante. A leitura foi feita em espectrofotémetro de placa a

450 nm e os resultados convertidos a pg/mL por curva padrao.
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3.7.6 Determinacéo dos niveis de 0xido nitrico (NO)

Os neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram tratados com: L-arginina, nas
concentragdes 0,1; 1; 10 e 100 pg/mL, BAY 73-6691 nas concentracbes 0,1; 1; 10 e 100
pg/mL, Associagdo L-arginina 10 pg/mL + BAY 73-6691 10 pg/mL e HBSS (neutrofilos ndo
tratados — estado basal). Os niveis de NO foram determinados pela concentragdo de
nitrito/nitrato (NOX) no sobrenadante das células por meio de uma reacdo colorimétrica entre
a amostra e o reagente de Griess (1% de sulfanilamida e 0,1% N-naftiletilenodiamida em
4cido fosférico a 5%). O kit Nitrite/Nitrate foi adquirido da Roche® (Mannheim, Germany). A
absorbancia do complexo colorido formado foi mensurada por espectrofotometria em
comprimento de onda de 560 nm.

3.8 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism
versdo 5.0. Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (E.P.M.).
Utilizou-se o teste D’Agostino e Pearson para verificar a normalidade dos dados. A
comparacdo entre as meédias foi realizada utilizando o teste t-Student para dados com
distribuicdo normal ou Mann-Whitney para dados, sem distribuicdo normal, e analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo Teste Tukey. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes quando p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas laboratoriais dos individuos em estudo.

A populagdo em estudo foi constituida por 50 pacientes com AF com idade
variando de 22 a 69 anos, com mediana de 37,80 anos, sendo 26 (52%) do sexo feminino e 24
(48%) do sexo masculino. As caracteristicas demograficas e hematoldgicas dos pacientes com

AF e do grupo controle estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas demogréaficas e hematoldgicas dos pacientes
com AF ndo tratados (n=20) e tratados com HU (n=30) e do grupo
controle (n=30).

Parametros SS SSHU AA Valor de p
Masculino/Feminino(n) 8/12 16/14 11/19 —
Idade (anos) 37,0 (22-52) 38,14 (22 - 69) 31,5 (20 - 50) —
Hemécias (x10%/mmd) 2,86 (1,57 —3,38) 2,62 (1,94 —3,50) 5,02 (4,3-5,9) p<0,0001a'b
Hemoglobina (g/dL) 9,29 (6,54 —10,70) 9,18 (6,57 — 12,70) 13,8(11,9-16,7) p<0,0001%"
Hematocrito (%) 27,76 (19,0 — 32,26) 27,40 (19,54 — 38,8) 41,2(36,8-49,9) p<O,OOOla’b
Leucocitos (x10%L) 10,53 (7,16 — 14,63) 7,91 (4,42 — 12,04) 7.4 (3,9-138) p<0,00012°
Plaquetas (x103/mm3) 4135 (255,1 — 374,53 (165,0 — 229,9 (142-304) p<0,0001%"

552,7) 689,0)
HbF (%) 8,5 (5,0 — 13,20) 10,54 (1,9 — 28,10) NA p=0,4605

SS: pacientes ndo tratados com HU; SSHU: pacientes tratados com HU; NA: ndo avaliado; HbF: hemoglobina
fetal. Os resultados est&o expressos em média (minimo — maximo). (%): p < 0,05 entre os grupos SS ¢ HbAA; (*):
p < 0,05 entre os grupos SSHU e HbAA; (°): p < 0,05 entre os grupos SS e SSHU

Observou-se na Tabela 1 que os pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU
apresentaram valores de hemacias, hemoglobina e hematocrito significativamente inferiores
guando comparados ao grupo controle. Os pacientes com AF apresentaram valores de
plaquetas superiores ao grupo controle. Os pacientes ndo tratados com HU apresentaram valor
de leucdcitos significativamente superior ao grupo de pacientes tratados com HU e ao grupo

controle.
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4.2 Avaliagdo da citotoxicidade da L-arginina em neutrofilos de pacientes com AF

4.2.1 Atividade de lactato desidrogenase (LDH)

A Figura 7 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo do efeito da L-arginina
sobre a toxicidade em neutréfilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU,
avaliada pela atividade da enzima LDH. O tratamento de neutrofilos SS e SSHU com L-
arginina ndo promoveu aumento da atividade de LDH quando comparado ao grupo HBSS nas
concentragdes de 0,1, 1 e 10 pg/mL. No entanto, houve elevacdo da atividade LDH nos
neutréfilos SS e SSHU tratados com L-arginina na concentracdo de 100 pg/mL em relagdo ao
grupo de células ndo tratadas (HBSS) e as demais concentracdes de L-arginina (p<0,05).

O tratamento com Triton X-100, controle citotoxico positivo, promoveu
significante aumento da atividade de LDH em neutréfilos SS e SSHU. N&o se observou
diferencga significativa entre os neutréfilos SS e SSHU néo tratados com L-arginina, indicando
que o tratamento com HU ndo influenciou na toxicidade em neutréfilos neste modelo de
ensaio (p=0,6162).

Figura 7: Efeito da L-arginina sobre a citotoxicidade em neutrofilos de
pacientes com AF tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20),
avaliado pela atividade de LDH.
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Nota: Tx-100: Controle citotoxico (0,2% v/v); HBSS: células ndo tratadas; Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo da média (E.P.M); Valores de p obtidos através do One way analise de variancia com pos
teste de Tukey.
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Os valores de média + erro padrdo da média (E.P.M) de todos os resultados deste
estudo est&o apresentados na Tabela 2 (APENDICE B).

4.2.2 Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT)

A Figura 8 apresenta o efeito da L-arginina sobre a toxicidade em neutroéfilos de
pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU, avaliado pelo ensaio do MTT. O
tratamento de neutrofilos SS e SSHU com L-arginina ndo promoveu diminuicdo da
viabilidade celular nas concentracdes 0,1, 1 e 10 pg/mL quando comparado ao grupo de
células ndo tratadas (HBSS). Entretanto, a concentracdo de 100 pg/mL causou reducdo da
viabilidade celular nos neutrofilos SS e SSHU quando comparado ao grupo de células ndo
tratadas HBSS (p<0,001).

O tratamento com Triton X-100, controle citotoxico positivo, promoveu reducao
da viabilidade de neutrofilos SS e SSHU. Néo se observou diferenca significativa entre os
neutréfilos SS e SSHU néo tratados com L-arginina, indicando que o tratamento com HU néo
influenciou na toxicidade em neutréfilos neste modelo de ensaio (p=0,8366).

Figura 8: Efeito da L-arginina sobre a citotoxicidade em neutrofilos de
pacientes com AF tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20),
avaliada pelo ensaio MTT.
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Nota: Tx-100: Controle citotoxico (0,2% v/v); HBSS: células ndo tratadas. Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo da média (E.P.M); Valores de p obtidos através do One way analise de variancia com pds
teste de Tukey.
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4.3 Avaliacgdo da citotoxicidade do BAY 73-6691 em neutrofilos de pacientes com AF

A figura 9 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo do efeito do BAY 73-6691
sobre a toxicidade em neutréfilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU,
avaliados pela atividade da enzima LDH. O tratamento de neutréfilos SS e SSHU com BAY
73-6691 ndo promoveu aumento da atividade de LDH nas concentragdes de 0,1, 1 e 10 pg/mL
em relacdo ao grupo veiculo. No entanto, foi observada elevacdo significativa da atividade
LDH nos neutréfilos SS e SSHU tratados com BAY 73-6691 na concentragdo de 100 pg/mL
em relacdo ao grupo de células ndo tratadas (HBSS), ao grupo veiculo e as demais
concentracdes de BAY 73-6691.

O tratamento com Triton X-100, controle citotoxico positivo, promoveu aumento
da atividade de LDH em neutrdfilos SS e SSHU. Néao se observou diferenca significativa
entre os neutrdfilos SS e SSHU nédo tratados com BAY 73-6691, indicando que o tratamento

com HU néo influenciou na toxicidade em neutréfilos neste modelo de ensaio (p>0,05).

Figura 9: Efeito do BAY 73-6691 sobre a citotoxicidade em neutrofilos
de pacientes com AF tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20),
avaliado pela atividade de LDH.
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Nota: Tx-100: Controle citotéxico (0,2% v/v); HBSS: células ndo tratadas; DMSQO: veiculo (1% v/v); Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Valores de p obtidos através do One
way analise de variancia com pds teste de Tukey.
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A figura 10 apresenta o efeito do BAY 73-6691 sobre a toxicidade em neutrofilos
de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU, avaliado pelo ensaio do MTT. O
tratamento com BAY 73-6691 ndo diminuiu a viabilidade celular de neutrdfilos SS e SSHU
quando comparado ao grupo veiculo nas concentracdes 0,1, 1 e 10 pg/mL. Entretanto, a
concentracdo de 100 pg/mL promoveu reducdo da viabilidade celular nos neutrofilos SS e
SSHU quando comparado ao grupo veiculo e as outras concentracfes da droga.

N&o se observou diferenca significativa entre os neutrofilos SS e SSHU néo
tratados com BAY 73-6691, indicando que o tratamento com HU ndo influenciou na
toxicidade em neutréfilos neste modelo de ensaio (p>0,05). O tratamento com Triton X-100,
controle citotoxico positivo, promoveu significante reducdo da viabilidade de neutréfilos SS e
SSHU.

Figura 10: Efeito do BAY 73-6691 sobre a citotoxicidade em neutrofilos
de pacientes com AF tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20),
avaliada pelo ensaio MTT.
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Nota: Tx-100: Controle citotdxico (0,2% v/v); HBSS: células ndo tratadas; DMSO: veiculo (1% v/v); Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M); Valores de p obtidos através do One
way analise de variancia com pos teste de Tukey.
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4.4 Avaliagdo da citotoxicidade da associacédo L-arginina e BAY 73-6691 em neutrofilos
de pacientes com AF

Com base nos ensaios prévios de toxicidade das drogas isoladas, foi escolhida
uma concentracdo longe da faixa de citotoxicidade, a de 10 pg/mL, para o tratamento de
neutréfilos com a associagdo L-arginina e BAY 73-6691. Dessa forma, a Figura 11 apresenta
o0 efeito da associacdo L-arginina 10 pg/mL e BAY 73-6691 10 pg/mL sobre a toxicidade em
neutrofilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU, avaliada pela atividade de
LDH. O tratamento de neutrofilos SS e SSHU com L-arginina em conjunto com o BAY 73-
6691 ndo promoveu aumento da atividade de LDH quando comparado ao grupo de neutrofilos
néo tratados (HBSS) (p<0,05).

O tratamento com Triton X-100, controle citotoxico positivo, promoveu
significante aumento da atividade de LDH em neutrofilos SS e SSHU. Entre os neutrofilos SS
e SSHU néo foi observado diferenca significativa, indicando que o tratamento com HU né&o

influenciou na toxicidade em neutrofilos neste modelo de ensaio.

Figura 11: Efeito da associagdo L-arginina 10 pg/mL e BAY 73-6691 10
pug/mL sobre a citotoxicidade em neutrdfilos de pacientes com AF
tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20), avaliado pela atividade de
LDH.
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Nota: Controle citotoxico (0,2% v/v); HBSS: células ndo tratadas; Tx-100; Os resultados estdo expressos como
média * erro padrdo da média (E.P.M); Valores de p obtidos através do One way andalise de variancia com pos
teste de Tukey.
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A Figura 12 apresenta o efeito da associa¢do L-arginina 10 pg/mL e BAY 73-6691
10 pg/mL sobre a toxicidade em neutrofilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com
HU, avaliado pelo ensaio do MTT. O tratamento de neutréfilos SS e SSHU com L-arginina
em conjunto com o BAY 73-6691 ndo promoveu aumento da atividade de LDH quando
comparado ao grupo HBSS.

Ndo foi observada diferenca significativa entre os neutrdfilos SS e SSHU,
indicando que o tratamento com HU nédo influenciou na toxicidade em neutrofilos neste
modelo de ensaio. O tratamento com Triton X-100, controle citotoxico positivo, promoveu

aumento da atividade de LDH em neutréfilos SS e SSHU.

Figura 12: Efeito da associacdo L-arginina 10 pg/mL e BAY 73-6691 10
pg/mL sobre a citotoxicidade em neutrdfilos de pacientes com AF
tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20), avaliado pelo ensaio do

MTT.
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Nota: Controle citotdxico (0,2% v/v); HBSS: células ndo tratadas; Tx-100; Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo da média (E.P.M); Valores de p obtidos através do One way analise de varidncia com pds
teste de Tukey.

4.5 Determinacao dos niveis de TNF-a

Os resultados dos efeitos da L-arginina e do BAY 73-6691, obtidos através do
ensaio de LDH e MTT, demonstraram toxicidade em neutrofilos de pacientes com AF na
maior concentracdo testada (100 pg/mL) e assim, para a determinacdo de TNF-a, IL-8 e NO,
foram escolhidas apenas as concentra¢fes que ndo promoveram efeitos toxicos (0,1, 1 e 10

pug/mL).
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A Figura 13 apresenta o efeito da L-arginina sobre os niveis basais de TNF-a em
neutrdfilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU. Foi observado os neutrofilos
SS apresentaram niveis basais de TNF-o significantemente elevados em relacdo aos
neutréfilos SSHU e neutrofilos do grupo controle (HbAA) (p<0,001). N&o houve diferenca
significante entre os niveis basais de TNF-a em neutrofilos SSHU e neutréfilos do grupo
controle (p>0,05).

Foi observado que o tratamento com L-arginina reduziu os niveis de TNF-o em
neutrofilos SS nas concentragdes 0,1, 1 e 10 pg/mLem relacdo ao grupo HBSS. O tratamento
com L-arginina ndo promoveu redugdo significativa dos niveis de TNF- a em neutrofilos
SSHU.

Figura 13: Efeito da L-arginina sobre niveis de TNF-a em neutrofilos de
pacientes com AF tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20).
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A Figura 14 apresenta o efeito do tratamento com o BAY 73-6691 sobre 0s niveis
de TNF-a em neutrofilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU. O tratamento
com BAY 73-6691 promoveu reducdo dos niveis de TNF-a em neutrofilos SS nas
concentragdes 0,1, 1 e 10 pg/mL em relacdo ao grupo HBSS. O tratamento com o BAY 73-
6691 ndo diminuiu significativamente os niveis de TNF- o em neutrofilos SSHU.

O veiculo (DMSO 1% v/v) ndo causou alteracdo os niveis basais de TNF-a em
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neutrdfilos SS (p= 0,554) e em neutrofilos SSHU (p=0,119).

Figura 14: Efeito do BAY 73-6691 sobre niveis de TNF-a em neutr6filos
de pacientes com AF tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20).
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A Figura 15 mostra o efeito do tratamento com a associacdo das drogas L-arginina
e BAY 73-6691, ambas na concentracdo de 10 pg/mL, sobre os niveis de TNF-o em
neutrdfilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU.

O tratamento com a associagdo L-arginina e BAY 73-6691 promoveu significante
reducdo dos niveis de TNF-a em neutréfilos SS quando comparado ao grupo HBSS
(p=0,0013). Néo se observou diferenca significativa dos niveis de TNF-a entre o tratamento

com a associacdo e o tratamento de L-arginina 10ug/mL e BAY 73-6691 10ug/mL de forma
isolada (p>0,05).
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Figura 15: Efeito da associacdo L-arginina 10pug/mL e BAY 73-6691
10ug/mL sobre niveis de TNF-a em neutréfilos de pacientes com AF
tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20).
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Nota: HbAA: Controle individuos saudaveis; HBSS: células ndo tratadas; L-arginina: grupo tratado com L-
arginina 10 ug/mL; BAY 73-6691: grupo tratado com BAY 73-6691 10 ug/mL; L-arg + BAY: grupo tratado
com associagao L-arginina e BAY 73-6691; Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M); Valores de p obtidos através do One way analise de variancia com pos teste de Tukey.

4.6 Determinacdo dos niveis de I1L-8

A Figura 18 apresenta o efeito da L-arginina sobre os niveis de IL-8 em
neutrofilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU. Foi observado que o0s
neutrdfilos SS apresentaram niveis basais de IL-8 significantemente elevados em relacdo aos
neutrofilos SSHU e neutrofilos do grupo controle (HbAA). Néo houve diferenca significante
entre os niveis basais de IL-8 em neutréfilos SSHU e neutréfilos do grupo controle (p>0,05).

O tratamento com L-arginina reduziu os niveis de IL-8 em neutrofilos SS na
concentracdo de 10 pg/L em relacdo aos neutrofilos SS ndo tratados (HBSS). Néo foi

observada reducdo significativa dos niveis de 1L-8 em neutréfilos de pacientes tratados com

HU.
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Figura 16: Efeito da L-arginina sobre os niveis de IL-8 em neutrdfilos de
pacientes com AF tratados (n=30) e n&o tratados com HU (n=20).
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teste de Tukey.

A Figura 17 apresenta os resultados do efeito do tratamento com o BAY 73-6691
sobre os niveis da citocina IL-8 em neutrofilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados
com HU. O tratamento com BAY 73-6691 reduziu os niveis de IL-8 em neutréfilos SS nas
concentragdes 0,1, 1 e 10 pg/mL em relacdo grupo HBSS. N&o foi observada redugéo
significativa dos niveis de IL-8 em neutrdfilos SSHU.

O veiculo (DMSO 1% v/v) ndo causou alteracdo os niveis basais de IL-8 em

neutrofilos SS (p= 0,9896) e em neutréfilos SSHU (p=0,4923).
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Figura 17: Efeito do BAY 73-6691 sobre os niveis de IL-8 em neutréfilos
de pacientes com AF tratados (n=30) e nédo tratados com HU (n=20).
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A Figura 18 mostra o efeito do tratamento com a associacao das drogas L-arginina
e BAY 73-6691, ambas nas concentracdes de 10ug/mL, sobre os niveis de IL-8 em neutrofilos
de pacientes com AF tratados e néo tratados com HU.

O tratamento com a associacdo promoveu reducdo dos niveis de IL-8 em
neutréfilos SS quando comparado ao grupo HBSS (p<0,0001). Ndo se observou diferenca
significativa dos niveis de IL-8 entre o tratamento com a associacdo e o tratamento de L-
arginina 10pg/mL e BAY 73-6691 10ug/mL de forma isolada (p>0,05). N&o foi observada
reducdo significativa dos niveis de IL-8 em neutréfilos de pacientes tratados com HU.
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Figura 18: Efeito da associacdo L-arginina 10pug/mL e BAY 73-6691
10ug/mL sobre niveis de IL-8 em neutréfilos de pacientes com AF
tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20).
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& p<0,05 entre HBSS-SS e HbAA
b p<0,05 entre grupos tratados e HBSS-SS

Nota: HbAA: Controle individuos saudaveis; HBSS: células ndo tratadas; L-arginina: grupo tratado com L-
arginina 10 ug/mL; BAY 73-6691: grupo tratado com BAY 73-6691 10 ug/mL; L-arg + BAY: grupo tratado
com associa¢do L-arginina e BAY 73-669; Os resultados estdo expressos como media * erro padrdo da média
(E.P.M); Valores de p obtidos através do One way analise de variancia com pos teste de Tukey.

4.7 Determinacao dos niveis de NO

A Figura 19 apresenta o efeito da L-arginina sobre os niveis de NO em neutrofilos
de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU. Observou-se que os neutrofilos SS
apresentaram niveis basais de NO significantemente reduzidos em relacdo aos neutrofilos
SSHU e neutréfilos do grupo controle (HbAA). Néo houve diferenca significante entre os
niveis basais de TNF-a em neutrofilos SSHU e neutréfilos do grupo controle (p>0,05).

O tratamento com L-arginina promoveu elevacao dos niveis de NO em neutréfilos
SS nas concentracfes 0,1, 1 e 10 pg/mL em relacdo grupo HBSS (p<0,05). Néo foi observado

aumento significativo dos niveis de NO em neutrofilos de pacientes tratados com HU.
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Figura 19: Efeito da L-arginina sobre os niveis de NO em neutrofilos de
pacientes com AF tratados (n=30) e n&o tratados com HU (n=20).
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Nota: HbAA: Controle individuos saudaveis; HBSS: células ndo tratadas; Os resultados estdo expressos como
média * erro padrdo da média (E.P.M); Valores de p obtidos através do One way andlise de variancia com pos
teste de Tukey

A Figura 20 apresenta o efeito do BAY 73-6691 sobre os niveis de NO em
neutrdfilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU. O tratamento com BAY 73-
6691 promoveu aumento dos niveis de NO em neutréfilos SS nas concentragdes 0,1, 1 e 10
png/mL em relacdo ao grupo HBSS (p<0,05). Ndo foi observado aumento significativo dos
niveis de NO em neutrofilos de pacientes tratados com HU.

O veiculo (DMSO 1% v/v) ndo alterou os niveis basais de NO em neutréfilos SS
(p=0,83) e em neutrofilos SSHU (p=0,33).
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Figura 20: Efeito do BAY 73-6691 sobre os niveis de NO em neutréfilos
de pacientes com AF tratados (n=30) e nédo tratados com HU (n=20).
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Nota: HbAA: Controle individuos saudéveis; HBSS: células ndo tratadas; DMSO: veiculo; Os resultados estdo
expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M); Valores de p obtidos através do One way analise de
variancia com pos teste de Tukey.

A Figura 21 apresenta o efeito do tratamento com a associagdo das drogas L-
arginina e BAY 73-6691, ambas nas concentra¢fes de 10ug/mL, sobre os niveis de NO em
neutrofilos de pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU. O tratamento com a
associacdo aumentou significativamente os niveis de NO em neutrofilos SS quando
comparado ao grupo HBSS.

Né&o foi observada diferenga significativa dos niveis de NO entre o tratamento
com a associacao e o tratamento de L-arginina 10ug/mL e BAY 73-6691 10ug/mL (p>0,05).
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Figura 21: Efeito da associacdo L-arginina 10pug/mL e BAY 73-6691
10ug/mL sobre niveis de NO em neutrdfilos de pacientes com AF
tratados (n=30) e ndo tratados com HU (n=20).
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Nota: HbAA: Controle individuos saudaveis; HBSS: células ndo tratadas; L-arginina: grupo tratado com L-
arginina 10 ug/mL; BAY 73-6691: grupo tratado com BAY 73-6691 10 ug/mL; L-arg + BAY: grupo tratado com
associacdo L-arginina e BAY 73-6691; Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M); Valores de p obtidos através do One way andlise de variancia com pos teste de Tukey.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, observou-se que os pacientes com AF em uso ou ndo de HU
apresentaram valores significativamente inferiores nos parametros hemacias, hemoglobina e
hematdcrito em comparagdo com o grupo controle composto por individuos sem
hemoglobinopatias. Esse achado pode ser atribuido a fisiopatologia da doenca que se
caracteriza por uma anemia hemolitica cronica de grau variado. Esses dados corroboram com
outros estudos publicados (AKINBAMI et al., 2012; LAURENTINO et al, 2014; MOREIRA
et al, 2015). O aumento significativo da contagem de plaguetas nos pacientes com AF se deve
a varios fatores entre eles a reducdo do baco, aumento da ativacdo plaquetaria e do consumo
mesmo no estado estacionario da doenca (TOMER et al., 2001, VILLAGRA et al., 2007,
PROENCA-FERREIRA et., al, 2010).

Em relacdo a contagem de leucdcitos, foi constatado que os pacientes sem uso de
HU apresentaram valor de leucdcitos significativamente superior ao grupo de pacientes em
uso de HU e ao grupo controle, corroborando com a literatura (OKPALA, 2004; CONRAN et
al., 2007; ZHANG et al., 2016) onde o processo inflamatorio crénico em pacientes com AF é
caracterizado por aumento do numero de leucocitos. Além disso, observamos também uma
reducdo significativa na contagem de leucdcitos totais nos pacientes em uso de HU em
relacdo aos que nao faziam uso desse medicamento. Fato esse que corrobora com os dados da
literatura que demonstram que a HU reduz o ndmero de leucocitos circulantes fato
relacionado a sua acdo citorredutora (WARE; AYGUN, 2009; WONG, et al., 2014;
KEIKHAEI; YOUSEFI; BAHADORAM, 2015).

A hidroxiuréia (HU) reduz fendmenos de hemdlise, aumenta a biodisponibilidade
do NO, diminui a expressdo das moléculas de adesdo, e 0 estresse oxidativo,
consequentemente reduzindo as complicagdes clinicas (COVAS et al., 2004; REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010; OWUSU-ANSAH et al., 2016). Apesar dos beneficios da
terapia com HU, este medicamento, mesmo utilizado em subdoses, pode causar efeitos
adversos. Outros fatores tais como a falta de adesdo e variabilidade na resposta ao
medicamento, contribuem para a necessidade de pesquisas sobre novos medicamentos que
possam minimizar os efeitos da HU sem comprometer o aumento da concentragcdo da HbF, na
AF.

Nos ensaios de citotoxicidade do estudo, foi evidenciado que a L-arginina e 0

BAY 73-6691 reduziram a viabilidade de neutréfilos de pacientes com AF apenas na
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concentracdo de 100 pg/mL. Nessa concentracdo houve dano na membrana lipidica das
células tratadas, avaliado pela liberacdo de LDH, e reducéo da viabilidade dos neutréfilos pela
alteracdo do metabolismo oxidativo celular, particularmente relacionado com a atividade da
enzima mitocondrial desidrogenase succinato. As demais concentracbes testadas e a
associacao L-arginina e BAY ndo causaram toxicidade em neutréfilos de pacientes tratados e
ndo tratados com HU. Resultado semelhante foi encontrado em um estudo recente realizado
em neutrofilos de 35 pacientes com AF tratados com BAY 73-6691 no qual foi visto, através
dos ensaios LDH e MTT, citotoxicidade somente na concentracdo de 100pug/mL (BARBOSA
et al., 2015). Ainda ndo foram descritos na literatura resultados sobre citotoxicidade da L-
arginina em neutrofilos de pacientes com AF.

O uso de HU ndo influenciou a liberacdo de LDH e a viabilidade celular dos
neutrofilos de pacientes com AF e assim, € possivel sugerir que os resultados para ambos 0s
grupos de pacientes com AF estdo relacionados apenas a L-arginina e ao BAY 73-6691. Os
dados deste estudo demostram que a terapia combinada dessas drogas ndo causou efeitos
toxicos na concentracdo de 10 pg/mL, podendo ser testada em estudos pré-clinicos como uma
possivel estratégia terapéutica para pacientes com AF.

Quanto as citocinas inflamatorias, TNF-o ¢ uma citocina que esta envolvida na
ativacdo de leucdcitos e células endoteliais, estimulagdo de macrdfagos, recrutamento e
quimiotaxia de células inflamatérias (BANDEIRA et al., 2014; CAVALCANTE et al., 2016).
Foi evidenciado que os neutrofilos de pacientes ndo tratados com HU apresentaram niveis
basais de TNF-a superiores aos de pacientes tratados com HU e grupo controle. Este achado
corrobora com os estudos de Pedrosa et al. (2012) e Barbosa et al. (2015) que demonstraram
concentracOes elevadas de TNF-a em sobrenadante de neutrofilos de pacientes com AF sem
uso de HU e que a HU promove a diminuicdo de mediadores inflamatorios como 0 TNF-a.

O tratamento com L-arginina e BAY 73-6691 isoladamente foi capaz de reduzir
sinificantemente os niveis de TNF-a. em neutrofilos de pacientes ndo tratados com HU em
todas as concentracdes. Nao foi constatado esse efeito nos neutrofilos de pacientes tratados
com HU, assim pode-se inferir que a L-arginina e 0 BAY 73-6691 parecem agir de forma
semelhante a HU visto que ndo houve aumento dos efeitos nos neutréfilos SSHU. Esses
resultados corroboram o estudo realizado por Barbosa et al. (2015) no qual foi encontrado que
o0 tratamento com BAY 73-6691 causou reducdo dos niveis desse marcador em neutrofilos de
pacientes sem uso de HU. Ainda ndo foram publicados dados sobre o efeito L-arginina sobre

os niveis de TNF-o em neutrofilos de pacientes com AF.
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A associacdo L-arginina e BAY 73-6691 reduziu de forma significativa os niveis
de TNF-a em neutréfilos SS em relagéo ao grupo de células ndo tratadas. Entretanto, a terapia
combinada ndo melhorou a resposta anti-inflamatdria quando comparada as drogas isoladas,
provavelmente por atuarem pela mesma via de acéo.

Em relagdo a citocina IL-8, foi observado um aumento significativo dos niveis
dessa citocina no grupo de pacientes SS em relagdo ao grupo de pacientes SSHU e ao grupo
de individuo saudaveis, concordando com estudos que relatam que pacientes com AF, mesmo
em estado estacionario, apresentam elevados niveis de citocinas pré-inflamatorias e que o
tratamento com HU é capaz de reverter essa condicdo (PATHARE et al., 2003; LANARO et
al., 2006; KEIKHAEI et al., 2013; BANDEIRA et al., 2014).

O tratamento com L-arginina foi capaz de reduzir os niveis desse marcador em
neutrofilos de pacientes ndo tratados com HU na concentragdo de 10 pg/mL. Quanto ao
tratamento com o BAY 73-6691, foi observado diminuigdo dos niveis de IL-8 em neutrofilos
de pacientes sem uso de HU em todas as concentragdes. O estudo de Miguel et al. (2011)
evidenciou a importancia da citocinas TNF- o e IL-8 na AF ao demonstrar que elas podem
também aumentar a adesdo de neutréfilos e que o tratamento com o BAY 73-6691 reduziu a
adesdo de neutrdfilos de pacientes sem uso de HU a fibronectina apds estimula¢do com IL-8,
TNF- o e fator estimulador de crescimento de col6nia granulocitica (GM-CSF).

Quanto a associacdo de L-arginina e BAY 73-6691, houve reducdo das
concentracdes de IL-8 nos neutréfilos SS em comparacdo ao grupo de células ndo tratadas,
entretanto ndo foi observado aumento dos efeitos em relacédo as drogas individuais sugerindo
que essas drogas parecem atuar pelo mesmo mecanismo para diminuir os niveis de 1L-8.

Em relagdo ao NO, os dados deste estudo mostraram que os neutrofilos SS
apresentaram niveis basais de NO significativamente reduzidos em relacdo aos neutrofilos do
grupo controle e os neutréfilos SSHU. Essa diferenca pode ser atribuida ao uso de HU. Estes
resultados estdo concordantes com estudos da literatura que relatam a reducdo da
biodisponibilidade do NO nos pacientes com AF e que a terapia com HU é capaz de
minimizar esse efeito (NAHAVANDI et al., 2002; MCGANN; WARE, 2015). Estudos
sugerem que a inducdo de HbF e os efeitos anti-inflamatério da HU estéo relacionados com a
elevacdo de NO e com a ativagdo da via de sinalizacio GMPc-dependente (COKIC et al.,
2003; KING, 2004). Assim, a elevacdo da biodisponibilidade de NO vem sendo estudada
como estratégia terapéutica para a AF.

O tratamento com L-arginina foi capaz de elevar significantemente os niveis de

NO em neutrofilos de pacientes ndo tratados com HU em todas as concentracfes testadas.
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Este resultado corrobora com um estudo realizado com camundongos transgénicos com AF
que relata a deplecdo crbnica dos niveis de arginina e que o tratamento com L-arginina
promove elevacdo dos niveis de NO (DASPUGTA; HEBBEL; KAUL, 2006). Outros estudos
evidenciaram que a suplementacdo oral de L-arginina leva ao aumento da concentracdo
plasmética de NO em pacientes com AF (SULIVAN et al., 2010; MORRIS et al., 2013).
Neste estudo, o tratamento com L-arginina ndo elevou os niveis de NO em neutrofilos de
pacientes tratados com HU, indicando que a L-arginina ndo foi capaz de potencializar o efeito
da HU. Este resultado é discordante do achado de Elias et al. (2013) que demonstrou em um
estudo clinico realizado com pacientes com AF que a suplementacdo oral com L-arginina
melhorou a resposta do tratamento com HU, obtendo aumento de NO e HbF. Essa diferenca
por ter atribuida a complexidade de mecanismos que podem estar envolvidos nos estudos in
Vivo.

O tratamento com BAY 73-6691 causou elevacgdo significativa dos niveis de NO
em neutrofilos SS em todas as concentragcfes e ndo foi evidenciado acréscimo dos efeitos em
neutrofilos SSHU, mostrando que essa droga também parece ter acdo similar a HU. Esses
dados estdo condizentes com o estudo de Barbosa et al. (2015) que constatou que o
tratamento com BAY 73-6691 aumentou a concentracdo de NO em neutrofilos de pacientes
que ndo faziam uso de HU.

O tratamento com a terapia combinada L-arginina e BAY 73-6691 foi capaz de
elevar os niveis de NO quando comparado com o grupo de células ndo tratadas. No entanto,
ndo se observou um aumento dos efeitos em comparacdo com a L-arginina e o BAY 73-6691
isolados. Assim, ndo foi possivel observar sinergismo entre as duas drogas, uma vez que esses
efeitos ndo foram somados, sugerindo que essas drogas podem agir pela mesma via de agéo.
Esses resultados mostraram que a L-arginina e 0 BAY 73-6691 isolados apresentaram efeito
semelhante a associacao, indicando que a monoterapia parece ser promissora e mais indicada

para o tratamento da AF.
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6. CONCLUSAO

e A L-arginina e o0 BAY 73-6691 reduziram a viabilidade de neutréfilos de pacientes
com AF apenas na maior concentracao testada;

e A associagdo L-arginina e BAY 73-6691 na concentragdo de 10 ug/mL ndo reduziu a
viabilidade de neutréfilos de pacientes com AF;

e A L-arginina e 0 BAY 73-6691 foram capazes de reduzir niveis de TNF-a ¢ IL-8 em
neutrofilos de pacientes sem uso de HU.

e A L-arginina e 0o BAY 73-6691 foram capazes de aumentar niveis de NO em

neutrofilos de pacientes sem uso de HU.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo sdo promissores e demonstram que tanto a L-
arginina como o BAY 73-6691 foram capazes de reduzir niveis de TNF-a e IL-8 e aumentar
niveis de NO, em neutrofilos de pacientes sem uso de HU. Assim, essas drogas podem
constituir possiveis alternativas terapéuticas para atenuar o processo inflamatorio e aumentar a

biodisponibilidade de NO em pacientes com AF que ndo fazem uso de HU.
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propriedades adesivas e inflamatdrias de neutréfilos de pacientes com anemia falciforme que sdo
acompanhados no ambulatdrio do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC).

A participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera plenamente voluntaria e consciente,
ndo havendo qualquer forma de pagamento ou compensacao material. Para tanto, necessitamos
que o Sr.(a) autorize a obtencédo de 2 (duas) amostras de sangue para que a pesquisa seja realizada.
A coleta de sangue sera realizada no Ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario
Walter Cantideo (HUWC).

A participacdo na pesquisa, ndo ira Ihe expor a nenhum risco que possa comprometer
a sua saude, havendo apenas a possibilidade de formacdo de uma pequena mancha roxa devido a
coleta do sangue. Esta pesquisa podera trazer beneficios aos pacientes com anemia falciforme,
pois estuda a possibilidade de melhoria no tratamento da doenca, usando medicamentos que
oferegcam menos riscos.

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 divulgacéo 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 informacgdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € Romélia Pinheiro
Gongalves, endereco para contato institucional: Rua Capitdo Francisco Pedro,1210 -
Porangabussu, CEP 60430-370 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 33668264; e para contato
pessoal: Rua Pereira Valente, 640, ap 701 — Meirelles — Fortaleza, CE, telefone (85) 9822 4040.

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

Caso 0 Senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das informagdes que
leu ou que foram lidas para vocé sobre os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes e que sua participacdo é voluntaria, que ndo ha remuneracdo para participar do
estudo e se 0 Senhor(a) concordar em participar solicitamos que assine no espago abaixo.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: / /



82

APENDICE B

Tabela 2- Valores de média + erro padrdo da média (E.P.M) dos resultados do estudo.

Atividade de LDH (U/L) (L-arginina)

Grupos HBSS 0,1 pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL Tx-100

SS 49,30+7,27 57,1848,34 57,69+7,18 66,89+12,18 126,10+12,0 = 461,70+11,64
SSHU  48,61+7,87 56,69+7,41 64,81+9,68 64,34+7,67 122,70+14,43  502,9+17,11

MTT (%) (L-arginina)

Grupos HBSS 0,1 pg/mL  1pg/mL  10pg/mL 100 pg/mL Tx-100

SS 79,0£0,7 91,67+1,3 83,30+3,7 71,5018 60,67+0,7  35,97+29
SSHU  83,83%6,2 90,67+5,1 84,90+6,1 70,90+0,8  58,90+0,1  32,87+6,8

Atividade de LDH (U/L) (BAY 73-6691)

Grupos HBSS DMSO 0,lpg/mL 1pg/mL 10pg/mL  100pg/mL  Tx-100

SS 49,54+1,3 68,97+1,7 4954+0,9 57,37+1,3 76,27+1,2 148,5+2,3 456,6+6,9
SSHU 55,06+7,8 68,97+1,2 50,08+0,6 61,15+1,0 68,31+0,8 152,5+1,1 496,8+4,9

MTT (%)(BAY 73-6691)

Grupos HBSS DMSO  0,lpg/mL 1pg/mL 10 pg/mL  100ug/mL Tx-100

SS 89,59+25 79,78+26 97,74+0,9 97,00+1,6 97,74+1,2 36,12+2,6 25,25+1,93
SSHU 82,31+6,5 74,53+6,5 94,24+25 90,74+4,9 91,24+3,7 30,4752 20,98+2,47

Atividade de LDH (Associagdo L-arginina e BAY 73-6691)

Grupos HBSS L-arg + BAY Tx-100
SS 49,30+7,27 54,82+7,8 462,70+11,6
SSHU 48,61+7,87 73,00£7,8 502,9+17,1

MTT (Associagdo L-arginina e BAY 73-6691)

Grupos HBSS L-arg + BAY Tx-100

SS 79,0+0,7 80,07+1,1 35,97+2,9
SSHU 83,83+6,2 81,77+4,6 32,87+6,8




TNF-a (L-arginina)

Grupos HBSS 0,lpug/mL  1pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL

Controle 5,89+0,38 - - -
SS 11,98+1,0 7,69+2,3 7,563+1,2 6,23+2,2 4,78+1,2
SSHU 5,98+0,45 7,97+1,5 5,59+1,0 5,52+1,4 4,23+0,1

TNF-a (BAY 73-6691)
Grupos HBSS DMSO 0,1 pg/mL  1pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL

Controle  5,89+0,38 - - - - -
SS 11,98+1,0 10,85+1,7 10,48+0,9 8,06+0,5 6,56+0,7 5,86+0,2

SSHU  598+0,45  7,41+0,2 6,44+0,5 6,58+0,6  6,38+0,3 5,48+0,2

TNF-a (Associacdo L-arginina e BAY 73-6691)

Grupos HBSS L-arg 10 ug/mL BAY 10 pg/mL  L-arg + BAY
Controle 5,89+0,38 - - -
SS 11,98+1,0 6,23+£2,2 6,65+0,7 6,47+0,6
SSHU 5,98+0,45 5,52+1,9 6,38+0,3 5,49+0,4

IL-8 (L-arginina)
Grupos HBSS 0,1 pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL

Controle  6,85+0,9 - - - -
SS 14,77+1,1 10,45+2,2 12,94+2,2 10,10+1,9 9,52+1,1

SSHU 8,04+0,5 9,01+1,7 8,55+1,2 7,07+0,9 9,53+0,8

IL-8 (BAY 73-6691)

Grupos HBSS DMSO 0,1 pg/mL  1pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL

Controle  6,85+0,9 - - - R
SS 14,77+1,1 13,31+1,7 9,74+0,9 7,43%0,6 7,460,4 9,88+0,6

SSHU 8,04+0,5 8,05+0,4 7,42+0,5 7,07+0,4  6,91+0,5 6,64+0,3

IL-8 (Associacdo L-arginina e BAY 73-6691)
Grupos HBSS L-arg 10 pg/mL BAY 10 ug/mL  L-arg + BAY

Controle 6,85+0,9 - - -
SS 14,77+1,1 10,10+1,9 7,4610,4 6,50+0,9

SSHU 8,04+0,5 7,07+0,9 6,91+0,5 6,38+0,8
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NO (mM) (L-arginina)

Grupos HBSS 0,1 pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL
Controle 2,72+0,11 - - - -
SS 0,9310,1 3,52+0,4 5,65+0,5 3,88+0,4 5,2310,3
SSHU 2,7040,1 2,92+0,6 3,1610,4 3,01+0,5 3,84+0,4

NO (BAY 73-6691)

Grupos HBSS DMSO 0,lpug/mL  1lpg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL

Controle 2,72+0,11 - - - - -
SS 0,93+0,1 0,98+0,1 1,28+0,1 1,5+0,0 1,72+0,1 1,83+0,1
SSHU 2,70+0,1 2,55+0,8 2,70+£0,1 2,93+0,0 3,11+0,1 3,57+0,1

NO (Associacao L-arginina e BAY 73-6691)

Grupos HBSS L-arg 10 ug/mL BAY 10 yg/mL  L-arg + BAY
Controle 2,72+0,11 - - -
SS 0,93+0,1 3,88+0,4 1,72+0,1 2,87+0,2

SSHU 2,70+0,1 3,01+0,5 3,11+0,1 3,31+0,2




