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RESUMO

Anemia falciforme (AF) ¢ a doenca monogénica mais prevalente do Brasil, caracterizada pela
presenga da hemoglobina S (HbS) em homozigosse. No estado desoxigenado, a HbS se
polimeriza modificando a morfologia e comprometendo a fun¢do das hemacias. A hemolise
intravascular promove a liberagdo de hemoglobina livre, a formacao de radicais livres que
degradam o 6xido nitrico (NO), e a liberacdo da arginase, que consome arginina, o substrato
para a formacao do NO, ambos mecanismos contribuem para a reducdo da sintese desse potente
vasodilatador. A patofisiologia da doenga se caracteriza por eventos recorrentes de hemolise e
crises de vaso-oclusdo, além de um processo inflamatorio sistémico com dano endotelial,
aumento do estresse oxidativo e estado prd-coagulante, apresentando elevada taxa de
comorbidades e mortalidade. No Brasil, para o tratamento da AF ¢ recomendado o uso continuo
da hidroxiuréia (HU) com a finalidade de elevar a concentracdo da hemoglobina fetal (HbF),
principal modular clinico da doenga. Porém, a citotoxicidade da HU aliada a resisténcia por
alguns pacientes tem contribuido para a busca de alternativas que auxiliem no tratamento,
reduzindo os efeitos adversos e melhorando a qualidade de vida. A L-arginina ¢ um aminoéacido
que nao possui efeitos adversos catalogados, sendo o substrato da formagao de NO, melhorando
assim a microcirculagdo e reduzindo principalmente o dano endotelial. Desta maneira, este
trabalho teve como objetivo analisar a eficacia da L-arginina como um protocolo terapéutico
coadjuvante a utilizagdo da HU no tratamento dos pacientes com AF. Trata-se de um ensaio
clinico randomizado duplo cego, placebo, com pacientes com AF, adultos, de ambos os sexos,
em uso continuo de HU hé pelo menos dois meses, na dose a partir de 500mg mg/kg/dia, em
acompanhamento no Hemocentro do Estado do Ceara (HEMOCE). Este estudo foi realizado
em 50 pacientes, sendo que 25 receberam a HU + L-arginina (500mg/dia) e 25 pacientes
receberam a HU + placebo. O tratamento foi no periodo de quatro meses, com as avaliagdes
clinica e laboratorial. Antes de iniciar o tratamento (MO) e a cada dois meses do mesmo (M2,
M4) foram coletadas amostras de sangue periférico para a realizagao dos exames laboratoriais:
hemograma completo, por método automatico, dosagem do NO, por Elisa, determinacao da
HbF, por HPLC e determinagdo dos reticuldcitos pelo azul cresil brilhante (manual). Foi
também realizada a dosagem de arginase, por kit especifico Arginase Activity Assay Kit, nos
momentos antes de iniciar o tratamento com L-arginina (M0) e com quatro meses de tratamento

(M4). A abordagem clinica foi realizada através de consulta médica do servigo de hematologia,



para avaliar a evolugdo clinica e possiveis reacdes adversas. A andlise estatistica foi realizada
mediante a utilizagdo do programa estatistico GraphPad Prism® e SPSS®. O nivel de
significancia estatistica considerado para todas as analises foi p <0.05. Um total de 52% dos
pacientes pertencia ao sexo feminino e 48% ao masculino. A média da idade foi de 28 anos. Os
pacientes faziam uso de HU ha pelo menos dois meses, variando de dois a 108 meses (9 anos).
A média da dose de HU ocorreu de 1040mg no grupo placebo e 1070mg no grupo estudo. O
aumento dos niveis de NO no grupo estudo (HU +L-arginina) ocorreu de maneira significante
no quarto més do ensaio clinico. A frequéncia de dor relatada pelos pacientes também reduziu
no grupo estudo, demonstrando o potencial papel da L-arginina como coadjuvante no
tratamento da AF. Os outros dados clinicos e laboratoriais ndo apresentaram diferencgas entre
os grupos placebo e estudo, incluindo a arginase. O ensaio clinico demonstrou que houve o
aumento dos niveis de NO e reducao de frequéncia de dor em pacientes com AF que utilizaram
arginina em associa¢do com a HU, demonstrando a possibilidade desta terapéutica ser inserida
no protocolo de tratamento, requerendo ainda novos ensaios com mais tempo de

acompanhamento.

Palavras chaves: Anemia falciforme, Oxido nitrico, Arginina.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is the most prevalent monogenic disease in Brazil, characterized by
the presence of hemoglobin S (HbS) in homozygosity. In the deoxygenated state, the HbS
polymerizes by modifying the morphology and compromising the function of the red blood
cells. Intravascular hemolysis promotes the release of free hemoglobin, the formation of free
radicals that degrade nitric oxide (NO), and the release of arginase, which consume arginine,
the substrate for NO formation, both mechanisms contribute to the reduction of synthesis of
this potent vasodilator. The pathophysiology of the disease is characterized by recurrent events
of hemolysis and vaso-occlusion crises, as well as a systemic inflammatory process with
endothelial damage, increased oxidative stress and procoagulant status, presenting a high rate
of comorbidities and mortality. In Brazil, continuous use of hydroxyurea (HU) is recommended
for the treatment of AF in order to raise the concentration of fetal hemoglobin (HbF), the main
clinical modality of the disease. However, the cytotoxicity of HU coupled with resistance by
some patients has contributed to the search for alternatives that aid in the treatment, reducing
the adverse effects and improving the quality of life. L-arginine is an amino acid that has no
listed adverse effects, being the substrate of NO formation, thus improving microcirculation
and reducing primarily endothelial damage. Thus, this study aimed to analyze the efficacy of
L-arginine as a therapeutic protocol to support the use of HU in the treatment of patients with
SCA. It is a randomized, double-blind, placebo-controlled clinical trial of adult patients of both
sexes in continuous use of HU for at least two months at a dose of 500mg mg / kg / day in
follow-up in the Blood Center of the State of Ceara (HEMOCE). This study was performed in
50 patients, with 25 receiving HU + L-arginine (500mg / day) and 25 patients receiving HU +
placebo. The treatment was in the period of four months, with clinical and laboratory
evaluations. Before starting the treatment (M0) and every two months of the same (M2, M4),
samples of peripheral blood were collected for the laboratory tests: complete blood count, by
automatic method, determination of NO by ELISA, determination of HbF, by HPLC and
determination of reticulocytes by bright cresyl blue. Arginase dosage was also performed by
specific Arginase Activity Assay Kit at the time before treatment with L-arginine (MO0) and four
months of treatment (M4). The clinical approach was performed through a medical avaliation
from the Hematology Department, to evaluate the clinical evolution and possible adverse

reactions. Statistical analysis was performed using the statistical program GraphPad Prism®



and SPSS®. The level of statistical significance considered for all analyzes was p <0.05. A total
of 52% of the patients belonged to females and 48% to males. The mean age was 28 years.
Patients had used UH for at least two months, ranging from two to 108 months (9 years). The
mean dose of HU occurred in 1040mg in the placebo group and 1070mg in the study group.
The increase in NO levels in the study group (HU + L-arginine) occurred significantly in the
fourth month of the clinical trial. The frequency of pain reported by patients also decreased in
the study group, demonstrating the potential role of L-arginine as a coadjuvant in the treatment
of AF. Other clinical and laboratory data showed no differences between the placebo and study
groups, including arginase. The clinical trial demonstrated that there was an increase in NO
levels and reduction of pain frequency in patients with AF using arginine in association with
HU, demonstrating the possibility of this therapy being inserted in the treatment protocol,

requiring further trials with longer duration monitoring.

Keywords: Sickle cell anemia, Nitric oxide, Arginine.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura da hemoglobina normal humana: estrutura quaternaria e composta por
quatro cadeias polipeptidicas € grupo heme com ferro..........cccvvevciieerciieeriiie e 19

Figura 2 - Esquema da substitui¢do do acido glutamico pela valina, originando a hemoglobina

tIPO S (HDBS) ettt sttt ettt 20
Figura 3 - Modificacdo molecular na estrutura da hemoglobina .............cccceeevieieiiiinieeennene 21
Figura 4 - Fisiopatologia da doenca falciforme...........ccceeeviieeiiieeciiiecie e 22
Figura 5 - Mecanismos da anemia hemolitica na redugdo da biodisponibilidade do NO......... 26

Figura 6 — Sintese de NO a partir da L-arginina, que age como substrato para a reacdo que
resulta em vasodilataga0...........coeiuiiiiieiiiie et 29
Figura 7 — Casuistica dos pacientes, organizados em dois grupos, estudo e placebo............... 35

Figura 8§ — Reacdo de Griss para analise de nitrito € nitrato..........cceceeveereereeienienenrieneenieenne. 39



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 01 - Calculo de ANOVA misto nos momentos M0, M2 e M4 ¢ teste sobre efeito da

arginina em relacao aos NIVEIS de NILIILO........evuieruiriiiiieiierieiertercee e 48



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Escala da frequéncia de dOoT...........ceeeeiiieiiiieeiiieeceeeee et 37
Tabela 2 — Escala da frequéncia de internagao............ccueeeruvreerieeeiiieeeiieeeieeeeieeeeneeesereeeseneens 37
Tabela 3- Caracteristicas d0S PACIENLES. .. ..uuuteet ettt e e eee e eaaenns 45

Tabela 4 - Parametros hematologicos dos pacientes com anemia falciforme durante o ensaio
ClIMECO. - ettt e e 47
Tabela 5 - Média e desvio padrao de nitrito nos momentos M0, M2 e M4, nos grupos estudo e

PLACEDO, © GETAL...c..iiieiiiieeiee e e e et e e st e e s te e e e aaeeebaeennaaeenn 47

Tabela 6 — Dados da frequéncia de dor dos pacientes em ambos os grupos, nos momentos MO,



LISTA DE ABREVIATURAS

CGMP - Guanosina Monofostato Ciclico

Ca ++ - Célcio

CONEP — Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
DNA — Acido Dioxirribonucleico

ENOS - Endotelial Oxido Nitrico Sintase

Fe+2 — Atomo de Ferro no Estado Ferroso

GTP - Guanosina Trifosfato

HbS — Hemoglobina Falcemica

HbF — Hemoglobina Fetal

Hb — Hemoglobina

HbSS — Hemoglobina homozigota

HU — Hidroxiuréia

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Performance
ICAM — Molécula de Adesao Intercelular

MO — Momento sem tratamento

M2 — Momento dois meses de tratamento

M4 — Momento quatro meses de tratamento

MPC - 1 - Proteina Quimiotatica de Monocitos

NO — Oxido Nitrico

02 — Oxigénio

PDGEF - Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas
SOD - Enzima Superoxido Dismutase

VCAM -1 - Molécula de Adesdo da Célula Vascular



1. INTRODUCAO

SUMARIO

1.1 Hemacia e Hemoglobina

1.2 Hemoglobinopatias...........ccoeeeveersuecnne

1.3 Anemia Falciforme

1.4 Quadro clinico e complicacoes na AF

1.5 OXid0 NItFiCO ....eceeeeeereenenneeceececereeeeneeenes

1.5.1 Acdes do Oxido nitrico

1.5.1.1 Manuten¢ao do tonus vascular.....

1.5.1.2 Agregacao Plaquetaria..................

1.5.1.3 Inibi¢ao da adesao de mondcitos e neutrofilos ao endotélio vascular..................

1.5.1.4 Efeito antiproliferativo..................
1.5.1.5 Efeito antioxidativo ...........cceeueeee.
1.6 Arginina.....eccccccceeeeccsssnnrecssssnsnecssssnssecsans
1.7 Arginase.....eccecercssnnrcssnnicsssssssnsesssnsenes

1.8 Tratamento da Anemia Falciforme no BrasSil......ccccccceueeceeeeerreeennneecseecesreeensseessssscsseses

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral ......ueieeevceeerccsccnnnecsscnnnnees

2.2 Objetivos Especificos
3 METODOLOGIA

3.1 Consideracoes Eticas

3.2 Desenho do Estudo ..........eeeeueeeeneeennee
3.3 CasuistiCa...cuuerneecseecssnecsaessaccssecssnncsnnes
3.4 Local de Estudo.........ccovueereecsuecseecnnenee
3.5 Selecio da AMOSEra .....ueeeeeeeiccesssscneanens

3.5.1 Ciritérios de Inclusio

3.5.2 Critérios de EXclusao .......ccoeeeeeneneee
3.6 Calculo do tamanho da amostra ........

3.7 Selecao dos pacientes e intervencao ....

3.8 Coleta do material biologico

3.9 Capsulas ultilizadas no ensaio clinico

3.10 DAUOS CHIIICOS.c.uuuuceeeeeereeeenneeesseeeereeeassesssssscssssssssssssssssssssssssssssssssosassssssssssssssssssssassasssssssoss

18
19
20
23
25
26
26
27
27
27
27
28
29
31

33
33



3.11 Testes realiZAdos.....uueieeenreecsenssneisuenssnecsnnssanissncsssecsanssssssssassssessssssssssssassssessssssssssssasssnes
3.11.1 Hemograma COMPLELO......cciervreessrecsssnessssressssncssssnossssssssssssssssesssssssssssesssssosssssosssssssssss
3.11.2 Dosagem de HDF .......uuiiiineiiiininrnniicnssnnnicssssnnnicssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss
3.11.3 NIVEIS A€ NITIt0 ceceuererrercssnicssnnsssanesssanesssanesssanssssnssssssssssasssssasssssasssssassssssssssssssssnsssses
3.11.3.1 Preparo de soluches PAAIOes.......ccevereessercsssnecsssrncssssncssssesssssessssesssssosssssossssssansssses
3.11.3.2. Preparo de amOSEIaS.......eiccceeecsserecsssressssnessssncssssncssssssssssssssssesssssssssssessssssssnsssssnsssses
3.11.3.3. Reacao do ensaio
3.11.3.4. CAlculos dO reSUItaAdO ......ccovueieiruricssanecssanesssaressnnssssnssssssssssssesssasssssassssssssssssssssnsssses

3.11.4 NIVEIS A€ ATZINASE ceccueerervericssrrissssressssnessssnosssssosssssossssssssssesssssssssssssssssosssssosssssossssssses
3.11.4.1 Preparo da AmOSErA........eecccceeecsssrcssssncssssnossssncssssssssssssssssesssssssssssssssssossssssssssssssssssses

3.11.4.2. Padrao de uréia

3.11.4.3. Reacao do ensaio
3.11.4.4. CAICUIOS .cceeeeerecrnrecrneeecsaneecsnsecssnsesssnsesssnsesssssessasssssasssssasssssasssssasessassessasssssasssssasssses

3.12 Descarte do Material biolégico
3.13 ANAlises EStatiStiCaS....cuiueirieerseenssenssrecsenssnesssenssnecssessnesssesssssssssssssssssesssssssassssassssasssnee

4 RESULTADOS

4.1 Pacientes

4.2 Parametros hematolOZiCOoS ......cevvueirsrricssaricssanesssaresssanessanessassssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssses

4.3 Niveis de Nitrito + Nitrato

4.4 Clinica dos Pacientes

4.5 NIVEIS d€ AIINASE cccceverirrnreiirrissnnissricssricssssncssssesssssisssssssssssesssssosssssssssssssssssssssssessnsssses

5 DISCUSSAQ uueeeeeeererereseeenesesesessssesssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssasessssses

6 CONCLUSAQ . ...uoueeeeeeerereneeessssssssssssssssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssasasssssssssssssssses

7 CONSIDERACOES FINAIS

8  REFERENCIAS ..ouueeeeeeeererereeeescsesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses
APENDICE A eertveeeeneseseeseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesass
ANEXOS A eeeeeereeeeeeeeeeeseeeeesescsesesesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss
ANEXOS B




17

1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) ¢ uma doenga hereditaria que ocorre devido a mutagao
pontual no acido desoxirribonucleico (DNA), havendo a substituicdo de timina por adenina, e
consequente substituicdo do acido glutamico pela valina. Desta maneira, ocorre a formagao de
uma nova hemoglobina, a hemoglobina S (HbS), que no estado desoxigenado se deforma
induzindo hemolise cronica e episodios de vaso-oclusdao (BALLAS et al., 2012; NADER et al.,
2018).

A AF ¢ considerada a doengca monogénica mais prevalente no Brasil, e sua clinica e
resposta ao tratamento possuem uma variabilidade de acordo com alguns fatores, como:
concentragdes da hemoglobina fetal (HbF) e da hemoglobina S, os haplotipos do gene da beta
globina, coexistencia de alfa talassemia, doengas infectocontagiosas concomitantes, além das
amplas questoes socioecondmicas € acesso a assisténcia médica. Dessa forma, ¢ uma doenga que
tém elevadas taxas de morbidade e mortalidade, devido principalmente aos eventos de vaso-
oclusdo na microcirculagdo em varios 6rgaos, comprometendo assim a qualidade de vida destes
pacientes. Destaca-se ainda as dificuldades de adaptacdo emocional, social e econdmica por
parte dos pacientes com AF gerados por crises cronicas de dor e internagdes hospitalares
recorrentes. Este cenario pode resultar em depressdo, ansiedade, agressividade e panico
(ASNANTI et al., 2010; BALLAS etal., 2012; ADAM et al., 2017; GREGORY et al., 2018).

O tratamento da AF no Brasil recomenda a utilizacdo da hidroxiuréia (HU), um
medicamento quimioterapico com mecanismo de citotoxicidade utilizado no tratamento de
doencas mieloproliferativas cronica, que aumenta a concentragao da HbF e com isso reduz tanto
os eventos hemoliticos como as crises de vaso-oclusdo. Estes pacientes, muitas vezes
diagnosticados desde a infancia, utilizam apenas esta op¢ao terapéutica durante toda sua vida.
Todavia alguns casos ndo respondem ao tratamento ou a necessidade de ajuste da dose da HU
com o passar dos anos. Destaca-se também de que muitas vezes ha desabastecimento do
medicamento, fato que contribui para a descontinuidade do tratamento acarretando dor, anemia
hemolitica e a insuficiéncia de multiplos 6rgdos. Desta maneira, € importante buscar adjuvantes
que possam auxiliar o papel da HU, de maneira que a dose minima seja utilizada, auxiliando sua
acdo e, consequentemente, trazendo impacto nos resultados clinicos e laboratoriais dos pacientes

(MAIA et al., 2018).
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O presente estudo tem por principal objetivo realizar um ensaio duplo cego placebo
utilizando arginina como coadjuvante ao tratamento com hidroxiuréia em pacientes adultos com
anemia falciforme atendidos no Hemocentro do Estado do Ceara (HEMOCE), buscando

melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

1.1. Hemacias e hemoglobina

A hemoglobina (Hb) est4 presente nas hemadcias, e ¢ uma proteina soluvel que possui
como fung¢do primordial o transporte do oxigénio (O2) dos pulmdes até os tecidos. A molécula
de hemoglobina ¢ formada por diferentes tipos de cadeias: alfa (a), beta (), gama (y), delta (3),
épsilon (g) e zeta (). Estas cadeias formam um tetramero de polipeptidios de globina dispostas
em pares, sendo duas cadeias a e duas que ndo sdo tipo a. Estdo conectadas por um grupamento
denominado heme, podendo receber, ligar e liberar o Oz nos tecidos (COSTA, SONATI, 2008;
GARDNER, 2018).

O grupamento prostético heme ¢ composto pelo atomo de ferro no estado ferroso
(Fe*?) ligado a protoporfirina IX. Na hemoglobina A, o grupo heme se associa a uma cadeia
polipeptidica alfa, contendo 141 residuos de aminoacidos ¢ uma cadeia beta que possui 146
aminoacidos. As combinagdes entre as diversas cadeias de proteinas originam diferentes tipos
de hemoglobina nas hemacias (FIGURA 1) (WEATHERALL, 2010; HOBAN, ORKIN,
BAUER, 2016; CARNEIRO et al., 2017; COSTA, CONRAM, 2016).
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Figura 1 — Estrutura hemoglobina normal humana: estrutura quaternaria e composta por quatro
cadeias polipeptidicas e grupo heme com ferro.
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Nota: A hemoglobina é uma proteina conjugada, sua molécula é formada por dois componentes: o heme ¢ uma
proteina denominada globina. Existem quatro grupos heme em cada molécula de hemoglobina, cada um dos quais

contém um atomo de ferro. Fonte: http://lucindamorais.blogspot.com/p/proteinas-estrutura-e-funcao.html
1.2. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias sdo condi¢des clinicas que resultam de mutagdes estruturais
e funcionais nos genes que codificam as cadeias de globina da molécula de Hb presente nos
glébulos vermelhos. A doenga falciforme € a mais frequente e de maior impacto, por possuir alta
prevaléncia e complicacdes em suas manifestagdes clinicas (SOMMER et al., 2006; AZAR,
WONG, 2017).

Estudos demonstram que as mutagdes nas moléculas de Hb se originaram na
Africa. Enquanto que no Brasil, as hemoglobinopatias ocorreram devido a vinda forcada dos
escravos provenientes da Africa, assim como da mistura entre diferentes grupos, contribuindo
para a maior distribuicao dos genes anormais de globinas que pertencem a grupos €tnicos.
Justificando toda a heterogeneidade genética, e consequentemente os quadros clinicos (REIS et

al., 2018).
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1.3. Anemia Faciforme

A mutagao pontual na posicao seis da cadeia beta resulta na substitui¢do da adenina
por timina, codificando assim uma valina em vez de um 4cido glutdmico na cadeia da -globina.
Esta troca de um unico aminoécido confere um grande impacto na estabilidade da molécula de
Hb resultante e na fungdo das hemécias. Dando origem, dessa forma, a uma nova Hb, a HbS,
que quando em homozigose forma HbSS, definida dentre as doengas falciformes como a anemia

falciforme (FIGURAS 2 e 3). (AZAR, WONG, 2017; SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2018).

Figura 2 — Esquema da substitui¢ao do acido glutamico pela valina, originando a hemoglobina
tipo S (HbS).
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Nota: A anemia falciforme é caracterizada por uma mutagéo pontual que ocasiona uma troca das bases nitrogenadas
adenina e timina, levando a substitui¢do do aminoacido acido glutdmico pelo aminoacido valina em uma das cadeias
de hemoglobina, causando uma modificagdo estrutual na hemacia, que adquire forma de “foice” quando

desoxigenada. Fonte: https://cienciasergipe.com/2016/07/13/anemia-falciforme-vantajosa/
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Figura 3 — Modificagdo molecular na estrutura da hemoglobina.
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Nota: A mutacdo pontual da AF ocasiona uma simples troca do nucleotideo adenina por timina, levando a
substitui¢do de um residuo de acido glutdmico hidrofilico por um residuo de valina hidrofébico na sexta posi¢ao na
cadeia de B-globina, resultando em um tetramero de HbS mutado. Fonte: http://www.teliga.net/2011/07/estrutura-

e-funcao-da-hemoglobina.html

Em estados de desoxigenagdo, a HbS pode formar fibras individuais ou agregadas
que levam a rigidez e a forma em “foice” das hemacias. Enquanto que quando oxigenado, estes
polimeros se desintegram. Dessa maneira, a concentracio de oxigénio e de HbS desempenham
um importante papel na formacdo e desintegracdo dos polimeros da HbS, assim como a
associagdo da HbS com outras variantes da hemoglobina. A HbS desoxigenada mais
prontamente polimeriza consigo mesma e muito menos com a HbA. Assim como, polimeriza
com menor efetividade a HbF, que provavelmente deriva das quase 20 diferengas de
aminodacidos superficiais entre as duas variantes de hemoglobina. A propensao a polimerizagao
da HbS ¢ suficiente para explicar a importancia do diagnostico e acompanhamento dos pacientes
com AF. Estudos em pacientes ¢ modelos de ratos com AF relatam que o aumento do estresse
oxidativo e o processo inflamatorio cronico estdo associados a sua fisiopatologia, e que
microparticulas derivadas de eritrocitos iniciam uma cascata que ativa neutrofilos, monocitos e
plaquetas, que secretam vdrias citocinas € quimiocinas pro-inflamatérias. Ao mesmo tempo, a
hemolise cronica libera grandes quantidades de hemoglobina livre, que promove o sequestro de
oxido nitrico (NO), um potente vasodilatador. Citocinas soliveis, quimiocinas e baixos niveis

de NO, entdo, potencializam a inflamacao, a disfun¢do endotelial e, eventualmente, a lesdao de
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orgios-alvo (FIGURA 4) (STEINBERG, 2006; GORDEUK, CASTRO, MACHADO, 2016;
HAY, ATOYEBI, 2016).

Figura 4 — Fisiopatologia da doenga falciforme.
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Fonte: Adaptado de Steinberg, 2006. Legenda: CE (célula endotelial), HFI (Hemacia em foice irreversivel), N
(Neutrofilo), R (Reticulécito), He (Hemacias). Nota: A troca adenosina/timina no cddon 6 do gene que codifica a
b-hemoglobina no cromossomo 11 (b6 na figura) ocasiona a substitui¢do do acido glutdmico por valina. Esta
mutagdo (Glu6Val) traz a polimerizagdo da molécula de HbS quando desoxigenada. Os polimeros de HbS lesionam
o eritrocito e levam a uma populagdo heterogénea de células falciformes com citoesqueletos de membrana
danificados, redugdo de cations e contetido de agua e distribuigdo alterada de lipidios de membrana. Agentes que
reduzem o fluxo de cations podem reduzir a densidade celular, diminuindo assim a tendéncia de polimerizar e
aumentar a deformabilidade celular. Na circulacdo, as células falciformes interagem com o endotélio e outras células
do sangue podendo causar vasooclusdo. Alguns eritrécitos danificados hemolisam intravascularmente, liberando
hemoglobina no plasma, que reduz o 6xido nitrico € promove a vasoconstri¢éo.

Desta forma, os pacientes com AF podem apresentar quadro clinico heterogéneo,
que varia principalmente com o grau dos eventos de vaso-oclusdao, da anemia hemolitica
responsaveis pela alta morbidade e mortalidade. Quadros como acidente vascular cerebral
(AVC), infartos e priapismo podem ocorrer devido a presenga destas complicagdes e grande
interferéncia na microcirculacao devido também ao comprometimento do transporte de oxigénio

pelas hemacias em todo o organismo (SONATI, COSTA, 2008).
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1.4. Quadro clinico e complica¢oes na AF

O fendmeno da vaso-oclusao ocorre devido a multiplos fatores que vao contribuir com a
reducdo da luz do vaso, dificultando assim a microcirculagdo sanguinea. Com a desoxigenacao
a HbS se polimeriza alterando a forma e estrutura da hemadcia, promovendo a inversao da
fosfatidilserina (FS), que ¢ uma molécula de adesdao presente em maior quantidade na parte
interna da membrana celular do que exposta na superficie de eritrocitos normais, aumentando
assim a propor¢do da FS no eritrocito falciforme e elevando o potencial de ade¢dao em cerca de
trés vezes que eritrocitos normais. A FS liga-se ao receptor da vitronectina do endotélio
contribuindo para a adesdo das hemadcias e ativagdo da cascata da coagulacdo. Além disso, a
hemolise propicia a liberagcdo de substincias que estimulam reagdes de inflamacdo, expondo
receptores do vaso que sdo especificos para as plaquetas e leucécitos, resultando na agregacao
tanto plaquetaria, como de leucécitos na regido do endotélio. Paralelamente, ocorre também a
agregacao das hemacias em forma de “foice” que, juntamente com a plaquetas e leucocitos, vao
reduzir ainda mais o espago de circulagdo do sangue, resultando na vaso-obstrucao.
Clinicamente, os pacientes podem apresentar crises de dor, necrose da cabeca do fémur,
vasculopatia cutdnea com o aparecimento de Ulceras cronicas, sendo mais observadas sob forma
de ulcera de membros inferiores de dificil tratamento, além de priapismo, casos de retinopatias
proliferativas, entre outros (SETTY, BETAL, 2008; ZEMPSKY et al., 2017; PIEL et al., 2017).

Os acidentes vasculares celebrais (AVCs) sdo uma causa significativa de morbilidade e
mortalidade na AF, ocorrendo em 10 a 25% dos pacientes. O mesmo esta associado aos eventos
de vaso-oclusdo, devido a isquemia na regido cerebral. Alguns pacientes com AF desenvolvem
infartos que nao possuem sintomas, o que pode estar associado a deficiéncia de cognicao e ao
risco aumentado de AVC. O AVC isquémico ¢ mais comum em criangas de 0 a 5 anos de idade
e acima de 15 anos, com alto indice de recorréncia nos primeiros 2 anos apos o evento, porém o
AVC hemorragico ocorre mais frequentemente em pacientes acima de 15 anos de idade. Logo
torna-se necessario a realizacdo do doppler transcraniano (DTC), que uma vez elevado ¢
indicador de doenca vascular e de risco aumentado de AVC, auxilia na detec¢do precoce de
doentes em risco de virem a sofrer um AVC e monitoriza a evolucdo dos doentes que tiveram
um AVC. Destaca-se que o DTC apresenta limitagdes, uma vez que o AVC ocorre em cerca de
19% das criangas com DTC normal. Por outro lado, cerca de 60% dos individuos considerados

de alto risco pelo DTC ndo terdo AVC. O monitoramento também pode incluir os exames de
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ressonancia magnética (RMN) e a angio-RM. Alguns fatores de risco loboratoriais, como a baixa
concentracdo de hemoglobina e a reticulocitose, tem sido sugerido como métodos preditivos de
AVC aliados ao rastreio com o0 DTC (BRUGNARA, 2018). As crises de dor sdo as causas mais
frequentes de morbidade na AF, como consequéncia também da vasooclusdo e da isquemia
tecidual.

O acometimento pulmonar na AF pode ser de natureza aguda ou cronica. As
complicagdes agudas sdo representadas pela sindrome torax aguda (STA), tromboembolismo
pulmonar e pela hiper-reatividade bronquica. As complicagdes cronicas levam a alteragdes da
funcdo pulmonar e a hipertensdo pulmonar (HP). A STA e a HP estdo entre as causas de maior
morbilidade na AF. A STA acomete toda a faixa etaria na AF, com 12,8 eventos a cada cem
paciente/ano. A STA consiste em uma combinagdo de sinais e sintomas como dispnéia, dor
toracica, febre, tosse e infiltrado pulmonar. E diagnosticado pelo aparecimento de infiltrado
pulmonar na radiografia do torax. A fisiopatologia da STA vem sendo amplamente estudada, no
entanto vale ressaltar que a fisiologia pulmonar favorece o sequestro de células densas, sendo a
circulacdo pulmonar um filtro mais eficiente que a circulagdo sistémica. Vale ressaltar que
diferente da circulagao sistémica, responde a hipoxia com vasoconstricdo. Na STA existe
aumento da endotelina 1 e redugdo do NO. Estudos reportam que a diminuicdo da
biodisponibilidade do NO ocorre pela reducao da L-arginina, substrato do NO, que se encontra
frequentemente depletado mesmo em pacientes em estado basal, dimuicdo da NO-sintetase
(NOS), no endotélio e pela liberagao de Hb livre que consome o NO. O uso da L-arginina pode
contribuir na prevencao de complicagdes pulmonares na AF (ADISA et al., 2017; FAROOQ,
TESTALI 2019).

O priapismo consiste de erecdo peniana prolongada e dolorosa, ndo acompanhada de
desejo ou estimulo sexual. O mesmo trata-se de uma complicagdo relativamente frequente na
AF. Ainda ndo se sabe ao certo o exato mecanismo que causa 0 priapismo, mas ja se sabe que
durante a erecdo ha o relaxamento da musculatura lisa das artérias do corpo cavernoso,
resultando em um aumento de fluxo aferente e reducdo do fluxo do eferente, at¢ que uma
crescente pressao interna do corpo cavernoso e depois o fluxo aferente ndo funciona mais. Este
mecanismo pode levar a uma hipdxia, aumentando a pressao do CO2. Assim, novas hemacias
vao se falcizar com circulagdo dificultada e priapismo se mantém, podendo progredir para edema
tissular, necrose muscular e reacdo inflamatdria, levando a fibrose e disfungdo erétil

(BRODERICK, 2012; KATO, 2012).
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Casos de nefropatia também pode ocorrer na AF, certamente devido a anemia cronica,
aumento do fluxo sanguineo, além dos eventos que resultam na vasooclusdo no parénquima.
Com isso, com o passar dos anos, pode haver o aumento da hipertrofia glomerular, podendo ser
observadas em alteragdes no exame histopatologico, tais como a hipercelularidade e lobulagdo
dos tufos glomerulares (NAIK et al., 2017; AEDDULA, BARADHI, 2018).

As infecgdes sdo as complicacdoes mais frequentes na AF. Dentre os fatores que
contribuem para as infec¢des recorrentes temos a auto- esplenectomia, e a asplenia funcional.
Estudos tem demonstrado que pacientes com AF apresentam disfungdo esplénica nos primeiros
meses, ainda na infancia, resultando na dificuldade de opsonizagdo das bactérias encapsuladas.
Por isto, em pacientes que estdo na primeira infancia deve haver atengdo redobrada para casos
de septicemia e meningite por Streptococcus pneumoniae € por outros microorganismos
encapsulados como Neisseria meningitidis ¢ Haemophilus influenza. Outros mecanismos que
podem interferir na susceptibilidade a infec¢do seriam a deficiéncia na via alternativa do
complemento, de opsoninas séricas ¢ alteragdes funcionais nos leucécitos, além da dificuldade
na microcirculagdo, impedindo que a resposta imunologica eficiente do paciente possa auxiliar
no combate os microorganismos infecciosos (BALLAS, 2018; PICCIN et al., 2019; ZHONG,
YAZDANBAKHSH, 2018).

1.5. Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) ¢ um potente vasodilatador produzido no endotélio vascular
pela enzima endotelial 6xido nitrico sintase (eNOS) pela conversdo oxigénio dependente de
arginina para citrulina. O NO pode se difundir para o musculo liso adjacente, e se liga a enzima
soluvel guanilato sintase. Essa ativacdo da enzima converte guanosina trifosfato (GTP) a
guanosina monofostato ciclico (cGMP) e ativa as proteinas quinases dependentes de cGMP, que
agem no sequestro do célcio celular, produzindo relaxamento muscular e consequentemente a

vasodilatacao (ANTWI-BOASIAKO, CAMPBELL, 2018).
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Figura 5 - Mecanismos da anemia hemolitica na reducao da biodisponibilidade do NO.
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Fonte: Adaptado de Vilas Boas (2010). A hemolise libera hemoglobina (Hb) plasmatica livre de células e arginase
1 no plasma, que catabolizam o 6xido nitrico (NO) e a L-arginina. Ativacao de oxidases vasculares - como a xantina
oxidase (XO), a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e a sintase do 6xido nitrico endotelial
desacoplada (eNOS) - geram superdxido, que elimina 0 NO. Anemia hemolitica e redugéo da biodisponibilidade de
NO estdo associadas a complicagdes clinicas vasculopaticas em pacientes com doenca falciforme (DF). LDH =

lactato desidrogenase; metHb = metemoglobina; NO3— = nitrato; O2 = oxigénio; ONOO = peroxinitrito.

1.5.1. Acobes do o6xido nitrico

1.5.1.1. Manutencio do tonus vascular

A liberacdo de pequenas quantidades de NO de forma continua ocorre quando
aumenta o atrito exercido pelas células circulantes sobre a camada endotelial do vaso, também
chamado de “shear-stress”, o que gera uma pequena vasodilatagdo. A pressdo sangiiinea e o
fluxo pulsatil podem auxiliar na liberagdo de NO em condig¢des fisiologicas (ALMEIDA et al.,
2015).



27

1.5.1.2. Agregacio plaquetaria

A prevengao de agregacao de plaquetas ocorre através da elevacdo da GMPc e da

diminuigdo do calcio intraplaquetario (CONRAN, TORRES, 2019)

1.5.1.3. Inibicao da adesao de mondcitos e neutrofilos ao endotélio vascular

A adesdo de neutrofilos ao endotélio vascular ¢ um importante mecanismo que pode
resultar na aterosclerose. Ocorre devido a expressdao de moléculas de adesdo na superficie da
célula endotelial, como a molécula de adesdo da célula vascular (VCAM-1), a molécula de
adesdo intercelular (ICAM), a proteina quimiotatica de monocitos (MCP-1), a selectina e
citocinas. A expressao ¢ modulada de acordo com o aumento do estresse oxidativo que ocorre
na célula endoltelial. Com isso, doadores de NO demonstram nos estudos sua capacidade de
inibir a adesdao de monocitos e neutrofilos e camada endotelial (KIM-SHAPIRO, GLADWIN,
2018).

1.5.1.4.  Efeito antiproliferativo

A proliferacdo das células da camada muscular do vaso pode ocasionar estreitamento
vascular. Um dos responsaveis por este estimulo proliferativo ¢ o fator de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF). Resultando em células da camada muscular alteradas, podendo levar até
mesmo a perda da capacidade de contragdo. Com a presenga do NO produzido acredita-se que
haja a inibicdo desta atividade proliferativa da camada muscular, modificando para um
mecanismo de atividade antiproliferativa, que, por enquanto, os estudos ainda ndo compreendem

bem como ocorre (DAIBER et al., 2019).

1.5.1.5. Efeito antioxidativo

O estresse oxidativo do vaso contribui para as doengas tromboembdlicas. O NO
produzido pela e-NOS induz a produ¢do da enzima superdxido dismutase (SOD) na camada
muscular do vaso e extracelular, diminuindo o O2- disponivel e, conseqiientemente, a producao

de ONOO-. O NO também induz a sintese de ferritina, que se liga a fons ferro livres e previne a
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geragao de O2-. Na presenga da placa de aterosclerose, os macrofagos ativados produzem O2-,
expressam 1-NOS e produzem NO. Desta forma, sdo produzidos ONOO- e OH., comprometendo

a integridade tissular, resultando na ativagao da coagulacao e contribuindo para a obstrugao do

vaso (MORRIS, 2014).

1.6. Arginina

A arginina é um aminoacido, que é substrato para a sintese do NO. E sabidamente
reduzido em pacientes com AF. O aumento do consumo do NO pela Hb livre no plasma e pelas
EROS traz esta reducdo da biodisponibilidade de NO, que ¢ ainda mais exacerbado pela
diminuigdo da disponibilidade do substrato da eNOS, a arginina. Esse estado de resisténcia ao
NO ¢ acompanhado pela regulacdo compensatoria da sintese da eNOS e outros vasodilatadores
indepententes do NO. Em condigdes de concentragdes baixas de arginina, a enzima eNOS ¢é
desacoplada nas suas subunidades, produzindo EROS ao invés de NO, reduzindo ainda mais a
biodisponibilidade de NO e aumentando o estresse oxidativo em pacientes com AF (BAKSHI,
MORRIS, 2016).

A arginina € substrato para produ¢do de NO, que € um cofator da enzima guanilato
ciclase (GC), responsavel pela reagdo que faz a conversao do trifosfato de guanosina (GTP) em
monofosfato de guanina ciclica (GMPc), ocasionando o relaxamento dos musculos lisos e
vasculares e, consequentemente, a vasodilatacdo. Este seria o mecanismo que pode auxiliar na
atividade coadjuvante da arginina no tratamento de pacientes com AF que utilizam HU, visto
que, com o aumento da biodisponibilidade de arginina circulante, que se encontra de forma
reduzida nos pacientes com AF, ha a possibilidade de suprir a demanda para que haja a reagao
de formagao do NO, ¢ também da formag¢ao de GMPc, melhorando entdo a microcirculagao
devido a vasodilatagdo. Assim, haveria a reducao de quadros de dor, facilitaria a circulacao e
evitaria complicagdes mais importantes, como o AVC e ulceras de perna de dificil tratamento, e
que podem ser porta de entrada para infec¢des importantes. Sendo um objetivo também a

reducdo de quadros de internacdo destes pacientes, facilitando sua vida pessoal e profissional

(MORRIS, 2014).
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Figura 6 — Sintese de NO a partir da L-arginina, que age como substrato para a reacao que resulta

em vasodilatacao.
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Fonte: Autor, 2018. NOS: enzima 6xido nitrico sintetase, NO: 6xido nitrico, GC: guanilato ciclase, GTP:trifosfato

de guanosina, GMPc: monofosfato de guanina ciclica.

A associagdo HU e L-arginina ¢ descrita em estudos que demonstram que a HU
aumenta a utilizag¢do da arginina para a producao do NO circulante, reduzindo quadros de dor e
internagdes. Uma desregulagdao do metabolismo da arginina contribui para a disfuncao endotelial
nos pacientes com anemia falciforme, e esta fortemente associada a mortalidade prospectiva do
paciente. O mecanismo responsavel por este transtorno metabolico € o aumento da renovagao da
arginina, assim como a atividade aumentada da arginase plasmatica. Novos tratamentos
destinados a melhorar a biodisponibilidade de arginina e NO através da inibicdo da arginase,
supressao da taxa hemolitica, suplementagao de arginina oral ou uso de doadores de NO
representam possiveis estratégias terapéuticas para complicagcdes de distirbios hemoliticos

(MORRIS et al., 2013; ELIAS etal., 2013).

1.7. Arginase

Arginase € uma enzima que contém mangangés, € que catalisa a conversao de arginina
em uréia e ornitina. Duas isoformas da arginase estdo presentes na maioria dos mamiferos, que
diferem na distribuicao tecidual e na localizacdo subcelular. A arginase I é uma proteina
citoplasmatica predominantemente expressa no figado, onde catalisa a quinta e ultima etapa do

ciclo da uréia. A Arginase I ¢ uma proteina mitocondrial com distribui¢@o tecidual mais ampla,
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cuja fungdo pode incluir o metabolismo de 6xido nitrico e poliamina. A redugado da atividade ou
expressdo da Arginase | resulta na hiperarginemia do transtorno autossomico recessivo. O
aumento da atividade da arginase sérica esta implicado na lesdo hepatica e em doengas como
cancer. A arginase também participa de multiplas reagdes inflamatorias no sistema imunologico

(BAKSHI, MORRIS, 2016).

Altos niveis de arginase sdo encontrados no plasma de individuos com anemias
hemoliticas cronicas, como ¢ o caso da anemia falciforme. Niveis circulantes de arginina sdo
significativamente reduzidos em pacientes com AF. Embora isso seja consistente com o aumento
da atividade da arginase plasmatica nesses individuos, a possibilidade de que a expressao elevada
de arginase em tecidos de pacientes com AF também pode desempenhar um papel no

catabolismo da arginina (MORRIS JR, 2012).

E importante ressaltar que as razdes entre as concentragdes plasmaticas de arginina e seus
metabolitos se mostraram mais Uteis como biomarcadores em alguns distirbios do que as
concentragdes plasmaticas de arginina isoladamente. Baixos valores da razdo arginina
plasmatica / (ornitina plasmatica + citrulina), denominada “taxa global de biodisponibilidade de
arginina” (GABR), representam um fator de risco independente para morbidade e mortalidade

em pacientes com doenga falciforme (VILAS-BOAS et al., 2010; MOREIRA et al., 2015).

A arginina tem sido utilizada em poucos trabalhos até entdo como coadjuvante no
tratamento de anemia falciforme, em tratamento oral, topico e inalatorio, demonstrando através
de indicadores e marcadores biologicos a melhora dos pacientes. Ao elevar os niveis de 0xido
nitrico quando a arginina foi administrada por via oral, e redugdo de uso de opidides em ensaio
realizado utilizando arginina inalatdria em criangas com AF atendidas em emergéncia com crises
de dor, assim como reduzindo ulceras de pernas em pacientes com AF utilizando a via topica de
arginina. H4 também a possibilidade de reducio da dose de HU, visto que este medicamento €
um indutor de apoptose ¢ comprovadamente pode causar instabilidade gendmica em pacientes
que ja possuem a AF (LITTLE et al., 2009; MCMAHON et al 2010; SULLIVAN et al., 2010;
COX etal, 2011; ELIAS et al., 2013; MORRIS et al., 2013).
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1.8. Tratamento da anemia falciforme no Brasil

A HU consiste no avango mais importante no tratamento da AF. Varios estudos
confirmam a eficicia da HU tanto em criangas como em adultos com AF. A HU promove a
diminuicao dos episddios de dor intensa, hospitalizacdes, e numero de transfusdes. Dentre os
mecanismos esta o aumento na concentragdo da HbF e diminuic¢ao na concentragdo da HbS, logo
reduzindo tanto os eventos de vaso-oclusdao como de hemolise. A HU também atua reduzindo o
processo inflamatdrio como a redugao de espécias reativas de oxigénio (EROs). Os mecanismos
ainda ndo estdo totalmente elucidados mas estudo tem atestado a eficacia da HU além do
aumento da HbF, principal modulador clinico na AF. A HU promove diminui¢do do nimero dos
neutrofilos, hidratagao eritrocitéria, redugao da expressdao de moléculas de adesao dos eritrocitos,
aumento da sintese e biodisponibilidade de 6xido nitrico pela ativacdo da guanilil ciclase e
consequente aumento da GMP ciclico intraeritrocitaria e endotelial. A HU também age sobre a
membrana dos eritrécitos e plaquetas, reduzindo a exposicao da FSa, principal determinante da
adesao eritrocitaria alterada na AF, com diminui¢do da viscosidade sanguinea e vasodilatagao,
contribuindo para a diminuicdo dos fendmenos inflamatorios e vaso-oclusivos (BAKSHI,
MORRIS, 2016).

Este medicamento possui citotoxicidade conhecida, capaz de causar dano no DNA,
porém sua atividade ao elevar os niveis de HbF e reduzir a polimerizacao, e consequentemente
aumentando a concentracao de HbS, traz beneficios clinicos que amenizam complicagdes e
reduz casos de Obitos neste grupo de pacientes. Normalmente, hé a necessidade de tomar durante
toda a vida, e dependendo do hapldtipo ou clinica podera haver a necessidade de aumentar as
doses administradas diariamente para normalizar o estado clinico do paciente, para que ele
retorne assim para o estado basal e tenha maior qualidade de vida e atividades de trabalho, estudo
e até mesmo social (SANTOS et al., 2012, SINGH et al., 2016).

Como citado anteriormente, alguns trabalhos trazem resultados que demonstraram o
potencial da atividade da arginina como coadjuvante no tratamento de AF, monitorado pelo
aumento de oxido nitrico em pacientes adultos com AF, ou até mesmo reduzindo a dose de
medicamentos que diminuem a dor em criangas com AF atendidas em emergéncia de um
hospital. Outro trabalho realizado pelo nosso grupo, trouxe dados diferenciando um grupo de
pacientes adultos com AF em estado basal que utilizava HU e outro que utilizou HU + arginina,

com o resultado de aumento do 6xido nitrico no grupo que utilizou HU + arginina. Com isso,
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este trabalho ¢ o primeiro ensaio duplo cego placebo realizado em adultos com AF no Brasil,
que foram acompanhados durante os 4 meses, ¢ que o quadro de dor foi monitorado através da
frequéncia de dor relatada pelos pacientes, sempre a cada dois meses em ambos os grupos
placebo e estudo, além de outros parametros hematologicos e niveis de arginase (LITTLE et al.,
2009; MCMAHON et al 2010; SULLIVAN et al., 2010; COX et al, 2011; ELIAS et al., 2013;
MORRIS et al., 2013).

Este trabalho traz a possibilidade de utilizar a arginina como coadjuvante no tratamento
de AF, levando a um possivel medicamento em que se utilize a associacdo de HU + arginina
para reduzir as doses utilizadas de HU, facilitar a administragdo utilizando apenas um
comprimido para ambos, ¢ buscando melhorar a qualidade de vida dos pacientes, reduzindo a
possibilidade de haver complica¢des de microcirculacao e dor, além de AVC, dentre outras que
podem levar a morte do paciente com AF. Dessa maneira, os pacientes com AF podem trabalhar,
estudar, possuir uma vida social, sem interrupgdes advindas de quadro de dor e complicagoes,

melhorando até¢ mesmo a questao de autoestima e psicologica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar o uso da L-arginina como um protocolo terapéutico coadjuvante com a
hidroxiuréia em pacientes adultos com anemia falciforme acompanhados no servigo do
Hemocentro do Estado do Ceara (HEMOCE), utilizando associa¢do da hidroxiuréia com L-

arginina e placebo.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar o perfil socio demografico dos pacientes atendidos no Hemocentro do Estado
do Ceara (HEMOCE);

e Avaliar o perfil hematoldgico, de reticulocitos, niveis de NO e a concentragdo da HbF,
HbS a cada dois meses de tratamento nos grupos placebo e estudo;

e Determinar o perfil clinico (frequéncia de dor, nimero de hospitalizagoes, frequéncia de
infecgdes) dos pacientes, a cada dois meses de tratamento nos grupos placebo e estudo;

e Avaliar a dosagem sérica de arginase nos grupos placebo e estudo.
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3. METODOLOGIA

3.1. Consideracoes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Universidade Federal

do Cear4, sob nimero de protocolo 1.292.517 (ANEXO A).

3.2. Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo clinico randomizado duplo cego placebo para estudo da
eficacia da L-arginina como coadjuvante no tratamento de AF, que foi desenvolvido seguindo
as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, contidas na
Resolucdo de n® 466 / 2012 do Conselho Nacional de Saide do Ministério da Saude. Nao foram
necessarias as etapas preconizadas para experimentacao de novos medicamentos, uma vez que
este tratamento concomitante se encontra em conformidade com dados da literatura e com a
pratica ja exercida em Centros Internacionais (MORRIS et al., 2003; LITTLE et al., 2009;
BALIGA et al., 2010; SULIVAN et al., 2010; SCAVELLA et al., 2010).

3.3. Casuistica

Foram selecionados 50 pacientes com AF, em uso de 500mg/dia ou mais de HU,
apods a obten¢do do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), em acompanhamento
no Hemocentro do Estado de Ceara (HEMOCE).

Os pacientes foram estratificados utilizando randomizagdo em software adequado

(Graphpad Prism 7.0) em dois grupos, sendo:

e Grupo estudo — pacientes com AF em uso de HU (Hydrea® maior ou igual a 500mg/dia)
associada com L-arginina (L-arginina 500 mg — 1 vez ao dia).
e Grupo placebo — pacientes com AF em uso de HU (Hydrea® maior ou igual a 500mg/dia)

associada com placebo (amido) (FIGURA 01).
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Figura 07 - Casuitica dos pacientes, organizados em dois grupos, estudo e placebo.

GRUPO ESTUDO GRUPO PLACEBO

Fonte: Elaborado pela prépria autora, 2019.

A dose da HU a partir de 500mg/dia foi selecionada por representar a dosagem
utilizada pelos pacientes tratados com HU, resultando assim em resultados com maior
confiabilidade. Enquanto que a dose de 500mg/dia da L-arginina foi definida utilizando o
parametro de trabalho realizado anteriormente pelo mesmo grupo de estudo, pertencente ao
Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doengas Hematoldgicas

(LPHGDH) da Universidade Federal do Ceara (ELIAS et al., 2013).

3.4. Locais de Estudo

O ensaio foi realizado no Ambulatério de Hemoglobinopatias do HEMOCE e no
Laboratorio de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematologicas
(LPHGDH) da Universidade Federal do Ceara.

3.5. Seleciao da Amostra

3.5.1.Cfritérios de Inclusao:

e Pacientes adultos com AF em uso HU (>500 mg/dia);

e Pacientes que aceitaram assinar o TCLE.
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3.5.2.Critérios de Exclusao:

e Agqueles que tenham realizado terapéutica transfusional nos tltimos trés meses;
e Pacientes em uso de quelante de ferro e de vitaminas antioxidantes;
e Pacientes tabagistas e etilistas, gestantes, com diabetes mellitus e/ou com algum

quadro de insuficiéncia renal ou hepatica;

3.6. Calculo do tamanho da amostra

O HEMOCE ¢ referéncia em doengas hematologicas no Ceard, onde sao atendidos
aproximadamente 100 pacientes com AF em uso ou ndo de HU, representantes de todo Ceara.

Desta forma o nosso “N” amostral representa bem os pacientes atendidos no Estado.

3.7. Selecao dos pacientes e intervencio

Os pacientes foram selecionados por randomiza¢ao no Graphpad Prism 7.0,
divididos em dois grupos (Grupo estudo e Grupo placebo). Aos pacientes do grupo estudo (HU
+ L-arginina), apos assinar o TCLE, foi prescrito pelo médico Hematologista L-arginina S00mg
(1 comprimido por dia durante 4 meses) e foi entregue gratuitamente ao paciente, orientando a
ingerir este comprimido juntamente com Hydrea®. Enquanto que os pacientes selecionados para
o Grupo placebo (HU + placebo), apds a assinatura do TCLE, foi prescrito o placebo (1

comprimido 1 vez ao dia por 4 meses), com as mesmas orientagdes.

3.8. Coleta do material biologico

A coleta de sangue venoso foi realizada no momento de retorno do paciente a

consulta, utilizando dois tubos, um com heparina e outro com EDTA para as dosagens citadas

abaixo, nos periodos de 0, 2 e 4 meses de uso concomitante de HU e L-arginina ou HU e placebo.
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3.9. Capsulas utilizadas no ensaio clinico

A hidroxiuréia ¢ disponibilizada pelo HEMOCE. As capsulas de L-arginina e
placebo foram produzidas e caracterizadas em parceria com farmacia de manipulagio
(ProPhormula), utilizando todas as normas e controle de qualidade devidamente documentados.
O peso médio das capsulas foi de 500,70mg (£ 0,55), sendo confeccionadas de forma igual,

mantendo o ensaio placebo e cego.

3.10. Dados clinicos

As informacdes sobre o uso da HU, idade, sexo ¢ dados clinicos foram obtidas de
prontuarios médicos. No presente estudo foram construidas escalas de dor e de internagdo

(Tabelas 1 e 2) para uso durante a realiza¢do do ensaio clinico.

Tabela 1 - Escala de frequéncia de dor Tabela 2 - Escala de frequéncia de internagao

DOR Escala Internacao Escala
Nunca 0 Nunca 0
Anual 1 Ha 5 anos 1
Mensal 2 Ha 3 anos 2
Semanal 3 No ano da 3
Diaria 4 realizacdo do

Fonte: Elaborada pelo proprio autor, 2018.
Nota: Escala de dor sinalizando a frequéncia
em que os pacientes sentem dor

3.11. Exames laboratoriais

3.11.1. Hemograma completo

ensaio clinico

Fonte: Elaborada pelo préprio autor, 2018.
Nota: Escala de dor sinalizando a frequéncia
de internagdo

Os dados de hemograma completo dos pacientes foram adquiridos a partir do
processamento das amostras realizadas e cadastradas no sistema utilizado no HEMOCE,

avaliados a cada dois meses para catalogar os dados de cada paciente participante do ensaio
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clinico. O acompanhamento dos pacientes com AF ¢ feito normalmente analisando dados do

hemograma, sendo realizado a cada retorno do paciente.

3.11.2. Dosagem de Hemoglobina Fetal

A determinacdo da concentracdo de HbF foi realizada através de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC), utilizando Kit de Hemoglobinas Variantes, (Bio-rad®). Esta
dosagem foi realizada no HEMOCE, e os dados de cada paciente, em cada momento do ensaio

clinico foram acompanhados e catalogados, para posterior analise.

3.11.3. Niveis de nitrito

Os niveis de nitritos foram realizados através da utilizagao de kit especifico, e leitura
em ELISA. Para determinagdo da producgdo endogena de NO foi realizada a quantificagdo dos
anios nitrito (NO2-) e nitrato (NO3-), produtos terminais da oxidagdo do NO. A concentragdo
de nitrito/nitrato foi determinada utilizando kit comercial Nitrite Nitrate Colormetric method
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), seguindo as instru¢des do fabricante.

Inicialmente, o ensaio se da pela conversao das concentragdes de nitrato para nitrito
através da enzima nitrato redutase. Em seguida, adiciona-se a sulfanilamida (Griss 1) e o N-(1-
Naftil)-etilenediamina (Griss 2), promovendo a forma¢do de um componente ‘“azo”

caracterizado pela coloragao roxa, este ultimo ¢ quantificado através do comprimento de onda

de 540-550 nm com auxilio de um espectrofotometro (Figura 08).
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Figura 8 — Reagdo de Griss para analise de nitrito e nitrato.
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Fonte: Adaptado de Maria Kovacs et al, 2015.

3.11.3.1. Preparo de solucdes padroes

Todas as amostras e padroes foram executadas em duplicata. Para obter os padrdes
para detecgao colorimétrica de NO 2-, foi adicionado 0, 20, 40 e 80 uL de 100 uM (0,1 nmole /
uL ) de solugao padrao NaNO 2 em uma placa de 96 pogos gerando padroes 0 (branco), 2,4 ¢ 8
nmole / poco. Foi adicionado também a solugdo tampao a cada pogo para obter o volume de 100
u L. Enquanto que, para os padrdes para detecgao colorimétrica de NO 3 - + NO 2 -, adiciona-
se 0, 20, 40 e 80 puL de 100 uM (0,1 nmole / uL. ) de solugao padrao NaNO 3 em uma placa de
96 pogos gerando padrdes 0 (branco), 2, 4 e 8 nmole / pogo. Em seguida, se adiciona a solugdo

tampao a cada pogo até o volume ser de 80 p L.
3.11.3.2 Preparo de amostras

Para a preparacdo de amostra, centrifuga-se plasma em um Amicon Ultra-4 Unidade
de filtragdo centrifuga com membrana Ultracel-10 (7000 xg, 4 © C, 20 minutos) para remover a
hemoglobina e proteinas. Deve recolher o sobrenadante. Adicionamos 1-80 1 L de amostras em

quatro pogos de placa de 96 pogos. Dois pocos serdo utilizados para o detectar o NO 2- e o outro



40

parao [NO 3 -+ NO 2 - ]. Adicionamos solugao tampao para as amostras apresentassem volumes

finais de 100 p L para detec¢do de NO 2 - ¢ 80 pu L para [NO 3 - + NO 2 - ], respectivamente.

3.11.3.3 Reacio do Ensaio

Foi adicionado 10 p L da solugdo de nitrato redutase e 10 p L da solucdo de cofactos
enzimaticos para os pocos de amostra e padrdo para detectar [NO 3 - + NO 2 - ]. Utilizando um
agitador horizontal para homogeneizar, pipetamos e incubamos a placa a 25°C durante duas
horas. Em seguinda, acrescenta-se 50 p L de Reagente Griess A a todos os pocos. Foi
homogeneizada com o auxilio de um agitador horizontal, pipetada e incubada a placa a 25°C
durante cinco minutos. Adicione 50 p L de Reagente Griess B a todos os pocos. Foi
homogeneizada usando um agitador horizontal, pipetada e incubada a placa a 25°C durante dez
minutos. A medicdo da absorbancia foi realizada a 540 nm (A540) em uma leitora de

microplacas.

3.11.3.4 Calculos do resultado

Ap6s corrigir o dado da leitora, deve subtrair pelo valor do resultado do branco em todas
as leituras de amostras dos pacientes.
Concentragao de nitrito

ANO2-/VNO2-=CNO 2-

A NO 2 - = Quantidade de nitrito no poco da amostra (nmole) da curva padrdo de nitrito
V NO 2 - = Volume de amostra (uL) adicionado ao pogo
C NO 2 - = Concentragao de nitrito na amostra

Peso molecular de nitrito: 46,01 g/ mole

3.11.3.4.2 Concentracao de nitrato mais nitrito

A[NO3-+NO2-1/V[NO3-+NO2-]=C[NO3-+NO2-]

Onde:

A[NO 3 -+NO 2 - ] = Quantidade de nitrato mais nitrito na amostra (nmole) da curva padrao
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V[NO3-+NO2-]= Volume de amostra ( uL. ) adicionado ao pogo

C[NO 3 -+NO 2 -] =Concentracao de nitrato mais nitrito em amostra

Concentragao de nitrato
CNO3-=C[NO3-+NO2-]-CNO2-

Peso molecular do nitrato: 62,01 g/ mole

3.11.4. Niveis de arginase

Os niveis de arginase foram detectados através de kit especifico Arginase Activity
Assay Kit (MAK112), fornecida pela Sigma Aldrich®. O kit de ensaio de atividade da Arginase
mede a atividade da arginase nas amostras de soro. Neste ensaio, arginase catalisa a conversao
de arginina em ureia e ornitina. A uréia produzida reage especificamente com o reagente de
desenvolvimento de cor para gerar um produto colorido proporcional a atividade da arginase
presente. Uma unidade de arginase ¢ a quantidade de enzima que ira converter 1,0 pmole de L-
arginina para ornitina e uréia por minuto a pH 9,5 e 37° C. Este kit tem um limite de detec¢ao

de 0.3 unidades / L para a arginase de 2 horas reagdao em um formato de 96 pogos.

3.11.4.1 Preparo da amostra

Devido a estas amostras terem uréia, deve-se utilizar filtro de corte de peso
molecular de 10 kDa. Apos pipetar 100 p L de uma amostra no filtro, diluir com agua a 500 p
L. Centrifugar as amostras a 14.000 x g durante 30 minutos. Verificando o nivel de amostra, que
deve ser inferior a 50 p L. Adicionar dgua até a aliquota de 500 pL e repetir a centrifugacao, com

mesmo tempo. Decantar a amostra concentrada e medir o volume final com uma pipeta.

3.11.4.2 Padrao de Ureia

Adicionar 50 p L de solugdo de trabalho padrao 1 mM e 50 p L de 4gua nos pocos de
Placa de 96 pocos.
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3.11.4.3 Reacio de Ensaio

Prepare o Tampao Substrato 5 x de acordo. 10 p L do Tampdo Substrato 5 x € necessario
para cada amostra ¢ amostra bem em branco. Tabela 1. 5 X tampao de substrato Reagente
Volume Tampao de Arginina 8 p L Mn Solution 2 p L 2. Adicione 10 p L do Tampdo Substrato
5 x a cada um dos pogos de amostra. Nao adicione nos pocos em branco da amostra. Misture
bem usando um agitador horizontal ou pipetando. Incubar a placa por 2 horas a 37 © C. Cobrir a
placa durante a incubagdo. 3. Prepare o reagente de uréia de acordo com o esquema Tabela 2.
200 p L do reagente de uréia ¢ necessario para cada pogo (padrdo de ureia, dgua, amostra e
amostras de pogos vazios). Mesa 2. Reagente de Uréia Reagente Volume Reagente A 100 u L
Reagente B 100 p L 4. Para parar a reagdo da arginase, adicione 200 p L do Reagente de Uréia
preparado para cada pogo (Uréia Padrdo, d4gua, amostra e amostras de pogos em branco). Em
seguida, adicione 10 p L do tampao de substrato 5 x as amostras de pogos vazios. Toque na placa
para misturar. Incubar placa durante 60 minutos a temperatura ambiente. Nota: Para algumas
amostras, a adicao da Ureia Reagente pode causar turbidez. Se isso ocorrer, transfira amostra
para um microtubo e centrifugar por 5 minutos a 13.000 x g . Transferir o sobrenadante de volta

ao prato e leia a absorbancia. 5. Meca a absorbancia a 430 nm (A 430).

3.11.4.4 Calculos
A atividade da arginase de uma amostra pode ser determinada pela seguinte equagao:

Atividade = (A 430 ) amostra - (A 430 ) em branco X (1 mM x 50 x 103)

(A 430 ) padrao - (A 430 ) agua (V x T)
T = tempo de reacdo em minutos
V = volume da amostra ( uL ) adicionado ao pogo (140 puL )
1 mM = concentrac¢ao do padrdo de uréia
50 = volume de reacao ( uL )

10 = mM a u factor de conversio uM
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3.12 Descarte do material biologico

O descarte do material bioldgico sera realizado segundo a resolugao da diretoria

colegiada — RDC 222, de 7 de dezembro de 2018 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

3.13 Analises Estatisticas

Foi realizada mediante a utilizagdo do programa estatistico GraphPad Prism® e
SPSS®. Os testes estatisticos utilizados na analise da associagdo de varidveis foi o teste do qui-
quadrado. Foi utilizado ANOVA misto para comparar grupos estudo e placebo. O nivel de

significancia estatistica considerado para todas as analises foi p <0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Pacientes

Quanto ao género, foi obervado um percentual de 52% dos pacientes no grupo
placebo como sendo do sexo feminino e 48% masculino, mesmo valor encontrado no grupo
estudo, havendo similaridade em relagdo a este perfil em ambos os grupos (p=0,999). A média
da idade dos pacientes foi de 28 anos (DP=19). Os pacientes faziam uso de HU ha pelo menos
dois meses, variando de 2 a 108 meses (9 anos). A variacdo da dose de HU ocorre de forma
individualizada, devido a variabilidade clinica dos pacientes e padrao de dose terap€utica da
literatura variando de 10 a 30 mg/kg/dia, sendo as médias de dose de 1040mg no grupo placebo
e 1070mg no grupo estudo. Nao houve relato de efeitos adversos nos pacientes do ensaio clinico
(Tabela 3).

Houve historico de hospitalizacdo em 64% dos pacientes em ambos 0s grupos,
demonstrando ser uma amostragem homogénea, de perfil semelhante, sendo que no grupo
placebo 28% dos pacientes foram hospitalizados no ltimo ano, 24% nos tltimos trés anos e
12% nos ultimos cinco anos, enquanto que nos pacientes do grupo estudo 36% foram
hospitalizados no ultimo ano, 20% nos ultimos trés anos e 8% nos ultimos cinco anos (p=0,910)
(Tabela 3).

Em relacdo a frequéncia de crises algicas, 77% dos pacientes do grupo placebo e
72% do grupo estudo apresentaram esta queixa, ndo havendo diferenga estatistica entre os grupos
(»=0,741). Quanto a quadros de osteonecrose, 8% dos pacientes apresentaram este relato em
ambos os grupos (p=0,999), enquanto que a tlcera de membros inferiores ocorreu em 12% dos

pacientes do grupo placebo e 4% do grupo estudo (p=0,609) (Tabela 3).
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Grupo Placebo Grupo Estudo Valor p
Género (n/%)
Feminino 13 52,0% 13 52,0%  >0,999°
Masculino 12 48,0% 12 48,0%
Idade (Anos) 28 28 0,843
Dose HU (mg/dia) 1040 1070
Tempo de uso de HU (meses)
02 —48 17 68,0% 14 56,0% 0,678
49 — 96 6 24,0% 8 32,0%
>97 8,0% 3 12,0%
Hospitalizacio (n/%)
Nunca 9 36,0% 9 36,0%  0,910°
5 anos 3 12,0% 2 8,0%
3 anos 6 24,0% 5 20,0%
Esse ano 7 28,0% 9 36,0%
Crise algicas (n/%)
Naio 5 23% 7 28% 0,741
Sim 20 77% 18 72%
Osteonecrose (n/%)
Nio 23 92% 23 92%  >0,999
Sim 2 8% 2 8%
Lesao de perna (n/%)
Niio 22 88% 24 96% 0,609
Sim 3 12% 1 4%

Fonte: Elaborada pelo proprio autor, 2018. Legenda: “Teste Chi-square. PTeste Fisher. "Teste Mann Whitney HU

(hidroxiuréia).

4.1. Parametros hematologicos

Foram analisados parametros hematologicos dos pacientes nos momentos M0, M2 e

M4, de cada grupo, onde foi verificado que os dados de heméacias x 10° (/mm3) de 16 pacientes

do grupo estudo e 20 do grupo placebo, possuindo a média de 2,5 x 10° (/mm3) e 2,4 x 10°

(/mm3) em ambos os grupos e nos momentos. Porém, ndo houve diferenca significativa entre os

grupos (p=0,378) (Tabela 4).
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Em relagao aos dados de hemoglobina (g/dL), observamos que no grupo estudo foi
detectado 8,7 g/dL no MO, 9,1 g/dL no M2 e 9,4 g/dL no M4, enquanto que no grupo placebo
foram os valores de 8,9 g/dL no M0, 9,1 g/dL. no M2 ¢ 9,2 g/dL. no M4. Demonstrando que ndo
houve diferenca entre os grupos nos diferentes momentos estudados (p=0,525). Quanto a HbF
(%), obtivemos dados do grupo estudo, que foram crescentes nos valores de 13,9% no MO,
15,2% no M2 e 16,4% no M4, enquanto que no grupo placebo as médias foram de 13,6% no
MO, 16,0% no M2 ¢ 14,8% no M4. Observamos uma tendéncia crescente de HbF em ambos os
grupos (p=0,455). Observando dados de HbS (%), obtivemos dados de 16 pacientes do grupo
estudo e, 19 pacientes do grupo placebo, onde notamos no grupo estudo houve uma reducdo
gradativa nas médias, com os valores de 78,4% no M0, 78,0% no M2 e 76,4% no M4, enquanto
que no grupo placebo foram de 78,9% no MO0, 79,1% no M2 e 77,9% no M4, mesmo assim, nao
foi significante no estudo estatistico (p=0,882) (Tabela 4).

Quanto ao hematocrito, obtivemos dados de 20 pacientes do grupo placebo e 16 pacientes
do grupo estudo, demonstrando as médias no grupo placebo de 26,9% no MO, 26,7% no M2 e
27,0 no M4, e no grupo estudo as médias foram 26,3% no MO0, 26,8% no M2 e 28,1 no M4.
Neste caso, também nao houve diferenca significativa (p=0,304). Ao analisar VCM (fL)
observamos que ndo houve diferen¢a nos grupos (p=0,480), porém em ambos os grupos houve
aumento, com médias de 106,2fL. no MO, 107,7fL no M2 e 111,8fL no M4 e 106,9fL no MO,
111,5fL no M2 e 113,2fL no M4, no grupo placebo. E quanto a MCHC (%) ndo houve diferenca,
com o p=0,661, e as médias no grupo estudo foram 33,4% no MO, 34,1% no M2 e 33,7% no
M4, e no grupo placebo, foram de 34,2% no MO, 34,1% no M2 e 34,2% no M4, e (Tabela 4).

As plaquetas x 10 (/mm3) do grupo estudo foram 383 x 10* (/mm3) no MO, 331 x 10°
(/mm3) no M2 e 364 x 10° (/mm3) no M4, enquanto que no grupo placebo tiveram as médias
de 435 x 10° (/mm3) no M0, 378 x 10° (/mm3) no M2 e 373 x 10° (/mm3) no M4, resultando em
um p=0,551, ndo demonstrando diferenga entre os grupos estudo e placebo neste parametro
(Tabela 4).

Os reticuldcitos sdo expressos em % e demonstraram uma redugdo no M4 do grupo
estudo, porém nao sendo suficiente para ser estatistico, visto que o p=0,586. No grupo placebo
observamos 11,6% no M0, 11,8% no M2 e 8,9% no M4, e no grupo estudo foram observados

9,1% no M0, 9,1% no M2 e 7,4% no M4 (Tabela 4).
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Tabela 4 — Parametros hematologicos dos pacientes com anemia falciforme durante o ensaio
clinico.

Parimetros N Grupo Placebo Grupo Estudo Valor
hematologicos (‘:::Z:‘)” MO M2 M4 MO M2 M4 p

Hemacias x 106 (/mm3) 20 16 2.5 2.4 2,4 2,5 2,5 2,5 0,378
Hb (g/dL) 20 16 8,9 9,1 9,2 8,7 9,1 9,4 0,525
Hematocrito (%) 20 16 26,9 26,7 27,0 26,3 268 28,1 0,304
MCYV (fL) 20 16 106,9 111,5 113,2 106,2 107,7 111,8 0,480
MCHC (%) 20 16 342 34,1 342 33,4 34,1 33,7 0,661
Plaquetas x 10°(/mm®) 20 15 435 378 373 383 331 364 0,551
Reticulocitos (%) 18 18 11,6 11,8 8,9 9,1 9,1 74 0,586
HDbF (g/dL) 18 17 13,6 160 148 139 152 164 0,455
HbS (g/dL) 19 16 789 79,1 779 784 780 764 0,882

Fonte: Elaborada pelo préprio Autor, 2018.
Nota: Medidas repetidas de duas vias ANOVA. Legenda: HbF (hemoglobina fetal), Hb (hemoglobina), HbS
(hemoglobina S); MCV (volume corpuscular médio); MCHC (concentracdo de hemoglobina corpuscular média);
SCA (anemia falciforme) MO (intervalo de tempo antes de receber placebo ou suplementagdo com L-arginina); M2
(momento dois meses apds receber placebo ou suplementagdo com L-arginina); M4 (periodo de quatro meses apos
receber placebo ou suplementacdo com L-arginina).

4.2. . Niveis de NO

Os niveis de NO foram avaliados através do kit nitrito + nitrato para os grupos
placebo e estudo, apresentaram as médias de 38,27(+17,27) (g/L), 39,49(+12,84) e
34,45(+11,25) para o grupo placebo, e 36,55(+20,23), 35,71(£15,11) e 48,64(+20,63) para o
grupo estudo (Tabela 5).

Tabela 5 — Média e desvio padrdo de nitrito nos momentos M0, M2 e M4, nos grupos estudo e
placebo, e geral (ambos os grupos).

Teste/controle Média Desvio Padrao

Placebo 38,27 17,27

MO Estudo 36,55 20,23
Geral 37,41 18,64

Placebo 39,49 12,85

M2 Estudo 35,71 15,11
Geral 37,60 14,01

Placebo 34,45 11,25

M4 Estudo 48,64 20,63

Geral 41,55 17,94
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Fonte: Elaborada pelo préprio Autor, 2018.

Quanto aos niveis de nitrito, foram observados valores decrescentes de p, havendo

significancia estatistica somente no terceiro momento, com quatro meses de tratamento (Grafico

01).

Grafico 01 — Calculo de ANOVA misto nos momentos M0, M2 e M4 e teste sobre efeito da
arginina em relagao aos niveis de nitrito.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor, 2018. Nota: Medidas repetidas de duas vias ANOVA. * p <0,001 na
comparagdo entre MO versus M4 ¢ M2 versus M4. Legenda: MO (intervalo de tempo antes de receber placebo ou
suplementagdo com L-arginina); M2 (momento dois meses apds receber placebo ou suplementagdo com L-
arginina); M4 (periodo de quatro meses apos receber placebo ou suplementagdo com L-arginina).

4.3. Clinica dos pacientes

Durante o ensaio clinico observamos que 80% dos pacientes do grupo placebo e 72%
do grupo estudo possuiam historico de crises algicas, 8% dos pacientes em ambos os grupos
apresentaram osteonecrose, 12% dos pacientes relataram que j4 tiveram ulcera de perna no grupo
placebo e 4% no grupo estudo. Nenhum destes parametros modificou durante o tratamento do
ensaio clinico, porém dois pacientes do grupo placebo tiveram crise algica durante os quatro
meses, enquanto que houve uma redugao significativa na frequéncia de quadros de dor relatada

pelos pacientes do grupo estudo (p<0,027) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Dados de frequéncia de dor dos pacientes em ambos os grupos, nos momentos MO,
M2 e M4.

GRUPO PLACEBO GRUPO ESTUDO »
Frequéncia de MO0 M2 M4 Mo M2 M4

dor n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

Nunca 28(7)  28(7) 28(7) 24(6) 24(6) 24(6)

Anual 123)  123)  12(3) 5233 s52(13) 52013 027
Mensal 28(7)  28(7)  28(7) 12(3) 12(3) 20(5)

Semanal 82 82 123) 00 00  4(1)

Diéria 246) 246 20(5) 123) 12(3)  0(0)

Fonte: Elaborada pelo proprio autor, 2018. Legenda: MO (intervalo de tempo antes de receber placebo ou
suplementagdo com L-arginina); M2 (momento dois meses apos receber placebo ou suplementagdo com L-
arginina); M4 (periodo de quatro meses apos receber placebo ou suplementagdo com L-arginina). Nota: Dados
clinicos dos pacientes em ambos os grupos, nos trés momentos, ndo havendo variagdo nos outros parametros além
da frequéncia da dor (p=0,027).

4.4. Niveis de arginase

Os niveis de arginase foram avaliados, tendo como média 0,23 unidades por litro
(DP=0,070) no MO e 0,15 unidades por litro (DP=0,072) no M4 no grupo estudo, enquanto que
no grupo placebo foram 0,24 unidades por litro (DP=0,063) no MO e 0,15 unidades por litro
(DP=0,060) no M4. Nao houve diferenca estatistica (p=0,88), havendo a reducao da arginase no
M4 em ambos os grupos. Mesmo quando analisando separadamente os casos em que houve
reducdo de dor e aumento de niveis de nitrito + nitrato, ainda assim, nao houve reducio da

arginase nestes pacientes (TABELA 7).

Tabela 7 — Niveis de arginase nos pacientes em ambos os grupos, nos momentos M0, M2 e M4.

GRUPO ESTUDO GRUPO PLACEBO
MO 0,23 u/L (+0,070) 0,24 w/L (+0,063)
M4 0,15 w/L (+0,072) 0,15 w/L (+0,060)
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5. DISCUSSAO

A AF ¢ uma doencga caracterizada pela hemdlise cronica, crise de vascooclusdo, processo
inflamatodrio cronico ¢ uma redugdo da biodisponibilidade do NO. Trata-se de uma doenga
incuravel, cujo tratamento crénico € a utilizagdo de HU. A HU traz beneficios ja bem
documentados na literatura, tais como o aumento da concentragdo da HbF, a diminui¢ao no
numero de hospitalizagdes, reducao das crises de vasooclusao, redugdo do processo inflamatorio,
bem como na redugao do estresse oxidativo. No entanto, apesar dos trabalhos demonstrarem que
a HU ¢ eficaz e segura no tratamento dos pacientes com AF, tanto em criangas como em adultos,
poucos estudos tém despertado o possivel efeito genotoxico a longo prazo deste farmaco.
Também sabe-se que alguns pacientes nao sao responsivos ao tratamento com a HU, ou ainda
que a eficacia do farmaco diminui com o tempo de tratamento. Neste contexto, ¢ urgente a busca
de novos fairmacos que constituam uma alternativa ao tratamento da AF (CANCADO, 2009;

SONATI, COSTA, 2008).

O referido trabalho teve como objetivo propor uma suplementagdo de L-arginina em
associagao com o uso da HU com a finalidade de promover maior doagdo de NO, aumentando a
biodisponibilidade de NO e consequentemente reduzindo quadros de dor e das crises de
vasooclusao. Tratou-se de um ensaio clinico randomizado duplo cego que analisou a utiliza¢ao
da arginina por via oral em pacientes com AF associado ao tratamento classico com HU durante
quatro meses. A populacdo estudo foi constituida por pacientes adultos com AF, em estado

estacionario (basal), sendo os mesmos estratificados em grupo estudo e placebo.

A 1dade em ambos os grupos apresentou a mesmo média, de 28 anos, assim como o
género, com 48% dos pacientes sendo do sexo masculino e 52% do sexo feminino, em ambos
os grupos. Outros estudos demonstram média de idade de pacientes adultos semelhante no

trabalho realizado em adultos também pelo nosso grupo de pesquisa (ELIAS et al., 2013).

Em relacao a andlise hematoldgica, observou-se que houve um aumento na concentragao
da Hb total no grupo estudo, mesmo que nao significante. Da mesma maneira, houve aumento
gradativo no hematdcrito, que pode ser atribuido provavelmente a diminui¢do da hemolise.
Destaca-se também uma diminui¢do da contagem de reticuldcitos, que também pode ser
atribuida a reduc@o da hemolise. O VCM teve um aumento ndo significante no grupo estudo em

relagcdo ao placebo, fato atribuido possivelmente a macrocitose induzida pela HU. Nao houve
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alteracdo na contagem das plaquetas, que poderiam nos sinalizar um possivel processo

inflamatorio (BRUGNARA et al., 2018).

Também ndo foi estatisticamente significante os exames contagem de reticuldcitos e
hemograma completo, HbF, HbS certamente pelo fato de as hemécias terem um tempo de vida
de 45 dias em pacientes com anemia falciforme, necessitando de maior tempo de
acompanhamento para observar mudancas. Como citado, a tendéncia da reducdo dos
reticuldcitos no grupo estudo, que pode ser justificado pela vasodilatacao, que resulta na redugdo
de hemolise e inflamacao. Desta forma, existe a necessidade de menor formacao de reticuldcitos

para gerar as hemacias (DAMANHOURI et al., 2015; MORRIS, 2017).

Existem escassos estudos com L-arginina na AF, no entanto alguns trabalhos ja
mostraram indicios dos seus beneficios. No estado do Ceard, Elias e colaboradores (2012)
avaliaram no mesmo servi¢o, um ensaio clinico com a suplementacdo de arginina, em 21
pacientes com AF, e demonstrou que houve aumento significante de NO e da concentracao da
HbF. No entanto, o estudo foi realizado em um periodo de tempo de doze semanas e com
auséncia do grupo placebo. Os nossos resultados foram semelhantes ao obtido pelo grupo acima

no que se refere ao aumento significante na dosagem do NO, o que consolida o achado relatado.

Morris et al. (2003) realizaram ensaio clinico em que no grupo estudo os pacientes
utilizavam HU e arginina, e grupo controle utilizava somente HU. Foi observado que o aumento
dos niveis de NO foi significante estatisticamente somente em pacientes que apresentavam crise
algica, enquanto que nos pacientes em estado basal, como em nosso trabalho, ndo houve este
aumento. O que pode ser justificado pelo fato de o acompanhamento ter ocorrido apenas por

quatro horas.

Outros trabalhos realizados nao tiveram a mesma metodologia de ensaio clinico, porém
Sullivan et al. (2010) realizaram estudo utilizando arginina inalatéria em pacientes com AF sem
e com STA e grupo controle. Os pesquisadores encontraram que os niveis de arginina se
encontravam reduzidos nos grupos dos pacientes de anemia falciforme, havendo um aumento
dos niveis de arginina somente no grupo de pacientes que utilizou a arginina inalatdria,
demonstrando que hd o aumento da biodisponibilidade da arginina, para que haja de maneira
mais eficiente o ciclo do 6xido nitrico, potente vasodilatador, o que justifica o aumento

significativo dos niveis de NO nos pacientes do presente estudo. O presente estudo realizou a
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administra¢do da L-arginina via oral durante 4 meses, momento em que houve significancia
estatistica para o aumento dos indices de NO. Segundo Telen (2016), este resultado ocorreu
porque ha primeiramente o aumento da biodisponibilidade, para que em seguida haja de maneira
gradativa e crescente o ciclo do NO e consequente aumento dos niveis de nitrito, que foi utilizado

como marcador da presenca do NO.

Quanto a clinica, Morris e colaboradores (2003) relataram a redugdo da frequéncia de
dor nos pacientes do grupo estudo, corroborando que ¢ necessdrio maior tempo de
suplementacdo da arginina para os pacientes em estado basal. O mesmo grupo demonstrou em
2013, uma reducdo em 54% na utilizagdo de opidides em criangas com AF com episodios vaso
oclusivos em um ensaio duplo cego randomizado utilizando arginina por via inalatoria. Neste
mesmo ensaio, foi observada a reducdo dos escores de dor nas criangas de maneira significativa
no grupo estudo em relacdo ao grupo placebo (MORRIS et al., 2013). Nosso trabalho também
utilizou placebo, diferindo na forma de administragdo da arginina, que foi via oral, e também
nos pacientes, que se encontravam em estado basal segundo os critérios de Ballas (2012). Em

nosso estudo houve um tratamento mais longo, e os pacientes do grupo estudo também tiveram

reducdo da frequéncia de dor de maneira significativa.

MacMahon et al. (2010) demonstraram que butirato de arginina tépico em ulceras de
perna de pacientes com AF reduziram 78% no grupo estudo e 24% no grupo controle, em que
nao havia a utilizacdo do biturato de arginina. Esta clinica ¢ bastante comum em pacientes com
AF, mas ndo acompanhamos especificamente a reducdo do tamanho da lesdo em membro
inferior, sendo apenas citado como complicacdo pelos pacientes, que sdo acompanhados e

tratados pela equipe do HEMOCE.

Foi realizada a avaliacdo clinica durante a consulta, e houve relato de pacientes sobre
uma melhora clinica e na qualidade de vida dos mesmos. O que nos leva a acreditar que a
utilizacdo da arginina pode de fato impactar na melhoria da qualidade de vida dos pacientes, que

podem necessitar de tratamento durante toda a sua vida.

Em relacdo a analise realizada no inicio e final do ensaio dos niveis de arginase nao
apresentou modificagdes em nosso estudo no momento antes € apds os meses de tratamento.
Este fato pode ser explicado por varios fatores, dentre eles a pequena amostragem em ambos o0s

grupos, ao tempo de uso e, possivelmente, aos haplotipos. Esta questdo dos haplotipos se deve
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ao fato de que no estado do Ceara temos a predominancia dos hapldotipos Bantu/Bantu na AF,
que costumam ser mais associadas a presenca de maiores complicagdes clinicas, o que pode

justificar a diferenca em relacdo a outros estudos realizados em outros continentes também

(LAURENTINO et al., 2014).

Conclui-se que o ensaio clinico randomizado foi capaz de comprovar o aumento na
producao do NO pela suplementagdo de L-arginina, e também a reducdo da dor nos pacientes
adultos em uso cronico de HU e L-arginina por um periodo de quatro meses. No entanto, ¢
importante relatar as limitagdes do estudo, tais como o tempo de monitoramento, bem como a

analise farmacocinética da L-arginina e da HU e outros marcadores de hemolise.
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6. CONCLUSAO

e A populagdo em estudo apresenta um perfil socio demografico semelhante em relagdo ao
género ¢ a idade;

e A avaliagdo hematoldgica no decorrer do ensaio clinico ndo demonstrou alteracdes
significantes, sendo descrito uma redu¢do na contagem de reticuldcitos no grupo em uso
da L-arginina como coadjuvante;

e A concentracao de NO aumentou de forma significativa durante o ensaio clinico no grupo
em estudo em relagdo ao grupo placebo;

e Em relagdo a avaliacdo clinica durante o ensaio clinico verificamos uma reducao
significante das crises dolorosas com o tempo de uso da L-arginina, fato ndo observado no
grupo placebo;

e A redugdo da arginase ocorreu em ambos 0s grupos apos o ensaio clinico.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O ensaio clinico traz uma nova possibilidade para ser utilizada no tratamento da AF,
mesmo naqueles pacientes que nao sdo responsivos, de maneira que o NO possa auxiliar a agdo
da HU, que também ¢ uma doadora de NO, potencializando sua acdo. E no caso dos pacientes
responsivos, novos estudos em que se realize a reducao da dose utilizada poderdo demonstrar o
potencial da L-arginina na AF. Assim como, a utilizagdo no publico infantil, at¢ mesmo em
outras formas farmacéuticas mais adequadas a esta faixa etaria. Os pacientes demonstraram
absoluta confianca e se conectaram de forma muito especial a este ensaio, assim como toda a
equipe do HEMOCE, através também de palestras e informagdo continuada para os pacientes
que possuem Hemoglobinopatias aqui no estado do Ceara. A informag¢do, o acompanhamento
caso a caso € a abertura para novas possibilidades de tratamento e seguimento destes pacientes
proporcionam a cada dia a melhora da qualidade de vida, desvendando a AF e evitando suas

complicagdes, tao severas.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPACAO EM PESQUISA

UNIVERSIDADE
FEDERAL po CEARA

%
B O

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
PESQUISA

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “Ensaio
clinico randomizado duplo cego placebo para estudo da eficacia da L-arginina como coadjuvante
a hidroxiuréia, na anemia falciforme”, que tem como objetivo principal analisar a eficacia e
resposta da L-arginina juntamente com a hidroxiuréia no tratamento dos pacientes com anemia
falciforme acompanhados no servico do Hemocentro do Estado do Ceara (HEMOCE). A
hidroxiuréia € utilizada no protocolo de tratamento da anemia falciforme, e a L-arginina ¢ um
aminoacido que tem o papel de melhorar a circulagdo do 6xido nitrico, resultando em melhor
circulagdo sanguinea e reducao de quadros de dor e internacao e atua em quadros inflamatorios
e de infecgdo. Pelo fato de ser um aminoacido, Este estudo apresentara dois grupos, divididos de
maneira aleatoria, onde o primeiro grupo vai receber L-arginina, enquanto o outro grupo
receberd o placebo, com a finalidade de comprovar que o grupo que recebe a L-arginina tera
uma reducao de dor e de internagdes, além de melhora na circulacao e aumento do 6xido nitrico
circulante. Dessa maneira, ¢ possivel modificar o protocolo de tratamento do HEMOCE, para
que todos os pacientes com anemia falciforme recebam a L-arginina, juntamente com a

hidroxiuréia.

A participacao do(a) senhor(a) na pesquisa sera plenamente voluntaria e consciente, nao havendo
qualquer forma de pagamento. Para participar do projeto havera a coleta de 2 (duas) amostras de
sangue no momento da coleta de rotina para que a pesquisa seja realizada. Esta coleta de sangue

sera realizada no Ambulatorio de Anemia Falciforme do Hemocentro do Estado do Ceara. A
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participacao na pesquisa ndo ira lhe 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 ¢ desconforto no momento da coleta. 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 divulgag¢do dos resultados totalmente proibida a terceiros, utilizados
apenas para a discuss@o dos professores e estudantes envolvidos no projeto e, ainda assim, sem
qualquer possibilidade de identificacdo dos pacientes. Serd, no entanto, permitido acesso as

informagdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecer duvidas. O principal investigador ¢ Renata Mirian Nunes Eleutério, endereco para
contato: Rua Capitao Francisco Pedro,1210 — Porangabussu, CEP 60430-370 - Fortaleza, CE —
Brasil, Telefone: (85) 33668264.

Se o Senhor(a) tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a €tica da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Ceara Rua Coronel Nunes de

Melo, 1000. Rodolfo Teoéfilo; Fone: (0xx)85 3366-8344.

Caso o Senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das informagdes que leu sobre
os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes € que sua participagdo €
voluntaria, que ndo ha remuneragdo para participar do estudo e se o Senhor(a) concordar em

participar solicitamos que assine no espaco abaixo.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: / /



Assinatura do responsavel pela aplicagdo do TCLE  Data:

/
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ANEXO A — Parecer consubstanciado do CONEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ) Plabaforma
CEARA/ PROPESQ orl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO DUPLO CEGO PLACEBO PARA ESTUDO DA
EFICACIA DA L-ARGININA COMO COADJUVANTE A HIDROXIUREIA, NA ANEMIA
FALCIFORME.

Pesquisador: Renata Mirian Nunes Eleutério

Area Tematica:

Versao: 6

CAAE: 41553015.8.0000.5054

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.292.517

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo clinico randomizado duplo cego placebo para estudo da eficacia da L-arginina como
coadjuvante no tratamento de anemia falciforme.

Casuistica: Serao selecionados 50 pacientes com AF, em uso de 500 mg/dia ou mais de hidroxiuréia, em
estado basal de acordo com Ballas et al. 2009, com a obtencao do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), em acompanhamento no Hemocentro do Estado de Ceara (HEMOCE). Os pacientes
seré&o estratificados em dois grupos, sendo: Grupo | — 25 pacientes com AF em uso de HU (Hydrea® maior
ou igual a 500mg/dia) associada com L-arginina (L-arginina 250 mg — 1vez ao dia). Grupo Il — 25 pacientes
com AF em uso de HU (Hydrea® maior ou igual a 500mg/dia) associada com placebo. A dose a partir de
500mg/dia foi selecionada por representar a dosagem utilizada pelos pacientes tratados com HU onde sera
realizada a pesquisa, resultando assim em resultados com maior confiabilidade. Locais de Estudo: O estudo
sera realizado no Hemocentro do Estado Cearda (HEMOCE) e no Laboratério de Pesquisa em
Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematoldgicas (LPHGDH) da Universidade Federal do Ceara.
Seréo selecionados 50 pacientes com AF, em uso de 500 mg/dia ou mais de hidroxiuréia, em estado basal
de acordo com Ballas et al. 2009, em acompanhamento no Hemocentro do Estado de Ceara (HEMOCE).

Endereco: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br
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ANEXO B - Double-Blind Clinical Trial of Arginine Supplementation in the Treatment of
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Background. Sickle cell anaemia (SCA) is the most prevalent monogenic disease in Brazil. In SCA, haemoglobin S
(HbS) is formed, which modifies red blood cell morphology. Intravascular haemolysis occurs, in which free Hb and
free radicals degrade nitric oxide (NO) and release arginase, which reduces arginine levels. Because arginine is a
substrate for NO formation, this decrease leads to reduced NO (vasodilator) synthesis. SCA treatment uses
hydroxyurea (HU) to maintain high foetal haemoglobin (HbF) levels and reduces HbS to avoid haemolytic episodes.
Objective. To analyse the efficacy of L-arginine as an adjuvant in the treatment of SCA patients. Setting. The State
Blood Centre of Ceara, Brazil.” Methods. This was a randomized double-blind clinical study of adults with SCA with
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continuous use of HU at the State Blood Centre of Ceara. The clinical study enrolled 25 patients receiving HU +” L-
arginine (500 mg) and 25 patients receiving HU + placebo. The treatment was carried out over four months.
Laboratory tests were performed to determine the levels of the following: (1) complete blood count; (2) nitrite +
nitrate; (3) HbF; and (4) reticulocytes. The clinical experiments were performed by a haematologist. The main
outcome measures were nitrite and pain. Results. Statistical analysis showed that the levels of NO were increased
in the study group, and there was also a reduction in pain frequency using a pain frequency scale by day, week, and
month. The levels of nitrite plus nitrate in the group receiving placebo plus HU did not change among the times
evaluated (38.27 £ 17.27 mg/L, 39.49 + 12.84 mg/L, 34.45 + 11.25 mg/L, p >0.05), but in the patients who received
supplementation with L-arginine plus HU, a significant increase in nitrite plus nitrate levels was observed between
MO and M4 (36.55 + 20.23 mg/L versus 48.64 + 20.63 mg/L, p =0.001) and M2 and M4 (35.71 + 15.11 mg/L versus
48.64 £ 20.63 mg/L, p <0.001). It is important to note that the increase in nitrite plus nitrate levels occurred only in
the fourth month of follow-up of patients in the treatment group, showing that at least 4 months of

supplementation with L-arginine is necessary to show an increase in these metabolites in the serum. Conclusion.
The use of L-arginine as a coadjuvant in the treatment of sickle cell anaemia may function as a potential tool for
pain relief, consequently improving the life of patients.

Introduction

Sickle cell anaemia (SCA) is a genetic disease caused
by a point mutation in the beta globin gene in which
a glutamic acid is replaced by a valine, resulting in the
synthesis of a new haemoglobin, haemoglobin S
(HbS), which forms polymers in the red blood cells at
low oxygen tension. It also makes membranes more
rigid, thus modifying membrane morphology and
function [1]. In this way, the transport of oxygen is
compromised, and a deposition of these red cells in
the endothelial wall occurs, which can lead to chronic
inflammation, difficult microcirculation, pain,
hospitalization, and stroke [2, 3].

Arginine is an essential compound for the formation
of nitric oxide (NO), which is a potent vasodilator. It is
found in reduced levels in SCA patients, which may
cause impairment in the microcirculation, recurrent
pain, and hospitalization. Studies have shown that,
with increased Larginine availability, there is greater
NO synthesis, which leads to improved
microcirculation and patient clinical profiles [2-5].

This is because L-arginine is a substrate for NO
production. During haemolysis, arginase, an enzyme
that metabolizes L-arginine and contributes to a
decrease in NO concentration in SCA patients, is
released. Other studies have demonstrated that NO
is a cofactor for the enzyme guanylate cyclase, which
is responsible for the conversion of guanosine
triphosphate (GTP) to cyclic guanine monophosphate

(cGMP). cGMP is responsible for smooth and vascular
muscle relaxation and vasodilation [6—8].

Currently, to reduce haemolytic episodes, pain, and
vessel occlusion, SCA treatment uses hydroxyurea
(HU), which is used to maintain high foetal
haemoglobin (HbF) levels and consequently reduce
haemoglobin S (HbS) concentrations. Other positive
effects associated with the use of hydroxyurea may
be attributed to nitric oxide. There are several
mechanisms involved in the production of nitric oxide
from HU, such as the catalase-mediated pathway,
urease-dependent formation, and NO production
catalysed by horseradish peroxidase. More recently,
the role of HU in inducing eNOS (NO endothelial
synthetase) for NO production in endothelial cells has
also been demonstrated [9—-12]. In fact, this drug has
been shown to be useful in relieving pain in patients
with sicklecell anaemia,andthevasodilatation
resulting from the formation of hydroxyurea-derived
NO may be one more mechanism by which HU can
benefit these patients [13]. Therefore, investigating
whether L-arginine supplementation can enhance the
effects of HU becomes mandatory since this amino
acid plays an important role as a substrate for NO
production.

In this context, the aim of this study was to analyse
whether there is an increase in nitric oxide levels,
measured by nitrite plus nitrate levels, in patients
who use HU plus Larginine as supplemental



treatment compared to the nitric oxide levels in
patients using HU plus placebo.

Materials and Methods

The clinical trial was a randomized, double-blind, and
placebo-controlled study. The patients were
randomized by the GraphPad prism program. Fifty
adult patients of both sexes with a clinical and
molecular diagnosis of SCA in their follow-up periods
at the Blood Centre of the State of Ceara (HEMOCE)
participated in the study. The inclusion’ criteria
included adult patients using HU and baseline data
according to the criteria of Ballas (2012): absence of
painful episodes and/or intercurrent illnesses, such as
infections and inflammations in the four weeks prior
to the study; absence of hospital admissions in the
last 2-3 days prior to study; and the absence of blood
transfusion in the four months preceding the study
[14]. The exclusion criteria were absence of a
molecular diagnosis of SCA, pregnancy, presence of
renal disease, not using HU, and a history of
transfusion in the last six months.

Patients who participated in the study are seen at the
haemoglobinopathies clinic regularly to continue
their treatment with hydroxyurea. We use the
moment when they returned to carry out the
instruction and the trial.

The groups were separated in a randomized,
doubleblind trial in which only the main author had
the information regarding the groups and the
respective patients. Therefore, there are no other
names in contributorship
statement/acknowledgements. The physician who
cared for the patients is a coauthor of this article.

Patients were stratified into two groups: (1) the first
group consisted of 25 subjects who used HU + L-
arginine at a dose of 500 mg/day and (2) the second
group consisted of 25 subjects taking HU + placebo
(starch). The HU doses ranged from 500 to 1500
mg/day and were not modified during the trial.
Biological samples were obtained at specific
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timepoints: (1) before receiving supplementation
with placebo or Larginine (MQ); (2) two months after
placebo or supplementation with L-arginine (M2);
and (3) four months after placebo or
supplementation with L-arginine (M4). The arginine
dose was defined based on an earlier study
performed by the same group [5]. The trial time was
determined by the clinical staff of the Blood Centre of
the State of Ceara. It was not possible to” use a group
that used only arginine because of the treatment
protocol of the institution.

The outcome measures were the nitric oxide dose
measured by nitrite plus nitrate levels using a
nitrite/nitrate, colorimetric assay kit, Roche; foetal
haemoglobin levels measured by HPLC; and
reticulocyte and complete blood count. To measure
pain frequency, a time scale was used to stratify the
patients. The scale divided the patients into 5 pain
categories: never (absence of pain), every day, every
week, every month, and every year. As was done for
pain assessment, a scale was created to measure the
frequency of hospitalizations. The patients were
stratified into the following: never hospitalized,
hospitalized 5 years ago, hospitalized 3 years ago,
and hospitalized this year. The other clinical and
historical data of the patients were obtained from
medical records.

Statistical analyses were performed using IBM SPSS
21 Statistics. For the analysis of the normality of the
data, the Shapiro-Wilk test was used. For the analysis
of the quantitative variables, a Mann-Whitney test or
two-way repeated measures ANOVA were used. For
the analysis of categorical variables, the Pearson’s
chi-square test or Fisher’s test was used. Values of p
<0.05 were considered significant.

The study was approved by the Ethics and Research
Committee of the Federal University of Ceara with
number” 1.292.517, and it was registered in the
Brazilian Registry of Clinical Trials with the number
U1111-1201-6937. The patients were required to sign
an informed consent form.



Results and Discussion

3.1. Patients. The mean age of patients enrolled in
the study was 28 years, and a similar mean was
observed in both of the groups, the placebo group
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and the treatment group. Most of the patients were
female (52%), and the female-male ratio was
approximately 1.1:1. Gender and age were matched
between patients in the placebo and study groups. In
addition, there was no difference in clinical
manifestations or time of treatment with HU
between the groups studied, showing that the
baseline characteristics were similar between the
groups (Table 1). The duration of HU use before the
trial ranged from 2 to 180 months with a median of
48 months. No adverse effects were observed during
the 4 months of the trial. There was no significant
difference in the nitrite/nitrate levels in the serum
based on the HU doses (p = 0.643).

3.2. Haematological Parameters. In patients for
whom haematological data were available, no
significant difference was observed between patients
in the placebo group and in the study group, showing
that supplementation with Larginine had no influence
on the haematological parameters evaluated when
compared to patients receiving placebo (Table 2).

3.3. Measurement of Nitrite Plus Nitrate and Analysis
of the Frequency Pain. The levels of nitrite plus
nitrate in the group receiving placebo plus HU did not
change among the times the levels were evaluated
(38.27 £17.27 mg/L, 39.49 + 12.84 mg/L, 34.45 +
11.25 mg/L, p >0.05), showing that placebo had no
influence on nitrite plus nitrate levels. Patients who
received supplementation with L-arginine plus HU
showed a significant increase in nitrite plus nitrate
levels between MO and M4 (36.55 + 20.23 mg/L
versus 48.64 + 20.63 mg/L, p =0.001) and M2 and M4
(35.71 £ 15.11 mg/L versus 48.64 + 20.63 mg/L, p
<0.001) (Figure 1). It is important to note that the
increase in the nitrite plus nitrate levels occurred only
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in the fourth month of follow-up of the patients in
the treatment group, indicating that at least 4
months of supplementation with L-arginine is
necessary to show an increase in these metabolites in
the serum.

The chi-square test showed a reduction in pain
frequency in the study group compared to that of the
placebo group (p =0.027). Table 3 shows a reduction
in the frequency of pain in patients in M4, showing
that patients who presented pain every day started
to have pain every week or every month.
Interestingly, the change in pain frequency coincided
with the increase in nitrite plus nitrate levels,
suggesting a possible relationship between these two
variables.

To the best of our knowledge, this is the first
placebocontrolled double-blinded, randomized
clinical trial that has tested the therapeutic potential
of oral L-arginine supplementation over a four-month
period in adult patients with SCA who are undergoing
a classic treatment with basal HU. Our results suggest
that this association may be beneficial for patients
with sickle cell anaemia since a reduction in the
frequency of pain was observed in patients who used
HU plus L-arginine supplementation. This reduction
was dependent on treatment time as observed from
serum levels of nitrite plus nitrate, indicating a strong
relationship between pain frequency and serum
levels of these metabolites.

Nitrite and nitrate are stable products of NO
metabolism that are accessible for quantification.
They are present in both blood samples and urine
samples. The measurement of nitrite and nitrate is
considered the most adequate and practical
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Figure 1: Comparison between the levels of nitrite plus nitrate in
the different treatment groups and at the different moments
evaluated. Two-way repeated measures ANOVA. *p <0.001 in
the comparison between M0 and M4 and M2 and M4. MO
(timepoint before receiving placebo or L-arginine supplement);
M2 (timepoint two months after receiving placebo or L-arginine
supplement); M4 (timepoint four months after receiving placebo
or L-arginine supplement).

way to evaluate the synthesis of NO in vivo. The
colorimetric method used in our study is based on
the Griess reaction, which involves the indirect
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determination of NO through the spectrophotometric
measurement of its stable decomposition products,
NO?% and NO*[15].

It was not possible to include a group not being
treated with HU because the hospital in which the
treatment was performed treats patients with SCA
with HU. However, in an earlier study in the same
city, but in another hospital, it was possible to
determine that the mean nitrite/nitrate level of
patients was 25.63 mg/L, which was well below the
indices in our study [16].

Previous studies conducted by our research group
have shown an increase in nitrite levels in patients
using HU in combination with L-arginine; however,
we did not evaluate the influence of L-arginine on the
frequency of pain in these patients [5]. Lopez et al.
(1996) showed that levels of nitric oxide metabolites
were inversely correlated with pain scores in patients
with SCA with vaso-occlusive crises, suggesting the
role of NO in pain [17]. Another study using inhaled
NO also showed a decrease in pain score in patients
with SCA who inhaled NO, reinforcing their role in
pain relief [18]. In 2013, in a randomized, placebo-
controlled trial using oral or intravenous L-arginine
hydrochloride as a source of NO, Morris et al. (2013)
demonstrated a 54% reduction in opioid use in
children with SCA. In this same trial, the reduction

Table 1: Baseline characteristics of the patients.

Placebo Group
Gender (n/%)
Female 13 52,0%
Male 12 48,0%
Age (Years) 28
HU doses (mg/day) 1040
Time of use of HU (months)
02-48 17 68,0%
49-96 6 24,0%
>97 2 8,0%
Hospitalization (n/%)
Never 9 36,0%

Study Group p-value
9

13 52,0% >0.997«
12 48,0%

28 0.84%

1070
14 56,0%
0,

8 32,0% 0.67%
3 12,0%
9 36,0%
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5 years 3 12,0% 2 8,0%
0.910«
3 years 6 24,0% 5 20,0%
This year 7 28,0% 9 36,0%
Vaso-occlusive crisis (n/%)
No 5 23% 7 28% 0,7418
Yes 20 77% 18 72%
Osteonecrosis (n/%)
9
No 23 92% 23 92% >0.997F
Yes 2 8% 2 8%
Leg lesion (n/%)
9
No 22 88% 24 96% 0.607#
Yes 3 12% 1 4%
« B Y
Chi-square test. Fisher’s test. Mann-Whitney test. HU: hydroxyurea.
Table 2: Haematological parameters of patients with SCA during the trial.
Placebo Group Stu ly Group p-
Haematological parameters N lacebos; stud
(placebo; study) MO M2 M4 MO M2 M4 value
Erythrocytes x 10 (/mm?) 20 16 2.5 2.4 24 2.5 2.5 2.5 0.378
Hb (g/dL) 20 16 8.9 9.1 9.2 8.7 9.1 9.4 0.525
HDbF (g/dL) 18 17 13.6 16.0 14.8 13.9 15.2 16.4 0.455
HbS (g/dL) 19 16 78.9 79.1 77.9 78.4 78.0 76.4 0.882
Haematocrit (%) 20 16 26.9 26.7 27.0 26.3 26.8 28.1 0.304
MCYV (fL) 20 16 106.9 111.5 113.2 106.2 107.7 111.8 0.480
MCHC (%) 20 16 34.2 34.1 34.2 33.4 34.1 33.7 0.661
Platelets x 103 (/mm?) 20 15 435 378 373 383 331 364 0.551
Reticulocytes (%) 18 18 11.6 11.8 8.9 9.1 9.1 7.4 0.586

Two-way repeated measures ANOVA: HbF (foetal haemoglobin), Hb (haemoglobin), HbS (haemoglobin S); MCV (mean corpuscular volume); MCHC (mean
corpuscular haemoglobin concentration); SCA (sickle cell anaemia); MO (timepoint before receiving placebo or L-arginine supplement); M2 (timepoint
two months after receiving placebo or L-arginine supplement); M4 (timepoint four months after receiving placebo or L-arginine supplement).

Table 3: Frequency of pain in patients with SCA.

Frequency of pain

Mo
Never, n (%) 7 (28)
Every year, n (%) 3(12)
Every month, n (%) 7 (28)
Every week, n (%) 2 (8)
Every day, n (%) 6 (24)

Placebo group Study group p-
M2 M4 MO0 M2 M4 value
7(28) 7(28) 6 (24) 6 (24) 6 (24)
3(12) 3(12) 13 (52) 13 (52) 13 (52)
7(28) 7(28) 3(12) 3(12) 5(20) 0,027+
2(8) 3(12) 0(0) 0(0) 1(4)
6 (24) 5(20) 3(12) 3(12) 0(0)

Chi-square test: MO (timepoint before receiving placebo or L-arginine supplement); M2 (timepoint two months after receiving placebo or L»argin'ine
supplement); M4 (timepoint four months after receiving placebo or L-arginine supplement).

Advances in Hematology

in pain scores in children was observed in the study showed that arginine and citrulline treatment in
group versus the placebo group [19]. Cox et al. (2018) children did show a benefit in measures of



endothelial function compared with the same
measures at baseline [20].

Our results are consistent with previously published
data indicating that the use of L-arginine may reduce
the frequency of pain in patients with sickle cell
anaemia, demonstrating that it is a potential tool for
improving the quality of life of these patients. This
may be partly due to the increased serum levels of
nitrite plus nitrate, which reflects increased NO, a
known lacking vasodilator in patients with SCA that is
associated with pain [16, 21].

Despite the few studies using L-arginine as a source of
NO in SCA, many studies have shown the benefits of
NO. For example, it has been reported that NO can be
produced by the vascular endothelium from L-
arginine and is able to regulate normal vascular tone
and inhibit platelet activation, haemostatic activation,
and the expression of adhesion molecules such as
VCAM-1, which is a marker of endothelial activation
that is implicated in binding to a41 adhesion
molecules present in sickle red blood cells [22, 23].
The adhesion of sickle red blood cells to the
endothelium, in turn, has been implicated in the
initiation and propagation of vaso-occlusive events, as
demonstrated in previous studies using an in vitro
adhesion assay or an ex vivo perfusion model in rats
[24]. Additionally, NO has been shown to reduce the
adhesive properties of neutrophils to the vascular
endothelium in SCA, an important event for the
development of vaso-occlusive crises [25, 26].

In addition, Villagra et al. (2007) also reported that
sildenafil, a phosphodiesterase 5 inhibitor known to
potentialize NO-mediated signalling, was able to
reduce platelet activation, which supports a role for
NO-based therapeutics since platelet activation may
play an important role in the adhesion of sickle red
blood cells to the vascular endothelium [27].
Interestingly, platelet activation has been found to be
elevated in patients with steady-state SCA, and this
elevation is even greater during vaso-occlusive crises
[26]. Taken together, these reports suggest that
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source-independent NO can benefit patients with
sickle cell disease by acting on several cellular
components involved in the genesis of vasoocclusive
crises. Here, we used L-arginine as a source of NO; L-
arginine is a safe and effective amino acid that is
reported to have narcotic-sparing effects that may be
a beneficial complement to the treatment of patients
with SCA [19].

Relatively recent studies have shown that the
decomposition products of NO, nitrite and nitrate,
can be recycled in vivo for the production of NO,
representing an alternative source of this gas. This
process occurs mainly under conditions of hypoxia in
which the activity of the oxygendependent NOS
enzyme is compromised [28]. In this context, we
hypothesized that supplementation with L-arginine
may, in addition to serving as a substrate for NO
production by the NOS-dependent pathway, increase
the supply of nitrite and nitrate to function as a
storage pool that is available for NO production in
conditions of low oxygen tension, such as the
conditions that occur during vaso-occlusive crises.
The increased NO levels may not only prevent vaso-
occlusive crises but also attenuate or even resolve
them. It is important to note that, during our study,
no patient receiving HU plus Larginine
supplementation experienced complications of the
disease.

Conclusions

In summary, our data indicate a strong relationship
between increased levels of NO metabolites and
decreased pain frequency in patients with SCA, which
supports the use of L-arginine supplementation as an
adjuvant in the treatment of these patients. These
data are the first to demonstrate this relationship in
adult patients with SCA; however, more studies are
needed with a larger number of individuals and
longer follow-up to evaluate the safety and efficacy of
longterm supplementation with L-arginine.
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