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Resumo

A doencga falciforme (DF), nas duas ultimas décadas, tornou-se um problema de
saude global crescente, pela alta incidéncia (276.168 nascimentos/ ano global e
3.000/ano no Brasil, informe do Programa Nacional de Triagem Neonatal), por
apresentar alta morbi-mortalidade e baixa qualidade de vida, mesmo com o atual
aumento na sobrevida. A melhora nas curvas de sobrevida, observada em paises
desenvolvidos, é devida ao diagndstico precoce, através da triagem neonatal, ao
inicio de tratamento ja nos primeiros meses de vida e ao acompanhamento por
equipes multiprofissionais especializadas. Uma populagdo grande, desde o
nascimento até a idade mais avangada, precisa ser assistida, com o objetivo de
prevenir e tratar as complicacdes da doenca, com o firme propésito de minimizar as
complicagdes tardias. A hipertensao arterial pulmonar (HAP) secundaria esta entre
as complicacdes tardias mais severas e talvez possa ser evitada. Recursos precisam
ser alocados, para que os paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos possam
copiar os modelos bem sucedidos das politicas em saude para DF, para a pesquisa
clinica e basica. A Organizagdo Mundial da Saude incluiu, em 2006, a DF na lista de
prioridade em saude publica. Nas duas ultimas décadas vém sendo desvendados os
complexos mecanismos envolvidos na patogenia da DF, que determinam os eventos
vaso-oclusivos recorrentes, a lesao de isquemia/reperfusdo, com a superprodugao
de espécies reativas de oxigénio, a ativagdo endotelial e a hemdlise. A baixa
biodisponibilidade tanto do éxido nitrico (ON), agente que regula a vasodilatagao,
como de seu precursor, a arginina esta presente no fenétipo hemolitico da DF, e tem
sido responsabilizada pelas manifestagdes clinicas predominantemente decorrentes
de vasculopatia crénica, como HAP, ulceras de perna, priapismo, acidente vascular

cerebral (AVC) e inclusive morte subita. A HAP é definida pela velocidade do fluxo
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de regurgitacdo da valvula tricuspide (VFRT) como = 2,5m/s em repouso pelo
ecocardiograma Doppler transtoracico (ECDT), que apresenta boa correlagdo com
dados de cateterismo cardiaco direito. E encontrada em quase 30% dos adultos e
criangas, e € considerado o principal fator de risco de morte entre os adultos, mesmo
com niveis limitrofes ou discretamente aumentados, e com sintomas clinicos
ausentes ou pouco especificos. A administragdo de L-Arginina, o substrato do ON e
que esta com seu metabolismo alterado na hemdolise cronica, € uma estratégia para
aumentar a producdo do ON, reduzir a hemdlise, o dano oxidativo e a disfungao
endotelial que levam a HAP.

Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacao de L-Arginina na dose de 0,1g/kg/dia por
6 meses na pressao arterial pulmonar, estimada pela velocidade do fluxo de
regurgitacao tricuspide medida por ECDT e no grau de hemdlise, estimada pelo nivel
sérico da desidrogenase latica.

Métodos e resultados: Ensaio clinico randomizado, duplo-cego foi conduzido em 40
pacientes com DF de uma coorte do Servico de Hematologia do HCPA, 20
receberam placebo (Manitol) e 20 receberam L-Arginina na dose 0,1g /kg/dia por 6
meses. Os grupos eram comparaveis quanto a sexo, idade, gendtipo, grau de
anemia, grau de hemdlise, esquema terapéutico concomitante e complicagdes da
doencga, apenas o nivel de creatinina foi significativamente diferente, mas em ambos
os grupos dentro dos limites da normalidade. As variaveis: velocidades do fluxo de
regurgitacao tricuspide (VFRT), como estimativa da pressao sistolica do ventriculo
direito (PSVD) e da pressao sistolica da artéria pulmonar (PSAP) por ECDT , peso,
pressao arterial sistémica, hemograma, hemoglobina fetal (HbF), metahemoglobina,
niveis séricos de desidrogenase latica (LDH) e creatinina foram avaliadas antes e

ao final do tratamento. A avaliagdo da funcdo pulmonar foi realizada conforme as
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diretrizes de 2002 da Sociedade Brasileira de Pneumologia e o exame radiolégico de
térax foram realizados em data proxima ao estudo. Ao final do tratamento os
pacientes que receberam L-Arginina apresentaram uma reducdo estatisticamente
significativa do nivel da LDH (p=0,03), com concomitante discreto aumento da
hemoglobina sem significancia estatistica (p=0,65). Onze pacientes apresentavam
HAP, VFRT= 2,5m/s (27,5%), destes seis receberam L-Arginina, e cinco Placebo,
sendo que um paciente do grupo Placebo nao realizou a avaliagao final da PAP.
Houve uma pequena redugao da VFRT no grupo tratado com L-Arginina, enquanto
que nos quatro, que receberam Placebo, houve pequeno aumento da VFRT, sem
significado estatistico (p= 0,29). Nao houve diferengca no peso, no nivel de
hemoglobina, na hemoglobina fetal, no numero de hospitalizagdes durante o
tratamento, nem na impressao de melhora subjetiva pelos pacientes, ao final do
tratamento, que foi bem tolerado.

Conclusbes. A suplementacdo com L-Arginina, na dose administrada por seis
meses, promoveu significativa redugdo da hemdlise avaliada em 19 pacientes
através da dosagem da LDH e uma tendéncia a redugdo da VFRT no pequeno

grupo de seis adultos com HAP sem significado estatistico.

Descritores: Doenga falciforme, hemodlise, L-Arginina, oxido nitrico, endotélio,

hipertens&o arterial pulmonar, LDH.
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1. Introducéo

A doenca falciforme (DF) € uma hemoglobinopatia grave, doenga hereditaria
monogénica, decorrente de uma mutagao pontual no gene que codifica a molécula 3
globina, de heranga autossémica recessiva. A mutagao determina a base molecular
da doenga, onde a substituicdo de um unico aminoacido na cadeia B globina da
origem a hemoglobina S (HbS ou HBB: glu6val), que quando desoxigenada, no
citoplasma dos eritrécitos, polimeriza provocando enrijecimento dos eritrécitos (1).
Tem elevada prevaléncia na populagdo mundial, sendo maior em regides tropicais
da Africa, mas que como conseqiiéncia do trafico de escravos e imigragdes pode ser
encontrada em qualquer parte do mundo (2, 3). No Brasil dados do Data SUS
Ministério da Saude estima o nascimento de 3.000 criancas com DF ao ano, a partir
de dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal de 12 estados brasileiros. A
DF é a doenca hematoldgica hereditaria mais frequente no Brasil, e estamos vivendo
uma transicdo epidemioldgica, com bebés sendo diagnosticados ao nascimento,
necessitando tratamento precoce, acompanhamento e tratamento eficaz para toda
vida, buscando minimizar as complicagdes agudas e cronicas. A DF, agora, tem
aumento da visibilidade, exige recursos financeiros adequados e torna-se um
problema de saude publica (4).

Os individuos homozigotos (SS) ou duplo heterozigotos para outras
hemoglobinopatia (SC, SPtalassemia) sdo os que apresentam os sintomas da
doenca. A DF é caracterizada por anemia, dores episddicas severas, complicacoes
com risco de vida e dano tecidual crénico(1). A falta de deformabilidade dos
eritrocitos pela polimerizagao da hemoglobina S desoxigenada, por muitos anos, foi
considerada a causa da vaso-oclusado e isquemia recorrentes (5). Estudos clinicos,

in vitro e em camundongos transgénicos, com inicio nos anos 90, na tentativa de
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explicar a variabilidade de sintomas e manifestagcbes clinicas, nos levam ao melhor
entendimento dos complexos fendmenos associados e envolvidos na patogenia da
DF.

A presencga de hemdlise representa um novo paradigma da DF. Os polimeros
de HbS e a maior auto-oxidacdo da HbS provocam a hemdlise e a vaso-oclusao,
mas nao ha apenas a formacdo de tampdbes de eritrocitos sequestrados na
microcirculacdo, causando hemodlise e isquemia. Os dois fendbmenos, a
polimerizacdo da HbS e a hemdlise, desencadeiam uma cascata de eventos que
consomem o ON provocando vasoconstricao, lesao isquemia/reperfusao, produgao
de radicais livres de oxigénio, inflamacéao local e sistémica, resultando em disfungéo
endotelial com secrecdo de endotelina-1, mais consumo de ON, ativagcdo de
moléculas de adesdo, e ativacdo da coagulagcédo (6), com a consequente lesao
tecidual aguda e crénica (7). O ON é produzido pelas células endoteliais a partir da
arginina, tem a funcao de regular a vasodilatacao, através da ativagdo da guanilato
ciclase soluvel que produz o 3’5’ monofosfato guanosina ciclico nas células da
musculatura lisa vascular, responsavel pela vasodilatagdo (8-10). Também & um
agente anti-oxidante (11), anti-inflamatério, modulador da expressdao de moléculas
de adesédo (12), anticoagulante (10) e inibidor da proliferacédo endotelial (13) e é
apontado como indutor da sintese de hemoglobina fetal(14). O ON aparece como
um fator central na patogenia da vasculopatia da DF (Figura 1), onde esta diminuido
(15). As reagbes que provocam esta redugao sao nao enzimaticas: efeito da quimica
Fenton, devido a presenga de hemoglobina e de ferro livres 0 ON é metabolizado a
nitrato e nitrito e transforma hemoglobina em metahemoglobina (16), e enzimaticas:
ON é degradado a perdxido de nitrito pela acédo das enzimas xantina oxidase e

NADPH oxidase, liberadas por células endoteliais e neutréfilos hipdxicos, ou ainda
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pela acao da sintetase do ON nao ligada a arginina, devido a deficiéncia de arginina
que é degradada em ornitina, pela arginase liberada na lise eritrocitaria. Este estado
de deficiéncia relativa de ON e disfuncdo endotelial na circulacdo pulmonar
provocando vasoconstricdo e remodelamento vascular (17) esta relacionado ao
desenvolvimento de HAP (18, 19). Também estd presente em camundongos
transgénicos com DF (20) e em outras doencgas hemoliticas cronicas, como na
talassemia maior e intermédia, na esferocitose congénita, na hemoglobinuria
paroxistica noturna e anemia hemolitica microangiopatica (21, 22). HAP primaria e a
HAP secundaria associada a colagenoses compartiiham a mesma patogenia (17). (

Figura 1)
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Figura 1: Hemodlise intravascular reduz a atividade do ON adaptado de Kato, GJ(15).

Hemolise libera hemoglobina, arginase e LDH, limitando a biodisponibilidade do ON tanto diminuindo
a sua sintese como a sua destruicdo. ON reage com hemoglobina formando metahemoglobina e
nitrato(A). Arginina, o substrato para a sintese de ON pela sintetase do ON, é degradada a ornitina
enzimaticamente pela arginase plasmatica(B).LDH é um indicador do grau de hemdlise: quantidade
de hemoglobina e arginase liberadas. ON ¢ inativado pelos radicais livres de oxigénio produzidos pela
xantina oxidase, NADPH oxidase e sintetase do ON nao acoplada a arginina produzindo peroxinitrito
ONOO  (C). Redugéao da biodisponibilidade do ON na DF esta associada com as manifestagdes HAP,
priapismo, ulcera de perna e possivelmente AVC isquémicos(23)

A suplementagao com L-Arginina promove aumento de ON (24), com redugéo
da hemolise e do dano oxidativo, revertendo o estado de deficiéncia de ON e de
resisténcia ao ON (20, 23).

Na DF os pacientes apresentam anemia hemolitica crbnica, crises dolorosas
episodicas e severas, sepse, sindrome toracica aguda, sequestro esplénico,
acidente vascular cerebral, danos agudos e cronicos em multiplos érgéos levando a
doenca pulmonar crbnica e a HAP, determinando baixa qualidade de vida e baixa
expectativa de vida (1). As manifestagdes clinicas sdo muito variaveis e séo
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influenciadas por fatores ambientais, socio-econdmicos e alteracbes epigenéticas
associadas (25, 26). Mutagdes adicionais atuam como agravantes ou atenuantes
das manifestagdes clinicas e complicagbes. A mutagdao no gene da peroxidase (27)
pode provocar mais infegdo, no gene da UDP glicoroniltransferase (28), maior niveis
de bilirrubinemia ndo conjugada (28), no gene da cadeia y globina maior produgao
de Hb F, que é o inibidor natural da polimerizagdo da HbS (29-32), no gene da
haptoglobina, maior sintese de haptoglobina e maior capacidade de neutralizar a
hemoglobina livre (33). Algumas destas mutagbes podem ser analisadas como
multiplos polimorfismos de 1 nucleotidio: single nucleotide polymorphisms (SNPs)
ja descritos na HAP (25).

O maior entendimento dos mecanismos vaso-oclusivos e das lesdes
provocadas pela hemodlise intravascular cronica permitem identificar dois fendtipos
distintos na DF, onde ha predominio de um ou de outro fendbmeno, mas também
situacdes intermediarias com superposicdo variaveis dos dois fendtipos. Nos
individuos com o fendtipo vaso-oclusivo, as crises algicas, a sindrome toracica
aguda e a osteonecrose sao mais frequentes. Os pacientes apresentam leucocitose
e menor grau de anemia. No fendtipo hemolitico, a HAP, as ulceras de perna, a
colelitiase, o priapismo e o AVC sao mais frequentes. Os pacientes apresentam

maior grau de anemia, de hiperbilirrubinemia e de disfungao endotelial (Figura 2).
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Disfuncéo Endotelial-Hemolise

Alfa - Talassemia

Figura 2: Modelo de sobreposi¢cao de subfendétipos na DF adaptado de Kato,GJ (15). Pacientes com
DF e altos niveis de hemoglobina apresentam maior freqliéncia de complicagdes relacionadas aos
fenbmenos vaso-oclusivos por maior viscosidase, falciformagédo e adesividade: crises algicas vaso-
oclusivas, sindrome toracica aguda e osteonecrose. Em oposi¢ao, pacientes que apresentam maior
grau de disfungédo endotelial pela hemdlise, provocando vasculopatia proliferativa e vasoconstrigao
desenvolvem Ulceras de perna, priapismo, HAP e possivemente AVC ndo hemorragico tém niveis
mais altos dos marcadores de hemdlise: maior grau de anemia, reticulocitose, LDH e arginase
elevados. O espectro de prevaléncia e de severidade de cada um destes sufenétipos podem ser
sobrepostos. Pacientes com trago a talassémico tendem a apresentar menos hemdlise e mais
fendmenos vaso-oclusivos. O efeito do aumento da HbF reduz tanto a hemodlise como a vaso-
ocluséo.

Nos paises desenvolvidos pacientes com DF apresentam melhor sobrevida.
Consequente da melhora no manejo clinico, do diagndstico precoce através da
triagem neonatal, do uso de penicilina profilatica (34), das imunizagdes especiais, e
do melhor treinamento na identificagdo precoce dos sinais de complicagdes graves,
como sindrome toracica aguda e sequestro esplénico (35). Também pelo
desenvolvimento de centros especializados, com o pronto atendimento por equipes
de saude treinadas e a administragao de hidroxiuréia (HU)(36). Nos paises onde

estas medidas ainda ndo foram implementadas, como em alguns paises africanos
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ainda nao ha dados definitivos, mas é provavel que a sobrevida média seja ainda de
5 anos (37).

A melhor compreensao da patogenia da doenga permite a procura por uma
terapéutica mais eficaz, antagonista dos fendmenos, que determinam o
comprometimento multi-sistémico, como aumento da viscosidade sanguinea, vaso-
oclusdo, hipdéxia, dano oxidativo, lesdo de isquemia/reperfusdao, hemodlise,
inflamacao aguda e crénica, neoformagao vascular e fibrose. O tratamento deve ser
instituido precocemente e com segurancga para evitar as lesdes tardias. Devido ao
aumento da sobrevida, um numero maior de pacientes desenvolve HAP. A
hipertensao arterial pulmonar esta associada a maior risco de morte (38, 39) e ainda
com poucas opgdes de tratamento.

Em nosso estudo a estimativa da HAP foi analisada pela velocidade do fluxo
de regurgitacao tricuspide (VFRT). A VFRT é determinada pelo método n&o invasivo
ECDT, permite calcular a pressao sistolica arterial pulmonar através da equacao
modificada de Bernoulli PSAP=(4V?+5) onde 5 mm & o valor da pressdo venosa
central estimada para todos os pacientes, sem estenose pulmonar (40) . A
estimativa da PSAP pela VFRT apresenta boa correlagdo com o método invasivo de
cateterismo cardiaco direito (41, 42). Foi validada em pacientes com DF e niveis =
2,5 m/s, que esta acima de dois desvios padrao da normalidade, pode ser usado
como biomarcador de severidade da doenga (38).

A exemplo de muitas patologias humanas, a associagao de multiplas medidas
terapéuticas provavelmente é a melhor estratégia de tratamento (43). Medidas
educacionais de pacientes, através do auto cuidado, aos cuidadores e a equipe

multiprofissional, associadas a medicagéao, terapia transfusional (44, 45) e em alguns
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casos com transplante de células tronco (46) fazem parte do tratamento atual e
novos medicamentos estdo sendo testados (47).

O objetivo desta tese foi testar a eficacia da L-Arginina comparada a placebo
em ensaio clinico randomizado e duplo cego. L-Arginina foi associada ao tratamento
padrdao para DF, administrada via oral, na dose de 0,1g/kg/dia, trés vezes ao dia.
Adultos com DF tém niveis séricos de arginina baixos e durante crises vaso
oclusivas tanto adultos como criangas apresentam-se depletados de arginina. A
arginina € metabolizada a ornitina pela acdo da arginase liberada na hemolise (48,
49) (Figura 3). Esta suplementagéo procura: promover a sintese do ON: revertendo
o estado de vasoconstricdo (24); diminuir a ativacao dos canais de Gardos via
endotelina-1 (50, 51) impedindo hemdlise e por fim diminuir o stress oxidativo, pois,
aumenta a sintese de glutationa e evita que a sintetase do éxido nitrico desocupada

va formar superéxido a partir do ON (52, 53) (Figura 4).
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Figura 3: Niveis plasmaticos de arginina e arginase em 288 pacientes adultos com DF: niveis
plasmaticos mais baixo de arginina e ativivade de arginase aumentada em relagdo a 36 controles
normais, adaptada de Morris C(49).
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Figura 4: O ciclo vicioso hemdlise, resisténcia ao 6xido nitrico, stress oxidativo é interrompido pela
suplementagdo de Arginina, adaptado de Krajewiski ML (54). Na DF a HbS polimerizada leva a
hemdlise, reducao do ON e dano oxidativo. Hemoglobina livre no plasma provoca consumo de ON e
aumento de radicais livres. Hemodlise libera arginase, que degrada a arginina. Hemoglobina livre
causa stress oxidativo por peroxidagéo e efeito Fenton, produzindo NO2 e nitrogenagao de proteinas.
Resisténcia ao NO é agravada por mais consumo de NO pela produgéo de superdxido pela agdo das
enzimas xantina oxidase e ADPH oxidase. O stress oxidativo perpetua o ciclo danificando mais
eritrécitos e provocando hemdlise. A suplementacdo com Arginina atinge esta triade patogénica
aumentando a formagao de ON, reduzindo a hemdlise e o stress oxidativo.

Dois ensaios clinicos prévios (55, 56) e duas jovens com DF e HAP foram o
estimulo para a realizagao deste ensaio.

A primeira parte constituiu-se na revisao da literatura sobre DF com foco na
prevaléncia e incidéncia, patogenia, manifestagdes clinicas e tratamento.

Na segunda parte é constituida pelo artigo.
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2. Reviséo de literatura
2.1 Incidéncia e prevaléncia

No mundo ha estimativa de 250.000 nascidos/ano com DF, a grande maioria
na Africa (4, 57, 58). Ha 60.000 pacientes nos Estados Unidos da América do Norte
e 10.000 na Inglaterra (57). Ha alta freqiiéncia do gene da HbS na Africa tropical,
nas nacdes que participaram do trafico de escravos africanos, principalmente nas
Ameéricas, e em menor frequéncia na bacia do Mediterraneo, na Arabia Saudita e em
partes da india (59, 60), e devido a imigracdes recentes, nos Gltimos 15 anos, tem
freqUéncia crescente em paises da Europa (37, 61). O gene HbS confere vantagem
genética, protege o portador heterozigoto de formas graves de malaria pelo
Plasmodium falciparum (62).

Doenca falciforme pode apresentar-se com o gendétipo SS: forma homozigotica,
a mais grave, também denominada anemia falciforme, ou com as formas
heterozigéticas: combinagbes da hemoglobina S com outras variantes
hemoglobinicas. Os tipos mais frequentes em nosso meio sdo a hemoglobinopatia
SC, combinagao heterozigética S: p 6glu=val, com a hemoglobina C: B 6glu=lis
(outra mutagado pontual no gene da molécula B globina) e a S p-talassemia,
combinagao heterozigética com f-talassemia, onde um dos genes [ globina
apresenta dele¢cdes com graus variaveis de diminuicdo da sintese desta globina,
podendo ser identificada como S pB+-talassemia o S f0-talassemia, dependendo da
quantidade cadeias B produzidas. Existem 5 haplétipos da HbS: Senegal, Benin,
Bantu, Camardo e Arab-India (63, 64), no Brasil, as muta¢des africanas sao

predominantes (65, 66).
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A incidéncia da DF em recém nascidos varia de 0,1/1000 em regides nao
endémicas a 20/1000 em partes da Africa (67). Em Porto Alegre, um estudo piloto
determinou a incidéncia do trago falciforme em 1 em cada 69 recém-nascidos(68). O
Laboratorio de Rastreamento Neonatal da Faculdade de Farmacia - UFRGS, Porto
Alegre, identificou no ano de 2002, 13 casos de DF em nosso Estado, 1 / 9017
recém-nascidos, e obteve o mesmo indice de prevaléncia do tragco falciforme do
estudo piloto ja citado (69).

Nos Estados Unidos da América do Norte a incidéncia de DF é de 1 para cada
600 afro-descendentes (70, 71).

No Brasil, segundo os dados do Data-SUS Ministério da Saude, nascem 3000
criangas/ano com DF e a incidéncia de DF e do trago falciforme, obtidos em 12
estados brasileiros, através do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)

estao representados nas Tabelas 1 e 2 respectivamente.

Tabela 1: Proporc¢do de nascidos vivos diagnosticados com DF pelo PNTN

Estados Propor¢ao/ Nascidos Vivos
Bahia 1: 650

Rio de Janeiro 1: 1.200

Pernambuco, Maranhio, M Gerais, Goias 1: 1.400

Espirito Santo 1: 1.800

Sdo Paulo 1: 4.000

Mato Grosso do Sul 1: 5.800

Rio Grande do Sul 1: 11.000

Santa Catarina e Parana 1: 13.500

Data-Sus Ministério da Saude 2008
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Tabela 2: Proporc¢do de nascidos vivos diagnosticados com o traco falciforme pelo PNTN

Estados Proporc¢ao/Nascidos Vivos
Bahia 1: 17
Rio de Janeiro 1: 21
Pernambuco, Maranhao, Minas Gerais 1:23
Espirito Santo, Goias 1: 25
Sao Paulo 1:35
Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina 1: 65

Data-Sus Ministério da Satde 2008

No centro de atengéo global aos portadores de hemoglobinopatias do HCPA

160 pacientes com DF recebem atendimento especializado regularmente.
2.2 Patogenia

A base molecular da DF é conhecida ha mais de 50 anos, é considerada a
primeira doenga molecular descrita em humanos, por Linus Pauling em 1948 (72), a
compreensao da patogenia da DF progrediu nos ultimos 20 anos, assim como o
seu tratamento evoluiu nos ultimos 28 anos.

A presenca da hemoglobina S & a responsavel pela patogenia da doenga. A
hemoglobina S ocorre por uma mutagdo pontual no gene da cadeia B globina,
localizado no cromossomo 11. Esta mutacdo € determinada pela troca de um
nucleotideo, a timina que é substituida por adenina no sexto cédon do gene da 3
globina, levando a uma alteragdo na codificagdo de um unico aminoacido, o acido
glutdmico é trocado por valina. Esta pequena alteragdo estrutural da molécula de
hemoglobina é a responsavel pelas marcadas alteragcbes de estabilidade e de
solubilidade desta molécula (73), provocando sua polimerizagdo quando
desoxigenada, através de pontes de contatos hidrofébicos entre a valina mutante de
uma molécula globinica S com alanina, fenilalanina e leucina outra molécula

globinica adjacente (74). Esta polimerizacdo se desfaz rapidamente apds a
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reoxigenacao, no entanto pode ser irreversivel nos eritrocitos severamente
desidratados e danificados pelo stress oxidativo (75).

A polimerizagdo da hemoglobina S desoxigenada, também em camundongos
transgénicos, comprovadamente é o evento primario (76), que vai provocar alteragéo
da reologia dos eritrocitos, isto €, do comportamento mecanico destas células, que
vao apresentar diminuicdo da sua capacidade de deformacdo, determinando a
falciformagcdo ou falcizagdo das mesmas (77). Os eritrécitos falciformados
desenvolvem lesdo de membrana decorrente da oxidacao dos lipidios. A presenca
da Hb S, que sofre mais auto-oxidagdo, aumenta a concentracdo de espécies
reativas de oxigénio intra-eritrocitario (78). Como consequéncia ocorre o dano
oxidativo, com a peroxidacdo dos lipidios da membrana e das proteinas do cito-
esqueleto, podendo causar dano irreversivel e provocar a lise. Os eritrocitos
falciformados tém a permeabilidade de membrana aumentada, perdem potassio,
recebem calcio e sdo mais densos, os canais de Gardos estdo ativados, provocando
desidratacédo e intensificando a falciformagao (79-82). Os eritrécitos, no estado
basal, tem a sobrevida média encurtada para 35,4 dias, que cai para 16,6 dias
durante as crises vaso-oclusivas (83). Estes fenbmenos ocorrem durante o transito
em capilares e os eritrécitos deformados sao seqliestrados na porcdo venosa da
microcirculagao.

Os eritrocitos falciformados, irreversivelmente, rompem na circulagao, hemolise
intravascular, liberando hemoglobina livre no plasma (diariamente 10% dos
eritrocitos hemolisam e 30g de hemoglobina é liberada no plasma) (84), ou séo
fagocitados pelos mondcitos e macréfagos principalmente do bago e do figado (85),

hemodlise extravascular.
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A liberacdo de hemoglobina livre na corrente sanguinea, que possui menor
defesa contra os radicais livres, do que no ambiente intra-eritrocitario, onde a
presenca de alta concentragdo de glutationa confere a protegdo anti-oxidativa,
determina um desbalanco da homeostase oxi/redugao, com consumo de ON, radical
livre e difusivel, e consequente vasoconstricdo arteriolar. H4 maior dano oxidativo,
atingindo também as células endoteliais, alterando seu fendétipo, determinando a
lesdo de reperfusdo, ou lesdo de cisalhamento (13). No processo hemolitico a
arginase intraeritrocitaria € liberada na circuglagao (84), provocando diminuicéo da
disponibilidade da arginina, com menor geragédo de ON, contribuindo ainda com mais
um mecanismo para aumentar a lesdo isquémica. Nos locais de lesao por
reperfusdo ha reacdes de adesao destes eritrécitos falciformados com as células
endoteliais danificadas, plaquetas ativadas, leucécitos ativados, fatores de
coagulagao ativados, moléculas plasmaticas e da matriz extracelular exposta pela
lesdo endotelial, com diminuicdo de prostaciclinas, aumento de endotelina-1 e
prostaglandinas (86), além de aumento de fatores angiogénicos (87). A partir de
1997 os modelos experimentais, com a segunda geragdo de camundongos
transgénicos knockout, expressando exclusivamente globinas humanas, permitiu o
melhor entendimento da patogenia da DF (88).

Os eventos mecanicos e moleculares ocorrem em ciclo vicioso, determinam
obstrugdo em vénulas com isquemia tissular (89-93), disfuncdo endotelial, gera
espécies de oxigénio reativo (7) desencadeando um estado inflamatério permanente
(94, 95) com danos agudos e crbénicos aos tecidos e 6rgaos, responsaveis pelas
manifestacdes clinicas e por lesbdes silenciosas, denominados eventos hipoxicos

subclinicos, detectados especialmente no cérebro em imagens de ressonancia
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magnética (96) e nos outros 6rgaos, na maioria das vezes, somente em necropsias

(97).

2.3 Manifestacdes Clinicas

A DF é heterogénea na sua apresentagcédo, com graus diferentes de severidade
das complicagdes, mesmo dentro de gendtipos idénticos, sugerindo interagdes de
outros genes modulando a sua fisiopatologia, assim como fatores ambientais (15).
Os efeitos das lesdes organicas crénicas devem ser procurados precocemente, sem
esperar por manifestacao clinicas, para orientar a terapéutica mais adequada, com o
objetivo de melhorar a qualidade de vida e a sobrevida (98).

Na DF ainda ndao ha um modelo robusto capaz de predizer, precocemente, os
efeitos adversos como morte, hospitalizagdes frequentes, sindrome toracica aguda.
Dispomos da eco Doppler transcraniana capaz de predizer o risco de AVC (44), os
demais marcadores de gravidade como os sugeridos pelo Grupo Cooperativo de
Doenca Falciforme Dallas,Texas, USA, que leva em consideragao datilite no primeiro
ano, anemia severa < 7g/dL ou leucocitose > 20.000/uL em criangas durante o
segundo ano de vida e em periodos sem crises, nao tem a capacidade de prever
como sera a evolugao desta complexa doencga (99). A desidrogenase latica (LDH) é
considerado um biomarcador de hemolise intravascular, apresenta boa correlacao
com niveis plasmaticos de hemoglobina livre, arginase e de moléculas de adeséao
soluveis secretadas por células endoteliais. Niveis elevados de LDH esta associado
ao subgrupo de pacientes com DF e o fenétipo de disfungéo endotelial, com maior
incidéncia de ulcera de perna, hipertensao arterial pulmonar, priapismo, anemia
hemolitica severa e resisténcia ao 6xido nitrico (100). Os niveis de LDH também
correlacionam com doenga vascular cerebral (101). A grande variabilidade das
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manifestagcdes clinicas também é devida a outros polimorfismos genéticos, como

determinantes, por exemplo, do nivel de hemoglobina fetal (29-32) e de haptoglobina

(33).

As manifestagdes clinicas da DF iniciam-se geralmente aos 3 meses de idade

quando diminui fisiologicamente a concentragcdo de hemoglobina F (102-108), séo

decorrentes destas, freqlentes crises vaso-oclusivas em qualquer tecido ou érgéo,

acompanhadas de intensa dor, principalmente nos ossos, térax e abdome. Esta

isquemia compromete a funcao e, muitas vezes, determina dano irreversivel aos

orgaos (109).

As manifestagdes clinicas mais caracteristicas sao listadas a seguir:

1.

Sindrome Mao Pé: episddios de datilite em mao e pés ocorrem em
criangas a partir dos 6 meses até os 3 anos de idade. Consiste de
edema, nao eritematoso e doloroso, principalmente das articulagées dos
pequenos 0ssos dos pés e maos. Pode ser acompanhada de febre e
leucocitose. As alteragbes radiolégicas sdo: edema de partes moles e
afinamento do osso cortical, que pode progredir para a destruicdo dos
0ssos metacarpianos, metatarsianos e falanges (107).

Crise Hemolitica: subito aumento da anemia sem fenbmenos vaso-
oclusivos, causando insuficiéncia cardiaca e morte em poucas horas.
Crises Dolorosas em Ossos e Articulagcbes: a circulagao sinusoidal da
medula 6ssea € um local ideal para a falciformacdo dos eritrocitos
provocando isquemia. Apods o primeiro ano de vida ocorrem crises
dolorosas em ossos longos, coluna, costelas e articulagdes. Pode

ocorrer infarto 6sseo e edema de articulagbes. Complicacéo frequente é
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5.

a necrose asséptica de colo de fémur e de umero, uni ou bilateral, que
muitas vezes requer a substituicdo por proteses (110-115).

Crise de Dor Abdominal: causada por pequenos infartos mesentéricos e
de visceras abdominais, colecistite, sequestro esplénico e infecgao
urinaria (116).

A crise de Sequiestro Esplénico: com alto risco de vida é caracterizada
por subito aprisionamento de sangue no bago, com marcada anemia
(queda de 2g/ dl na hemoglobina) e aumento agudo do bago. Ocorre em
criangas pequenas de 6 meses a 2 anos, antes da asplenia provocada
por infartos e fibrose. Estas crises geralmente sdo concomitantes a
infeccbes respiratérias, e tendem a ser recorrentes (117). Ha choque
hipovolémico e pode levar a morte em horas (118). Os multiplos infartos
esplénicos recorrentes determinam asplenia, apds os primeiros anos de
vida.

Sindrome Toracica Aguda: caracterizada por febre, taquipnéia, dor
toracica, leucocitose e infiltrado pulmonar, € a segunda causa mais
freqliente de morbilidade e a mais comum de mortalidade, ha dificuldade
de determinar o componente embdlico, isquémico e infeccioso, estando
geralmente todos envolvidos na etiologia desta sindrome (119).

Doenca Pulmonar Cronica: relacionada aos repetidos episédios de
tromboses, infartos, embolias gordurosas, vasculopatia e infeccdes. E
caracterizada pela diminuicdo da radiotransparéncia, por fibrose,
espessamento da intima, proliferacdo dos musculos lisos dos vasos;
todas estas alteracbes acabam provocando diminuicdo moderada a

severa da funcao pulmonar, determinando doenca pulmonar restritiva,
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obstrutiva ou combinada, com diminui¢éo da capacidade vital, das trocas
gasosas, hipoxemia (120-122) e HAP. Anormalidades dos testes de
funcdo pulmonar pode ser o primeiro sinal objetivo de doenga pulmonar
cronica em DF (123). A partir de 1990 estudos ecocardiograficos
mostram que muitos pacientes com DF desenvolvem HAP (63).
Anteriormente, a maioria dos dados eram obtidos apenas em exames de
necropsia. A HAP é acompanhada de sintomas como dispnéia aos
esforcos, cansaco, dor toracica e até sincope. A doenca crbnica
pulmonar e a HAP sao as duas principais causas de morte em pacientes
com DF (38, 124-126) e a segunda esta associada a morte subita (127).
A sobrevida média de pacientes com hipertensao arterial pulmonar é de
26 meses (124). A maioria dos pacientes apresentam discreto aumento
na pressao da artéria pulmonar (128), provavelmente nestes pacientes
o sistema cardiovascular ja esta nos limites de compensagéo, e nao
sobrevivem até desenvolver niveis pressoéricos mais elevados. HAP é
uma complicagdo de outras anemias hemoliticas como talassemia
intermediaria ou maior e esferocitose hereditaria (22). A hemdlise
intravascular, através do efeito de consumir o ON, tem um papel
importante no desenvolvimento de HAP, tanto em adultos como em
criangas a partir de 10 anos (100, 129). Pacientes com HAP nem
sempre apresentam crises dolorosas frequentes ou significativas (130).
Durante as crises falcémicas e o exercicio a HAP pode aumentar
agudamente, causando insuficiéncia ventricular direita e arritmias (127).
O ECDT é recomendado a todos os pacientes com DF periodicamente,

durante a vida e nas crises vaso-oclusivas especialmente aqueles com
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HAP prévia (126). A dosagem NT-proBNP (fragmento amino terminal do
Peptidio Natriurético tipo B) sérico apresenta boa correlagdo com HAP
(131, 132).

8. Crise de Sequestro Hepatico: € menos frequente do que a crise do
sequestro esplénico, também ¢é caracterizada por subito aumento do
figado por aprisionamento de sangue nesta viscera, com marcada
anemia (queda de 2g/dl na hemoglobina). Determina choque
hipovolémico e pode levar a morte em horas (133).

9. Doencga Hepatica Cronica: aumento moderado do figado esta presente a
partir do primeiro ano de vida e persiste na vida adulta. Ha diminui¢cao da
funcdo hepatica e medicacbes metabolizadas pelo figado devem ser
usadas com cuidado, devido a infartos sub-capsulares, intra-
parenquimatosos. Sao frequentes também colédoco e colelitiase (134,
135). Hepatites virais podem ocorrer devido a hemoterapia. A hepatite
C pode estar presente em 21% dos pacientes (136) e muitos
apresentam hepatite crénica e cirrose, com necessidade de transplante
hepatico (137).

10. Gastrointestinais: pacientes com DF ndo apresentam maior incidéncia
de Uulcera duodenal. Colite isquémica grave € rara, bem como
pancreatite (138-143).

11.Sistema Cardiovascular: ha cardiomegalia devido a sobrecarga cardiaca
pela anemia cronica, oclusdes recorrentes das arteriolas pulmonares e
hemossiderose cardiaca. Estes fatores provocam dilatagao e hipertrofia
de ambos os ventriculos e insuficiéncia valvulares em criancas e

adultos. Geralmente nao apresentam doencga aterosclerdtica, mas
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podem apresentar infarto do miocardio e fibrose do miocardio.
Insuficiéncia cardiaca congestiva, geralmente ocorre como complicagdes
extra- cardiacas. O desempenho fisico € gravemente comprometido,
com a capacidade de trabalho reduzida em 50% (144-146).

12.Sistema Nervoso Central: acidentes vasculares cerebrais (AVC)
isquémicos e hemorragicos em grandes e pequenos vasos Sao
frequentes. Nas criangcas com DF o risco de AVC é 200 vezes maior do
que em criacas sem DF. Aos 8 anos de idade, um terco apresenta
evidéncia de infartos cerebrais em imagens de ressonancia magnética
(96, 147, 148). Na infancia sdo mais comuns os eventos isquémicos,
podendo ser sintomaticos e assintomaticos, ja os eventos hemorragicos
sdo mais frequentes na vida adulta (149). Decorrente destes AVCs,
criangcas e adultos apresentam deformidades fisicas e neuropsiquicas,
com baixo rendimento escolar (150). Dados preliminares de um estudo
(Vichinky, E n&o publicado) em andamento, onde 200 adultos sé&o
comparados a 50 individuos normais, mostra que 40% apresentam
alteragdes volumétricas em imagens cerebrais de ressonancia
magnética: atrofia do lobo frontal, temporal, lacunas sub-corticais e
diminuicdo de volume do hipocampo associados com alteragdes
neuropsicologicas, que comprometem o comportamento, a memoria e
a cognicao.

13.Rins: Alteragdes da fungcdo renal podem ser causadas por infartos
corticais, depdsito de hemossiderina no epitélio dos tubulos convolutos
proximais e ainda esclerose. Pode ocorre necrose de papila.

Apresentam hiposternuria, devido a incapacidade de concentrar urina,
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14.

15.

os doentes ingerem grande quantidade de liquido. Enurese € uma
queixa frequente em criancas. Apresentam também diminuigcdo da
capacidade de excretar o ion hidrogénio, acidose tubular distal,
diminuigdo da excrecao de potassio com consequente hipercalemia e
ainda aumento da reabsorcdo de fosfato. Hematuria € comum, em
episodios curtos ou prolongados devido a ulceragdes na pélvis renal,
nos locais de infarto da papila. Pode ocorrer obstrucdo ureteral por
coagulos. Sindrome nefrética nao ¢é frequente, mas ocorre em
adolescentes e adultos, e pode evoluir para insuficiéncia renal.
Microalbuminuria ocorre em 46% das criancas(151). Hipertensao arterial
ocorre raramente. Pacientes com AF apresentam niveis de pressao
arterial inferiores a populacdo em geral. Insuficiéncia renal crdénica
ocorre em 4% destes pacientes, com a idade media de 23 anos,
necessitando tratamento dialitico e indicacado controversa de transplante
renal (152, 153).

Olhos: a retina € um local vulneravel a oclusao vascular com danos
irreversiveis, com hemorragias, proliferagdo de vasos e formagao de
anastomoses arteriovenosas. Podem ocorrer também hemorragias
vitreas, hemorragias na camara anterior e descolamento de retina. Estas
lesbes podem culminar com perda da visdo as vezes subita ou de
instalagao lenta (154).

Ulceras de Perna: o rompimento da pele das porcdes distais das pernas
e regiao maleolares € um problema recorrente em adultos, sendo mais

comum em homens. E causada pela estase do sangue em pequenos
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vasos, impedindo a correta cicatrizagdo as minimas escoriagdes
traumaticas. Pode afetar 75% dos pacientes (155).

16.Crise Aplastica: complicacdo frequente, como nas outras doencas
hemoliticas cronicas. Ocorre geralmente apés um episddio infeccioso,
preferencialmente em criangcas. Esta relacionada a infeccdo pelo
parvovirus humano B19, pelo seu efeito citotoxico direto nos precursores
eritrdides. Ha rapida queda na hemoglobina. Estes episddios sdo auto-
limitados, com recuperacdo espontanea da hematopoese em 10 dias.
Geralmente leucdcitos e plaquetas permanecem inalterados, mas pode
haver concomitante pancitopenia (156).

17.Crise Megaloblastica: ha subita parada da eritropoese por deficiéncia de
folato devido ao consumo aumentado pela hiperplasia eritréide crbénica,
associada a baixa ingestao de alimentos, etilismo, ou em situag¢des onde
ha maior necessidade de folato, como na gravidez e na fase de
crescimento (157).

18.Infecgdes: as bases fisiopatoldégicas para a grande suscetibilidade a
infeccdes agressivas é a falta da fungao esplénica (158), a diminuicao
dos niveis séricos de imunoglobulina M (159), alteragbes na funcao de
neutrofilos e linfocitos e na ativagao do complemento, mas ainda estao
em estudo. Em pacientes com DF, a partir dos 6 meses de idade,
infeccdo generalizada pode ser a primeira manifestacdo de anemia
falciforme. Infeccdo aguda é a causa mais comum de hospitalizagao,
embora nao seja a principal causa de morte nos primeiros anos de vida,
como nas décadas anteriores, gragas ao uso profilatico de antibidticos.

O agente infeccioso mais prevalente destas infeccbes severas é o
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Streptococcus pneumoniae encontrado tanto na corrente sanglinea,
como no liquor. A incidéncia é aproximada de 7/100 nas criancas com
menos de 5 anos, sendo 30 a 100 vezes mais freqiente do que em
criangas normais, na mesma faixa etaria. Mais de 70% das meningites
sdo causadas por Streptococcus pneumoniae. O indice de mortalidade
na sepse por este agente é de 35%. Por este motivo a prevengdo com
antibiotico profilatico, imunizacado especial e inicio de tratamento correto
contribuem definitivamente para diminuir o risco de infecgcdo invasiva.
Contudo, ja ha relatos de Streptococcus pneumoniae resistentes a
penicilina (160-166). A partir dos 5 anos, diminui a incidéncia das
infeccbes generalizadas e surgem aquelas recorrentes causadas por
germes gram- negativos como Escherichia coli, associadas as infecgoes
do trato urinario. A osteomielite é outra infeccdo frequente e, nestes
pacientes, o agente etiolégico mais comum é a Salmonella, devido aos
micro-infartos da mucosa intestinal, mas também podem ser causadas
por Staphylococcus (167-169). Pacientes com DF também sao
suscetiveis a infeccdo pelo Parvovirus Humano B19, que provoca além
da aplasia de células vermelhas, crise aplasica, glomerulonefrite, com
sindrome nefrotica e insuficiéncia renal, infeccbes pulmonares e
encefalites (170). Pacientes com DF apresentam boa resposta
imunolégica a vacinagdo contra Haemophilus influenzae e S.
pneumoniae (171, 172).

19. Deficiéncia no Crescimento e Desenvolvimento: as criancas sdo normais
ao nascimento, mas as curvas de crescimento progressivamente ficam

abaixo das curvas de criangcas normais. A puberdade ocorre mais
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20.

tardiamente, a menarca ocorre 2 a 3 anos mais tarde do que em
meninas normais. Ao chegar a vida adulta, estes pacientes tendem a ter
peso e altura quase sempre nos limites inferiores da normalidade. Os
niveis de horménios de crescimento, tireoidianos, ACTH, e cortisol foram
normais em uma série de pacientes estudados. O atraso de crescimento
e desenvolvimento parece estar associado mais a fatores
constitucionais, do que a hipopituitarismo ou mesmo a hipogonadismo,
ainda que presente transitoriamente na puberdade (173-177). A hipotese
mais provavel desta deficiéncia de desenvolvimento e crescimento é a
hemolise crénica, que determina alto consumo de proteinas e aumento
do metabolismo basal, ndo compensados adequadamente por ingestao
protéica e caldrica. Estudos sugerem que as necessidades de zinco,
riboflavina, vitamina B6, &cido ascoérbico, vitaminas A e E estédo
aumentadas (178-189). A deficiéncia de zinco esta associada a
hipogonadismo em adultos com DF, e a suplementagcéo de zinco pode
promover o crescimento em adolescentes (190, 191).

Priapismo: € uma complicacao frequente em pacientes com DF, 5 a 45%
apresentam episoédios de priapismo, tanto na fase pré-puberal como
poés-puberal (192). Pode ocorrer durante ere¢do normal ou durante o
sono. O sangue fica aprisionado nos sinusoéides e corpos cavernosos do
pénis. Geralmente é auto limitada e de curta duragdo, mas pode se
tornar recorrente e precisar tratamento clinico ou cirurgico. Estes

episodios podem levar a fibrose e a impoténcia sexual (193).
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2.4 Estratégias de Tratamento

As estratégias atuais de tratamento previnem parcialmente ou minimizam as
manifestacdes clinicas da DF e existem duas opcdes curativas, o transplante de
células tronco e a terapia génica.

Medidas educacionais para os pacientes, seus pais ou cuidadores,
professores, profissionais da saude tem papel central na prevengao de
complicagdes, identificacdo de sinais precoces de complicagdes graves como sepse
e sequestro esplénico (71).

A inclusdo da pesquisa de DF na triagem neonatal , levou a diminuigdo da
morbilidade e mortalidade. O diagndstico através da triagem neonatal permitiu: 1 O
inicio precoce da penicilinoterapia profilatica (194, 195), 2 Imunizagdo especial
contra Streptococcus pneumoniae, meningite meningocdcica C e virus da influenza,
(196-198).

Ainda em relagdo ao tratamentoja padrinizado temos o0 uso de hidroxiuréia
(HU) e a hemoterapia.

A HU hidroxiuréia ou hidroxicarbamida, uma droga citotoxica, especifica da
fase S ndo DNA hipometilante (199) que reduz a producéo de eritrocitos contendo
Hb S e que estdo em proliferacdo aumentada. Favorecendo a producdo de
eritrécitos com maior quantidade de HbF, proveniente de precursores eritroides com
menor indice de proliferagcdo. Esta terapéutica tem efeitos benéficos comprovados
(36, 200), pela acdo de aumentar o conteudo de HbF (201), produzindo o aumento
dos tetrameros a2¥3S, que nao polimerizam, sendo um antipolimerizante natural. Os
eritrécitos formados sob agdo da HU sao maiores, com densidade normal,
diminuindo a viscosidade sanglinea, sendo também menos aderentes ao endotélio.

Recentemente foram demonstrado outros efeitos independentes do aumento da
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HbF, é observado a diminuicdo do nivel e da atividade da arginase (202) e com
maior geragao de ON intravascular e intra-eritrécitario (203), com acgao
vasodilatadora. O uso de HU reduz o numero de crises algicas, de hospitalizagbes e
necessidade de transfusbes sangulineas. Além disto promove aumento de peso ,
melhora a capacidade fisica, sendo bem tolerada por criangas e adultos (204-217).
Omo efeito adverso observa-se neutropenia leve, mas que também tem o efeito
benéfico de diminuir a viscosidade sanguinea e menor reposta inflamatéria, mas é
um fator dose limitante (218). Em 1998 foi aprovada pelo FDA para uso em adultos.
Ainda nao foi observado efeito carcinogénico (218), ou teratogénico (219), mas
observacgao cuidadosa deve ser mantida, quanto a possiveis efeitos mutagénicos ao
longo do tempo. Marcadores de danos em DNA tem sido avaliados, inclusive pelo
nosso servigo, mostrando uma correlacdo diretamente proporcional a dose, em
ensaios de migragdo do DNA e de formagao de micronucleos (220, 221). O primeiro
paciente a usar HU se mantém em tratamento apés mais de 24 anos e nao ha
evidéncia de piora aguda com a interrupcao abrupta da droga (200).

Infelizmente, cerca de 40% dos pacientes ndo respondem a HU e até
apresentam progressao do dano a 6rgaos (36, 222, 223).

A hemoterapia € indicada para casos especificos: crises hemoliticas,
sequestro esplénico, AVC isquémicos, em criancas com aumento do fluxo
sanguineo em artérias cerebrais, com uma velocidade igual ou maior do que 200 cm
por segundo, detectado ao exame eco Doppler transcraniano (44, 45, 224, 225),
crises de aplasia de células vermelhas e sindrome toracica aguda. A maioria dos
pacientes recebe ex-sangulineo transfusdo parcial, para evitar o aumento da
viscosidade sanglinea e a sobrecarga de ferro. Os pacientes, que desenvolvem

AVC isquémico, permanecem em programa de ex-sanguineo transfusao parcial,
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periodicas, por tempo ainda indefinido, mantendo um nivel de hemoglobina S inferior
a 30%, com a recomendacédo de nunca ultrapassar 11g/dl de hemoglobina (226,
227). A corregcao de anemia por transfusdo s6 é recomendada em situagdes bem
definidas, como sequestro esplénico e hepatico, crise aplasica, sindrome toracica
aguda, crise algica refrataria e com indicagéo ainda controversa no pré-operatério e
durante a gestagao em pacientes com histéria de complicagdes severas. A anemia é
um fator protetor para crises vaso-oclusivas, a viscosidade sanguinea na DF é
diretamente proporcional a concentragdo de hemoglobina. Os pacientes
politransfundidos podem desenvolver sobrecarga de ferro, quando isto ocorre devem
ser submetidos a regimes de quelagdo do ferro (228). Atualmente dispomos de
quelante oral efetivo (229, 230). A transfuséo de troca tém o seu papel assegurado
no manejo de anemia sintomatica, HAP, retardo de crescimento, ulcera de perna,
priapismo, sequestro esplénico, dor crbnica incontrolavel e especialmente como
prevencao de AVC (44, 231-233).

Colecistectomia eletiva é indicada a todos os pacientes que apresentam

calculos biliares (234).
2.5 Sobrevida

A estatistica de 1994 do “National Institute of Health” USA, estimou a sobrevida
média para homens em 42 anos e para mulheres em 48 anos (235). A mortalidade
infantil contribui significativamente para este baixo indice de sobrevida(236). Em
paises desenvolvidos, ha 30 anos apenas 50% das criangas com DF chegavam a
idade adulta (237). O seguimento de uma coorte de 711 pacientes diagnosticados ao
nascimento e acompanhadas por 18 anos no Children’s Medical Center Dallas USA,
25 morreram de complicacdes relacionadas a DF: 0,59/100 com a idade média de

5,6 anos (238). Em Londres, de uma coorte de 252 criangas, diagnosticada pela
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triagem neonatal e acompanhadas de 1983 a 2005, 2 morreram 0,27/100 (239). Este
menor indice de mortalidade esta relacionado, como ja mencionado, a detecgao
precoce da doenca, cuidados médicos, educacdo dos pais, cuidadores e
professores, uso de penicilina profilatica e hidroxiuréia e, em determinados casos,
programas de ex-sanguineo-transfusao crénica e transplante alogénico de medula

Ossea (36, 196, 240-243).

2.6 Alternativas terapéuticas em estudo

Varios novos agentes terapéuticos estdo sendo testados como: 1. acido
valproico (223), 5-azacitidina (244), pomalidomine e lenalidomina (245) por
promoverem a sintese de HbF; 2. clotrimazol (246), senicapoc (ICA-17043) (247)
que bloqueiam os canais de Gardos e inibem a desidratacéo celular; 3. sulfazalazina
(248) e Acido 5-Aminosalicilico (249) inibem a ativagdo endotelial com agdo também
antiinflamatoria e anti-oxidante; 4. Poloxamer 188 (250), que melhora o fluxo na
microcirculacdo; 5. magnésio, um inibidor do co-transporte Ca++: Cl+ parece
promissor (248, 251-253), o estudo de fase | com pidolato de magnésio associado a
hidroxiuréia foi bem tolerado (254); 6. Cloroquina demonstra ac¢ao inibitoria da
arginase testada in vitro (255); 7. glutamina, precursora do glutamato, aumenta a
producao de glutationa, ambos diminuidos na DF, com efeito de prote¢ao contra a
hemolise e dano oxidativo (52); 8. estatinas pela sua acédo antinflamatéria (256).
Apesar de haver consenso sobre o estado de hipercoagulabilidade, o beneficio do
uso de anti-agregante plaquetario, anticoagulante oral ou parenteral ou de agente
tromboliticos ainda esta para ser determinado (251, 257-259). O uso de sildendfil,
pela sua propriedade de potencializar os efeitos vasodilatadores do ON através da

inibicdo da degradacdo do cGMP pela 5-fosfodiesterase, também ja foi testado
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(260). O uso de bosentan, inibidor da endotelina-1, foi usado com sucesso para
tratar ulcera de perna refrataria (261).

Além dos farmacos acima citados, temos os estudos com as terapéuticas
curativas com o transplante de células tronco e terapia génica. Transplantes
alogénicos de células tronco de medula 6ssea ou de sangue de cordao umbilical (58,
262) sao limitados a pacientes jovens e com doador relacionado compativel. Os
resultados em 5 anos mostram que, 85% dos pacientes apresentam uma
probabilidade de sobrevida livre de doenca e 97% de sobrevida global, com baixos
indices 10% e 22% de doenga do enxerto contra hospedeiro aguda e crdnica
respectivamente (263, 264). A terapia génica para DF, atualmente eficiente em
modelos experimentais em camundongos e em células humanas in vitro, ainda nao
apresenta condicdes técnicas para aplicagdo em humanos, pois a modificacao
genética de células tronco, de forma efetiva, ainda esbarra na biologia desta célula,
sobretudo, na propriedade de auto-renovacgao (265). No momento, os testes com as
drogas citadas acima, embora alguns promissores, ainda requerem mais estudos

(47).
2.6.1 L-Arginina

O novo farmaco que propomos neste estudo, duplo-cego e randomizado, &
adicionar, ao tratamento ja estabelecido para os nossos pacientes, a suplementagao
oral de L-Arginina, um aminoacido, com o objetivo de aumentar a sintese de ON,
promover a vasodilatacdo através da ativacao, pelo ON, da guanilato ciclase e
producado de 3’5’ monofosfato guanosina ciclico (GMP ciclico), com o objetivo de
prevenir e tratar a mais grave das complicagdes conicas da DF, que é a hipertensao
pulmonar e também as outras manifestacdes clinicas decorrentes da disfuncao

endotelial ja mencionada. Estudos em pacientes, com e sem DF, ja demonstraram o
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beneficio, da administracdo deste aminoacido por via oral ou parenteral no
tratamento de hipertensdo pulmonar e aumentar a protecdo contra o dano oxidativo
pela capacidade de promover aumento da glutationa intra-eritrocitaria (24, 49, 55,
56, 266-268). A infusdo de L-Arginina em recém nascidos com HAP, mas sem DF
diminui a resisténcia vascular pulmonar e melhora a oxigenacgao. (269).

A infusdo de L Arginina também provoca aumento de secregéo de insulina, que
também tem efeito vaso ativo (270-272).

ON por via inalatéria também reduziu a pressao arterial pulmonar em criancgas
e adultos com hipertensao pulmonar primaria (273), bem como em criangas com
sindrome toracico agudo (274-276).

Os dois estudos que serviram de estimulo para este ensaio clinico
demonstraram a ac&do da L-Arginina como droga hipotensora arterial pulmonar sao
dois estudos clinicos: 1. Ensaio clinico randomizado duplo-cego com placebo: 10/9
pacientes com HAP primaria ou secundaria dose 0,59/10 kg: diminuicdo da PSAP de
5314 a 48+4 mm Hg em 1 horas apds a primeira dose, p<0,05 (55), medidas por
cateterismo cardiaco. L-Arginina foi mantida por 1 semana para avaliagédo do teste
do pico de consumo de O, que mostrou aumento significativo. 2. Ensaio clinico 10
pacientes com DF tratados com dose de 0,1g/kg/dia dividida em trés tomada, por 5
dias, apresentou reducdo de 15,2% da pressao em arterial pulmonar calculada:
(PSAP=4 V2 + pressdo no atrio D(PAD) ou pressdo venosa central( PVC)), onde a
velocidade do jato de regurgitagéo tricuspide foi medida por ECDT e usada para
calcular o gradiente pressoérico através da valvula tricispide de acordo com a
equacdo simplificada de Bernoulli (p=4V?) acrescida de 14 mm Hg considerada a
pressao do atrio direito ou pressao venosa central em todos os pacientes, houve

concomitante aumento de metahemoglobina, sugerindo aumento de produgédo de
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ON (24, 48, 56). A produgao de ON foi maior em 5 pacientes que usavam HU (266).
Esta nova abordagem terapéutica estava em 2005, segundo informagéo pessoal de
Dra. Claudia R Morris, médica do Children’s Hospital Oakland, Oakland Califérnia
USA, sendo administrada a criangas e adultos com DF. Dra. Caudia R Morris
atualmente coordena varios estudos randomizados, em diferentes centros nos
Estados Unidos da América do Norte.

A arginina € um aminoacido condicionalmente essencial, naturalmente
presente na dieta protéica, em humanos € sintetizado a partir da citrulina(277). No
entanto em situagdes de alto catabolismo, sua sintese esta prejudicada e se torna
essencial obter arginina da dieta. Tem grande importancia biolégica com
propriedades nutritivas e terapéuticas (278, 279).

Em 1988 foi descoberto, através de ensaio com radioisétopo, que a arginina é
o substrato, o doador do nitrogénio, para a sintese enzimatica do ON em mamiferos
e que além da produgao de ON na célula endotelial (Figura 5), tem outras fung¢des
importantes, como precursor de proteinas, creatina, agmatina e também participa do
ciclo da uréia (8), metabolizando a aménia produzida no catabolismo protéico

produzindo uréia, menos toxica, e excretada pelo rim (Figura 6).
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Figura 5: Metabolismo da Arginina adaptado de Morris, C (56). Arginase compete com a sintetase do
6xido nitrico (SON), pelo substrato L-arginina. L-arginina produz ON e citrulina pela agdo da SON. A
liberagdo de ON causa vasodilatacdo através da ativagdo da ciclase guanilato solluvel(GPT) em:
ciclase guanilato mensageiro intracitoplasmatico (cGPT)(10, 278). Arginase transforma L-arginina em
ornitina e uréia(280). Tanto L-arginina como ornitina usam a mesma molécula transportadora de
aminoacidos catidénicos (CAT), para penetrar na célula(281). Ornitina pode competir com L-arginina
neste transporte, limitando a quantidade do substrato para a producdo de ON. L-arginina N-hidroxila
L-arginina é um produto intermediario na rota L-arginina/ON e é um inibidor potente da arginase(282).
O acumulo deste intra ou extracelular promove mais sintese de ON, por protegdo contra a a
degradagdo da L-Arginina pela arginase. Em situagdes de baixas concentragbes de L-arginina a
SON*, sem o substrato L-arginina, atua no O2 transformando-o em superdxido de oxigénio (O2+) ao
invés de produzir ON(283). O ON reage rapidamente com O2+ formando SON reativa (RSON) que
promove oxidacao e dano celular (284).

Vasodilatacao
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Figura 6: Ciclo Uréia, adaptado de Lehninger , AL(285). Ambnia é transformada em uréia menos
toxica através da trasnformacao da arginina a ornitina e citrulina.

O ON é um potente vasodilatador, anticoagulante, inibe agregagao palquetaria
e tem propriedade anti — adesividade (9) e que, como ja citado, estd com sua
biodisponibilidade diminuida em pacientes com DF (286).

As propriedades do ON como vasodilatador sdo conhecidas desde 1987 e foi
relacionado ao fator relaxante derivado do endotélio, ja descrito em 1927. Foi
demonstrado que, na hemdlise intravascular, a presenga de hemoglobina livre no
plasma consome ON (84).

ON, além da agao vasodilatadora, funciona como mediador da resposta imune,
atua como anti-inflamatorio impedindo a liberagdo de histamina, funciona também
como neurotransmissor, como radical livre citotoxico e como molécula de sinalizagao
em todo organismo (278, 287). ON normalmente suprime a expressdo de molécula
de adesdo do endotélio vascular-1(VCAM-1), molécula de adesdo intracelular-
1(ICAM-1) e E-selectina (288) e que estdo aumentadas na DF associadas a HAP e
maior risco de morte (289).

Nos ultimos 18 anos, muitos estudos estdo sendo realizados para buscar o

papel nutritivo e terapéutico da L-Arginina (278) e seus catabdlitos: ornitina, prolina e
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poliaminas em muitas patologias associadas a deficiéncia de arginina ou de baixa
biodisponibilidade do ON (279, 290) e foi demonstrado que o aumento de ON
diminui a presséo na artéria pulmonar (24, 56).

A arginina € um suplemento alimentar com baixa toxicidade e poucos efeitos
colaterais. Doses de até 30 a 60g/dia sdao bem toleradas. Também em estudo
experimental a L-Arginina administrada a camundongos transgénicos, com DF,
induziu a producdo de ON e houve diminuicdo da densidade dos eritrocitos por
inibicdo dos canais de Gardos (51). A administracdo de Butirato de Arginina
promoveu a cicatrizagao em ulceras de perna (291).

Em nosso estudo a administracdo de Arginina visa repor a baixa
biodisponibilidade de Arginina, pois sabemos que adultos com DF sao deficientes
em arginina (48, 266), assim como em criangas com DF os niveis sdo mais baixos
durantes as crises vaso-oclusivas e na sindrome toracica aguda (290). Os motivos
para isto sdo: elevada atividade de arginase (266, 292) e a presenca de altas
concentragbes de metilarginina, produzida na disfungdo endolelial (293-295) , que
compete pelo seu transporte intra celular da Arginina e pela sintetase do ON (296).

Estudos recentes in vitro e experimentais em animais indicam que a sintetase
de ON (SON) pode ter papel importante na patogenia da DF. Ha dados sugerindo
que a HU aumenta a sintese de ON e a deficiéncia de arginina, nestes pacientes,
pode limitar o beneficio terapéutico da HU (203, 297). A alteragdo do metabolismo

da Arginina na DF esta esquematizado na figura 7.
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Figura 7: Alteragdo no metabolismo da arginina na DF e em outras situagdes com hemolise. Morris, C(49).
Arginina ¢ sintetisada endogenamente a partir de citrulina no rim, via eixo intestinal-renal (277, 298). Arginase e
sintetase do ON competem pela arginina, o substrato comum(49). Na DF a biosisponibilidade da arginina e do
On estdo reduzidos, por varios mecanismos ligados a hemdlise. A arginase liberada pela lise dos eritrocitos
falciformados, desvia o metabilismo para a formagdo de ornitina, diminuindo a sintese de ON(49). Ha ainda
menor biodisponibilidade de arginina, pois a ornitina compete com a arginina pelo mesmo sistema de transporte
para dentro das células(299). Sintese endogena de arginina a partir da citrulina pode estar prejudicada por
disfun¢éo renal, comum em DF(49). A sintese de ON esta prejudicada na DF por falta do substrato arginina(48,
286). ON ¢ consumido pela hemoglobina liberada na hemolise(84) e pelos radicais livres , como superdxido
(283, 300), Na DF ha aumento de super6xido(301) devido a baixa atividade da superoxido dismutase ¢ alta
atividade da xantina oxidase(300), ¢ ainda pela presenca de sintetase do ON ndo ligada a arginina pela baixa
concentragdo de arginina(283) . A disfungdo endotelial é determinada pela deplegdo de ON produzindo
vasoconstricdo e pelo aumento dos produtos do metabolimo da ornitina : poliamina e prolina(49, 277) que
contribuem proliferacdo da musculatura lisa dos vasos, produgdo e deposicdo de colageno remodelando as vias
aéreas e vasos pulmonares contribuindo na patogénese da fibrose pulmonar e da HAP(290).
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Os aspectos farmacoldgicos da L-Arginina mostra que € bem absorvida por via
oral na forma de hidrocloreto de Arginina, tanto em animais como em humanos, a
concentracdo plasmatica atinge o pico maximo, em humanos, apos 2 horas da
administracdo (302). E metabolizado em 4 a 6 horas, por este motivo sdo
necessarias pelo menos trés doses diarias (303). Arginina € metabolizada pelo
figado e apos filtracao renal é reabsorvida pelos tubulos distais. A utilizagdo da
Arginina plasmatica depende do estado do individuo, o stress, a atividade fisica ou
estado inflamatério aumetam a necessidade de Arginina. A sua biodisponibilidade
pode estar limitada em estados com arginase aumentada (304, 305). Reacdes
adversas sao raras, leves e dose dependente (302). O uso oral por longos periodos
provoca apenas mal estar epigastrico e cefaléia. E recomendado monitorar a fungéo
renal e hepatica. Dose alta de Arginina pode inibir a absorc¢ao de lisina, por competir
pelo mesmo sistema de absorcao intestinal, o que teoricamente consiste em reagao
adversa, pois lisina € um agente anti-viral potente (306). Nao ha relato de efeito

adverso com o uso de hidrocloreto de Arginina em pacientes com DF (268).

48



3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Demonstrar o efeito terapéutico da L-Arginina em pacientes com DF.

3.2. Objetivo Especifico

Avaliar o impacto da L-Arginina sobre diminuicdo da pressédo arterial

pulmonar.

3.3 Objetivos Secundarios

Avaliar alteracdo no peso, na pressao arterial sistémica, no grau de anemia ,
no grau de hemdlise, na produgcdo de hemoglobina fetal e de metahemoglobina, na
creatinina, no numero de atendimentos hospitalares e avaliar a impress&o subjetiva

de melhora ao final do tratamento.
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Abstract:

Introduction: In sickle cell disease isquemia-reperfusion injury and hemolysis
produce endothelial dysfunction and chronic vascupopathy caractherized by reduce
nitric oxide and arginine bioavailability. Oral L-Arginine increases the availability of
the natural precursor of nitric oxide (NO), a free radical that plays an important role in
the pathogeny of chronic vasculopathy. Objective: Evaluate the impact of
supplementation with L-Arginine on pulmonary arterial pressure estimated through
Transthoracic Doppler echocardiogram (TTDE) and measure the effect on the
reduction of hemolysis, evaluated through the variation of serum levels of lactate
dehydrogenase (LDH). Material and methods: Oral L-Arginine at a dose of 0.1
g/Kg/day was administered to outpatients with sickle cell disease (SCD) for six
months, in a randomized and double-blind, placebo controled, clinical trial. Forty
patients concluded the treatment, twenty received L-Arginine and twenty received
Placebo.The systolic pressure of pulmonary artery was estimated through tricuspid
regurgitant jet velocity (TRJV). Results The two groups, before the trial, were
comparable in terms of gender, age, genotype and degree of anemia, degree of
hemolysis, concomitant therapeutic scheme and disease complications.The study
observed that in 6 patients with pulmonary arterial hypertension (PAH), defined as
TRJV 22.5 m/s, that received L-Arginine, the TRJV was reduced from 2.83+0.36m/s
to 2.461£0.36m/s, while in 4 patients with HAP who received Placebo, the TRJV
increased from 2.75+0.35m/s to 2.80+0.18 m/s, but without statistical significance
(p=0.13). LDH was reduced from 1065 + 495U/L to 784 + 267U/L in 19 patients(one
patient missed the final test), that received L-Arginine, while in 19 patients (one
patient missed the final test) who received Placebo the LDH level changed from 952
1+ 383U/L to 907 + 395 U/L (p=0.03).. Conclusion: The administration of L-Arginine
was well tolerated, resulted in tendency to reduced pulmonary arterial pressure in 6
patients with HAP, and promoted reduced hemolysis. Oral L-arginine seems to have
a positive effect on patients with SCD.

Key words: Sickle cell disease, L-Arginine, hemolysis, LDH, nitric oxide, pulmonary
arterial hypertension.
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Introduction

Sickle cell disease (SCD) is a severe hemoglobinopathy, presented wifh rigid
and falciform erythrocyte, due to hemoglobin S polymerization, obstructing the
circulation (1) and endothelial dysfunction (2) secondary to intravascular hemolysis.
This is a monogenic disease, of recessive autosomal heritage patern. Punctual
mutation at gene of B-globin determines the molecular base of the disease, leads to
replacement of an amino acid, which originates hemoglobin S (HbS or HBB: glu6val).
It has high prevalence in global population, greater in tropical regions of Africa, but
can be found in any part of the world (3, 4). Homozygotes (SS) or double
heterozygotes for other hemoglobinopathy B (SC, SB°halassemia) are individuals
that present the symptoms of the disease. Clinical manifestations of SCD start at 6
months of age (5-11) and are characterized by chronic hemolytic anemia, recurrent
vaso-occlusive crises in any tissue or organ, accompanied by intense pain, especially
in bones, thorax and abdomen, complications with life threatning and chronic tissue
damage (1, 12). The spectrum of clinical manifestations in SCD is broad and
variable, they are influenced by environmental and socioeconomic factors and
individual genetic variability, as well as associated epigenetic factors (13-15).

Clinical, in vitro and in transgenic mice studies lead to a better understanding
of the complex phenomena associated with and involved in SCD pathogeny. HbS
polymerizes in the cytoplasm of erythrocytes when deoxygenated, provoking
hardening of erythrocytes (1). HbS polymers and increased self oxidation of HbS
provoke hemolysis and vaso-occlusion. Both trigger a series of events that consume
the NO, leading to vasoconstriction, ischemia/reperfusion lesion, production of
oxygen free radicals, local and systemic inflammation, resulting in endothelial

dysfunction with secretion of endothelin-1, increased consumption of NO, activation

70



of adhesion molecules and activation of coagulation (16), with consequent acute and
chronic tissue injury and additional hemolysis (17). The NO, a highly diffusible free
radical produced by endothelial cells from Arginine, appears as a central element in
the pathogeny of SCD vasculopathy.(18). Its vessel dilatation action occurs through
bonding with NO-receptor, the soluble guanylate cyclase, which is activated and
produces 3’5’ cyclic guanosine monophosphate (cGMP), that promotes smooth
musculature of the vessels relaxation (19-21). Arginine is the only physiological
substrate for the formation of nitric oxide (22). Alterations to Arginine metabolism in
intravascular hemolytic diseases can contribute to the development of chronic
vasculopathy (23-25). This condition of relative deficiency of NO in the pulmonary
circulation, leading to vasoconstriction and vascular remodeling (26), is related to the
development of PAH (27, 28). Chronic pulmonary deficiency, determining abnormal
pulmonary function tests, can be the first objective sign of chronic pulmonary disease
in SCD (29). Since 1990, echocardiographic studies have shown that around 30% of
the patients with SCD develop PAH (30). Chronic pulmonary disease and PAH are
the two main causes of death in patients of SCD (31-34), the latter being associated
also with sudden cardiac death (35). PAH is present in both adults and children older
than 10 years of age (36, 37). Average survival of patients with pulmonary arterial
hypertension is 26 months (31), with few treatment options.

Current treatment strategies partially prevent or minimize clinical manifestations
of SCD: (38-64), present positive effects and help extend survival. Unfortunately,
around 40% of the patients do not respond to hidroxyurea (HU) and even present
damage dissemination to many organs (45, 65, 66). Allogenic hematopoietic stem

cell transplantation (67, 68) are limited to young patients with compatible related
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donator, with promising results (69, 70). Gene therapy for SCD still do not present
technical conditions for application in humans (71).

We propose to study L-Arginine in SCD patients based on literature data. The
oral or parenteral administration of this amino acid in patients with or without SCD
has demonstrated reduction of PAH and protection against oxidative damage, due to
its capability to promote increase of intra-erythrocyte glutathione (23, 72-77). Two
pilot studies demonstrated reduction of the pulmonary arterial pressure with the use
of L-Arginine (72, 73); the production of NO was greater in 5 patients on HU therapy
(74). Also in an experimental study, L-Arginine administered to transgenic mice with
SCD induced the production of NO, with reduction of erythrocyte density due to
inhibition of Gardos channels (78). Data are available suggesting that HU increases
synthesis of NO and Arginine deficiency in theses patients can limit the therapeutic
benefit of HU (49, 79).

Arginine is a conditionally essential amino acid, present in protein diet and in
humans it is synthesized mainly in kidney from citrulline (80). The synthesis is
affected in situations of high catabolism, and obtaining Arginine from diet becomes
fundamental. Arginine is a food supplement of low toxicity and few side effects.
Doses of 30 to 60g/day are well tolerated.

L-Arginine is well absorbed orally, in the form of Arginine hydrochloride,
achieves maximum peak 2 hours after the administration (81) and is metabolized
within 4 to 6 hours (82). Arginine is metabolized by the liver and, after renal filtration,
it is reabsorbed by the distal tubules. Adverse reactions are rare, mild and dose-
dependent (81). The oral utilization for long periods can cause only epigastric

discomfort and cephalalgia. Monitoring of renal and hepatic functions is
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recommended. There is no report on any adverse effect from the use of Arginine
hydrochloride in patients with SCD (76).

Objectives:

Evaluate the effect of supplementation with L-Arginine on pulmonary arterial
pressure estimated through transthoracic Doppler echocardiogram and measure the
effect on the reduction of hemolysis, evaluated through the variation of serum levels

of lactate dehydrogenase.

Material and methods:
Patients

A randomized double-blind clinical trail placebo-controled, was offered to all
outpatients with SCD followed on the Hemoglobinopathy Outpatient Clinic of Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brazil). Fifty-one patients were
randomized into 2 groups obtained with statistical program PEPI, version 3.0. The
patients, as well the parents, in case of underaged pacients were informed of all
project details and signed the informed consent to this study. The inclusion criteria
were: patients with SCD, confirmed through hemoglobin electrophoresis, genotypes
SS, SC and SB°thalassemia, over 1 year of age. The exclusion criteria were: hepatic
dysfunction: glutamic pyruvic transaminase (GPT) > 3x normal, renal dysfunction:
creatinine >2x normal, development of stroke during the treatment, increase of
methemoglobin > 5x normal, allergy to L-Arginine, development of priapism, using
sildenafil, calcium channel blockers, nitroglycerin or other nitrates and pregnancy.
The study was approved by the Health Research and Ethics Committee of the Study
and Postgraduate Group of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, number 04-487. A

security committee was created , comprised of two physicians, who supervised the
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clinical outcomes during the study. The patients were consecutively assigned to the
randomization spreadsheets to receive L-Arginine or Placebo, identified as drug A
and B, each capsule contained 500 mg of L-Arginine or 500 mg of Placebo
(Mannitol). Only the pharmacist and the security committee knew the content of A
and B capsules. The patients were instructed to take drug A or B assigned to them at
the dose of 0.1g/kg/day, divided into 3 times a day. The concomitant ingestion of

increased quantity of liquid was recommended.
Studied Variables

The variables were evaluated in the patients out of the period of crises as part
of the care service: weight, blood pressure, laboratory exams: full blood count,
creatinine and dosage of methemoglobin as baseline measures and at each visit.
Saturation of peripheral O, , fetal hemoglobin, LDH and TRJV measured through
TTDE before and after concluding the treatment, in patients with minimal tricuspid
regurgitant jet, whose jet velocity was undetectable or minimal, the pulmonary arterial
pressure was considered normal.

The tests of pulmonary function were performed in patients above 6 years of
age through spirometry; measurement of pulmonary volumes and diffusing capacity
of the lung for carbon monoxide (DLCO) and plain chest radiography were performed
on a date close to the study. Spirometry were measured through FLOWSCREEN
PRO Erich Jaeger GMbH & CoKG. The results were expressed as percentage of
estimated and corrected values, considering gender, age and weight. Measurements
of pulmonary volumes and diffusing capacity of the lung for carbon monoxide (DLCO)
were performed using pletismograph by Erich Jaeger GMbH & CoKG. The tests were
performed according to 2002 guidelines for pulmonary function tests of Sociedade

Brasileira de Pneumologia (Brazilian Society of Pulmonology). The pulmonary
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function classification followed the 1991 norms of the American Thoracic Society
(83). The subjective evaluation of improvement considered Likert scale of 3
alternatives: worse, no difference and better. The number of adverse reactions and of
in patient care were obtained from patients eletronic records or from the follow up in
the out patient.

Transthoracic Doppler echocardiogram was performed according to previous
norms (84) using HDI 500 ATL/Philips as a routine test. The pulmonary arterial
hypertension was defined as TRJV=2.5 m/s.

Statistical Analysis

Sample Size:The comparison of two independent samples requires 19
patients in each group to estimate a difference, at the end, of the moderate
magnitude sequence (standardized effect size = 1.1), considering the significance
level of 0.05 and statistical power of 90%. The studied utilized statistical program
PEPI, version 3.0.

Data analysis was performed using the Statistical Package for Social Sciences
(version 14.0 SPSS, Chicago, IL).

The category variables were compared using Chi-square test with Yates
correction or Fisher's exact test. The quantitative variables with symmetrical
distribution were compared using Student’s t test for independent samples or Mann-
Whitney test for asymmetrical distribution. The mean values of variables were
compared along the time and between the groups using the Variance Analysis for
repeated measurements. The coefficient of determination was established to
examine the power of association between variables.

A significance level of 5% was considered.

Results
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Considering the 68 patients enrolled, 51 were randomized and 40 concluded
the treatment, 20 received L-Arginine and 20 received Placebo, between October 17,
2006 and January 4, 2008. Eleven patients abandoned the treatment, 9 after 82+ 46
days for personal reasons, but 2 females reported dificulty in swallowing too many
capsules and even were unable to drink the powder in solution,one was taking L-
Arginine for 14 days and the other was taking Placebo for 120 days. Three/11 had
PAH , 2/11 were on L-Arginine therapy , 9/11 were on Placebo, 7/11 were women
and 7/11 were adults . One patient with PAH taking Placebo did not show up for the
final TTDE. Two patients one of each group did not have the baseline LDH

measured.

The data of all 40 patients who concluded the treatment was: 20 men, 20
women, median age: 30 years old (11-40 interquartile interval) min. 2, max. 61 years
old, being 10(25%) children, genotype: SS 28/40 (70%), SC 7/40 (17,5%), SB°
Talassemia 5/40(12,5%). Most using HU 34/40(80%). The incidence of abnormal
pulmonary function tests was: deficient pulmonary function detected through
spirometry in 31/37(78.9%) of the patients, the reduced forced vital capacity, with
mean 65.37% of the estimated value determined a predominance of restrictive
ventilatory disorder, with mild intensity the most frequent 16/37(43.2%) (Figure 1);
diffusing capacity of the lung for carbon monoxide was reduced in 17/28 (60.7%),
with mean 59.26% of the estimated value. PAH (TRJV = 2.5 m/s) was found in 11/40
(27.5%), all of them were adults, all of them presented saturation of peripheral O,

within normal limits.
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Figure 1: Frequency of ventilatory disorder category characterized through spirometry in 37/40 of the
patients. Mild Restrictive Ventilatory Disorder (FVC* estimated 80-60%), Moderate (FVC* estimated
59-51%) and Severe (FVC* estimated < 50%), Mild Obstructive Ventilatory Disorder (VEF1**
estimated 80-60%) and Moderate (FEV1** estimated 59-41%), Mild, Moderate and Severe Combined
Ventilatory Disorder (reduction of FEV1** and FVC*). *FVC: Forced Vital Capacity; **FEV1: Forced
Expiratory Volume in the 1st second of FCV elimination.
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The demographic data, genotype, disease complications and associated

treatment before tha clinical trial and duration of the trial are presented on table 1

Table 1. Demographic data, clinical data, treatment associated and and treatment duration period
according to the patient randomization groups.

Variables Arginine Placebo p
N (%) or meantdp n n (%) or meantdp n

Male 8 (40.0) 20 12 (60.0) 20 0.46
Age, in years 30 (6 to 37) 20 30 (13 to 41) 20 0.34
Children (<12 years of age) 6(30) 20 4(20) 20 0.48
HbSS 12 (60.0) 20 16 (80.0) 20 0.11
HbSC 6 (30.0) 20 1(5.0) 20 0.11
HbSp thalassemia 2 (10.0) 20 3 (15.0) 20 0.11
Trial duration , days 206.4+20.7 20 203.7+£31.3 20 0.75
SCD Complications

Priapism 0(0) 8 6 (50.0) 12 0.20
Stroke 4 (20.0) 20 1(5.0) 20 0.34
Osteonecrosis 6 (30.0) 20 3 (15.0) 20 0.45
Cholecystectomy 6 (30.0) 20 9 (45.0) 20 0.51
Let ulcer 2 (10.0) 20 1(5.0) 20  0.99
Cardiomegaly 6 (30.0) 20 8 (44.4) 18 0.56
Pulmonary parenchymal lesion 5(25.0) 20 8(44.4) 18 0.36
Radiological PAH 1(5.0) 20 1(5.6) 18 0.99
TRIJV >2.5 m/sec. 6(30.0) 20 5(25.0) 20 0.99
Reduced DLCO 8 (61.5) 13 9 (60.0) 15 0.99
Ventilatory disorder 15 (75.0) 20 17 (85.0) 20  0.69
FEV1, % of estimated value 72.7+18.1 20 72.6+13.0 20 0098
Associated treatment

HU 15 (75.0) 20 19 (95.0) 20 0.23
Ex-change blood transfusion 3 (15.0) 20 0 (0) 20 0.23

The category variables are expressed as n(%) and compared using Chi-square test, with Yates correction or
Fisher’s Exact test.

The quantitative variables were described as mean+standard deviation and compared using Student’s t test for
independent samples with symmetrical distribution or median (interquartile interval) and Mann-Whitney test
with asymmetrical distribution.

PAH: Pulmonary arterial hypertension, TRJV: Tricuspid regurgitant jet velocity, DLCO: Diffusing capacity of
the lung for carbon monoxide; FEV1: Forced expiratory volume in the first second. HU: Hidroxiurea

The demographic data, genotype, disease complications and associated

treatment and duration of trial were similar in the two groups (Table1).
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The baseline caracteristics of all patients in both groups are presented in

Table 2.

Table 2: Comparison of baseline measurements in the two groups.

Baseline measurements Arginine Placebo P
n=20 n=20

Weight kg 43.8420.2 53.9+24.0 0.16
SAP mm Hg 107.3+23.3 110.4+20.3 0.66
DAP mmHg 63.7+£10.9 70.0+16.5 0.16
Hb g/dl 8.3+1.5 8.4+1.8 0.94
LDH U/l * 1065 + 495 952 +382 0.73
Percentage of fetal Hb (%) 5.95(2.62t0 17.50) 10.30(5.40to 17.10) 0.32
Creatinine mg/dl 0.49+0.16 0.63+0.24 0.03
TRIV™ m/s 2.43+0.42 2.40+0.45 0.87
Saturation of peripheral 02% 97.2+1.2 98.0+1.2 0.08
Methemoglobin % 0.36+0.14 0.54+0.26 0.69
Hospitalization 6 months before 7 (35.0%) 2 (10.0%) 0.13

The category variables are expressed as n(%) and compared using Chi-square test, with Yates correction or
Fisher’s Exact test.

The quantitative variables were described as mean+standard deviation and compared using Student’s t test for
independent samples with symmetrical distribution or median (interquartile interval) and Mann-Whitney test
with asymmetrical distribution.

SAP: Systolic arterial pressure; DAP: diastolic arterial pressure; LDH: Lactate dehydrogenase, TRIJV: Tricuspid
regurgitant jet velocity

*LDH was measured in 19 patients of Arginine group and in 19 patients of Placebo group.

** TRJV was measurable in 16 patients of Arginine group and in 10 patients of Placebo group.

Before the starting the treatment, the baseline caracteristics of all patients in
both groups were similar, with the exception of the creatinine level that was

significantly different between the groups, although normal in both.
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The analyses of the baseline caracteristics and after six-month treatment are

presented in Table 3.

Table 3: Variables measured before and after six months of treatment and variance analysis (ANOVA)

Variables L-Arginine Placebo p p p
period interaction group
Before After Before After
TRIV* (m/s) 243+0.42  2.22+0.24  2.37+0.46  2.31+0.63 0.08 0.29 0.95
LDH (U/T)** 1066 495 784 +£267 952 +383 907+395  0.004 0.03 0.96
Hb mg/dl 8.3x1.5 8.7+1.5 8.4+1.8 8.8+1.7 0.005 0.65 0.84
Fetal Hb % 6.0 7.8 10.3 15.7 0.28 0.10 0.07
(2.6-17.5)  (1.6-11.7) (5.4-17.1)  (9.1-18.7)
Weight kg*** 42.9420.4  43.7£19.5  53.9424.0  54.7£22.7 0.01 0.98 0.12
SAP mmHg 109.8+21.0 111.4+£21.3 110.4+20.3 110.8£20.8 0.74 0.84 0.99
DAP mmHg 64.9+9.6 64.7£12.2  70.0£16.5  69.3:£14.9 0.80 0.89 0.22
Creatinine mg/dl 0.49+0.16 0.50+0.18  0.63+0.24 0.58+0.27  0.43 0.15 0.09
Final impression: better 12(60%) 13(65%) 1.0
Methemoglobin % 0.39+0.14  0.45+0.25  0.42+0.27  0.44+0.29 0.39 0.67 0.87

The quantitative variables were described as mean+standard deviation with symmetrical distribution or median (interquartile interval)
with asymmetrical distribution. Mean values were compared along the time and between the groups using ANOVA test for repeated
measurements. TRJV: Tricuspid regurgitant jet velocity; LDH: Lactate dehydrogenase; Hb: hemoglobin; SAP: Systolic Arterial
Pressure; DAP: Diastolic Arterial Pressure.

TRIV* n=24 (15 in L-Arginine group and 9 in Placebo group) LDH** n=38 (19 in L-Arginine group and 19 in Placebo group)
Weight*** n=39 (19 in L-Arginine group and 20 in placebo group)

For all patients who had measurable TRJV, the 15 patients who received L-
Arginine do not presented diference in reduction of TRJV compared with the 9
patients who received Placebo (difference of mean values: 0.22m/s and 0.06m/s,
respectively, p=0.29). The effect on LDH, marker of hemolysis, measured in 19
patients of each group, decreased significantly (p=0.03) in the patients who received
L-Arginine (reduction from 1066 + 495U/L to 784 + 267) then in the Placebo group
(952 + 383 to 907 = 395U/L) . The dosage of hemoglobin increased significantly in the
patients of both groups along the time (p=0.05), but this increase did not present

statistical significance between the groups (p=0.65) (Figure2) .
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Figure 2: The administration of L-Arginine to 19 patients promoted reduced LDH from 1065 +
495U/L to 784 + 267U/L, while the reduction in the 19 patients who received Placebo was from
952 + 383 to 907 + 395 U/L (p=0.03).

The reduced LDH showed correlation with increased hemoglobin (Figure 3).
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Figure 3: Correlation of reduced LDH with increased hemoglobin
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There was increased fetal hemoglobin in both groups along the time (p=0.28),
but without statistical significance in terms of period and drug interaction(p=0,10).
Weight increased significantly in patients of both groups along the time (p=0.01), but
this increase did not present statistical significance between the groups (p=0.98).
Systolic and diastolic arterial pressures, creatinine level and subjective impression of
improvement were not different in the two groups. The methemoglobin, utilized as
measurement of treatment adherence, again did not showed diference between the
groups (p= 0.19). although was slightly higher after the treatment conclusion in the
patients who received L-Arginine..

The analyses of the baseline caracteristics and after six-month treatment only

of the patients with PAH are presented in Table 4.

Table 4: Measurements of TRJV, LDH, Hemoglobin and Fetal Hemoglobin of the patients with PAH
before and after 6 months of treatment.

Variables L-Arginine Placebo P P P
N6 N 4 duration interaction group
Before After Before After
TRIJV >2.5m/s 2.83+0.36  2.46+0.36  2.75+0.35  2.80+0.18 0.25 0.13 0.55
LDH U/L 1122+496 7334257 828+225 776+185 0.06 0.13 0.53
Hb g/dL 8.2+1.5 8.8+1.5 7.3+1.3 7.7+1.3 0.12 0.78 0.23
Fetal Hb % 10.249.4  11.7£10.4 9.6+4.9 11.7£3.9 0.25 0.84 0.96

The variables are described as mean+standard deviation. Mean values were compared along the time and between the groups
using ANOVA test for repeated measurements.
TRIJV: Tricuspid regurgitant jet velocity; LDH: Lactate dehydrogenase; Hb: hemoglobin

The 10 patients with PAH did not show reduced TRJV with statistical
significance, although 6 patients who received L-Arginine showed a trend to have a
reduction (mean of 0.37m/s), while the small group that received Placebo presented

a slight increase (mean of 0.05m/s)p=0.13 (Figure 4).
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Figure 4. In 10 patients with PAH, the effect of L-Arginine after six months of treatment shows in six patients a
tendency to greater reduction in tricuspid regurgitation velocity (p=0.13).

The response in these patients with PAH in terms of reduced LDH, level of
hemoglobin and fetal hemoglobin was not significant (p=0.13, p=0.78 and p=0.84,
respectively). The patients with PAH did not present greater LDH level than in those
patients without PAH.

There was no reduction in the number of patient hospitalizations when
compared to the number of the patient hospitalizations during the six months before
the treatment, in the same group (L-Arginine: p=0.99 and Placebo: p=0.99), and no
difference in the number of patient hospitalizations before (p=0.13) and during the

treatment (p=0.23) when comparing both groups.
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The total number of leucocytes after the treatment conclusion in patients that
received concomitant HU was: mean 8991/uL (min. 2790u/ L and max. 19500u/ L)
and in patients that did not receive HU: 9216u/L (min. 5500/uL and max. 13500/uL),
p=0.89.

The number of side effects and or interccurrences during the clinical trial are

presented in Table 5.

Table 5: Comparison of the number of inter-occurrences during the treatment period between the L-
Arginine and Placebo groups.

Side effects/inter-occurrences L-Arginine Placebo P
n=20 n=20

Diarrhea 3(15) 6(30) 0.50
Nauseas 1(5) 1(5) 1.00
Somnolence 0 1(5) 1.00
Pain crises 11(55) 8(40) 0.50
Infection 6(30) 5(25) 1.00
Required hospitalization 7(35) 3(15) 0.28

during the treatment

The category variables are expressed as n(%) and compared using Chi-square test, with Yates correction or Fisher’s Exact
test.

The number of patients that reported diarrhea was higher, but not statistically
significant in the group that received Placebo (Mannitol). Diarrhea was considered
mild and have occurred after the drug ingestion and only in the first weeks of the
treatment (2/6), one patient that received L-Arginine reported diarrheic evacuation
always after taking the first dose of the day. The number of patients who reported
pain crises, presented infections and required hospitalizations during the clinical trial

was similar in both groups.
Discussion

This is the first study that evaluates the effect of administration of I-Arginine to

SCD patients for a long period. The purpose was to determine whether greater
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plasmatic concentrations of L-Arginine, during 6 months, tend to reduce pulmonary
arterial pressure and reduce hemolysis, . Arginine is the only physiological substrate
for the formation of nitric oxide (22). The nitric oxide participates in several physical
and chemical reactions and plays an important role in the functional integrity
maintenance of vascular endothelium. The nitric oxide is quickly deactivated in the
presence of SCD due to free plasma hemoglobin (85). In intravascular hemolytic
anemia, just as in SCD, Arginine is reduced due to the action of arginase released in
erythrocyte hemolysis, with consequent reduced production of NO (86, 87). The
benefits expected with the Arginine supplementation are through increasing NO
production : vasodilation (21), reducing pulmonary pressure, reducing expression of
adhesion molecules (88), inhibiting platelet aggregation (20), increasing fetal
hemoglobin (49, 89), reducing ischemia/reperfusion lesion, reducing oxidative stress
(90, 91), inhibiting endotelin-1(92) and promoting hemolysis reduction (76). On the
other hand, more Arginine will be available to reduce the effect of uncoupling of NO
syntetase produce superoxide, reatcive oxigen species and oxidative stress(93),
more arginine will be availiable to be transported to endotelial cell normalizing the
Arginine to Ornithine ratio(30, 77), more Grados channel inhibition(78), more Arginina
will be availiable to over come the competition for the cellular transport and for ON
syntetase with the elevated analogs methylarginines (86) and more production of
intra-erythrocyte glutathione promoting further hemolysis reduction (23, 76)

The response, after six months of treatment, in all patients, resulted in a
reduction in TRJV mean values, slightly greater in patients that received L-Arginine
than in patients from the Placebo group, although not reached statistical significance
probably because small number of patients. The response in the small group of ten

patients with PAH showed a greater tendency to reduced TRJV mean values in the
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L-Arginine group, while the four patients in the Placebo group presented slight
increase in TRJV mean values

Regarding the LDH, a marker of hemolysis, the response to the treatment
showed a significant reduction in the patients who received L-Arginine (p=0.03). In
relation to the behavior of LDH, in the group of ten patients with PAH, six of them
who received L-Arginine presented LDH reduction from 1122+496U/L to 733+257U/L
and four of them who received Placebo presented smaller reduction, from
828+225U/L to 777+195 U/L (p=0.13). This analysis was probably affected by the
small number of patients with PAH evaluated. Although in both groups the reduced
LDH presented a correlation with the increased hemoglobin, the greater reduction of
LDH in the patients who received L-Arginine did not represent an expected and
significant increment of the hemoglobin level; the explanation to this fact could be the
inhibition of erythropoiesis, observed in some patients receiving hydroxyurea, and
due to the concomitant exchange transfusion treatment in three patients of this
group. We did not find the expected increase in fetal hemoglobin.

The increase in methemoglobin, utilized as a measurement of treatment
adherence, was slightly greater after the treatment in patients who received L-
Arginine, but also without statistical significance (p=0.19). The total number of
leucocytes after the treatment conclusion in patients with concomitant use of HU and
L-Arginine was also utilized as an indicator of treatment adherence. The mean values
of leucocytes was 8991/uL, and the range from 2790 to 19500/ul suggests a partial
adhesion or HU used in sub-doses; two patients of this group did not receive HU,
one SC and one SS.

In relation to pulmonary function tests in our study, 80.7% of the patients

presented some degree of pulmonary dysfunction, reduction of the diffusing capacity
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of the lung for carbon monoxide in 60.7% and the pattern of restrictive dysfunction in
40.5% were the most prevalent alterations. Similar data are presented in a study with
310 patients with SCD (84). The pulmonary dysfunction is explained by a
combination of factors, such as incomplete inspiration, due to discomfort caused by
prior rib and vertebral column bone lesions, previus episodes of pulmonary infection,
prior acute thoracic syndromes and the development of pulmonary fibrosis, all
associated with vaso-occlusive and hemolytic phenotype. The reduced diffusing
capacity of the lung for carbon monoxide was found in 69% of the patients and is
considered as a marker of interstitial lung disease (84, 94).

Literature on the effects of oral L-Arginine supplementation is just emerging,
clinical and experimental studies since the beginning of this century have shown
promising results. The oral L-Arginine administration at the doses of 0.1 and 0.2g/kg
in a placebo-controlled clinical essay to 23 normal healthy adults, promoted, 2 hours
after, increased plasmatic levels of Arginine and nitrate, NO metabolite, and
increased concentration of NO in exhaled air (95). The administration of L-Arginine
single dose at doses of 0.05 and 0.1g /kg to 4 normal controls, 6 patients with SCD
out of crises and 3 patients in vaso-occlusive crisis showed that the dose of 0.1g/kg
promoted increased levels of nitrate 3 hours after in patients in vaso-occlusive crisis
(77). The administration of L-Arginine single dose (0.1g/kg) complemented, 30
minutes after, with a dose of 1g hydroxyurea to 5 patients with SCD and under
continuous use of hydroxyurea promoted a significant increase of nitrate level and
exhaled NO, with maximal peak 60 minutes after and slow fall within max. 240
minutes; this response was smaller in the same patients, without prior L-Arginine

(74).
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The oral L-Arginine administration in a non-controlled clinical essay published
in 2003, with 10 patients with PAH secondary to SCD, treated for 5 days with a
0.1g/kg/day dose three times a day, promoted an average reduction of 15.2% in the
pulmonary arterial pressure (63.9+13 to 54.2+12 mmHg, p=0.002) in 9 patients (73).
Another study, randomized, double-blind and placebo-controlled, published in 2001,
involving patients with PAH of other etiologies and without SCD, administered oral L-
Arginine at the dose of 0.05gk/kg to 10 patients and Placebo (galactosis) to 9
patients, and promoted a 9% reduction in the mean pulmonary arterial pressure
(534 to 48+4 mmHg, p < 0.05) (72).

Another study, porcine aortic endotelial cells in culture, showed that the
administration of Arginine does not increase the production of NO under normal
conditions, which occurs only with cells very depleted of Arginine, without this amino
acid for a long time (19).

The positive effects of supplementation with L-Arginine in the experimental
model with transgenic mice with SCD are stronger than in humans, in terms of
reduced hemolysis, reduced resistance to NO, normalization of oxidative stress
markers and increased level of antioxidants. The greater effectiveness in the
experimental model is probably due to the lower concentration of arginase in the
erythrocytes of these animals (96).

The minimal dose of L-Arginine required to reestablish the NO function is still
unknown, as it varies with the one’s state and his/her disease (97). Due to this
variability in the response, it is necessary to determine the dose individually (98). The
effective dose to revert situations of endothelial dysfunction is 6 to 8 g to adults, but
doses of 18 to 20 g are probably more efficient, without provoking significant adverse

effects (97). There is a tendency to use 6 to 30 g a day (97, 99, 100); however, the
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adherence to the treatment is affected due to the high number of capsules taken and
the sour taste of the powder in the solution, which can be improved if mixed with fruit
juices (76).

Published after the beginning of this clinical trial, a more recent multicentric,
blind and randomized study of phase Il, using doses of 0.05g/kg, 0.1g/kg and
placebo, conducted in 51 children with SCD, where 48 who concluded at least one
month of treatment did not show any improvement in the analyzed variables as
Arginine serum level, NO production and measurement of erythrocyte density, which
did not change significantly after one or three months of treatment. The absence of
response was at first attributed to low doses of L-Arginine, smaller than the
pharmacological dose (101). Another study is in progress, not yet published, where
adults with SCD using hydroxyurea received high doses of Arginine for three months,
the preliminary results show that, despite the increase of plasmatic Arginine and
Ornithine and intra-erythrocyte glutathione, there was no alteration of TRJV (102).

This way, the question remains related to whether higher doses would be
required and if only patients with hyper hemolysis and increase of endothelin-1 would
benefit from the treatment (103).

It is still not possible to determine whether the effects of L-Arginine
administration found in our study present clinical relevance, if the intensity of lactate
dehydrogenase reductions (mean: 282U/L), much greater than the reduction found in
the Placebo group (mean: 45U/L) (p=0.03) and the reduction of tricuspid regurgitation
velocity of 0.37m/s in patients with PAH(p=0.13) constitute a significant clinical
benefit. Lactate dehydrogenase was analyzed in 38 patients, 19 in each group, and
TRJV was analyzed in 10 patients with PAH, 6 receiving L-Arginine and 4 receiving

Placebo. The absence of response, more significant in our experiment, can be
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attributed to the fleeting effect of NO, maybe a greater hypotension response in the
pulmonary artery occurs immediately after the ingestion of L-Arginine. The small size
of the sample of patients with PAH might have been insufficient to detect a significant
difference in the reduction of PAH. The L-Arginine dose might have been insufficient
to nullify the high activity of arginase and win the competition with asymmetric
dimethylarginine, and both were not measured. The absence of treatment adherence
cannot be excluded either. The adherence was measured only through the
production of methemoglobin, which did not show a significant increase, only a
tendency to increase in the L-Arginine group.

The effectiveness and potential adverse effects of L-Arginine have not been
explored adequately, no confirmation has been provided of whether the
administration for long periods increases or reduces the production of proline and
polyamines, and this way, a broader investigation is required (102). L-Arginine is still
part of the group of new small therapeutic molecules for vasculopathy of SCD, along
with citrulline, glutamine, niacine, L4F, sildenafil, bosentan hydroxyurea and ICA-
17043 administered orally; nitric oxide and carbon monoxide through inhalation and
sodium nitrite through endovenous feeding, which still require additional studies
(102).

In conclusion, the administration of L-Arginine, in our study, at the dose of
0.1g/kg, was well tolerated, promoted a reducing in hemolysis, and in six patients
with pulmonary arterial hypertension, a tendency to reduced tricuspid regurgitation
velocity.

Perspectives

Additional studies are required to confirm the small benefit found. New studies

with a higher number of patients could confirm the benefits of L-Arginine

90



supplementation with enough security to indicate this therapy as routine and
associated with current treatments.
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6. Consideracdes finais

A doencga falciforme foi considerada uma doenca 0rfa, invisivel, por muitos
anos. Nas duas ultimas décadas, gragas ao crescente interesse médico, académico
e principalmente pelo progresso significativo no entendimento da patogenia das
manifestacdo clinicas e cronicas da doenca, mais pacientes estdo sendo
beneficiados (2, 307, 308). A hipertesao arterial pulmonar na doencga falciforme é
multifatoral, tem correlagdo com a intensidade de hemdlise e € um fator de risco

independente para morte prematura (38).

A administragdo de L-arginina, em nosso estudo, na dose de 0,1g/kg a vinte
pacientes com doenga falciforme foi bem tolerada, promoveu uma reducdo da
hemolise medida pela LDH sem traduzir esta resposta em aumento de hemoglobina,
€ nos seis pacientes, que apresentavam hipertenséo arterial pulmonar, mostrou uma
tendéncia a diminuigdo da velocidade do fluxo de regurgitacéo tricuspide. Estudos

adicionais s&o necessarios para confirmar o discreto beneficio encontrado.

Ha necessidade de confirmar os discretos beneficios obtidos com nosso
estudo, fica a sugestdo de aguardar os resultados oficiais de outros estudos e talvez
desenhar novo ensaio clinico. Administrar L-Arginina a um maior numero de
pacientes, selecionando apenas os pacientes com fendtipo hemolitico predominante,
deficientes em arginina, e nestes administrar doses maiores de L-Arginina, em
preparacdes mais palataveis. Avaliar o efeito do tratamento com testes mais
sensiveis, como medidas do dano oxidativo, do nivel da arginase plasmatica, do
nivel sérico da metilarginina assimétrica, do nivel de prolina e poliaminas, além da

VFRT. Monitorar a aderéncia ao tratamento através relagdo arginina-ornitina, que é
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um melhor marcador da biodisponibilidade da arginina, talvez possamos obter a
confimagdo dos beneficios da suplementacdo do L-Arginina com a seguranga
necessaria para a indicagao desta terapia, como rotina e associada aos tratamentos

ja bem estabelecidos.

L-Arginina foi doada pela Ajinomoto Interamericana Industria e Comércio Ltda e
as verbas obtidas FIPE e Hemoamigos custearam a manipulagdo do medicamento e
do placebo. As avaliagbes e acompanhamentos foram realizados como
assistenciais. Contaram com o comprometimento do Servico de Hematologia e
Transplante de Medula Ossea, do Servico de Pneumologia, do Servico de Patologia

Clinica e do Laboratério de Médodos nao Invasivos do Servigo de Cardiologia.
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ANEXOS:

Ficha do protocolo L- arginina no tratamento da DF

l.
1.1

1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
1.10
1.10b
1.11

1.11b

1.12

1.13
1.14

Identificacao

Nome

registro

Nome da Mae:

Enderego:

Telefone

Sexo

Data do diagndstico

Data do primeiro atendimento HCPA
Uso de HU data do inicio
Antibiotico

Fung¢do pulmonar antes do tratamento:

Fungao pulmonar pos tratamento

Fung¢do cardiaca com estimativa da pressdo da artéria pulmonar antes do inicio do

tratamento através de ecodoppler cardiaco

Funcao cardiaca com estimativa da pressao arterial no final do tratamento através de

ecodoppler cardiaco.
Peso: antes final:
Altura: antes : final:

Exames laboratoriais (Ver Tabela)

1.14a Exames laboratoriais em sangue venoso periférico a cada consulta Tabelal Hemograma

completo, Reticuldcitos, Creatinina, aminotrasferases: GOT, GPT e GGT, Bilirrubina,

LDH,

1.14b Exames laboratoriais em sangue arterial a cada consulta: Gasometria arterial com

dosagem de meta-hemoglobina.

1.14c Exame laboratoriais em sangue periférico antes e depois: Dosagem de arginase, MDA,

endotelina-1, carbonyl, nitrito e nitrato.

1.14d Exame laboratoriais em sangue periférico Dosagem de Hemoglobina Fetal antes € no

final do tratamento.
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Ficha de acompanhamento

Pré-trat Isem 2sem 3sem Més 2 Més 3 Més 4 Més 5 | Més 6 final

Data

Peso

Altura

PA

Leucocitos

Neutrofilos

Linfocitos

Ht

Hb

VCM

Reticulécitos

Plaquetas

PO2

Sat O2

Meta-
hemoglobina

PAP

Bilirrubina
Total

Bilirrubina
indireta

LDH

GGT

GOT

GPT

Creatinina

Hb. Fetal

Arginina

Citrulina
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Ornitina

Prolina

Acido
Glutamico

Pré-trat

1sem

2sem

3sem

Meés 2

Meés 3

Meés 4

Més 5

Msés 6 final

Diarréia

Calordes

Internacoes
Emerg.

Internacdes
Hospital

Crises algicas

Infeccdes

Ulcera de perna

Interrupcao
tratamento
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Administracdo de L — Arginina a um grupo de pacientes com doenca
falciforme e os efeitos serdo comparados a um grupo de pacientes com
doenca falciforme que recebera uma substancia sem efeito este estudo é
denominado Estudo Duplo-Cego Randomizado

1.

Justificativa: a doenca falciforme ¢ uma doenga que pode ser grave, requer tratamento
continuo ¢ com varios medicamentos. No entanto, existem alguns sintomas que o
tratamento atualmente disponivel, ndo consegue evitar ou mesmo tratar.

Objetivos do estudo: Testar a L-arginina, que ¢ um nutriente (aminodcido), administrado
por via oral, que parece melhorar ou evitar os sintomas da doenga e prevenir
complicagdes, especialmente problemas pulmonares (hipertensao pulmonar) ou tlceras de
perna.

Riscos e Desconfortos: os estudos anteriores ja demonstraram que este medicamento, nas
doses propostas, € seguro, ndo prejudica os pacientes com doenga falciforme e tem poucos
efeitos colaterais. Raramente pode causar desconforto abdominal, diarréia e calordes. Nao
afeta a pressdo arterial, a temperatura ou os batimentos cardiacos.

Possiveis Beneficios: melhora da circulagdo sanguinea, menor risco de desenvolver
doenga pulmonar, menor numero de crises de dor, melhora da anemia, melhora as tlceras
de pernas.

Procedimentos Envolvidos: Todo o paciente que for incluido no estudo recebera por
sorteio a medicagdo (L-Arginina) ou uma substancia sem a¢ao terapéutica (placebo). Nao
sabemos a que grupo vocé pertencera. Isto é necessario e durara somente 6 meses. Vocé
deverad tomar a medicacdao conforme a receita. Ingerir de 2 a 4 litros de liquido por dia, e
realizar os exames de sangue solicitados. A maioria dos exames de sangue sdo os que
vocé ja faz na rotina deste ambulatério. Serd preciso retirar mais um frasco (de
aproximadamente 5 ml) para podermos medir o medicamento em teste , no seu sangue e
todas as outras substancias envolvidas no metabolismo deste ( arginina, citrulina, ornitina
e glutamina). Os exames e as consultas serdo mais freqiientes do que as da rotina. Serdo
ao todo 9 consultas e nove coletas de sangue. Uma por semana durante 3 semanas e apos,
1 por més Sera preciso também uma amostra de sangue arterial para medir a oxigenagao e
a meta-hemoglobina no inicio e no final do tratamento. Informamos que a coleta de
sangue da veia causa desconforto e o risco de manchas roxas, a coleta de sangue arterial
causa maior desconforto ¢ também o risco de manchas roxas no local da coleta; estes

riscos sao menores se ¢ feita compressao prolongada sobre o ponto da coleta. Ainda serdo
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necessarios dois exames especiais: 1. Ecocardiograma (para medir a fun¢do cardiaca ¢ a

pressao da artéria pulmonar). 2. Teste da funcdo pulmonar (que mede a capacidade

respiratoria). Estes dois exames (que ja sdo realizados 1 vez por ano na rotina) deverdo ser
realizados antes e no final do tratamento. Serd tirada uma foto digital das tlceras de
pernas( caso vocé as tiver) antes do tratamento, aos 3 meses e no final para documentar o
efeito do tratamento. Apds 6 meses os resultados serdo analisados e o paciente volta as
consultas nos intervalos habituais.

Bl Abaixo assinado ou o responsavel legal
PEIO PACIENLE. .....viiiiieiieeiiiciie ettt ettt ere e e eaeeseneennees , fui informado (a) dos
objetivos especificados nesta pesquisa, de forma detalhada e clara. Recebi as informacgdes
especificas sobre cada procedimento, dos desconfortos e riscos previstos, tanto quanto aos
beneficios esperados. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas com clareza, e sei que
poderei solicitar novas informag¢des a qualquer momento, mesmo durante a pesquisa.
Além disso, tenho o direito e a liberdade de retirar o meu consentimento de participagao
na pesquisa, em face de novas informagoes.

A Prof.Dra.Lucia Mariano da Rocha Silla, Dra. Christina Bittar ou o Dr. Jodo Friedrish
certificou-me de que as informagdes por mim fornecidas terdo carater confidencial e serdo
utilizadas apenas para fins cientificos. A pesquisa podera ser interrompida, a critério dos
pesquisadores, caso ocorram risco ou beneficios diferentes do previsto.

Os telefones para contato a qualquer hora sdo Dra. Christina Bittar (51) 99925715 e

Dr.Jodo Friedrish (51) 99958314.
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Orgamento

Orgamento exames complementares 60 pacientes (A) Assisténcia (P) Pesquisa

Numero Preco unidade R § Prego total R$
Consultas (A) 180
Consultas(P) 360 2,55 918,00
RX de térax (A) 60
RX de torax(P) 60 9,5 570,00
Ecocardiograma (A) 60
Ecocardiograma(P) 60 20,48 1.228,80
Espirometria,DifusaoCO, 60
Volumes pulmonares (A)
Espirometria,DifusaoCO, 60 82,5 4950,00
Volumes Pulmonares(P)
Gasometria arterial (A) 60
Gasometria arterial(P) 60 15,65 939,00
GGT (A) 180
GGT(P) 360 3,51 1263,20
GOT (A) 180
GOT(P) 360 2,01 723,60
GPT (A) 180
GPT(P) 360 2,01 723,60
LDH (A) 180
LDH (P) 360 3,68 1324,80
Hemograma+ Plaquetas (A) 180
Hemograma+Plaquetas (P) 360 4,11 1479,60
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Reticuldcitos (A) 180

Reticulocitos (P) 320 2,73 873,60
Bilirrubinas (A) 180

Bilirrubinas(P) 320 2,01 643,20
Creatinina (A) 180

Creatinina (P) 320 1,85 592,00
Hemoglobina Fetal (A) 60

Hemoglobina Fetal(P) 60 2,73 163,80
Dosagem de amino acidos 540 15,65 8451,00
Arginina, Citrulina, Ornitina,

Acido glutimico e Prolina

Medicamento: L Arginina Base + Placebo: R$16.850,00

Org¢amento final:

Consultas: R$: 918,00

Medicamento + Placebo: R$16.850,00
Provas de fungdo pulmonar: R$4.950,00
RX de torax: R$570,00
Ecocardiograma: R$1.228,80

Exames de laboratorio: R$ 17.177,40

Duas passagens de 6nibus da cidade como ressarcimento para 6 consultas, por paciente: 360

passagens: Preco unitario R$1,75. Total : R$ 630,00

Total: R$ 37.863,20
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Cronograma;
Iniciar a pesquisa apds aprovagdo pelo comité de pesquisa e Etica em pesquisa, € a obtengdo

do custeio com verbas solicitadas a Fundagao Palmares, CNPq e FAPERGS.

Christina Matzenbacher Bittar
Porto Alegre, 6 de junho de 2005.
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