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RESUMO

Objetivo: Determinar os niveis séricos de malonaldeido e de nitrito em
pacientes com anemia falciforme em tratamento ou ndo com hidroxiureia
e em acompanhamento ambulatorial. Métodos: Dos 65 pacientes com
diagndstico de anemia falciforme selecionados para o estudo, 51 nao fi-
zeram tratamento com hidroxiureia (Grupo 1) e 14 fizeram uso cronico de
hidroxiureia (Grupo 2), sendo que 20 individuos nado tinham hemoglobi-
nopatias (Grupo Controle). Resultados: O Grupo Controle possuia menor
e mais homogénea concentracao dos niveis de malonaldeido em relagao
aos outros grupos. Os resultados do Grupo 1 e do Grupo 2 mostraram
valores aumentados dos niveis de malonaldeido quando comparados ao
Grupo Controle. Quando comparados os valores dos Grupos 1 e 2, nao fo-
ram observadas alterages significativas nos niveis de malonaldeido. Nao
houve diferenca significativa nos niveis séricos de nitrito entre os grupos.
Verificou-se que, no Grupo 2, houve uma correlacéo estatisticamente sig-
nificativa dos niveis séricos de malonaldeido com as variaveis clinicas
investigadas. Por sua vez, o Grupo 1 mostrou correlagdo somente com a
ocorréncia de trés ou mais crises vaso-oclusivas. Nao se verificou nenhu-
ma correlagéo nos niveis de nitrito com as varidveis clinicas. Conclusao:
Os resultados revelaram que, durante o estabelecimento da patogénese
da anemia falciforme, pode ser observado um aumento na peroxidagao
lipidica. Por outro lado, durante o tratamento com a hidroxureia, néo foi
detectada nenhuma alteragéo nos parametros oxidativos, provavelmente
devido ao curto periodo de tratamento dos pacientes em estudo.

Descritores: Anemia falciforme/quimioterapia; Malonaldeido; Subs-
tancias reativas com acido tiobarbitdrico; Nitrito; Estresse oxidativo;
Hidroxiureia/uso terapéutico

ABSTRACT

Objective: To determine the serum levels of malondialdehyde
and nitrite in patients with sickle cell anemia treated or not with
hydroxyurea in outpatient’s setting. Methods: Of the 65 patients
with sickle cell anemia selected for the study, 51 of them were
not treated with hydroxyurea (Group 1), 14 made chronic use of
hydroxyurea (Group 2) and 20 individuals had no hemoglobinopa-
thies (Control Group). Results: The Control Group had a lower and
more homogeneous concentration of malondialdehyde levels as
compared to the other groups. The results of Groups 1 and 2 sho-
wed increased values of malondialdehyde levels when compared to
the Control Group. Considering the values of Groups 1 and 2, there
were no significant changes in the malondialdehyde levels. There
was no significant difference in the serum levels of nitrite between
the groups. Group 2 presented a statistically significant correlation
between serum malondialdehyde levels and the clinical variables in-
vestigated. In turn, Group 1 showed correlation only with occurren-
ce of three or more vaso-occlusive crises. There was no correlation
between nitrite levels and the clinical variables. Conclusion: The
results revealed that during the pathogenesis of sickle cell anemia,
an increase in lipid peroxidation was observed. On the other hand,
no changes in oxidative parameters were detected during treatment
with hydroxyurea, probably due to the short period of treatment of
the patients studied.

Keywords: Anemia, sickle cell/drug therapy; Malondialdehyde; Thio-
barbituric acid reactive substances; Nitrite; Oxidative stress; Hydro-
Xyurea/therapeutic use
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INTRODUCAO

A producao de espécies reativas derivadas do oxigénio
(EROs) e do nitrogénio (ERN) pode ser observada
durante o metabolismo humano em diversas reacgoes fi-
sioldgicas. O organismo dispde de um eficiente sistema
antioxidante que consegue controlar tais reagoes. Apos
o desequilibrio entre os sistemas pré- e antioxidantes,
pode ocorrer o estresse oxidativo, conduzindo a danos
estruturais e/ou funcionais®.

O organismo humano sofre ac@o constante de radi-
cais livres. As principais EROs distribuem-se em dois
grupos, os radicalares: hidroxila (HO-*), superdxido
(02e7), peroxila (ROO*) e alcoxila (RO*); e os ndo ra-
dicalares: oxigénio, peroxido de hidrogénio e 4cido hipo-
cloroso. Dentre as ERN, temos o 6xido nitrico (NO®),
oxido nitroso (N,0,), acido nitroso (HNO,), nitritos
(NO,"), nitratos (NO,") e peroxinitritos (ONOO~). En-
quanto alguns deles podem ser altamente prejudiciais
ao organismo, lesionando membranas dos eritrdcitos,
proteinas e DNA, outros reagem apenas com os lipide-
os, produzindo peroxidagao lipidica®>. Dentre as clas-
ses de moléculas que podem ser lesadas pelas EROs,
os lipideos sao os mais suscetiveis a oxidagao. A degra-
dacao dos lipideos de membrana e os produtos finais
da peroxidagao lipidica, como malonaldeido (MDA) e
outros aldeidos, sao especialmente danosos, reduzindo
a viabilidade das células durante a anemia falciforme
(AF)©.

A AF é uma doenca hereditaria da sintese de hemo-
globina determinada pela homozigose da hemoglobina
S (Hb SS), e pode ser caracterizada pela elevada taxa de
morbidade e mortalidade devido a elevada frequéncia
de episddios vaso-oclusivos?.

A Hb S é menos solivel quando desoxigenada e se
polimeriza em fibras rigidas, provocando oclusao da
microcirculagdo. Além disso, a Hb S é menos estavel,
ocasionando altas concentragdoes de EROs durante AF.
As células falciformes sao mais frageis do que os eri-
trécitos normais e, por essa razao, apresentam menor
tempo de vida®.

Pacientes com AF sao frequentemente expostos a
um estresse oxidativo devido ao desequilibrio entre a
producao de EROs e as enzimas antioxidantes. A do-
enca também € caracterizada pelo dano na membrana
celular caracterizada pelo aumento dos produtos da
peroxidac@o lipidica (MDA e nitrito) e no aumento do
consumo de 6xido nitrico (NO)"9,

O paciente com AF apresenta vasculopatia devido
a producao de radicais livres e pela diminuicao da bio-
disponibilidade de ¢xido nitrico (NO)®. Recentemen-
te, tem sido investigado o papel fisiopatoldgico do NO.
Devido a disfuncao endotelial nos pacientes falciformes,

os niveis de endotelina sao maiores do que os niveis de
NO, contribuindo para a vasoconstricdo. Dados da lite-
ratura sugerem que o NO pode ter um papel importan-
te na fisiopatologia da AF, particularmente durante o
estresse oxidativo10,

A hidroxiureia (HU) vem sendo utilizada no trata-
mento da AF com a finalidade de elevar os niveis de
hemoglobina fetal (Hb F) e, com isso, diminuir as crises
vaso-oclusivasD. Cokic et al., em 2008, demonstraram
niveis de GMPc significativamente elevados em pacien-
tes com AF em uso de hidroxiureia®). Outros estudos
demonstraram propriedades antioxidantes da HU por
meio da inibicdo da peroxidacao lipidica induzida pela
formacgao de meta-hemoglobina, justificando seu uso no
tratamento da AF(213,

OBJETIVO

Investigar os niveis de séricos de MDA e de nitrito em
pacientes com AF em tratamento ou nao com a HU e
em acompanhamento ambulatorial, correlacionando es-
ses parametros ao conteido de MDA e de nitrito e com
as variaveis clinicas observadas nos pacientes com AF.

METODOS
Desenho do estudo

O estudo foi do tipo transversal descritivo e realizado
em Fortaleza (CE), Brasil, com pacientes adultos com
AF atendidos no ambulatorio do Hospital Universita-
rio Walter Cantidio (HUWC), no periodo de Abril de
2008 a Janeiro de 2009. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal do Ceara (n°
113.12.07).

No total, 65 pacientes foram recrutados e estuda-
dos de forma randomizada, de acordo com critérios
de inclusao e exclusdo. Os critérios de inclusao foram:
adultos com diagndstico de AF confirmado por biolo-
gia molecular que fizeram uso ou ndo de HU durante
seis meses de tratamento. Foram excluidos do estudo
criangas com AF. adultos que tenham realizado tera-
péutica transfusional nos dltimos trés meses ou em
uso de quelante de ferro e aqueles que se recusaram
a participar do estudo. O grupo foi estratificado de
acordo com o uso de HU, sendo o Grupo 1 (n = 51)
de pacientes com AF que nao fizeram uso da HU e o
Grupo 2 (n = 14) de pacientes que fizeram uso de HU.
O Grupo 3 ou controle (n = 20) foi constituido por
individuos sem hemoglobinopatias. As variaveis clini-
cas foram obtidas nos prontudrios dos pacientes, assim
como as informagoes sobre o uso ou nio da HU em
dose habitual de 20 mg/kg.
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Determinacao dos niveis de malonaldeido e nitrito

Foram colhidas amostras de sangue venoso de cada pa-
ciente em tubo contendo anticoagulante heparina, iso-
lando-se o plasma para as dosagens de MDA e nitrito
e em EDTA para a confirmacao de Hb SS por meio de
PCR-AE" nos pacientes com anemia falciforme e para
confirmacgao de Hb AA por HPLC nos individuos sem
hemoglobinopatias.

O método empregado para determinar o MDA
baseou-se em sua reacdo com acido tiobarbittrico
(TBARS)". A concentragao de nitrito foi determinada
segundo o método de Green?.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média =+
EPM e analisados por meio do programa estatistico
SPSS 15.0. Também foi utilizado o teste ¢ de Student
para comparar as varidveis clinicas com os niveis de
MDA e do nitrito. O critério de significancia utilizado
foide p < 0,05.
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Grupo 1: Pacientes com AF que nao fizeram tratamento com HU; Grupo 2: Pacientes com AF que fizeram
tratamento com HU; Grupo Controle: Individuos sem hemoglobinopatias; MDA: Malonaldeido; AF: Anemia
falciforme; HU: hidroxiureia.

2p < 0,05 (ANOVA e Teste ¢ de Student).

Figura 1. Concentragéo de malonaldeido (IMDA) em pacientes com anemia falciforme.

RESULTADOS

Verificou-se um predominio do sexo feminino (n = 33) e
média de idade de 31,37 = 11,29 anos nos pacientes com
AF O Grupo Controle possuia menor e mais homogénea
concentragao dos niveis de MDA em relagio aos outros
grupos. Os resultados do Grupo 1 (p < 0,0001) e do Gru-
po 2 (p < 0,0001) mostraram valores aumentados dos
niveis de malonaldeido quando comparados ao Grupo
Controle (Figura 1). Quando comparados os valores dos
Grupos 1 e 2, nao foram observadas alteragdes significa-
tivas nos niveis de MDA (p = 0,3154) (Figura 1).

Quando comparados os niveis de MDA com as vari-
aveis clinicas nos pacientes com AF, observou-se que no
Grupo 1 houve uma correlagdo com as crises vaso-oclu-
sivas (p < 0,0051). Ja no Grupo 2, a correlagao foi esta-
tisticamente significativa com as variaveis clinicas: duas
ou mais transfusdes no decorrer do ano (p < 0,0469),
presenca de ulcera de perna maleolar (p < 0,0400) e
a ocorréncia de trés ou mais crises vaso-oclusivas (p <
0,0031) (Tabela 1).

Em relacao aos niveis séricos de nitrito, verificou-
se uma razoavel assimetria positiva para os trés grupos.
Nao foram observadas alteracoes significativas no con-
teado de nitrito do Grupo 1 (p = 0,2015) e do Grupo 2
(p = 0,1305) quando comparados ao Grupo Controle.
Por sua vez, também nao foi detectada alteragao signi-
ficativa nos niveis de nitrito entre os Grupos 1 e 2 (p =
0,0966). Os niveis séricos de nitrito para ambos os gru-
pos nao apresentaram nenhuma correlacao significativa
com as variaveis clinicas.

DISCUSSAO

A analise dos dados obtidos revelou que todos os pacien-
tes com AF apresentaram niveis elevados de MDA, po-
rém os que fizeram tratamento com a HU apresentaram

Tabela 1. Comparacéo dos fatores das varidveis clinicas em relagéo ao nivel de malonaldeido (MDA)

MDA
Variaveis clinicas Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Média = EPM Valor p Média = EPM Valor p Média = EPM Valor p
Sexo Femininp 0,50 +0,14 00934 0,59 0,07 01233 0,54 0,11 01233
Masculino 044 0,11 0.49+0,15 0.45+0,12
Transfusées por ano Oal 0.47=0,14 0,271 054012 < 0,0469* 0
2 ou mais 0.52+0,10 0,63 0,04 0
Crises vaso-oclusivas fouz 043012 < 0,0051** 043014 < 0,0031* 0
3 ou mais 053+0,13 ' 0,6 = 0,05 ' 0
Ulceras de perna/maleolar Nao 0472012 0,3292 0542006 < 0,0400* 0
Sim 051=x0,15 ' 0,64+0,12 ' 0
. Nenhuma 0,46 0,15 0,54 0,11 0
Infeccoes recorrentes Pelo menos | 05020,11 0.3790 064 = 0,02 01114 0

Grupo 1: Pacientes com AF que fizeram tratamento com HU; Grupo 2: Pacientes com AF que ndo fizeram tratamento com HU; Grupo 3: Individuos sem hemoglobinopatias (grupo controle); MDA: malonaldeido; AF: anemia falciforme; HU:

hidroxiureia; EPM: erro padrao da média.
p<0,05 (ANOVA e Teste ¢ de Student).
*Significativo.
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menor e mais homogénea concentracao de MDA em re-
lagao aos pacientes com AF que nao fizeram tratamento
com HU e ao Grupo Controle. Estes resultados sugerem
que houve dano oxidativo em todos os pacientes, inde-
pendentemente do tratamento com a HU. Em pesquisa
realizada em 2008 por Manfredini et al., foi constatada a
presenca de niveis elevados de MDA em pacientes com
AF sem uso de HU quando comparados aos pacientes
do grupo controle®. Os resultados do presente estudo
demonstraram que, nesses pacientes, a HU nao exerceu
acao inibitoria da peroxidacao lipidica. Pode-se sugerir
que essa discrepancia se deva a varios fatores, dentre eles
o curto periodo de tratamento com a HUG#,

Ao se avaliar a correlagao dos niveis de MDA com a
quantidade de crises vaso-oclusivas no ultimo ano, ob-
servou-se um aumento de MDA estatisticamente signifi-
cativo nos dois grupos de pacientes com AF que tiveram
trés ou mais crises de vaso-oclusiao (p < 0,005 para Gru-
po 1 e p < 0,0031 para o Grupo 2). O mesmo ocorreu
em relagao aos niveis de MDA com as variaveis duas ou
mais transfusdes no decorrer do ano (p < 0,0469) e com
presenca de ulcera de perna maleolar (p < 0,0400) nos
pacientes com AF que fizeram tratamento com a HU.
Esses resultados sdo relevantes, pois demonstram que
os niveis de MDA sao diretamente proporcionais aos
moduladores de progndstico na AF. Em 2007, Fasola
et al. avaliaram a relacao entre a frequéncia de crises
vaso-oclusivas e o status total antioxidante (TAS), ob-
servando que a média de TAS em 25 pacientes com AF
foi menor para aqueles que apresentaram trés ou mais
crises de vaso-oclusdo no ultimo ano®”.

Estudos recentes sugerem que pacientes com AF
sofrem decréscimo das reservas de NO principalmente
durante as crises vaso-oclusivas e na sindrome de se-
questro agudo®¥, sendo os niveis de NO inversamente
proporcionais aos sintomas dolorosos, de forma que a
diminuicdo da biodisponibilidade do NO pode contri-
buir para a fisiopatologia da AF(®,

A estimativa dos niveis de NO, neste estudo, foi
realizada por meio da dosagem sérica de nitrito, um
produto de degradacao do NO que apresenta boa sen-
sibilidade e estabilidade. A avaliacao dos niveis séricos
de nitrito nos trés grupos estudados nao demonstrou
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos,
provavelmente devido ao fato de se tratar de pacientes
assintomaticos. Verificou-se que o uso da HU pode nao
modificar o contetddo sérico do nitrito, provavelmente
devido ao curto periodo de tratamento. Este achado
difere de alguns trabalhos que demonstram um aumen-
to transitério de NO durante as crises vaso-oclusivas
em pacientes com AF que fizeram tratamento com a
HU®@®20, Morris et al. demonstraram um aumento dos
niveis de NO em pacientes com AF assintomdtica em

uso de HU, sendo que esse aumento foi potencializado
pela associagdo com a arginina durante o tratamento®b.
Por sua vez, Lopez et al., em 2003, observaram baixos
niveis de L-arginina e de NO em pacientes adultos com
AF durante crises vaso-oclusivas quando comparados
com pacientes com AF assintomaticos®?.

Sabe-se que existem trés possiveis mecanismos para
a reducéao da disponibilidade de NO em pacientes com
anemia falciforme: primeiro, os baixos niveis plasmati-
cos de L-arginina; segundo, o aumento do consumo de
NO pelas EROs; e terceiro, o consumo de NO por meio
da hemoglobina liberada no plasma durante a hemdlise.
Estudos recentes indicam que 50% dos pacientes com
anemia falciforme apresentam disfuncao endotelial de-
vido principalmente ao consumo de NO pela hemoglo-
bina livre no plasma‘®.

Com base nesses resultados, demonstrou-se que ha
uma real importancia na realizacdo dos estudos com
pacientes portadores de AF, uma vez que é conside-
rada atualmente como uma doencga inflamatdria cro-
nica, possuindo peculiaridades quanto a alteragoes no
estresse oxidativo. Ressalta-se, ainda, a relevancia dos
achados apresentados que nao corroboram com a li-
teratura, no entanto, sao raros os trabalhos que abor-
dam a temadtica do presente estudo. Espera-se, entao,
contribuir para a melhor compreensao do envolvimen-
to do processo de peroxidagao lipidica e nos niveis sé-
ricos de nitrito em pacientes adultos com anemia fal-
ciforme. Estes dados podem fornecer subsidios para
que outros estudos verifiquem os efeitos cronicos do
tratamento com a HU durante a patogénese do estres-
se oxidativo observado durante a anemia falciforme,
contribuindo para diminuir os impactos desse grave
problema de satide publica.

Nao pudemos comprovar o efeito inibidor da HU
no estresse oxidativo por estarmos comparando dois
grupos de pacientes, um assintomatico e outro com evo-
lugao desfavoravel da doenca com indicaciao de uso da
HU, sendo que esses tltimos apresentam quadro mais
critico da doenca, comprovados por maiores niveis de
MDA. Estudos sequenciais avaliando apenas os pacien-
tes em tratamento cronico com HU e em diferentes
momentos devem ser realizados, a fim de esclarecer o
mecanismo de acao da HU na anemia falciforme.

CONCLUSAO

Os resultados revelaram que, durante o estabelecimento
da patogénese da AF, pode ser observado um aumento
na peroxidacao lipidica. Por outro lado, durante o trata-
mento com a HU, nio foi detectada nenhuma alteracao
nos parametros oxidativos, provavelmente devido ao
curto periodo de tratamento dos pacientes em estudo.
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