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RESUMO

A anemia falciforme constitui um tipo de anemia em que a hemécia adquire a forma de foice,
levando a vaso-oclusdo, isquemia e inflamacao; equivale a uma anemia hemolitica. Atinge
uma parcela significativa da populacao brasileira, sendo necessaria uma maior atencéo para
esta doenca no ramo da pesquisa. A hidroxiureia € um medicamento eficaz no tratamento
da anemia falciforme e melhora a qualidade de vida dos pacientes. Torna-se relevante a
analise metabolémica voltada para esta doenca, incluindo o estudo do metaboldma dos
pacientes que utilizam este medicamento, ja que o estudo das alteracdes do conjunto de
metabodlitos do plasma sanguineo pode contribuir para o diagnostico da doenca e
desenvolvimento terapéutico. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi realizar a analise
metabolémica do plasma de criancas e adolescentes divididos em trés grupos: pacientes
com anemia falciforme que n&o utilizam a hidroxiureia (SCD); pacientes com anemia
falciforme que utilizam a hidroxiureia (SCD_HDU); e individuos que ndo possuem anemia
falciforme (controle). O sangue foi coletado das referidas criancas e adolescentes na faixa
etaria de 6 a 18 anos, e as amostras de plasma sanguineo foram liofilizadas e submetidas a
precipitacdo de proteinas e subsequente analise por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de 'H). Antes desta andlise realizou-se a otimizagédo de protocolo da
aquisicdo de espectros, sendo selecionada a sequéncia de pulso Noesypr 1d, dentre as
demais. Os espectros foram processados em diversas plataformas on-line de andlises
metabolémicas visando a identificacdo e a quantificacdo de metabdlitos, bem como a
realizacdo das andlises estatisticas multivariadas. Para tanto, utilizou-se o programa
Chenomx suite 8.4, e antes da quantificacdo foi feito o alinhamento de picos, ambos
realizados no programa NMRProcFlow. As andlises estatisticas multivariadas foram
realizadas no programa MetaboAnalyst 2,0 e incluiram PLS-DA, validacdo cruzada, VIP
scores e mapa de calor. Vinte e quatro metabdlitos foram identificados, incluindo dez acidos
organicos, oito aminoacidos, além de outros compostos orgéanicos. Através das analises
estatisticas multivariadas foi possivel comparar o conjunto de metabdlitos dos grupos de
participantes. A analise de PLS-DA revelou dissimilaridades no perfil metabdlico do grupo
controle e os grupos SCA e SCA HDU. A analise dos trés grupos resultou em oito
metabdlitos com VIP scores maiores ou iguais a 1, dentre os quais a leucina/isoleucina,
prolina, acidos graxos, creatina/creatinina, histidina, acido 3-hidroxibutirico, glicerol e
acetona. De acordo com o mapa de calor, a leucinal/isoleucina, prolina, acidos graxos,
creatina/creatinina e glicerol possuem maiores concentra¢cdes no grupo SCD_HDU, e a
histidina, acido 3-hidroxibutirico e acetona possuem maiores concentra¢cdes no grupo
controle. Este trabalho mostra a utilidade da analise metaboldémica para a deteccdo de
biomarcadores da anemia falciforme. Podem ser encontrados metabdlitos com suas
respectivas quantidades comparativas entre 0s grupos, caracteristicos da anemia falciforme,
bem como observadas as alteragbes do conjunto de metabdlitos dos participantes, devido o
uso da hidroxiureia. Os resultados descritos neste trabalho podem contribuir no diagnéstico
e desenvolvimento terapéutico da doenca, servindo como base para futuras investigacbes
gue envolvem o tema desta pesquisa.

Palavras-chave: Anemia Falciforme. Hidroxiureia. Metaboldmica. Plasma Sanguineo.
Ressonéancia Magnética Nuclear.



ABSTRACT

Sickle cell anemia is a type of anemia in which the red blood cells take on a sickle shape,
leading to vaso-occlusion, ischemia and inflammation. It affects a significant portion of the
Brazilian population, which required greater attention for research purposes. Hydroxyurea is
a drug that has effectively been used in the treatment of sickle cell anemia, improving the
quality of life of patients. Metabolomics analysis focused on this disease is relevant, including
the study of the metabolome of patients who use this drug, since the study of alterations in
the set of blood plasma metabolites can contribute to the diagnosis of the disease and
therapeutic development. In this context, the aim of this study is to carry out a metabolomics
analysis of the plasma of children and adolescents divided into three groups: patients with
sickle cell anemia who do not use hydroxyurea (SCD); patients with sickle cell anemia who
use hydroxyurea (SCD_HDU); and individuals who do not have sickle cell anemia (control).
Blood was collected from children and adolescents aged 6 to 18 years, and blood plasma
samples were lyophilized and subjected to protein precipitation and subsequent analysis by
Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen (*H NMR). Before this analysis, the optimization
of the spectra acquisition protocol was performed, with the Noesypr 1d pulse sequence being
selected. The spectra were processed in several online metabolomics analysis platforms
aiming at the identification and quantification of metabolites, as well as the performance of
multivariate statistical analyses. For this purpose, the Chenomx suite 8.4 program was used,
and before the quantification, the peak alignment was performed, both performed in the
NMRProcFlow program. Multivariate statistical analyzes were performed using the
MetaboAnalyst 2.0 program and included PLS-DA, cross validation, VIP scores and heat
map. Twenty-four metabolites were identified, including ten organic acids, eight amino acids,
and other organic compounds. Through multivariate statistical analysis it was possible to
compare the set of metabolites of the groups of participants. The PLS-DA analysis revealed
dissimilarities in the metabolic profile of the control group and the SCA and SCA HDU
groups. The analysis of the three groups resulted in eight metabolites with VIP scores
greater than or equal to 1, including leucinel/isoleucine, proline, fatty acids,
creatine/creatinine, histidine, 3-hydroxybutyric acid, glycerol and acetone. According to the
heat map, leucine/isoleucine, proline, fatty acids, creatine/creatinine and glycerol have higher
concentrations in the SCD_HDU group, and histidine, 3-hydroxybutyric acid and acetone
have higher concentrations in the control group. This work shows the usefulness of
metabolomic analysis for the detection of sickle cell anemia biomarkers. Metabolites can be
found with their respective comparative amounts between the groups, characteristic of sickle
cell anemia, as well as changes in the group of metabolites of the participants, due to the use
of hydroxyurea, can be observed. The results described in this work can contribute to the
diagnosis and therapeutic development of the disease, serving as a basis for future
investigations involving the subject of this research.

Keywords: Sickle Cell Anemia. Hydroxyurea. Metabolomics. Blood plasma. Nuclear
Magnetic Resonance.
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1 INTRODUCAO

A Avaliacdo Metabolomica dispde de procedimentos para analisar compostos
gue também sdo encontrados no organismo humano, inclusive metabdlitos
presentes no plasma sanguineo. Desempenha um papel fundamental para a analise
do plasma sanguineo de grupos de individuos detectando as alteragcdes no
metaboldma relacionadas com a anemia falciforme. Conforme Parise (2016), em
1949, Pauling e colaboradores descreveram a anemia falciforme como uma doenca
molecular, com dois outros grupos descrevendo-a de forma convincente como um
transtorno hereditario.

O plasma sanguineo pode sofrer alteracdes em sua composi¢cado quimica e,
dessa forma, revelar as quantidades de metabdlitos caracteristicos da anemia
falciforme. Podem ser observadas as modificacbes no metaboldma de individuos
portadores da referida doenca que fazem uso da hidroxiureia, um medicamento
utilizado no tratamento.

Para Gowda (2008), evidéncias adicionais de pontos finais biologicos de
doencas humanas sdo altamente desejadas para o diagnéstico de doencas,
progndéstico e desenvolvimento terapéutico. Os estudos referentes as quantidades
de metabdlitos caracteristicos de grupos de individuos que envolvem a anemia

falciforme podem oferecer estas contribui¢des.

A AF é a doenca hereditaria de maior prevaléncia no pais, afetando cerca
de 0,1% a 0,3% da populacdo negra, sendo observada também em
decorréncia da alta taxa de miscigenacdo em parcela cada vez mais
significativa da populacdo caucasiana brasileira. Estimativas indicam que
5% a 6% da populacao carrega o gene da Hemoglobina S (HbS) e que a
incidéncia fica em torno de 700 — 1000 novos casos por ano. (ALMEIDA,
2017, p.131).

De acordo com Silva (2006), estima-se que no Brasil ha mais de 2 milhdes de
portadores do gene da Hb S; desses, mais de 8 mil apresentam forma grave (SS).
Kapoor (2018) afirma que em 2010, o numero de recém-nascidos com DF
homozigoto em todo o mundo foi de 305.800 e adverte que este numero sera

aproximadamente 400.000 no ano de 2050. Conforme Silva (2006), a porcentagem
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de mortalidade entre as criancas menores de 5 anos com anemia falciforme atinge
de 25% a 30%. Assim, € necessario maior atencdo para esta doenca no ramo da
pesquisa.

Segundo Agrawal (2014), a hidroxiureia tem muitas caracteristicas de um
medicamento ideal para a anemia falciforme e fornece beneficio terapéutico através
de multiplos mecanismos de acdo. Para este autor, a hidroxiureia emergiu como
uma opcao terapéutica importante para criancas e adolescentes com eventos vaso-
oclusivos recorrentes; documentos evidenciam beneficios de prevencgdo ou reversao
de danos crbénicos em oOrgdos. Diante disso, torna-se relevante o estudo do
metaboldma do plasma dos pacientes falciformes que utilizam o referido
medicamento, uma vez que podem ocorrer alteracées no conjunto de metabdlitos.

Este trabalho contempla capitulos especificos para o referencial teérico,
materiais e métodos, e resultados e discussoes.

No capitulo 3 encontra-se o referencial teérico com uma explanacéo sobre o
sangue, a anemia falciforme com suas principais manifestacbes clinicas,
diagnésticos e tratamento. No mesmo capitulo encontra-se uma abordagem sobre a
hidroxiureia, a metabolémica, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), bem como o espectrémetro, deslocamento quimico e multipletos.

O capitulo 4 faz uma abordagem sobre os materiais e métodos desta
pesquisa, envolvendo sujeitos, coleta e liofilizacdo das amostras, analises por RMN.
E possivel, ainda neste capitulo, apreciar por leitura a preparacdo das amostras,
aquisicdo dos espectros de RMN e identificacdo dos metabdlitos. Por fim, as
analises metabolémicas e estatisticas.

Os resultados e discussbes sao apresentados no capitulo 5, com a
identificacdo de metabdlitos resultantes da analise de RMN, alinhamento de picos de
RMN, andlises estatisticas, Analise discriminante pelo método de quadrados
minimos parciais — PLS-DA dos grupos controle, SCD e SCD_HDU, Validagéo
cruzada da PLS-DA dos grupos controle, SCD e SCD_HDU, VIP scores e Heat map
dos grupos controle, SCD e SCD_HDU, Analise discriminante pelo método de
guadrados minimos parciais — PLS-DA dos grupos SCD e SCD_HDU, Validacao
cruzada da PLS-DA dos grupos SCD e SCD_HDU, VIP scores e Heat map dos
grupos SCD e SCD_HDU, e alguns metabdlitos e a anemia falciforme.

As amostras foram submetidas a alguns procedimentos anteriores a analise

de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H), técnica analitica
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empregada em metabolémica. Para Silvertein (2007), a RMN 'H é uma
espectroscopia de absorcao, onde na presenca de um campo magnético a amostra
absorve na regido de radiofrequéncias em uma frequéncia que depende das

caracteristicas estruturais da amostra.

O espectro de hidrogénios em um campo magnético constante, obtido por
varredura continua (CW) ou pelo modo pulsado com transformacbes de
Fourier (FT), é registrado como uma série de picos cujas areas sao
proporcionais ao numero de hidrogénios que eles representam. As areas
dos picos sdo medidas por um integrador eletrdnico que traca uma linha em
degraus cujas alturas sdo proporcionais as areas dos picos. A contagem
dos hidrogénios a partir da integracao € (til para determinar ou confirmar
férmulas moleculares, detectar picos sobrepostos, determinar a pureza de
amostras e efetuar andlises quantitativas. (SILVERTEIN, 2007, p.130).

Os metabolitos foram identificados e quantificados apds aplicacdo da técnica
analitica, a qual passou pela otimizacdo que, para a aquisicdo dos espectros,
envolveu precipitacdo de proteinas. Neste conteido é mostrado, dentre outros
sinais, o dubleto correspondente ao metabdlito alanina que exemplifica as
identificacdes realizadas no programa Chenomx suite 8.4.

Antes da quantificacéo foi feito o alinhamento de picos de RMN *H, ambos
utilizando o programa NMRProcFlow. Seguindo o planejamento experimental da
analise metabolémica, foi realizada no programa MetaboAnalyst 2,0, as analises
estatisticas. Estas incluem PLS-DA, Validagéo cruzada, VIP score e Heat map, para
0s trés grupos de participantes e os grupos SCD e SCD_HDU.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a andlise metabolémica do plasma de trés grupos de criancas e
adolescentes: participantes da pesquisa com anemia falciforme que nédo utilizam a
hidroxiureia; participantes com anemia falciforme que utilizam a hidroxiureia; e

participantes que nao tém anemia falciforme.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Liofilizar as amostras de plasma.

e Remover as proteinas das amostras de plasma.

e Otimizar o protocolo de aquisicdo dos espectros de RMN *H.

e Realizar anélise por RMN *H.

e |dentificar os metabdlitos.

e Alinhar os picos de RMN *H e quantificar os metabdlitos.

e Realizar as andlises estatisticas PLS-DA, Validacao cruzada, Mapa de calor e

VIP score.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O SANGUE

O tema discutido nessa pesquisa exige uma breve abordagem acerca do
sangue, uma vez que o plasma sanguineo constitui elemento de analise e de
investigacdo por parte do referido trabalho para, dessa forma, buscar uma melhor
compreensao sobre a tematica em destaque, na tentativa de articular os contetdos
relacionados ao assunto em estudo.

Neste presente trabalho, por meio da metabolémica, € possivel verificar as
alteracbes na composicao quimica do plasma sanguineo de individuos acometidas
pela anemia falciforme. Pois segundo Worley (2013), os metabdlitos sdo o produto
final de todos os processos celulares e sdo um resultado direto da atividade

enzimatica e proteica.

Como o sangue circula por todo o corpo, ele é o veiculo ideal para o
transporte de substancias. As principais fungbes do sangue incluem o
transporte de nutrientes provenientes do sistema gastrointestinal para todas
as células do corpo e, subsequentemente, a retirada de produtos
excretados por estas células para 6rgaos especificos, a fim de serem
eliminados. Muitos outros metabodlitos, produtos celulares (p. ex., horménios
e outras moléculas sinalizadoras) e eletrélitos sdo também carreados pela
corrente sanguinea até os seus destinos finais. O oxigénio (0, é
transportado pela hemoglobina no interior dos eritrécitos a partir dos
pulmdes para distribuicdo as células do organismo. (GARTNER, 2007,
p. 455).

O sangue apresenta fundamental importancia no organismo humano como
sustentador da vida no que se refere ao transporte de variadas substancias ou
particulas, tais como o oxigénio, gas carbodnico, nutrientes, excretas (metabdlitos),
anticorpos, hormonios, agentes de coagulagcado, entre outros; transportes estes que
Sao0 essenciais e se estabelecem entre os mais variados e mesmo recénditos 6rgaos
e tecidos do corpo humano, possibilitando as células obter nutrientes e secretar

substancias produzidas no metabolismo.
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O sangue do ser humano, como de todos os mamiferos, contém uma série
de células especializadas essenciais para a sobrevivéncia: Os eritrcitos,
encarregados do transporte do oxigénio para os tecidos; as plaquetas que
intervém na coagulacdo e na integridade do tecido; e os leucdcitos, que
executam funcgdes de defesa do host...O sangue circulante contém: 45% de
elementos formados e 55% de plasma. Contém por mm?: 4,8-5,4 milhdes de
eritrécitos; 5000-10000 leucécitos; e 250000-400000 trombocitos. Os
leucdcitos incluem: 60%-70% de neutrdfilos; 20%-25% de linfocitos; 3%-8%
de mondcitos; 2%-4% de eosindfilos; e 0,5%-1% de basofilos. (ATLAS DE
HEMATOLOGIA, 2002, p. 13).

Refere-se a um fluido constituido por uma parte celular correspondente aos
glébulos vermelhos (hemécias ou eritrocitos), glébulos brancos (leucdcitos) e
plaguetas (trombdcitos) e por outra parte liquida denominada de plasma. Ressalta-
se que a parte celular representa 45% do volume sanguineo, onde os globulos
brancos e plaquetas representam um volume celular menor, quando comparado com
0 volume ocupado pelos glébulos vermelhos. O plasma é composto por 90% de
agua e os restantes 10% séo formados por proteinas, sais e outros compostos

organicos dissolvidos e representa 55% do volume sanguineo.

O plasma é uma solu¢cdo aquosa contendo componentes de pequeno e de
elevado peso molecular, que correspondem a 10% do seu volume. As
proteinas plasmaticas correspondem a 7% e os sais inorganicos, a 0,9%,
sendo o restante formado por compostos organicos diversos, tais como
aminoéacidos, vitaminas, horménios e glicose... As principais proteinas do
plasma sdo as albuminas, as alfa, beta e gamaglobulinas, as lipoproteinas e
as proteinas que participam da coagulagédodo sangue, como protrombina e
fibrinogénio. (JUNQUEIRA, 2008, p. 222).

Diante disso, os glébulos vermelhos e o plasma sdo 0s maiores constituintes
do sangue (Figura 1). Para um individuo adulto e normal, estima-se por mL/kg de
pessoa, ho homem um volume de plasma de 43,5 mL, enquanto o volume de
glébulos vermelhos € de 33,0 mL. Ja nas mulheres enquanto o volume de plasma é
de 43,5 mL, o de glébulos vermelhos é de 25,0 mL. A hemécia, em sua parte sélida,

€ formada em sua maior quantidade pela hemoglobina.
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Figura 1 — Componentes do sangue

Revestimento de Plaquetas Plasma
vaso sanguineo

Glébulos Globulos
brancos vermelhos

Fonte: http://www.trabalhosescolares.net/a-composicao-do-sangue/

O sangue esta contido num compartimento fechado, o aparelho circulatério,
gue o mantém em movimento regular e unidirecional. O volume total de
sangue numa pessoa normal é de aproximadamente 7% do peso corporal
ou cerca de 5 L num individuo com 70 Kg de peso...O hematécrito permite
estimar o volume de sangue ocupado pelos eritrécitos em relagdo ao
sangue total. Os valores normais sdo de 35-49% na mulher e 40-54% no
homem. (JUNQUEIRA, 2008, p. 221).

Apesar de sua complexidade e de sua importancia, o sangue é um fluido
biolégico de facil acesso e ja € utilizado para examinar altera¢gées no corpo humano
por mais de 70 anos, inclusive com a deteccdo de muitos gases, ions e varios
metabdlitos encontrados no plasma que através da quantificacdo destes compostos
guimicos, podera também detectar varias doencas de diversas ordens.

As analises do plasma e do soro sanguineo sao relevantes para detectar a
existéncia de disfungcbes organicas, lesbes de tecidos entre as mais diversas
doencas, pois, devido a esses fatores, o plasma e o soro sanguineo sofrem

alteracbes em sua composicao quimica.

O plasma é obtido a partir de uma amostra de sangue, se forem
introduzidos anticoagulantes, simplesmente centrifugando a amostra e
removendo ou decantando a porcdo mais flutuante (ndo celular). Se
nenhum anticoagulante for adicionado e o sangue coagular, o fluido
sobrenadante é chamado de soro, que € menos viscoso gue o plasma e
carece de fibrinogénio, protombina e outras proteinas de coagulacéo.
(PSYCHOGIQS, 2011, p.1).


http://www.trabalhosescolares.net/a-composicao-do-sangue/
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O volume do plasma varia em fungdo do sexo, peso e altura do individuo e a
viscosidade, que sofre influéncia da temperatura, se aproxima a 1,2 vezes a
viscosidade da agua. Na sua composicdo encontramos agua, cations, cloretos,
fésforo, potassio, sodio, calcio, nitrogénio, proteinas totais, albumina, globulinas, as
proteinas que participam da coagulagdo do sangue, lipideos totais, &cidos graxos
totais, entre outros compostos. Quando desprovido das proteinas de coagulacédo do

sangue, obtem-se o soro.

O plasma é um fluido amarelado no qual as células, plaquetas, compostos
organicos e eletrdlitos estdo suspensos e/ou dissolvidos. Durante a
coagulacdo, alguns dos compostos organicos e inorganicos deixam o
plasma para se tornar integrados ao coagulo. O liquido restante, o qual ndo
contém mais aqueles componentes dissolvidos ou suspensos nele, difere do
plasma, tem uma tonalidade amarelo-palha, e é conhecido como soro. O
principal componente do plasma é a agua, que constitui cerca de 90% do
seu volume. As proteinas constituem 9%, e 0s sais inorganicos, ions,
compostos nitrogenados, nutrientes e gases constituem o 1% restante.
(GARTNER, 2007, p. 457)

O plasma €& um liquido amarelado que é obtido com a adicdo de
anticoagulante na amostra de sangue, seguida de centrifugacéo, se tratando da
porcdo mais flutuante. Com a centrifugacdo sao separadas as células: eritrocitos,
leucécitos e plaquetas. Quando ndo é adicionado anticoagulante e o sangue é
deixado coagular, o fluido sobrenadante é chamado de soro, ndo contendo
fribinogénio, protombina e outras proteinas de coagulacao.

O soro e o plasma sao solucdes aquosas, com aproximadamente 90% de
agua, contendo uma variedade de substancias. Existem diversos estudos do soro e
plasma na perspectiva de identificar o produto do metabolismo onde foram
identificados e quantificados centenas de metabdlitos séricos. Porém ndo existe um
banco de dados central com todas essas informacgfes e, para investiga-las, torna-se
necessario o acesso aos diversos trabalhos cientificos nos quais esses metabdlitos

foram objetos de estudos.

@) Serum Metabolome Database (SMDB) resultante
(http://mww.serummetabolome.ca) € um recurso abrangente e acessivel
pela web contendo estes 4229 compostos séricos / plasmaticos confirmados
e provaveis, suas concentracdes correspondentes e links para associacdes
de doencas que foram reveladas ou identificadas a partir destes esforgos
combinados de mineragdo experimental e literatura. (PSYCHOGIOS, 2011,

p. 2).
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Neste contexto, para facilitar futuras pesquisas em quimica e metabolémica
do sangue, € importante criar um banco de dados dos metabdlitos detectaveis no
sangue, plasma e soro humano, descrevendo suas respectivas concentracoes e
associa¢cdes com doengas, bem como os principais referenciais tedricos e pesquisas
que servirdo de ferramentas para as conclusdes obtidas.

A meta €, a partir de dados dos elementos de interesse em relacdo a
metabolémica do plasma, fazer uso da analise multivariada para obter embasamento

cientifico que servira de suporte para as conclusdes deste trabalho.

3.2 ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme é um assunto estudado pelos profissionais de saude e
demais areas de conhecimento, incluindo a dimensédo educacional e social. A
maioria dos casos encontrados refere-se a populacdo negra. De acordo com
Ferreira (1999), consiste em uma doenca hereditaria, de incidéncia quase exclusiva
em negros e seus descendentes.

Mas, o que vem a ser anemia falciforme? Antes de elucidar a questéo, torna-
se relevante observar a etimologia da palavra anemia, que € de origem grega
anaimia e significa auséncia de sangue; deficiéncia de heméacias ou hemoglobina no
sangue circulante, causando debilidade e fraqueza dentre outros sintomas. Segundo
Rey (1999), no campo da hematologia, a anemia € condicdo caracterizada pela
reducdo da quantidade de hemoglobina funcional circulante total.

A anemia falciforme refere-se a um tipo de anemia em que a hemacia adquire
a forma de foice. Conforme Silva (2006), é caracterizada por anemia hemolitica
cronica, susceptibilidade aumentada as infeccdes e episodios vaso-oclusivos

repetidos, associados as lesfes organicas cronicas e crises dolorosas agudas.
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Anemia falciforme — Hematol. 1. Doenca natureza genética, frequente entre
as populacbes de origem africanas, em que 0s pacientes apresentam
hemoglobina S, isto é, com duas cadeias a normais e duas cadeias f3
mutantes. Nessas cadeias B, o glutamato (hidréfilo) na posi¢édo 6 encontra-
se substituido por valina (hidr6foba), o que reduz grandemente a
solubilidade da desoxi-hemoglobina S, levando-a a formar precipitados
fibrosos que deformam os glébulos vermelhos (heméacias falciformes). A
doenca s6 se manifesta em pacientes homozigotos com esse gene mutante.
Os heterozigotos beneficiam-se disso, que os torna resistentes as infec¢es
maléaricas graves (devido ao fato de a vida mais curta dessas hemécias
dificultar a producéo dos plasmaodios), razdo pela qual esse carater genético
foi selecionado naturalmente nas regides africanas de malaria
holoendémica ou hiperendémica. 2. O quadro clinico caracteriza-se por
anemia cronica e suas complicagbes. Sinon: anemia depranocitica;
depranocitose; anemia falciforme. Inglés: sickle cell anemia (or anaemia).
(REY, 1999, p. 46).

A alteracdo do gene responsavel pela hemoglobina implica na doenca
hereditaria denominada de Anemia Falciforme (SCA). A primeira descricdo médica
da doenca foi realizada pelo médico norte-americano James B. Herrick, em 1910 na
Africa. No ano de 1949, E. A. Beet e J. V. Neel determinaram a origem genética. Seu
nome refere-se ao fato de que as hemacias tomam uma forma de foice e a
hemoglobina que apresenta a anormalidade molecular € chamada de hemoglobina S
(HbS). A anemia falciforme é uma doenca hereditéria, que exige grande esfor¢co da
comunidade cientifica para buscar solu¢cdes na perspectiva de saber mais sobre

esse transtorno.

Em 1949, Pauling e colaboradores descreveram a anemia falciforme como
uma doencga molecular, com dois outros grupos descrevendo-a de forma
convincente como um transtorno hereditario. Detalhes da mutacéo
(substituicdo do acido glutamico por valina na 62 posicdo a hemoglobina
[Hb] B-cadeia) foi descrita pela primeira vez por Ingram em 1956. (PARISE,
2016, p. 789).

Kapoor (2018) afirma que em 2010, o numero de recém-nascidos com DF
(doenca falciforme) homozigoto em todo o mundo foi de 305.800 e adverte que este
numero serd aproximadamente 400.000 no ano de 2050. Isto exige muito dos
recursos globais de assisténcia a saude. De acordo com Silva (2006), foi relatado
gue a porcentagem de mortalidade entre as criangcas menores de 5 anos com
anemia falciforme (AF) atinge de 25% a 30%. Esses dados enfatizam a importancia
da realizacdo de diagnostico precoce e instituicdo da terapia adequada para

promover a reducdo nesse indice de morbimortalidade.
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A AF é a doenca hereditaria de maior prevaléncia no pais, afetando cerca
de 0,1% a 0,3% da populacdo negra, sendo observada também em
decorréncia da alta taxa de miscigenacdo em parcela cada vez mais
significativa da populacdo caucasiana brasileira. Estimativas indicam que
5% a 6% da populacdo carrega o gene da Hemoglobina S (HbS) e que a
incidéncia fica em torno de 700 — 1000 novos casos por ano. (ALMEIDA,
2017, p. 131).

Entre as doencas falciformes, a anemia falciforme é a que apresenta maior
gravidade clinica e hematolégica e maior prevaléncia. Conforme Silva (2006),
estima-se que no Brasil h4A mais de 2 milhdes de portadores do gene da Hb S;
desses, mais de 8 mil apresentam forma grave (SS). Este autor ainda afirma que se
avalia a ocorréncia de setecentos a mil novos casos anuais de doencas falciformes,

sendo, portanto, consideradas como importante problema de salde publica.

O gene S ¢é originario da Africa e apresenta-se amplamente distribuido em
todos os continentes, atingindo alta prevaléncia em populacdo negra e seus
descendentes. No Brasil, a distribuicdo da Hb S é heterogénea, sendo mais
frequiente em regibes Norte e Nordeste. Esta variacdo regional esta
relacionada com a contribuicdo dos grupos étnicos formadores. (SILVA,
2006, p. 144).

Com massa molecular de 64500 daltons, a hemoglobina possui na sua
formacdo quatro cadeias de globina e quatro cadeias de heme. Este € constituido
por uma porfirina ou protoporfina Il que dispde de quatro nucleos pirrol com pico
azoto reunidos por pontes metano, oito cadeias laterais (metil, vinil ou acido
propidnico). O ferro no centro esta fixado a quatro azoto do nucleo pirrol e guarda
duas valéncias livres.

De forma mais especifica, a globina € um conjunto de quatro cadeias
polipeptidicas. E para cada molécula de hemoglobina (Figura 2), quatro cadeias séao
semelhantes duas a duas chamadas a e 3 para a hemoglobina A. Cada cadeia é um
polipeptideo, isto €, ela é constituida de aminoacidos (146 para a cadeia B e 141
para a cadeia a) reunidos por ligagdes peptidicas.

A hemoglobina, molécula presente nas hemacias, tem a funcéo principal de
transportar o oxigénio dos pulmdes aos tecidos. Cada molécula de hemoglobina fixa

guatro moléculas de oxigénio (O5).
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Figura 2 - Molécula de hemoglobina e um grupo heme
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Fonte: https://slideplayer.com.br/slide/10197295/

A hemécia normal possui a forma de um disco bicbncavo, tem a forma circular
regular e didmetro de 7,5 u aproximadamente. De acordo com Lorenzi (1999), as
hemacias em “foice” sdo mais rigidas e tendem a ficar estagnadas em 6rgaos onde
a circulacdo é lenta. Com isso ha anoxia relativa, que por sua vez, facilita a
falcizacdo de novas hemacias. A figura 3 ilustra a hemacia normal e em forma de
foice.

As moléculas de HbS, por outro lado, quando desoxigenadas, se organizam
em longos polimeros de filamentos duplos, que por sua vez se associam em
feixes com um duplo filamento central rodeado de seis filamentos duplos de
polimeros. Esses feixes de "cristais”" dentro das hemacias podem ser vistos
a microscopia eletrdnica e determinam deformacdes das células. A
deformagdo mais conhecida é provocada por feixes de polimeros se
organizando mais ou menos paralelamente, dando a hemécia uma forma
alongada conhecida por "hemacia em foice" ou "falcizada", embora as
hemacias anormais possam assumir um amplo espectro de alteracbes
morfolégicas. (ZAGO, 2007, p. 207).
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Figura 3 - Hemacia normal e em forma de foice.

Hemacia normal Hemacia falciforme

Fonte: http://www.pcs.uem.br/drgenetica/hematologia-clinica/hemoglobinopatias/anemia-
falciforme

De acordo com Silva (2006), as consequéncias patolégicas dos portadores de
anemia falciforme fundamentam-se na polimerizacdo da molécula de Hb S induzida
por desoxigenacdo, com consequente afoicamento dos eritrécitos e aumento da
viscosidade sanguinea. A anormalidade estrutural desta hemoglobina origina-se por
uma mutacdo no gene da globina beta pela substituicdo da adenina por timina,
codificando valina em lugar de acido glutamico na sexta posicdo da sequéncia de
aminoacidos que compde a cadeia polipeptidica beta (8). A Hb S no estado de baixa
tensdo de oxigénio sofre modificacdo em sua molécula devido a interacdo de
natureza hidrofébica da valina com a fenilalanina da posicdo 85 e com a leucina da
posicdo 88, desencadeando a formacao de polimeros em um processo de nucleacao

e criando uma estrutura multipolimérica.
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Multiplos mecanismos fisiopatoldgicos contribuem para as manifestacées
clinicas da DF. Sob condicbes de baixa tensdao de oxigénio, a HbS
polimeriza nos glébulos vermelhos (RBCs) e forma hastes alongadas que
alteram a reologia dos RBC. A polimerizacdo da hemoglobina S é
inicialmente reversivel, mas ciclos repetidos de
desoxigenacao/reoxigenacdo causam alteracdes nas propriedades da
superficie das hemacias, danos a membrana e hemdlise. A conformacao
alterada das hemécias leva a vaso-oclusdo, isquemia e inflamacdo. Os
reticulécitos que contém hemoglobina S sdo mais aderentes e podem
prender as heméacias deformadas mais antigas nas vénulas pds-capilares,
onde a tensdo de oxigénio é menor. As interacdes patologicas entre o
endotélio vascular, leucécitos e plaquetas também contribuem para a
patologia da DF. Atividade endotelial aumentada de E e P-
selectina, molécula de adeséo intercelular RBC 4 e molécula de adesao
celular basal / atividade luterana, adesdo de leucdcitos, ativacdo de
plaquetas, e a deplecdo do éxido nitrico (NO) contribui para lesdo vascular
aguda e crbnica e dor. Os esforcos continuos de desenvolvimento de
medicamentos visam esses mecanismos. (KAPOOR, 2018, p. 1810).

Além das alteracbes presentes na hemoglobina das células, ocorrem
modificagbes na membrana: fosforilagdo anormal; anomalia da bomba Na/K; o
aumento da auto-oxidacdo, o que aumenta a fagocitose por parte dos macréfagos
tissulares. Em ambiente com insuficiéncia de oxigénio, os eritrocitos falcizados
também apresentam les6es de membrana que sdo responsaveis por perda de
potassio e de agua para o meio extracelular, resultando na desidratacdo dos

mesmos.

A hemolise dos glébulos vermelhos falciformes (RBCs) libera heme que
esgota o Oxido nitrico (NO) e causa a ativacgdo de mondcitos,
desencadeando a ativacdo endotelial. O aumento da atividade da E-
selectina endotelial e P-selectina resulta na adesdo de leucécitos. Além
disso, a expressdo aumentada da molécula de adesdo intercelular
eritrocitaria (ICAM) 4 liga-se a integrina aVB3 endotelial e a integrina aMB32
ativada expressa por leucécito (MAC-1) retém os globulos vermelhos
contendo hemoglobina S, levando a adesdo e consequente oclusdo de
vaso. As terapias antiadesivas podem diminuir a adesdo. (KAPOOR, 2018,
p. 1812).

Os fenbmenos vaso-oclusivos sdo responsaveis pelos sintomas muito
dolorosos caracteristicos da “crise de falcizagado”. A vaso-oclusdo é decorrente da
presenca fisica de grande numero de eritrécitos falcizados no interior de pequenos
vasos, além de depender de varios outros fatores. Por volta do ano 2000 foi citado

gue estes fatores séo: aderéncia anormal dos eritrocitos ao endotélio; aderéncia a
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este de seguimentados neutréfilos “anormalmente” estimulados; alteracédo da
superficie endotelial; presenca de moléculas de adesdo (VCAM-1, molécula de
adesdo celular vascular 1; ICAM-1, molécula de adeséo intercelular 1; E e P-
selectinas), que permitem a aderéncia dos eritrofilos e neutrofilos ao endotélio; e

citoquinas (IL-6) do plasma que também estimulam a aderéncia.

3.2.1 Principais manifestacfes clinicas

A vaso-oclusdo origina varios processos inflamatérios que estdo inter-
relacionados e ocorrem simultaneamente. Constitui um fendbmeno em que as
hemacias falciformes e os leucdcitos sdo aderidos no endotélio vascular, as paredes
internas dos vasos sanguineos, impedindo a passagem do sangue nos pequenos
vasos. Isto pode causar hipdxia, ou seja, a diminuicdo do oxigénio no sangue arterial
ou nos tecidos e infarto tecidual.

De acordo com Almeida (2017), a forma crénica da doenca € caracterizada
pela inflamagéo recorrente no processo de vaso-oclusdo. Ocorre: aumento da
viscosidade sanguinea, que diminui o fluxo e, consequentemente, diminui a
oxigenacdo do sangue; aumento na quantidade de heméacias falcizadas em baixas
concentracdes de oxigénio; o aumento de lesdes teciduais e aumento da fagocitose
dos eritrocitos.

Na anemia falciforme ocorre a diminuicdo da quantidade de hemacias que
circulam no sangue. As hemolises constantes das heméacias falciformes, isto €, seus
rompimentos, levam a reducdo da concentracdo de hemoglobina no sangue e

diminuigdo anormal do volume do sangue de um individuo.
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O quadro de anemia ocorre quando ha diminuicdo no nimero de hemacias
circulantes no sangue. As hemécias falciformes do individuo que tem AF
sdo hemolisadas constantemente, diminuindo a concentracdo sanguinea de
hemoglobina. As reduc¢bes rdpidas na concentracdo de hemoglobina dao
origem as crises aplasticas. A grande quantidade de hemdlise na AF causa
0 sequestro esplénico, que aumenta o volume do baco e agrava o quadro
de anemia e hipovolemia. A autoesplenectomia ocorre quando o0 sequestro
esplénico das heméacias é reincidente, tornando-o fibrético e calcificado...
Os pacientes de AF possuem maior propenséo a infec¢bes causadas por
micro-organismos no trato respiratério, como pneumonia, meningite, otite
média, entre outras. Os pacientes de AF também podem
apresentar:sindrome toracica aguda, episédios de crise de dor, priapismo,
Ulceras de perna e insuficiéncia multipla dos 6rgédos. (ALMEIDA, 2017, p.
132).

De acordo com llesanmi (2010), danos crbnicos de o6rgdos implicam em
lesGes crbnicas de érgaos: crises de sequestro esplénico, necrose papilar aguda nos
rins, complicacfes oftalmoldgicas, necrose avascular (necrose 0ssea asséptica) e
complicacbes pulmonares.

3.2.2 Diagnostico

A visualizacdo da depranocitose eritrocitaria, isto €, 0 aumento de hemacias
falcizadas, no sangue total, caracteristico da anemia falciforme, pode ser fornecida
pelo hemograma completo por observacdo no microscépio Optico. Os indices
hematimétricos, ou seja, os parametros de avaliacdo do tamanho das hemacias e de
distribuicdo de hemoglobina nestas, e a contagem leucocitaria, determinantes na
evolucdo da doenca, sdo informacdes complementares fornecidos pelo aparelho

automatizado de hemograma.

A anemia falciforme é considerada grave quando o RDW (indice
relacionado ao tamanho eritrocitario) esta acima de 19%, apesar de
apresentar CHCM (concentracdo de hemoglobina na hemacia) normal. A
presenca de leucocitose (aumento leucocitario) indica aumento de
hemdlises, processo pelo qual os mondcitos destroem as hemacias através
da fagocitacdo. (ALMEIDA, 2017, p. 133).

A medula 6ssea é responséavel pela fabricagcdo dos elementos figurados do

sangue periférico: hemacias, leucdcitos e plaquetas. Devido ao aumento da
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hemdlise, acontece na medula 6ssea, o aumento da fabricacdo dos reticulocitos,
eritrocitos prematuros, que é uma caracteristica da anemia falciforme. A contagem
de reticulécitos pode ser feita manualmente através da microscopia otica ou por
aparelho automatizado.

No teste de falcizacdo em caso positivo, 0s eritrocitos adquirem a
conformacdao falciforme e igualmente ao teste de solubilidade sdo usadas lamina e
laminula. S&o técnicas da biologia molecular. Uma vez que as hemoglobinas
normais sdo sollveis, o teste de solubilidade esta baseado na insolubilidade da
desoxihemoglobina S, molécula sem oxigénio. Na amostra de sangue sobre a lamina
sao colocadas substancias redutoras de oxigénio. Assim, este torna-se ausente nas
hemacias acarretando a falcizacdo. Estes testes ndo sdo indicados para recém-
nascidos, os quais possuem quantidade de HbF (hemoglobina fetal) maiores que as
guantidades de HbS.

Testes confirmatorios da presenca de HbS apos exames de triagem séo
recomendados, dentre eles: eletroforese alcalina, que é eletroforese de hemoglobina
em acetato de celulose; eletroforese acida, que é eletroforese de hemoglobina em
agarose e dosagem de hemoglobina fetal. A eletroforese da hemoglobina
proporciona a identificagdo dos tipos de hemoglobina presente no sangue. Avalia
com exatidao a ocorréncia da anemia falciforme.

A Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), técnica usada na
biologia molecular, detecta anomalias da hemoglobina além de realizar quantificacédo
de variantes. A Focalizagdo isoelétrica permite a identificacdo da hemoglobina,
sendo uma técnica quantitativa e qualitativa. Esses métodos sdo mais modernos,
atualmente utilizados, mais precisos e eficazes.

Existe ainda o diagndstico feito pela PCR, reacdo em cadeia de polimerase,
gue € uma técnica de alto custo, qualitativa, pela qual é detectado o gene. Tém-se a
PCR convencional, cPCR e PCR em tempo real, RT-PCR. O teste do pezinho (teste
de solubilidade) e a eletroforese de hemoglobina, a qual esta sendo substituida

atualmente pela focalizacao isoelétrica e HPLC séo feitos em neonatos.
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3.2.3 Tratamento

Segundo Kapoor (2018), a hidroxiuréia foi o primeiro medicamento aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA para o tratamento de SCD
homozigoto. Este medicamento mostra um efeito eficaz, uma vez que inibe a
polimerizacdo da hemoglobina S, aumenta a producédo de hemoglobina fetal (HbF)
dentre outros efeitos. Além da hidroxiureia, a decitabina, pomalidomida,
panobinostat e outros, aumentam a producéo da hemoglobina fetal. Alguns agentes

antifalciformes atuam por outros mecanismos ou por mecanismos desconhecidos.

Conforme a fisiopatologia da doenca falciforme, novas drogas foram
desenvolvidas dirigidas a adeséao celular, inflamacéo, lesdo oxidante, plaquetas e/ou
coagulacao, ténus vascular e polimerizagdo da hemoglobina, que estdo em ensaios
clinicos e pré-clinicos. Kapoor (2018) afirma que a L-glutamina foi aprovada pela
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA em 2017 para prevenir episédios de
dor aguda da SCD em pacientes com 5 anos de idade ou mais. Esta droga diminui a

lesé@o oxidante dos globulos vermelhos.

Avancos adicionais em nossa compreensao da fisiopatologia subjacente da
SCD contribuem para o desenvolvimento de novas e interessantes terapias
direcionadas para prevenir e tratar complicacbes da SCD. Drogas que
inibem a adeséo celular, reduzem lesdes oxidativas, danos a membrana e
hemoélise ou aumentam a biodisponibilidade de NO estdo em ensaios
clinicos, assim como novas estratégias de edicdo de genes que incorporam
modificacdo e transplante autélogo de células-tronco. (KAPOOR, 2018, p.
1811).

Ensaios clinicos investigam o uso dos agentes anti-falciformes: SCD-101 e
Nicosan (ou Niprisan). Dentre as terapias estdo: terapia de transfusdo a longo prazo;
transplante de células-tronco hematopoiéticas que proporciona a cura da doenca
falciforme; terapia de genes; terapia Antioxidante: L-glutamina, N- acetilcisteina,
acido a-lipoico e L-acetilcarnitina.

A goma arabica, os acidos graxos 6mega-3 e a curcumina Sao outros agentes
antioxidantes que diminuem o estresse oxidativo na doenca faciforme. Existem ainda

Inibidores da P-selectina e pan-selectina: imunoglobulina intravenosa, heparina e
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propranolol. Estudos s@o necessarios para determinar definitivamente a acao eficaz

dos agentes antiplaquetarios nos pacientes da doenca falciforme.

Procedimentos que diminuem os sintomas da doenca sdo adotados como:
uso de farmacos como o 5-azicitidina, suplementacdo com arginina, fito
medicamentos, transfusdes sanguineas regulares, medicamentos quelantes de ferro
e introdugdo da hidroxiureia. Como o0s portadores da anemia falciforme s&o
suscetiveis as infeccdes, € importante que estes sejam submetidos a vacinacao

contra as principais doencas.

Apesar de uma longa histéria de conhecimento da causa genética da
doenca falciforme (DF), o progresso no desenvolvimento de tratamentos
para prevenir crises vaso-oclusivas dolorosas e a outra miriade de sintomas
associados tem sido, até recentemente, decepcionantemente lento... Apesar
dessas descobertas iniciais, a expectativa de vida dos pacientes com
células falciformes s6 comecou a melhorar significativamente nos ultimos 30
anos, primeiro com a introducdo da penicilina profilatica V nos anos
80, seguida por transfusfes de sangue mais agressivas e, em 1998, com a
introducdo de hidroxiureia como suporte principal do tratamento. (PARISE,
2016, p. 789).

A hidroxiureia e a transfusdo de sangue sdo as Unicas terapias para
complicacBes agudas e cronicas da doenca falciforme. A Unica cura é o transplante
alogénico de células-tronco hematopoiéticas (TCTH). Esta em investigacao a terapia
génica como uma grande estratégia de cura.

Pesquisadores tém atuado em busca de novas compreensdes para 0S
sintomas da doenca anemia falciforme, em uma viséo celular, plasmética e genética,
0 que tem aumentado nos ultimos anos. Assim sdo almejadas novas drogas e curas

no ramo da genética.

3.3 HIDROXIUREIA

A hidroxiureia (HU) mostrou ser um medicamento eficaz no tratamento da
anemia falciforme, melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Segundo Agrawal

(2014), a hidroxiureia tem muitas caracteristicas de um medicamento ideal para a
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anemia falciforme (SCA) e fornece beneficio terapéutico através de mudltiplos
mecanismos de acdo. A hidroxiureia eleva a producdo de hemoglobina fetal (HbF),
diminui a polimerizacdo da hemoglobina S (HbS), impede a formacéo de eritrocitos
falciformes e evita crises vaso-oclusivas (VOC), sendo que o quadro clinico melhora
antes da producdo de HbF, sugerindo a ocorréncia de outros eventos. Tem a

seguinte férmula estrutural:

HO\

Ir=

NH,

Entretanto, a melhora clinica ocorre antes do incremento da HbF, sugerindo
a possibilidade de mecanismos concorrentes. Inclui (1) redugdo do ndmero
de glébulos brancos, plaguetas e contagem de reticulécitos; (2) redugéo da
adesividade das células falciformes mediada por uma menor expresséo das
moléculas de adesédo superficial; (3) inducao da producédo de 6xido nitrico
(NO); e (4) aumento do volume celular de eritrocitos falciformes.
(SILVA-PINTO, 2013, p. 239).

O aumento do volume médio de células (MCV) acontece antes da expansao
das células F (células portadoras de HbF), durante as primeiras quatro a seis
semanas de uso de HU. Este parametro hematolégico esta relacionado com a
diminuigc&o dos episddios de VOC e melhora clinica.

A terapia de hidroxiureia apresenta bastante eficacia no tratamento de
criancas e adultos com anemia falciforme. Varios mecanismos potenciais de acédo da
hidroxiureia levam a inducdo de HbF e beneficios adicionais. Este medicamento
deve ser oferecido principalmente para pacientes jovens, antes do desenvolvimento

de complicagBes crbnicas e danos aos 0rgaos.
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Os estudos iniciais de prova de principio foram seguidos por estudos
prospectivos de fase 1/2, demonstrando eficacia em adultos afetados,
adolescentes e criancas e, mais recentemente, bebés e criancas
pequenas. O estudo multicéntrico patrocinado pela Fase 3 do Instituto
Nacional do Coracdo, Pulmdo e Sangue do estudo da hidroxiureia
demonstrou eficacia clinica na prevencao de eventos vaso-oclusivos agudos
em adultos gravemente afetados. Com base nessa experiéncia cumulativa,
a hidroxiureia emergiu como uma opcao terapéutica importante para
criancas e adolescentes com eventos vaso-oclusivos
recorrentes; documentos de evidéncias recentes sustentaram beneficios a
longo prazo com prevencdo ou reversdo de danos cronicos em o6rgaos.
(AGRAWAL, 2014, p. 91).

A inibicdo da ribonucleotideo redutase talvez seja 0 mecanismo de agdo mais
importante. Esta enzima esta envolvida na transformacdo de ribonucledsidos em
desoxirribonucledsidos que servem como blocos de construcédo para a sintese de
DNA. A hidroxiureia reduz os pools de trifosfato de desoxinucleotideo intracelular e
atua como um agente especifico da fase S, que é quando as células estdo em fase

de sintese do DNA, com inibic&do da sintese de DNA e eventual citotoxicidade.

A HU, em uso desde os 1960, considerada como um agente citotéxico,
mutagénico, recombinogénico e antineoplasico, atua na fase S do ciclo
celular com acéo especifica na ribonucleotideo redutase, interferindo assim
na conversao de ribonucleotideos em desoxirribonucleotideos e impedindo
a divisao celular. (SILVA, 2006, p. 146).

A hidroxiureia inibe diretamente a subunidade ribonucleotideo redutase M2,
mas a regeneracdo espontanea da enzima ativa ocorre quando a hidroxiureia é
removida. Por esse motivo, os efeitos in vivo da hidroxiureia na ribonucleotideo
redutase sdo previsivelmente transitorios, resultantes da rapida absorcéo,

metabolismo e excre¢do da hidroxiureia em sistemas de mamiferos.
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A hidroxiureia é um inibidor da ribonucleésido difosfato redutase usado pela
primeira vez como terapia citorredutora para doencas mieloproliferativas. A
hidroxiureia aumenta a producédo fetal de Hb (HbF; a2y2) e diminui a
polimerizacao intracelular de HbS, um efeito que é sustentado com o uso a
longo prazo, mas é reversivel na descontinuacdo do medicamento. A
descoberta de que a hidroxiureia aumenta os niveis de HbF levou a testes
iniciais do medicamento em pacientes com HbSS. Os beneficios celulares
secundarios da hidroxiureia para pacientes com DF homozigoto incluem a
diminuicdo da contagem de leucdcitos, plaquetas e reticulécitos e alteracdes
na expressao celular, inflamatéria e da molécula de adesé@o que reduzem a
adesdo e a inflamacao celular patolégicas.(KAPOOR, 2018, p. 1812).

A hidroxiureia, quando na administracdo de uma dose diéria, apresenta efeito
na cinética e na fisiologia do processo de producgdo de eritrécitos (eritropoiese) e
leva ao recrutamento de progenitores eritréides com niveis aumentados de HbF.

Além disso, este medicamento reduz a producao de neutroéfilos e reticuldcitos.
A diminuicdo da contagem de leucécitos € potencialmente terapéutica, pois um
leucograma elevado esta relacionado a morbimortabilidade da AF. Os neutrdfilos
causam a oclusdo de vasos por adesdo vascular e a expressao da superficie dos
receptores desta adesdo pode ser diminuida pela hidroxiureia.

Os eritrécitos sofrem inimeras alterac6es durante o aumento da dose de
hidroxiureia para a dose maxima tolerada (MTD), como um aumento de volume dos
glébulos vermelhos (macrocitose), aumento da hemoglobina corpuscular média,
melhor hidratacdo, menos hemolise e menos formas falciformes. O fluxo sanguineo
€ melhorado, com uma concentracdo mais alta de hemoglobina e niveis mais baixos
de LDH (lactato desidrogenase) e bilirrubina.

Os efeitos deletérios, devido a uma concentracdo mais alta de hemoglobina,
causando maior viscosidade do sangue, ndo parecem clinicamente relevantes. Pois
sdo compensados pelo aumento da hidratacdo e deformabilidade celular, diminui¢cédo
da adesividade e reologia geral melhorada.

A molécula de hidroxiureia passa por processos metabdlicos desconhecidos
gue podem liberar fracbes de NO, uma molécula que promove efeito benéfico no
endotélio, como vasodilatacdo local, e pode ajudar a compensar 0 seu consumo
relacionado a hemdlise. Isto pode colaborar para explicar a melhora clinica logo
apos iniciar o tratamento com hidroxiureia, antes de atingir o MTD com inducédo
maxima de HbF.

A hidroxiureia é facilmente absorvida apds administracdo oral. Somente no

periodo compreendido entre 1 e 4 horas apés uma dose oral € possivel observar os
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niveis plasmaticos méaximos. Ao adotar doses crescentes, as concentracdes
plasméaticas seguem desproporcionalmente segundo observacdes realizadas. Sua
distribuicdo no corpo ocorre de forma rapida. Nao foi possivel descrever os efeitos
dos alimentos na absorcao da hidroxiuréia por falta de dados.

Esta medicacdo é concentrada em leucocitos e eritrocitos. Vias metabolicas
nao totalmente caracterizadas realiza a conversao de até 50% de uma dose oral. Em
uma via menor, a hidroxiuréia pode ser degradada pela urease encontrada nas
bactérias intestinais. A excrecdo deste farmaco nos seres humanos pode ocorrer

pelo metabolismo hepatico e também pela excrecdo renal de primeira ordem.

Entre os preditores publicados de gravidade clinica, a quantidade de
hemoglobina fetal (porcentagem de HbF) é o parametro laboratorial mais
critico. HbF é protetor contra a gravidade clinica; um baixo percentual de
HbF estd associado a um maior risco de desenvolver complicacdes vaso-
oclusivas, lesdo de 6rgdos e morte precoce. Consequentemente, a inducao
farmacolégica da HbF é um objetivo légico do tratamento na SCA, e
revisfes recentes se concentraram nesse tépico. Um aumento da contagem
de leucécitos também foi associado a maus resultados clinicos e, mais
recentemente, elevacao da desidrogenase sérica de lactato (LDH, refletindo
hemdlise intravascular) foi associada a morbimortalidade na SCA. A
hidroxiureia emergiu como um agente terapéutico emocionante devido a sua
facilidade de administracdo oral, perfil de toxicidade modesto, eficacia
laboratorial previsivel para aumentar a porcentagem de HbF e reduzir a
hemolise e eficicia clinica comprovada na prevencdo de eventos vaso-
oclusivos agudos. (AGRAWAL, 2014, p. 92).

Na década de 1990 o tratamento HU nos adultos portadores de células
falciformes teve sua eficacia comprovada por meio de um estudo multicéntrico
randomizado. Foi verificado que a HU promove uma série de beneficios nos
pacientes que fazem o seu uso tais como reducao de episodios dolorosos, tempo de
internacdo e numero de transfusdes de hemacias e proporcionar uma reducdo na

ocorréncia de novos episodios de sindrome toracica aguda.
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Estudos em adultos e criangcas que apoiam o uso da hidroxiureia no SCD
homozigoto levaram a aprovacao da FDA de hidroxiureia para adultos ha
guase 20 anos e para criancas em 2017. O Estudo Multicéntrico de
Hidroxiureia (MSH) de 1995 foi um estudo randomizado e controlado por
placebo de hidroxiureia em adultos com HbSS. No MSH, aqueles tratados
com hidroxiureia tiveram menos crises dolorosas e sindromes toréacicas
agudas (2,5 vs 4,5 crises por ano e 25 vs 51, respectivamente; P <0,001),
exigiram menos transfusdes de sangue (usadas em 48 vs 73 pacientes;
P = .001) e experimentou menos mortalidade geral a longo prazo (redugéo
de 40%; P = 0,04) em comparagdo com pacientes controle que receberam
placebo. Com base nos resultados do MSH, o FDA aprovou a hidroxiureia
para adultos com doenca por HbSS. (KAPOOR, 2018, p. 1812).

Recentemente encontramos dados de estudos observacionais e
randomizados que indicam o uso da hidroxiureia em criancas. As informacdes
anteriores apoiavam 0 uso a longo prazo em criangas com mais de 18 meses. As
Diretrizes do Instituto Nacional do Coragcao, Pulméo e Sangue, em 2014, afirmam
gue os adultos devem iniciar tratamento com a hidroxiureia quando apresentarem
doencas graves, que tenham mais de trés crises de dores anualmente, que possuam
historia de SCA grave ou recorrente ou com dor crénica sintomética que afeta a
gualidade de vida. Esta mesma medicacao deve ser disponibilizada para criangas
com SCA a partir dos nove meses de vida. Nos Estados Unidos, provavelmente,

esta Ultima recomendacéao esta associada ao aumento da prescricdo de hidroxiureia.

O Ensaio Clinico Pediatrico de Fase lll da Hidroxiureia (BABY HUG) foi um
estudo multicéntrico de hidroxiureia da fase 3, controlado por placebo, em
criangas (9 a 18 meses) com HbSS. O BEBE HUG nio alcangou seus
objetivos principais: ndo houve diferenca na funcé@o esplénica ou renal em
criancas tratadas com placebo versus hidroxiureia. No entanto, a
hidroxiureia diminuiu significativamente as crises dolorosas, a dactilite e a
frequéncia e durag8o da hospitalizagdo, sem resultar em toxicidade
significativa. (KAPOOR, 2018, p. 1813).

Segundos relatos, 0 uso a longo prazo de hidroxiureia reduz a mortalidade
bem como previne e trata disfuncbes organicas e, além disso, € responsavel pela
reducdo de eventos dolorosos e hospitalizacdo de criancas e adultos. As funcdes
esplénicas sdo preservadas nos bebés. E eficaz clinicamente em criangas que
possuem proteindria, danos nos orgaos, disfungdo do baco, hipoxemia, hipertensédo

pulmonar, hiperfiltracdo glomerular, atraso neurocognitivo, infartos cerebrais
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silenciosos, velocidades elevadas de Doppler transcraniano (TCD), prevencao
primaria e secundaria de AVC. Além disto, nos jovens, o uso da hidroxiureia de
rétulo aberto tem relacdo com um bom desenvolvimento no crescimento, maturagcao

sexual, melhora do impacto familiar e combate os eventos vaso-oclusivos.

As barreiras proeminentes incluem (1) efeitos adversos, como erupcdo
cutanea, alopecia, descoloracdo das unhas, dor de cabeca, nausea e ganho
de peso, preocupacfes ndo resolvidas pela diminuicdo da fertilidade
(especialmente nos homens) e teratogenicidade; (2) decidir o momento
ideal para o inicio do tratamento em criancas; na Europa, preocupacdes
com os efeitos desconhecidos e pouco estudados da hidroxiureia, incluindo
infertilidade e carcinogénese, limitam a prescricao de hidroxiureia a criancas
com doenca grave; (3) desconforto do prescritor e atraso no inicio da terapia
para pacientes elegiveis; (4) baixa adesdo do paciente a um regime ao
longo da vida; e (5) falta de evidéncias de alta qualidade para uso em
pacientes com SCD variante (heterozigotos compostos) que compreendem
um terco de todos os pacientes com SCD. (KAPOOR, 2018, p. 1814).

Pacientes com Doenca Falciforme que comecgaram tratamento de hidroxiureia
desde a infancia deverdo ser acompanhados a longo prazo visando esclarecer
estudo realizado na Califérnia que obteve resultados de risco no desenvolvimento de

leucemia (que esta relacionado a idade) duas vezes maior (nestes pacientes

tratados com hidroxiureia) quando comparado a populacdo em geral.

3.4 METABOLOMICA

A Metabolémica, parte integrante das ciéncias 6micas e utilizada em biologia
de sistemas, é definida, segundo Clish (2015), como a andlise abrangente de
metabdlitos em uma amostra biolégica. A proposta da biologia de sistemas € efetuar
estudo sobre como o0s processos biolégicos de um organismo em sua totalidade séo
afetados pelas interacdes entre biomoléculas. As ciéncias émicas analisam o0s
sistemas biologicos por inteiro, reunindo diferentes areas do conhecimento, como a

bioguimica, genética, fisiologia e computacéo.
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As abordagens anteriormente utilizadas em biologia molecular e fisiologia
para adquirir informacdes biomoleculares e funcionais, respectivamente, forneceram
dados limitados, impedindo a caracterizacdo de um sistema biologico de forma
completa e integrada. Assim o desenvolvimento das estratégias 6micas revolucionou
esta area cientifica, e hoje em dia sdo utilizadas extensivamente em biologia de

sistemas.

As ciéncias dmicas buscam o entendimento do funcionamento celular dos
organismos e suas alteragGes bioldgicas. Fazem parte deste conjunto de
ciéncias, a gendmica (estudo da alteracdo dos genes), a transcriptdmica
(estudo das alteracdes dos transcritos), a protedémica (estudo das alteragdes
das proteinas), e a metabolémica (estudo das alteracdes dos metabdlitos).
Metabodlitos sdo produtos intermediérios ou finais do metabolismo em uma
amostra biolégica. O conjunto de todos os metabdlitos de baixa massa
molecular (até 1500 Da), presentes ou alterados em um sistema bioldgico, é
chamado de metaboloma (do inglés, metabolome). A pesquisa relacionada
a metabdlitos vem sendo desenvolvida had décadas, mas em 1999,
Nicholson et al. definiram a metabondmica (do inglés, metabonomics), como
sendo a medida quantitativa da resposta metabdlica de um sistema
bioldgico apds estimulos fisiopatoldégicos ou modificagdes genéticas. Ja o
termo metabolémica (do inglés, metabolomics) foi introduzido em 2001, por
Oliver Fiehn, como sendo a andlise abrangente e quantitativa do
metaboloma de um sistema biol6gico. (CANUTO, 2018, p.75).

Nas ciéncias 6micas, as biomoléculas estudadas podem estar contidas em
um tecido biolégico, célula, fluido ou organismo, e os dados gerados sédo avaliados
por ferramentas de bioestatistica e bioinformatica. Dentre estas ciéncias estdo: a
gendmica, a transcriptdmica, a protedbmica, e a metaboldmica. Em décadas atras,
como resultado de pesquisa, a metabolémica foi definida, relacionada com
metaboléma, um conjunto de metabdlitos. Estes referem-se a moléculas que tém
propriedades diferentes e estao incluidos entre eles os acidos organicos polares que

sdo muito sollveis em agua.
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Os metabdlitos tém sido descritos como repérteres proximais da doenca,
porque sua abundancia em espécimes biolégicos geralmente esta
diretamente relacionada a mecanismos patogénicos (Gerszten e Wang
2008) e esse conceito é demonstrado rotineiramente nos resultados do
laboratério de quimica clinica. Historicamente, muitas vezes uma década ou
mais pode passar entre a descoberta inicial de um marcador de doenca, sua
validacdo em testes em humanos e sua implementacéo rotineira como teste
clinico. Para realizar o potencial da medicina de precisdao, precisamos
acelerar a descoberta de marcadores especificos da farmacodinamica de
doencas e medicamentos, bem como perfis de metabélitos associados ao
ambiente externo e suas associa¢cdes com o risco de doencga. (CLISH, 2015,

p.3).

Através da metabolébmica, podem ser avaliadas as alteracbes nhas
guantidades de metabdlitos endégenos de uma amostra biolégica como células,
tecidos ou fluidos. Os resultados dos procedimentos metabolémicos podem indicar a
ocorréncia de uma doenca, funcdo genética e toxidade de drogas. Os
biomarcadores presentes nas amostras possibilitam a caracterizacdo das patologias
existentes, revelam o efeito de um medicamento e refletem eventos bioldgicos. As
informacdes obtidas na analise metaboldmica tém a finalidade de diagndstico e

prognastico.

Além disso, a literatura nos apresenta outras denominacdes envolvendo
esse campo da ciéncia, tais como: perfil metabdlico (do inglés, metabolic
profiling), descrito como sendo a analise de metabdlitos previamente
selecionados de rotas bioquimicas especificas, a impressédo digital
metabdlica (do inglés, metabolic fingerprinting), que é definida como sendo
“‘uma classificacdo de amostras de acordo com sua origem ou sua
relevancia biolégica”, e, por ultimo, analise footprinting (ainda sem traducéo
para o portugués), para se referir aos metabdlitos excretados por uma célula
em condigBes controladas. (CANUTO, 2018, p. 75).

O progresso de técnicas analiticas e da bioestatistica ocorrido no transcorrer
dos anos 80 contribuiu de forma significativa para o avanco do estudo dos perfis
metabdlicos, favorecendo pesquisas cientificas no campo da quimica no que se
refere as descobertas em prol da humanidade.

Os grupos de amostras sdo comparados de maneira que seja compreendido
o fendtipo de um organismo. O metaboléma alterado pela genética, tratamento
terapéutico ou por outros elementos, caracteriza o grupo teste. O grupo controle

refere-se ao grupo néo alterado.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4850886/#CLISHMCS000588C5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4850886/#CLISHMCS000588C5
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Cabe ressaltar que essas abordagens sempre se referem a medidas
comparativas entre grupos de amostras. A comparacdo do metaboloma de
um grupo sujeito a alteracdes ambientais ou genéticas, alimentares, de
tratamento terapéutico, etc. (grupo teste), com um grupo de individuos nao
alterados (grupo controle) pode fornecer informacdes importantes no que
diz respeito ao entendimento do fenétipo de um organismo,
desempenhando um papel fundamental na biologia de sistemas. (CANUTO,
2018, p. 75).

As analises metabolémicas, em suas abordagens, podem ser classificadas
como: metabolémica alvo, também chamada direcionada e em inglés, targeted
metabolomics; e metabolomica global ou ndo direcionada, em inglés, untargeted
metabolomics. A metabol6mica alvo envolve a analise quantitativa de um ou mais
metabdlitos conhecidos de vias metabdlicas especificas.

A abordagem global baseia-se na andlise qualitativa de um grande numero
de metabdlitos de vérias classes quimicas. Segundo Schrimpe-Rutledge (2016), a
interpretacdo biologica dos dados metabolémicos e, finalmente, os estudos de
biologia de sistemas depende da capacidade de identificar com precisdo os

metabadlitos, para que possam ser mapeados para vias e redes.

Em geral, as abordagens direcionadas visam identificar e quantificar um
namero limitado (dezenas a centenas) de metabdlitos conhecidos, como os
comumente encontrados em analises clinicas. Muitas abordagens néo
direcionadas, ou geradoras de hipdteses, concentram-se na aquisi¢cdo de
dados para o maior numero possivel de espécies, anotando metabdlitos e
revisando alteragbes metabdlicas conhecidas e desconhecidas.
(SCHRIMPE-RUTLEDGE, 2016, p.3).

A metabolémica vem sendo aplicada em diferentes areas do conhecimento,
como analises clinicas, alimentos e nutricdo, esportes, ambiental, toxicologia
forense, ou andlise de organismos patolégicos (parasitas, bactérias, fungos), entre
outras. De acordo com Worley (2013), a metabolémica tem sido usada para
identificar biomarcadores de doencas, para auxiliar na descoberta de medicamentos
e para estudar plantas, bactérias, nutricdo e 0 meio ambiente, entre inUmeras outras

aplicacoes.
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A metaboldmica tem proporcionado um aumento na compreensédo, em nivel
molecular, de diversas patologias. InUmeras sdo as areas de aplicacdes
clinicas e o nimero de publicacdes relacionado ao tema cresce a cada dia,
especialmente no que tange a deteccdo de biomarcadores, o
desenvolvimento de novos tratamentos, diagndstico, etc. (CANUTO, 2018,
p. 79).

No fluxograma de trabalho encontra-se uma série de etapas para o
desenvolvimento dos estudos metabolémicos. Nestes estudos é definido
previamente um problema biolégico por meio de questionamentos que devem ser
respondidos no final. A partir da escolha da abordagem metabolémica, global ou
alvo, definem-se as etapas do planejamento experimental e andlise, decisdes
interrelacionadas. O resultado final é influenciado pelo comando de todo o
experimento.

A segunda etapa do fluxograma de trabalho, o planejamento experimental,
gue esta expresso na figura 4, envolve: a escolha do tipo de amostra que pode ser
um fluido bioldgico, célula, tecido, etc.; a definicho do nimero de amostras que
serdo avaliadas em cada grupo estudado; e como essas amostras serdo coletadas e

armazenadas antes de nova manipulacao.

Um passo importante, geralmente realizado durante a coleta das amostras,
€ chamado de quenching metabdlico, que se refere a interrup¢do imediata
da atividade enzimdtica, através da adicdo de solventes organicos
resfriados, ou do congelamento imediato das amostras com uso de gelo
seco ou nitrogénio liquido. As amostras coletadas devem ser devidamente
armazenadas, para evitar degradacdo ou ativacdo de enzimas; isso pode
ser alcancado estocando-se as amostras a baixas temperaturas (—80 °C é
usualmente preferida). (CANUTO, 2018, p. 76).

As técnicas analiticas mais usadas em metabolédmica s@o a ressonancia
magnética nuclear (NMR, nuclear magnetic ressonance) e a espectrometria de
massas (MS, mass spectrometry), importantes instrumentos analiticos que oferecem

informag0@es estruturais de varios grupos quimicos.
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Figura 4 - Esquema resumido do fluxograma de trabalho envolvido na analise metabolémica apds
definicdo do problema bioldgico. A) Metabolémica global. B) Metabol6mica alvo.
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Fonte: CANUTO, Gisele A. B. - Metaboldmica: definicdes, estado-da-arte e aplicacdes

representativas. Quimica Nova, Vol. 41, No. 1, 75-91.

Até o momento, as duas principais abordagens técnicas para a geracao de
dados metabolédmicos séo
espectrometria de massa (MS; Fuhrer e Zamboni, 2015). A RMN é uma
técnica espectroscopica rapida e altamente reproduzivel, baseada na
absor¢éo e reemisséo de energia dos nucleos atbmicos devido a variagfes
em um campo magnético externo (Bothwell e Griffin, 2011 ). Dependendo
dos nucleos atdmicos sendo direcionados pelo campo magnético aplicado,
diferentes tipos de dados metaboldmicos sdo gerados. (ALONSO, 2015,

p. 1).

ressonancia magnética nuclear (RMN) e

A GC-MS (gas chromatography - mass spectrometry) € uma das técnicas de

andlise mais empregadas em estudos metabolémicos. Atualmente, a LC-MS (liquid

chromatography - mass spectrometry) vem sendo cada vez mais aplicada nos

estudos, envolvendo analises metabolémicas. A CE-MS (capillary electrophoresis -


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4350445/#B55
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4350445/#B20
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mass spectrometry) vem sendo usada como técnica complementar a LC-MS e GC-
MS.

A espectrometria de massa € uma técnica analitica que adquire dados
espectrais na forma de uma razdo massa / carga (m/ z) e uma intensidade
relativa dos compostos medidos. Para o espectrometro gerar os sinais de
picos para cada metabdlito, a amostra bioldégica precisa primeiro ser
ionizada. Os compostos ionizados resultantes de cada molécula irdo gerar
diferentes padrées de pico que definem a impressado digital da molécula
original. (ALONSO, 2015, p. 2).

No tratamento de dados do estudo metabolémico global, sdo aplicadas etapas
de alinhamento, agrupamento, correcdo do tempo de retencédo e de linha de base,
deconvolucdo espectral, e normalizagcdo. Atualmente diversos softwares estéo
disponiveis para o tratamento de dados nas analises metabolémicas. O resultado da
analise metaboldomica alvo acontece pela quantificacdo dos metabolitos pré-
selecionados. Para uma quantificagcdo mais precisa séo utilizados padrdes internos e
padrdes marcados isotopicamente. Os métodos de analise multivariada e univariada
utilizados nas analises estatisticas diferenciam os grupos de amostras, classificando

e discriminando os metabdlitos.

Sao aplicados métodos ndo supervisionados, como anélise de componentes
principais (PCA, do inglés, principal component analysis), e métodos
supervisionados, como analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA, do inglés, partial least squares discriminant analysis), e
projecdes ortogonais para estruturas latentes (OPLS-DA, do inglés,
orthogonal partial least squares discriminant analysis). J& nas analises
univariadas, as variaveis de estudo (entidades ou metabdlitos) sédo
avaliadas separadamente e, ao contrario dos métodos multivariados, séo
desprezadas as relagbes entre elas. Testes estatisticos como ANOVA, teste
t de Student, ou de Mann-Whitney U, s@o frequentemente utilizados.
(CANUTO, 2018, p. 77).

Para a identificacdo de metabdlitos nos estudos globais sdo empregadas
bibliotecas comerciais como a NIST (National Institute of Standards and
Technology). Para determinacao putativa dos metabdlitos, buscas sédo feitas em
base de dados publica online HMDB (Human Metabolome Database), Metlin,

MassBank, etc. A confirmacao é feita pela analise metabolémica em fluxo com o uso



47

de compostos marcados isotopicamente ou analise NMR-2D ou MS/MS para
elucidacdo de estrutura, além de adicdo por spiking de padrbes analiticos as
amostras.

Na interpretacdo bioldgica ocorre a busca das respostas das questdes
formuladas no inicio do fluxograma de trabalho e o surgimento de novas hipo6teses.
Os metabdlitos alterados sé@o correlacionados com rotas metabdlicas, utilizando-se
bibliotecas como KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), MetaCyc,
MetaboLights, entre outras. Recomenda-se uma validacé@o biolégica para confirmar
a interpretacdo dos efeitos bioguimicos. Assim, sdo elaborados novos experimentos
com novas amostras e estas sdo submetidas a analise metabolémica. Apés a
analise metabolémica global, pode ser feita adicionalmente a analise metabolémica
alvo.

As informacdes relativas as vias bioquimicas sdo de grande importancia para
gue aconteca o estabelecimento de novas medidas terapéuticas ou de prevencao.
Para que haja a descoberta de associacdes inéditas com marcadores de doencas, é
necessario que seja estudado e tracado o perfil metabdlico, bem como as
ferramentas de bioinformatica. Assim, esses marcadores podem evidenciar

procedimentos fisiopatolégicos na DF como afirma Elsherif:

Os biomarcadores disponiveis da DRC nao fornecem informacdes sobre as
vias bioquimicas causais subjacentes, limitando a descoberta de novas
medidas terapéuticas ou preventivas. O perfil metabdlico e as ferramentas
de bioinformatica para estuda-los podem auxiliar na descoberta de novas
associacbes com marcadores de doencas que revelam caminhos
fisiopatolégicos na DF. (ELSHERIF, 2018, p. 620).

3.5 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) possibilita a identificacdo e
quantificacio de metabolitos. E uma forma de espectroscopia de absor¢do em um
campo magnético, no qual uma amostra pode absorver radiacao eletromagnética na
regido de radiofrequéncias (rf) com uma frequéncia dada pelas caracteristicas

estruturais da amostra e sua absorcao depende do nucleo da molécula. Um espectro
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de RMN é um registro grafico das frequéncias dos picos de absor¢do contra suas

intensidades.

A NMR é uma técnica simples, robusta e abrangente, que requer pouca ou
nenhuma manipulacdo de amostra, podendo ser analisadas amostras
biolégicas intactas (sélidos e semi-sélidos). Tem a vantagem de precisar de
pouca quantidade de amostra e ndo destruir a mesma ap0s analise, apesar
de contamina-la com solventes deuterados. Em contrapartida, apresenta
baixa sensibilidade e seletividade, apresentando regides espectrais com
sobreposicdo de sinais, comprometendo a interpretacdo dos resultados;
além disso, sdo necessarios equipamentos de alta resolucdo. (CANUTO,
2018, p. 77).

A carga dos nudcleos girando em torno de um eixo nuclear (Figura 5), em

alguns casos, gera um dipolo magnético ao longo do eixo. O momento angular da

carga em movimento pode ser descrito em termos do numero de spin |, que pode

assumir os valores 0, 1/2, 3/2 etc. Se um nudcleo ndo gira em torno do seu eixo

temos | = 0.

Muitos nucleos atdémicos tém a propriedade chamada spin: os nucleos
comportam-se como estivessem girando. Na verdade, qualquer nucleo
atdbmico que tenha massa impar ou nimero atdmico impar, ou ambos, tem
um momento angular de spin e um momento magnético. (PAVIA, 2010,
p. 101).

Figura 5 — A circulagdo da carga do nicleo do hidrogénio gera um dipolo magnético.

Fonte: SILVERTEIN, Robert M.; WEBSTER, Francis X. Identificagdo espectrométrica de compostos

orgéanicos. Ed. LTC.
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A magnitude do dipolo é uma funcdo do momento magnético u. A tabela 1
abaixo mostra uma relacdo entre o niumero de spin I, a massa atdbmica e o0 numero

atdbmico de alguns nudcleos.

Tabela 1 — Tipos de nimero de spin nuclear, |, com varias combina¢des de massa e ndmero atdbmico.

Massa Nimero
I Atomica Atomico Exemplos de Nicleo
Meio inteiro  Impar fmpar tH(3), tH(G), 5NG),
YFG). 1PG)
Meio inteiro  [mpar Par RCEG), TOG), 1iSi()
Inteiro Par impar TH(1), 4N(1), 'YB(3)
Zero Par Par 12C(0), '20(0), 125(0)

Fonte: SILVERTEIN, Robert M.; WEBSTER, Francis X. ldentificagdo espectrométrica de compostos
organicos. Ed. LTC.

Assim, obtém-se com facilidade o espectro de determinados nudcleos que
possui 1/2 como nimero de spin, e um exemplo é 1H, 3H, 13C, 13N, 1F, 31P. Entéo,
temos que a distribuicdo de carga esférica € uniforme conforme figura 6. Dentre
esses, 0s mais amplamente utilizados na espectrometria de RMN s&o *H.

No caso de nucleos com spin 1/2 (Figura 6), existem dois niveis de energia
com um pequeno excesso de populacdo dos hidrogénios no estado de energia mais

baixo (N, > Ng), de acordo com a distribuicdo de Boltzmann. Os estados sao

identificados como a ou 8 ou como 1/2 e -1/2, onde AE é dado por AE = (hy/2m)B,
em que h é a constante de Plank, o que significa apenas que AE é proporcional a
B, (Figura 6), uma vez que h,g e p sao constantes. A intensidade do campo

magnético é dada por B,
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Figura 6 — Dois niveis de energia dos ndcleos de hidrogénio, como descrito pela mecanica quantica,
em um campo magnético de magnitude B,. N € a populacdo nos estados de energia mais alta (Ng) e
mais baixa (N,). A direcdo do campo magnético (B,) esta para cima, paralelo a ordenada, e a
intensidade do campo (B,) aumenta para a direita. Campos B, maiores aumentam AE.

Spin=— %, B
Ny
E I\
I='%
V
Spin=+%,0

; N(l
Intensidade do Campo (Bj)

Fonte: SILVERTEIN, Robert M.; WEBSTER, Francis X. Identificagdo espectrométrica de compostos
organicos. Ed. LTC.

Apés estabelecer os dois niveis de energia para o nucleo de hidrogénio,
pode-se introduzir a energia na forma de radiofrequéncia v,, de modo a induzir a
transicdo entre esses niveis de energia em um campo magnético estacionario de
intensidade B,. A equacao fundamental da RMN, que correlaciona a radiofrequéncia
aplicada v, com a intensidade do campo magnético, €

v, = (v/2m)B,
uma vez que
AE = hv,

A radiofrequéncia v; é medida em megahertz MHz e para o hidrogénio, a
frequéncia é de 100 MHz em um campo magnético B, igual a 2,35 T. Nesta
proporcdo, temos um sistema em ressonancia e a energia € absorvida pelo
hidrogénio, alcangando um nivel elevado resultando o espectro. Por isso é usado o
nome espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. A constante y, a razado
magnetogirica, € uma constante nuclear fundamental. A razdo magnetogirica € a
constante de proporcionalidade entre 0 momento magnético u, e o numero de spin I.

y = 2nu/hl
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A energia de radiofrequéncia v; pode ser introduzida pela varredura de onda
continua (CW) da faixa de frequéncias ou por um pulso de radiofrequéncias que
cobre a faixa de interesse. Os dois métodos correspondem a dois tipos diferentes de
espectrometro de RMN.

O problema, agora, € como transferir a energia eletromagnética (rf) para os
hidrogénios alinhados segundo um campo magnético estacionario e como medir a
energia absorvida quando o hidrogénio passa para o estado de maior spin. Isso
pode ser mais bem explicado em termos de mecéanica classica. Imaginemos o
hidrogénio girando em um campo magnético externo. O eixo magnético do nucleo de
hidrogénio tera um movimento de precessao ao redor do eixo z do campo magnético
B,, de maneira andloga a do pido (ou um giroscépio) sob a influéncia do campo

gravitacional (Figura 7).

Figura 7 — Representacdo classica de um nucleo de hidrogénio em precessdo em um campo
magnético de magnitude B,, por analogia com um pido em precessao.
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Fonte: SILVERTEIN, Robert M.; WEBSTER, Francis X. Identificacdo espectrométrica de compostos
orgéanicos. Ed. LTC.
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Para entender a natureza de uma transicdo nuclear de spin, é Gtil a analogia
com um brinquedo muito conhecido: o pido. Prétons absorvem energia
porque come¢am a mudar de diregcdo em um campo magnético aplicado. O
fendmeno da precesséo € similar ao de um pido. Por causa da influéncia do
campo gravitacional da terra, o pido comega a cambalear, ou mudar de
direcéo, sobre seu eixo. Um nudcleo girando, sob a influéncia de um campo
magnético aplicado, comporta-se da mesma maneira. (PAVIA, 2010, p.
105).

Existem dois processos de “relaxagao”. O processo de relaxagao longitudinal,
ou processo spin-rede, caracterizado pela constante de tempo T;, envolve a
transferéncia de energia do nucleo que esta no estado de maior energia (“excitado”)
para as moléculas mais préximas que estéo vibrando nas frequéncias apropriadas. A
relaxacao transversa, ou relaxacdo spin-spin, é caracterizada pela constante de
tempo T, e envolve a transferéncia de energia de um nucleo para outro, tendo como
resultado o espalhamento (defasagem), que causa perda de sinal e alargamento do

sinal de absorcéo.

3.5.1.0 espectrémetro de RMN

Em 1953 apareceu o primeiro instrumento comercial de RMN. A necessidade
de resolucéo e sensibilidades maiores levou ao desenvolvimento de instrumentos de
300 a 600 MHz, hoje muito disseminados. Todos os instrumentos acima de 100 MHz
baseiam-se em magnetos supercondutores (solendides) resfriados com hélio e
operam no modo pulsado com transformagdes de Fourier (FT, Figura 8). Os outros
requisitos basicos, além dos campos altos, sédo: a estabilidade, a homogeneidade do

campo de radiofrequéncias e uma interface computadorizada.
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No caso do espectrdmetro com onda continua (CW), a amostra é colocada
em um campo magnético e irradiada por uma lente varredura da faixa de
frequéncias de interesse. O espectro resultante é obtido pelo registro da
energia absorvida em fung¢do da frequéncia. No espectrdmetro pulsado, a
amostra € colocada no campo magnético e irradiada com um pulso de
energia de radiofrequéncia de alta poténcia que atinge uma faixa de
frequéncias suficiente para cobrir a regido de interesse. Esse pulso excita
simultaneamente todos os ndcleos da amostra. Imediatamente apds o
pulso, os nucleos excitados comegam a voltar ao estado fundamental e a
irradiar energia. Um detector coleta a energia emitida e produz o
decaimento livre da inducéo (FID), que € a soma da radiagdo de todos os
nucleos durante o tempo da emissdo. A informacgédo contida no FID, que é
funcdo do tempo, é convertida (transformacdo de Fourier, FT) em um
espectro convencional, que é fungcdo da frequéncia. (SILVERTEIN, 2007,
p. 124).

Figura 8 — Diagrama esquematico de um espectrometro de RMN com transformacgfes de Fourier e
um magneto supercondutor.
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Fonte: http://grupo4tecnl.blogspot.com/2012/08/bases-de-la-rmn.html

Dois métodos correspondem a dois tipos diferentes de espectrometro de

RMN. O meétodo de varredura continua (CW) ainda é utlizado em alguns

instrumentos de baixa resolugdo, mas nos instrumentos modernos a técnica

preferida € o método pulsado com transformacdes de Fourier (FT). A figura 9 retrata

0 espectro do acetato de benzila com as areas dos picos medidas por um integrador

eletrénico.


http://grupo4tecn1.blogspot.com/2012/08/bases-de-la-rmn.html
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Figura 9 — Acetato de benzila em CDClI;, 300 MHz.
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Fonte: SILVERTEIN, Robert M.; WEBSTER, Francis X. Identificacdo espectrométrica de compostos
organicos. Ed. LTC.

O espectro de hidrogénios em um campo magnético constante, obtido por
varredura continua (CW) ou pelo modo pulsado com transformacbes de
Fourier (FT), é registrado como uma série de picos cujas &reas sao
proporcionais ao nimero de hidrogénios que eles representam. As areas
dos picos sdo medidas por um integrador eletrénico que traca uma linha em
degraus cujas alturas sdo proporcionais as areas dos picos. A contagem
dos hidrogénios a partir da integracao € (til para determinar ou confirmar
férmulas moleculares, detectar picos sobrepostos, determinar a pureza de

amostras e efetuar andlises quantitativas. (SILVERTEIN, 2007, p.130).

3.5.2 Deslocamento quimico

As posicdes dos picos (deslocamentos quimicos) sdo medidas em unidades
de frequéncia a partir de um pico de referéncia. A diferenca entre a posicdo de
absorcdo de um determinado hidrogénio e um &atomo de hidrogénio padrdo €
chamada de deslocamento quimico do hidrogénio em questdo. O composto de

referéncia mais utilizado € o tretametil-silano (TMS):
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CH;

H,C——Si——CH,

CH;

Os dados espectrais resultantes na RMN ndo apenas permitem a
guantificacdo da concentragdo de metabdlitos, mas também fornecem
informacbes sobre sua estrutura quimica. As areas espectrais dos picos
geradas por cada molécula sdo usadas como uma medida indireta da
guantidade do metabdlito na amostra, enquanto o padrdo dos picos
espectrais que informam as propriedades fisicas da molécula é usado para
identificar o tipo de metabdlito. (ALONSO, 2015, pag. 1)

Olhemos as escalas de RMN na Figura 10, colocando, por convengéo, o pico
do TMS em zero na extrema esquerda da escala. Os deslocamentos quimicos
podem ser expressos em unidades adimensionais (em & ou ppm), a partir do
deslocamento quimico zero do TMS, e sdo independentes da frequéncia do
espectrometro usado. Isso é feito dividindo-se o deslocamento quimico de um pico
em Hz pela frequéncia do espectrometro em MHz. Uma maior blindagem faz com
gue o préton absorva em uma frequéncia baixa (campo alto).

A blindagem dos prétons ocorre devido ao pequeno campo magnético
induzido, que é gerado pelos elétrons e se opde ao campo magnético externo,
significando que o campo externo é ligeiramente maior que o campo magnético real

sentido pelo proton.



56

Figura 10 - Escala de RMN em 300 e 600 MHz.
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Fonte: SILVERTEIN, Robert M.; WEBSTER, Francis X. ldentificagdo espectrométrica de compostos
organicos. Ed. LTC.

3.5.3 Multipletos

Em um “multipleto simples de primeira ordem”, o numero de picos é determinado
pelo numero de hidrogénios vizinhos acoplados com a mesma constante de
acoplamento (ou muito proxima, Figura 11). Os hidrogénios vizinhos podem ser
geminais ou vicinais, isto €, envolvem duas ou trés ligacées. Um hidrogénio vizinho
produz um dubleto, e dois hidrogénios igualmente acoplados produzem um tripleto.

A multiplicidade é n + 1, em que n é o numero de hidrogénios. A formula geral,
valida para todos os nuacleos, € 2nl + 1, em que | € 0 numero de spin. As
intensidades relativas dos picos de um multipleto simples de primeira ordem
dependem também de n. Os picos de um dubleto (n = 1) estdo na proporcéo 1:1, 0s
de um tripleto (n = 2), na proporcédo 1:2:1, os de um quarteto (n = 3), na proporcao

1:3:3:1 e assim por diante.
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Figura 11 — Acoplamento spin-spin entre grupos CH e CH, com deslocamentos quimicos muito
diferentes.

CH CH-

Fonte: SILVERTEIN, Robert M.; WEBSTER, Francis X. ldentificagdo espectrométrica de compostos
organicos. Ed. LTC.

A evolucdo dos métodos analiticos abriu a possibilidade da realizacdo de
analises detalhadas na perspectiva de caracterizar biomarcadores de doencas. A
RMN é um desses métodos analiticos, e € uma técnica provida de uma eficiéncia no

gue tange ao tempo de avaliagdo e abrangéncia nas amostras biol6gicas humanas.

A expansdo dos métodos analiticos com o objetivo de realizar analises
detalhadas de biofluidos levou a caracteriza¢do de muitos biomarcadores de
doencas. NMR fornece uma avaliacdo mais rdpida e abrangente das
amostras biolégicas em modelos humanos. Estudos de perfis baseados em
NMR que visam identificar biomarcadores para doencas especificas
aumentaram significativamente nos Ultimos anos. Eles tentaram
correlacionar fisiopatologias humanas com altera¢des no perfil metabélico
de biofluidos comuns como urina, plasma e soro. Neste contexto, a
metaboldmica ndo direcionada baseada em NMR tornou-se um
complemento importante para a identificacdo de biomarcadores na pesquisa
de doencas, ndo apenas para fins de diagnéstico precoce, mas também
para previsdo de terapia, prognéstico ou monitoramento da progressdo da
doenga. (SILVA, 2020, p. 1).

Desta forma, a utilizacdo da RMN é uma excelente ferramenta para identificar

0os biomarcadores do diagnéstico de enfermidade, com uma série de finalidades
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como diagnosticar precocemente a doenga para uma intervencdo eficaz de
tratamento, prescricdo de terapias, acompanhamento detalhado e monitoramento da
evolucdo da doenca. Uma vez que existe uma correlacdo das fisiopotologias
humanas e as alteracdes no perfil metabdlico de biofluidos comuns tais como urina,
plasma e soro. Nesta analise, segundo Ribeiro (2021), ocorreu a predominancia de
lipidios de membrana, aminoacidos e acidos organicos.

A preparacdo de amostras de sangue na andlise de RMN, apds a coleta do
mesmo, € relatada por Pontes (2017): A amostra de sangue é coletada, seguida por

7

uma preparacdo; € mantida em um freezer por pelo menos vinte minutos até que
esteja coagulado; o sangue é colocado em uma centrifuga a 1500 rpm por 15
minutos; o soro sanguineo é dividido em aliquotas (250 mL) e transferidos para
tubos de propileno com 0,01% de azida de sédio (NaN3) e armazenado a 80 °C por
ndo mais que 14 dias; para a preparacdo da amostra de plasma sanguineo, é
necessario colocar aliquotas em tubos que contenham heparina-litio ou &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) para complexacdo com fons Mg®" e Ca**; no
entanto, esses complexos sao responsaveis pelo aparecimento dos picos
caracteristicos em regibes especificas do espectro que podem prejudicar as

atribuicOes de picos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SUJEITOS DA PESQUISA

Os sujeitos envolvidos nesta pesquisa sdo a criancas e adolescentes na faixa
etaria de 6 a 18 anos com anemia falciforme (HbSS), recrutados no Ambulatério de
Hematologia Magalhdes Neto (Universidade Federal da Bahia, Brasil) e na
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (Brasil). Estdo Incluidas
também, criancas e adolescentes da mesma faixa etaria, que formaram o grupo
controle, recrutados no Ambulatério de Pediatria Magalhdes Neto (Complexo
Hospitalar Universitario Prof. Edgar Santos, Universidade Federal da Bahia) e no
Ambulatério de Pediatria Geral do Hospital Geral Roberto Santos / Escola Bahiana
de Medicina e Saude Publica.

Os participantes da pesquisa com anemia falciforme tinham sido confirmados
com diagnéstico de HbSS, por eletroforese de hemoglobina ou cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC). Observavam o0s seguintes critérios de inclusdo: nao
apresentavam manifestacdes agudas da doenca ou eventos infecciosos por pelo
menos um més antes da participacdo no estudo; auséncia de transfusédo de sangue
por pelo menos trés meses. Estes participantes foram divididos em dois grupos:
participantes que nao utilizam a hidroxiureia, grupo designado por SCD; e
participantes que utilizam este medicamento, designado por SCD_HDU. N&o
estavam submetidos a qualquer outra terapia, com exclusdo dos pacientes em
hipertransfusoes.

O grupo controle considerado saudavel, era composto por individuos que
apresentavam Hemoglobina AA. diagnosticada por eletroforese de hemoglobina ou
HPLC, ndo apresentavam comorbidade e ndo apresentavam patologias agudas por

pelo menos um més antes da incluséo no estudo.
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4.2 COLETA DA AMOSTRA

As amostras de sangues foram coletadas com a utilizacdo de tubos nao
tratados e tubos com acido etilenodiaminotetracético (EDTA), para a obtencdo do
soro e do plasma, respectivamente. Os participantes encontravam-se em jejum de
12 horas. Os constituintes do sangue foram separados apos a centrifugacdo, e em
seguida armazenados a — 80 °C.

O estudo envolve a coleta de 15 amostras do grupo SCD_HDU; 12 do grupo
SCD; e 13 do grupo controle.

4.3 LIOFILIZACAO DAS AMOSTRAS

A liofilizagdo é um processo no qual podemos submeter uma amostra na
perspectiva de conservar suas propriedades por um longo periodo de tempo. Este
efeito é possivel porque na liofilizacdo € interrompida toda e qualquer reacdo
guimica e biolégica que este material poderia sofrer no decorrer dos tempos.

Conforme Tattini (2006), a liofilizacdo € um processo de secagem constituido
de trés etapas: congelamento, secagem primaria e secagem secundaria. No
congelamento o produto a ser liofilizado é imobilizado, interrompendo reacfes
guimicas e biolégicas. Ap6s o0 congelamento, o material é desidratado por
sublimacdo seguida pela dessorcdo, com a utilizacdo de baixas temperaturas de
secagem a pressoes reduzidas.

As amostras desta pesquisa passaram por este processo devido a
necessidade da preservacao das propriedades do material utilizado. A liofilizagcéo
das amostras foi realizada em equipamento de bancada série Interpise, do
Laboratério de Quimica Molecular (LBQM) do Instituto de Quimica da UFBA.
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4.4 ANALISE POR RMN

4.4.1 Preparacgao das amostras

As amostras foram preparadas e analisadas conforme o fluxograma seguinte:

Amostra de plasma liofilizada + 700 pyL de uma mistura 5:2 v/v de CD30OD e

D20 a temperatura ambiente contendo TMSP-d4 50 mmol/L e EDTA 6,7 mmol/L.
v

Submeter ao agitador vortex por 1 min

imediatamente
A 4

Submeter ao sonicador durante 10 min

.

Agitar cuidadosamente por inversao

Incubar a uma temperatura de —20 °C por 10 min
v
‘ Manter durante 2 min a temperatura ambiente |
Centrifugar a 14.5 rpm durante 5 min
|
v v
Precipitado Sobrenadante
v
| Repetir o processo 3 vezes |
v
| Sobrenadante |
v

Transferir 500 L para tubos de RMN de 5 mm para aquisi¢cao do espectro

O TMSP-d4, trimetilsililpropionato de soédio tetradeuterado, expresso no
fluxograma acima, foi utilizado como padréo interno. E polar, portanto mistura-se
com agua e metanol que também s&o polares. Segundo o site do PubChem
acessado em 2021, sua nomenclatura IUPAC é: sdédio; 2,2,3,3-tetradeutério-3-

trimetilsililpropanoato; e sua férmula estrutural é a seguinte:
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\ - Na+

D D

3-(Trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt (TMSP-d4)

Durante o procedimento houve a formacao de um precipitado de proteinas.
As amostras que tinham volumes finais menores que 500 pL foram diluidas

com solvente e foram feitos posteriormente, calculos de correcdo da concentragao.
4.4.2 Aquisicéo dos espectros de RMN

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em um
equipamento Bruker Avance Il de 14,1 Tesla (600 MHz para frequéncia do
hidrogénio), que operou a 25 °C, do Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear
do Instituto de Quimica da UFSCAR. O equipamento se utiliza de uma sonda de
5mm com deteccéo direta (BBO) e outra com deteccédo inversa (BBI) com gradiente
de campo pulsado no eixo z e sintonia automatica de frequéncia. Para obtencédo dos
espectros, foi empregado o software Topspin, versao 3,5pl7.

Para otimizar o protocolo de aquisicdo dos espectros de RMN 'H foram
realizados varios experimentos com a obtencdo dos espectros correspondentes que
envolvem  protocolos de precipitacdo de proteinas. Nos experimentos foram
utilizadas sequéncias de pulsos e propor¢cdes de misturas de metanol deuterado
(CD30D) e agua deuterada (D,0O). Além disso, em um dos experimentos foi usada
somente a agua deuterada na obtencdo do espectro, o que é realizado sem a
precipitacdo de proteinas, para verificar a qualidade da 4gua deuterada e detectar

seus possiveis contaminantes. Tais experimentos estdo demonstrados na tabela 2.
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Os espectros obtidos foram comparados e foi escolhido o protocolo que
aumenta o numero de metabdlitos detectados e que apresenta 0 minimo de
interferéncia de proteinas, possibilitando a quantificacdo correta dos metabolitos
identificados. Foi selecionado o experimento em que 0 espectro apresenta a melhor
visualizacé@o dos sinais dos metabalitos.

Tabela 2 — Otimizacdo do protocolo de ressondncia magnética nuclear de plasma sanguineo. A
tabela mostra os diferentes parametros de aquisicdo dos espectros de RMN em diferentes
proporg6es da mistura contendo metanol deuterado (CDs0OD) e agua deuterada (D;0).

Sequéncia de pulso NUumero de scans (NS) Propor¢céo CD3;0D:D,0O (L)

Zg 64 Sem precipitacdo de proteinas
Zgpr 64 Sem precipitacao de proteinas
Zg 64 (200:500)
Zgpr 64 (200:500)
Dupla supressao 64 (200:500)
Zg 64 (400:200)
Zgpr 64 (400:200)
Dupla supressao 64 (400:200)
Noesypr 1 d 64 (400:200)
Zgpr 128 (400:200)
Lcipnf2 128 (400:200)
Noesypr 1 d 128 (400:200)
Noesypr 1 d 64 (500:200)

Fonte: Pesquisa da propria autora

4.4.3 lIdentificagdo dos metabolitos

Os metabdlitos séo identificados apdés a aplicacdo da técnica analitica. Em
RMN *H esta identificacdo esta de acordo com a multiplicidade que pode incluir o
singleto, dubleto, tripleto e multipleto, e os valores de deslocamento quimico dos
sinais do espectro. Os picos, com seus valores de deslocamento quimico, tém como
referéncia, o pico do trimetilsililpropionato de sodio tetradeuterado (TMSP-d4) no
deslocamento quimico zero. Foi utilizado o programa Chenomx suite 8.4 (Chenomx

Inc., Edmonton, AB, Canadd) para a identificacao.
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4.4.4 Andlise metabolomica

Ap6s as anélises de RMN 'H, os dados foram processados, fazendo uso do
programa NMRProcFlow. O processamento de dados padrao inclui correcéo de linha
de base, alinhamento e integracao dos picos. Assim pode ser obtida a quantificacédo
dos metabdlitos. Torna-se possivel a comparacao das quantidades dos metabolitos
no plasma dos trés grupos de criancas pertencentes a esta pesquisa. As analises
estatisticas sao realizadas ap0s a quantificagao.

445 Andlises estatisticas

A normalizacdo assim como a correcdo de linha de base, constitui uma
transformacédo de dados que estéa incluida entre os métodos de pré-tratamento, em
gue as amostras referentes as linhas da matriz de dados sé@o preparadas para a
analise. Cada amostra € pré-tratada individualmente, usando-se a mesma regra para
todas elas. O pré-tratamento tem o objetivo de reduzir as variacdes indesejaveis que
permanecem apos a aquisicdo de dados e nao sdo eliminadas naturalmente na
realizacdo da analise, e que podem influenciar o resultado final.

Cada uma das variaveis de uma dada amostra é dividida por um fator de
normalizacdo, assim, todas as amostras estdo em uma escala pré-determinada.
Podem ser removidas as variacfes sistematicas associadas com o tamanho da
amostra ou quando a concentracdo absoluta das amostras ndo pode ser facilmente
controlada.

A PLS-DA, Andlise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais,
corresponde a um modelo de classificacdo, ou seja, de discriminacdo de grupos, na
qual cada uma das colunas da matriz de dados passara pelos seguintes pre-
tratamentos: centragem dos dados na meédia e autoescalamento. Para realizar o
primeiro pré-tratamento, o valor médio de cada coluna da matriz de dados é
subtraido de cada um dos valores da respectiva coluna.

No autoescalamento é subtraido de cada elemento de uma coluna de matriz

de dados o valor médio da respectiva coluna, e o resultado é dividido pelo desvio-
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padrdo dessa coluna. O escalamento de Pareto é uma extensdao do
autoescalamento que ao invés do desvio-padrédo, utiliza a raiz quadrada do desvio-
padrdo como fator de escala. Os métodos de reducdo de dimensionalidade, como
PLS-DA, tém como objetivo a transformac&o do espacgo das medidas originais para
um de dimensdao reduzida, com o menor erro possivel.

Segundo Ruiz-Perez (2020), este método tem sido popular no campo da
guimiometria ha bem mais de duas décadas, e tem sido recomendada para uso em
andlises de dados 6micos. PLS-DA est4 ganhando popularidade na metabolémica e
em outras analises 6micas. A Validacdo cruzada informa a exatiddo e o
desempenho de um modelo de predicdo, com a estimacdo de determinados
parametros, como por exemplo, o coeficiente de determinacgéo R?.

A importancia e contribuicdo de uma variavel no modelo PLS-DA sé&o
expressas pela VIP (variable influence on projection) scores. As variaveis com
maiores VIP scores sao as mais contributivas na discriminacdo de classes neste
modelo. O Heat map faz uso de cores para os valores individuais de uma matriz,
representando graficamente as informacdes. As referidas analises estatisticas foram
realizadas no programa MetaboAnalyst 2,0, para duas analises: as que envolvem 0s
grupos controle, SCD e SCD_HDU; e as que correspondem aos grupos SCD e
SCD_HDU.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro de RMN mostra os sinais dos metabélitos com o0s
correspondentes deslocamentos quimicos e multiplicidades. Pela técnica de RMN
podem ser fornecidas informacdes de uma analise qualitativa e quantitativa. Os
resultados obtidos das analises estatisticas retratam a discriminacdo dos grupos e a
avaliacdo do modelo de classificacdo. Também sdo detectados os metabdlitos com
suas concentracfes comparativas, que mais contribuem para a classificacdo dos
grupos. No Apéndice M, N e O deste trabalho encontram-se 0s espectros obtidos da
analise de RMN das amostras PAM/003, PAM/011 e PAM/021 pertencentes aos

grupos de participantes SCD_HDU, SCD e controle, respectivamente.

5.1 AQUISICAO DOS ESPECTROS DE RMN

O experimento selecionado, dentre os realizados para a otimizacdo do
protocolo, foi aquele em que o espectro apresentou uma melhor visualizacdo dos
sinais, expressando um maior nimero de metabdlitos e auséncia dos largos sinais
de proteinas, mostrado na figura 12, com os seguintes parametros: Noesypr 1d;
namero de scans: 64; propor¢do CD3;OD:D,0O (uL): 500:200. Representou o melhor
experimento cujos parametros foram utilizados para a obtencdo dos espectros de
todas as amostras a uma temperatura constante de 298 K.

Dos outros experimentos foram obtidos os espectros encontrados nos
apéndices de A a L deste trabalho. Podem ser observados no espectro do apéndice
A, pertencente a um experimento em que nao tinham sido utilizadas quantidades de
CD;0D, os largos sinais de proteinas. A tabela 3, mostra os parametros de aquisicao

dos espectros 1D “noesy”.
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Figura 12 — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizagc&o de protocolo cujos
parametros sao: sequéncia de pulso: Noesypr 1d; nimero de scans: 64; propor¢do CD;0D:D,0O (uL):
500:200.
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Fonte: Pesquisa da propria autora

Tabela 3 — Pardmetros de aquisicdo de espectros 1 D Noesy.

Experiéncia 1 D Noesy
Sequéncia de pulso Noesygpr 1 d
Tamanho do campo (TD) 64 K

Dummy (DS) 4

Numero de scans (NS) 64

Largura do espectro (SW) 15,0182
Tempo de aquisicdo (AQ) 7,27 s
Ganho do receptor (RG) 28
Atenuacdo da poténcia (PLDB9) 52,27
Tempo de relaxacéo (d 1) 1ls

Fonte: Pesquisa da prépria autora
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Os sinais dos espectros de RMN apresentam deslocamentos quimicos que

correspondem aos metabdlitos. Tal deslocamento quimico estd situado no eixo

horizontal do grafico e tem como referéncia o TMSP-d4 no deslocamento quimico

0 ppm. O sinal do metabdlito demonstra certa multiplicidade, como por exemplo, um

singleto. Vinte e quatro metabdlitos foram identificados, incluindo dez acidos

organicos, oito amino4cidos e outros compostos organicos, que estdo relacionados

na tabela 4.

Tabela 4 — Dados espectrais de RMN 'H dos metabdlitos identificados em amostras de plasma

sanguineo de criancas com anemia falciforme tratadas com hidroxiureia.

Metabdlitos Cédigo HMDB &4 (multiplicidade)
Acido 2-hidroxi-3-metilbutirico HMDB0000407 0.825 (d)
Acido 2-hidroxibutirico HMDB0000008 0.890 (1)
Acido 3-hidroxibutirico HMDB0000357 1.187 (d)
4-Hidroxibenzenoacetato HMDB0000020 6.805 (s)
Acetato HMDBO0000042 1.906 (s)
Acetona HMDB0001659 2.215 (s)
Alanina HMDB0000161 1.464 (d)
Azelato HMDB0000784 2.137 ()
Colina contendo metabdlitos - 3.183 (m)
Citrato HMDBO0000094 2.490 (d)
Creatina / Creatinina HMDB0000064/HMDB0000562 3.044 (s)
Acidos graxos - 5.313 (m)
Formato HMDB0000142 8.499 (s)
Glicose HMDB0000122 5.168 (d)
Glicerol HMDB0000131 4.280 (m)
Glicina HMDB0000123 3.565 (s)
HDL/VLDL - 1.260 (sl)
Histidina HMDBO0000177 7.660 (s)
Lactato HMDB0001311 1.324 (d)
Leucina/lsoleucina HMDBO0000687/HMDB0000172 1.207 (t)
Fenilalanina HMDB0000159 7.286 (m)
Prolina HMDB0000162 2.040 (m)
N-Oxido de trimetilamina HMDB0000925 3.253 (s)
Valina HMDB0000883 1.050 (d)

Fonte: Pesquisa da propria autora.
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As identificagdes de metabdlitos realizadas no espectro da amostra PAM/003,
pertencente ao grupo de participantes SCD_HDU, sdo exemplificadas nos espectros
das figuras 13 e 14. A Alanina apresenta um dubleto em 1,4715 ppm
correspondente a absorcdo dos hidrogénios metilicos ligados ao carbono [-
carbonilico da molécula, destacados de vermelho na estrutura, conforme o espectro
da figura 13. Podemos observar a caracteristica desta multiplicidade, que retrata
dois picos. Segundo Silvertein (2007), este deslocamento quimico esta na faixa de
Aciclicos alifaticos.

Os seguintes sinais, encontramos no espectro da Figura 14: um tripleto em
2,1529 ppm; um multipleto entre 2,0128 ppm e 2,0694 ppm; e um singleto em
1,9092 ppm; correspondentes as identificacbes do Azelato, Prolina e Acetato,
respectivamente; observamos as caracteristicas destas multiplicidades que
expressam, nesta ordem, trés, varios e um pico. Os hidrogénios correspondentes a
absorcgao estéo destacados de vermelho nas estruturas.

O espectro da amostra PAM/003, pertencente ao grupo SCD_HDU,
observado no intervalo de deslocamento quimico de 0,0 ppm a 2,5 ppm, encontra-se
na figura 15. Mostra os seguintes metabdlitos identificados: acetato (singleto; 1,9092
ppm), acetona (singleto; 2,2167 ppm), acido 2-hidroxibutirico (tripleto; 0,8932 ppm),
alanina (dubleto; 1,4715 ppm), azelato (tripleto; 2,1528 ppm), citrato (dubleto; 2,4800
ppm), HDL/VLDL (singleto largo; 1,2732 ppm), lactato (dubleto; 1,334 ppm),
leucina/isoleucina (tripleto; 1,1968 ppm), prolina (multipleto; 2,0128 ppm — 2,0694
ppm), valina (dubleto; 1,0608 ppm). Os sinais desses metabdlitos tém como

referéncia o pico do TMSP-d4 no deslocamento quimico 0,0001 ppm.
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Figura 13 — Espectro de RMN da amostra PAM/003 referente a Identificacdo da Alanina, dubleto em
1,4715 ppm. Formula estrutural deste metabdlito com hidrogénios correspondentes a absorcao
destacados de vermelho.
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Figura 14 — Espectro de RMN da amostra PAM/003 referente as Identificag6es do Azelato, tripleto em
2,1529 ppm; Prolina, multipleto em 2,0128 ppm - 2,0694 ppm; e Acetato, singleto em 1,9092 ppm.
Foérmulas estruturais destes metabdlitos com hidrogénios correspondentes as absor¢cfes destacados
de vermelho.
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Figura 15 — Espectro de RMN da amostra PAM/003, pertencente ao grupo SCD_HDU, observado no
intervalo de deslocamento quimico de 0,0 ppm a 2,5 ppm. Identificacdo dos seguintes metabdlitos:
acetato (singleto; 1,9092 ppm), acetona (singleto; 2,2167 ppm), acido 2-hidroxibutirico (tripleto;
0,8932 ppm), alanina (dubleto; 1,4715 ppm), azelato (tripleto; 2,1528 ppm), citrato (dubleto; 2,4800
ppm), HDL/VLDL (singleto largo; 1,2732 ppm), lactato (dubleto; 1,334 ppm), leucina/isoleucina
(tripleto; 1,1968 ppm), prolina (multipleto; 2,0128 ppm — 2,0694 ppm), valina (dubleto; 1,0608 ppm).
Pico de referéncia: TMSP-d4 (0,0001 ppm).
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5.3 ALINHAMENTO DE PICOS DE RMN

Antes da quantificacdo dos metabolitos, é feito o alinhamento de picos que
esta retratado nas figuras de 16 a 19 e nos apéndices de P a AE, incluindo os
seguintes picos desalinhados e alinhados: Pico de metabdlito ndo identificado 1;
Picos de metabdlitos ndo identificados 2 e 3; do Lactato (Dubleto; 1,334 ppm); da
Alanina (Dubleto; 1,4715 ppm); do Acetato (Singleto; 1,9092 ppm); do Formato
(Singleto; 8,5024 ppm); da Histidina (Singleto; 7,6753 ppm) e outros picos de
metabdlitos ndo identificados; da Fenilalanina (Multipleto; 7,2666-7,3763 ppm); do
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Acido graxo insaturado (Multipleto; 5,3351-5,4085 ppm); da Glicose (Dubleto; 5,1745
ppm).

De acordo com Silvertein (2007), as areas dos picos sao proporcionais ao
namero de hidrogénios que eles representam e sao medidas por um integrador
eletrdnico que traca uma linha em degraus cujas alturas sdo proporcionais as areas
dos picos. A integracao é util para a quantificacdo de metabalitos.

Conforme Ferreira (2015), os desalinhamentos nos deslocamentos quimicos
nos espectros de RMN surgem mesmo em uma andlise padronizada devido as
interacBes intermoleculares, pH e temperatura, além das variacfes instrumentais.
Para ele, algumas regides dos espectros sdo mais ou menos sensiveis a estes
fatores e esses desalinhamentos devem ser eliminados ou reduzidos, pois para a

analise os dados, as variaveis devem descrever cada uma o mesmo atributo.

Figura 16 - Picos de metabdlito ndo identificado 1 desalinhados.

e e e e
Fonte: Pesquisa da propria autora.
Figura 17 - Picos de metabolito ndo identificado 1 alinhados.
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Fonte: Pesquisa da propria autora.
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Figura 18 - Picos da Alanina (Dubleto; 1,4715 ppm) desalinhados.
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Fonte: Pesquisa da prépria autora.

Figura 19 - Picos da Alanina (Dubleto; 1,4715 ppm) alinhados.

Fonte: Pesquisa da propria autora.

5.4 ANALISES ESTATISTICAS

5.4.1 Analise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais —
PLS-DA dos grupos controle, SCD e SCD_HDU

pY

Os espectros foram submetidos a correcdo de linha de base e a
normalizacdo, e apos esse pré-tratamento foi realizada uma analise de componentes
principais nos dados espectrais centrados na média, para verificar as tendéncias
com respeito aos trés grupos de participantes. Na figura 20, as amostras dos trés
grupos se encontram dispersas no grafico de escores de componente 1 versus
componente 2, descrevendo 47,9 % da variancia total dos dados.

O gréfico de escores de componente 1 versus componente 2 descreve

15,7 % e 32,2 % da informacédo dos dados originais, respectivamente, revelando a
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similaridade e a dissimilaridade dos grupos. Uma linha vertical na origem evidencia
alguma tendéncia na distribuicdo: 6 amostras do grupo SCD e 8 amostras do grupo
SCD_HDU tendem a ter escores positivos, e 8 amostras do grupo controle,
negativos. Pode ser observada a similaridade no perfil metabdlico dos grupos SCD e
SCD_HDU, que difere do perfil metabdlico do grupo controle.

Figura 20 — Analise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais — PLS-DA. Gréfico de
escores de componente 1 versus componente 2, descrevendo 47,9 % da variancia total dos dados.
Similaridade e dissimilaridade dos grupos controle, SCD e SCD_HDU.
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Baseada na informacé&o contida nas variaveis, as componentes principais nao
estdo obrigatoriamente relacionadas com as diferencas entre 0s grupos,
contribuindo na descricdo dos mesmos. O método PLS-DA foi usado como um
modelo de discriminacdo, em que os dados sdo centrados na média e sdo
autoescalados pelo escalamento de Pareto, um pré-processamento sugerido para o

tratamento de dados metabolémicos.

5.4.2 Validacéo cruzada da PLS-DA dos grupos controle, SCD e SCD_HDU

A PLS-DA foi testada pelo método da validacdo cruzada e obteve-se um
gréfico que mostra o desempenho da acuracia, R e Q? das componentes 1 e 2,
apresentado na figura 21, no qual o desempenho maximo é 1.

A acuracia expressa o0 quanto os valores obtidos se aproximam dos valores
de referéncia. Conforme Ferreira (2015), O parametro R? informa o quanto a PLS-DA
se ajusta aos dados. Este autor afirma que o pardmetro Q% é uma medida de quanto
cada amostra ajusta-se ao novo subespaco definido pelas componentes principais.
Este parametro informa a respeito da falta de ajuste de cada amostra, isto é, quanto
ela se afasta do subespaco das componentes.

Podem ser observados no gréfico da figura 21, para a componente 2:
acuracia = 0,46667; R? = 0,60211; e Q° = 0,17956. Estes parametros sdo melhores
guando os seus desempenhos estdo mais préoximos de 1. O asterisco vermelho no

gréfico sinaliza o melhor Q2.
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Figura 21 — Validagéo cruzada da PLS-DA dos grupos controle, SCD e SCD_HDU. Desempenho da
acuracia, R? e Q° das componentes 1 e 2.
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5.4.3 VIP scores e mapa de calor dos grupos controle, SCD e SCD_HDU

A VIP (variable influence on projection) scores € uma medida da importancia
dos metabdlitos, os quais com maiores VIP scores, contribuem para a separacéo
dos grupos na PLS-DA. Quanto maior for esta medida maior sera a contribuicdo. As
VIP scores da figura 22, variam aproximadamente, de 1,0 a 2,0, e referem-se aos
seguintes metabdlitos: leucina/isoleucina, prolina, acidos graxos, creatina/creatinina,
histidina, acido 3-hidroxibutirico, glicerol, acetona, azelato e citrato.

Os metabolitos que possuem VIP scores maiores ou iguais a 1,0 sdo: a
leucina/isoleucina e depois a prolina, sendo os metabdlitos que tém os mais altos
VIP scores, um pouco acima de 2,0; logo depois vem acidos graxos, proximos de
1,4, creatina/creatinina, préximo de 1,3, histidina, préximo de 1,2, acido 3-

hidroxibutirico, préximo de 1,1 e glicerol e acetona, proximos de 1,0. Encontramos o
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mapa de calor na Figura 23, que apresenta as concentracbes dos metabdlitos nos
trés grupos através de um gradiente de cores representado pela faixa de numeracao
de -1 a 1, onde a concentracdo é crescente. De acordo com o mapa de calor, a
leucinal/isoleucina, prolina, acidos graxos, creatina/creatinina e glicerol possuem
maiores concentracdes no grupo SCD_HDU, e a histidina, acido 3-hidroxibutirico e
acetona possuem maiores concentracdes no grupo controle. A leucina/isoleucina,
prolina, acidos graxos e glicerol tém baixas concentracbes no grupo controle. A
leucina/isoleucina, creatina creatinina e histidina tém baixas concentra¢cées no grupo
SCD. O acido 3-hidroxibutirico e acetona tém concentragbes baixas no grupo
SCD_HDU.

Os metabdlitos expressos no Heat map, inclusive os que possuem VIP scores
maiores ou iguais a 1, sdo diferenciados por apresentarem os seguintes niveis de
concentragcdo em determinados grupos: alto, intermediario ou baixo. A
leucina/isoleucina esta em nivel alto no grupo SCD_HDU, e baixo nos grupos SCD e
controle. A prolina possui nivel alto no grupo SCD_HDU, intermediario no grupo
SCD, e baixo no grupo controle.

Os &cidos graxos tém nivel alto no grupo SCD_HDU, intermediario no grupo
SCD e baixo no grupo controle. A creatina/creatinina possui nivel alto no grupo
SCD_HDU, intermediario no grupo controle e baixo no grupo SCD. A histidina
apresenta nivel alto no grupo controle, intermediario no grupo SCD_HDU e baixo no
grupo SCD.

O &cido 3-hidroxibutirico tem nivel alto no grupo controle, intermediario no
grupo SCD e baixo no grupo SCD_HDU. O glicerol possui nivel alto no grupo
SCD_HDU, intermediario no grupo SCD e baixo no grupo controle. A acetona
apresenta nivel alto no grupo controle, intermediario no grupo SCD e baixo no grupo
SCD_HDU.

Na anemia falciforme ocorre o aumento dos niveis de prolina, acidos graxos e
glicerol, e a reducdo dos niveis de creatina/creatinina, histidina, acido 3-
hidroxibutirico e acetona.

O uso da hidroxiureia elevou os niveis de leucina/isoleucina, prolina, acidos
graxos, creatina/creatinina, histidina e glicerol. E reduziu os niveis de acido 3-

hidroxibutirico e acetona.
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Figura 22 — VIP (variable influence on projection) scores. Metabdlitos contributivos para a separacéo
dos grupos controle, SCD, SCD_HDU na PLS-DA.
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Figura 23 — Heat map. Concentragbes dos metabdlitos nos grupos controle, SCD, e SCD_HDU,
apresentadas através de um gradiente de cores, representado pela faixa de numeragéo de -1 a 1,

onde a concentracao é crescente.
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Observando o mapa de calor, entre todos os metabdlitos, o azelato estd em
maior nivel no grupo SCD. Depois vém 0s metabdlitos que tém niveis intermediarios
em ordem decrescente de concentracdo: os acidos graxos e prolina, que possuem o
mesmo nivel; glicerol e formato também no mesmo nivel; acido 3-hidroxibutirico; e
acetona, glicina e VLDL, no mesmo nivel. Os demais metabdlitos deste grupo estao
em niveis baixos.

Tratando-se do grupo controle, os seguintes metabdlitos apresentam niveis
baixos em ordem crescente: o azelato; glicerol, acidos graxos e prolina, no mesmo
nivel e leucina/isoleucina. A creatina/creatinina e acetato, que estdo em ordem
crescente, possuem niveis intermediarios. Os demais metabodlitos encontram-se em
niveis altos.

Os seguintes metabdlitos tém niveis altos em ordem decrescente no grupo
SCD_HDUI: glicerol, leucina/isoleucina, e creatina/creatinina, no mesmo nivel; acidos
graxos, prolina e acetato, no mesmo nivel; e azelato e N-6xido de trimetilamina, no
mesmo nivel. Em niveis intermediarios em ordem decrescente estdo: alanina;
4-hidroxibenzenoacetato, citrato e fenilalanina, no mesmo nivel; lactato; histidina e
glicose, acido 2-hidroxibutirico e colina contendo metabdlitos, no mesmo nivel. Os
demais metabdlitos estdo em niveis baixos. Seguem nomes e formulas estruturais

dos metabdlitos que possuem VIP scores que variam aproximadamente de 1,0 a 2,0.
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R OH

Acido graxo

5.4.4 Analise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais —
PLS-DA dos grupos SCD e SCD_HDU

Uma analise de componentes principais foi feita nos dados dos espectros pré-
tratados e centrados na média, para verificar as tendenciais com respeito aos grupos
SCD e SCD_HDU. Na Figura 24, as amostras dos dois grupos estdo dispersas no
grafico de escores de componente 1 versus componente 2, descrevendo 47,4 % da
variancia total dos dados. O grafico de escores de componente 1 versus
componente 2 descreve 31,5 % e 159 % da informagdo dos dados originais,
respectivamente. Uma linha vertical na origem mostra alguma tendéncia na
distribuicdo: 6 amostras do grupo SCD_HDU tendem a ter escores positivos e 6
amostras do grupo SCD tendem a ter escores negativos. Pode ser observada a
dissimilaridade do perfil metabdlico dos grupos SCD e SCD HDU. Para a
discriminacdo dos grupos foi usado o método PLS-DA, com os dados centrados na
média e autoescalado pelo escalamento de Pareto, usado para o tratamento de

dados metabolémicos.
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Figura 24 — Andlise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais — PLS-DA. Gréfico de
escores de componente 1 versus componente 2, descrevendo 47,4 % da variancia total dos dados.
Dissimilaridade dos grupos SCD e SCD_HDU.
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Fonte: Pesquisa da prépria autora.

5.4.5 Validacéo cruzada da PLS-DA dos grupos SCD e SCD_HDU

A validacdo cruzada foi feita para testar a PLS-DA dos grupos SCD e
SCD_HDU, e obteve-se um grafico que mostra o desempenho da acuréacia, R? e Q?
das componentes le 2, apresentado na Figura 25.

Podem ser observados no grafico da Figura 25, para a componente 2:
acuracia = 0,57; R? = 0,62; e Q° = —0,33. Estes parametros sdo melhores quando os

desempenhos estdo mais proximos de 1.
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Figura 25 — Validacao cruzada da PLS-DA dos grupos SCD e SCD_HDU. Desempenho da acuracia,
R?e Q° das componentes 1 e 2.
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5.4.6 VIP scores e Heat map dos grupos SCD e SCD_HDU

Os metabdlitos com maiores VIP scores sdo 0s que mais contribuem para a
separacao dos grupos SCD e SCD_HDU na PLS-DA. As VIP scores mostradas na
Figura 26, variam aproximadamente, de 0,5 a 2,75, para os seguintes metabdlitos:
creatina/creatinina, leucina/isoleucina, citrato, histidina, prolina, glicerol, acidos
graxos, 4-hidroxibenzenoacetato, alanina e acetato.

Os seguintes metabdlitos possuem VIP scores maiores ou iguais a 1,0: a
creatina/creatinina, que possui VIP score mais alto, proximo de 2,75; logo depois
vem a leucina/isoleucina, proximo de 2,3; o citrato, préximo de 1,4, histidina, proximo
de 1,1 e a prolina, préximo de 1,0. O mapa de calor (Figura 27) apresenta as
concentracbes dos metabdlitos nos dois grupos através do gradiente de cores
representado pela faixa com numeracdo de —0,6 a 0,6, onde a concentracdo é
crescente. De acordo com o Heat map, a creatina/creatinina, leucina/isoleucina,
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citrato, histidina e prolina estdo em altas concentracbes no grupo SCD_HDU e
baixas no grupo SCD. O uso da hidroxiureia eleva as concentracbes da

creatina/creatinina, leucina/isoleucina, citrato, histidina e prolina .

Figura 26 — VIP (variable influence on projection) scores. Metabdlitos contributivos para a separacéo
dos grupos SCD e SCD_HDU na PLS-DA.
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No mapa de calor, os seguintes metabdlitos estdo em concentracdes altas no
grupo SCD e baixas no grupo SCD_HDU: glicina, VLDL, formato, acido 3-
hidroxibutirico e acetona. Os demais metabdlitos possuem concentragdes altas no
grupo SCD_HDU e baixas no grupo SCD. Seguem nomes e formulas estruturais dos
metabolitos que possuem VIP scores que variam aproximadamente de 0,5 a 2,75. A
creatina/creatinina, leucinal/isoleucina, citrato, histidina, prolina, glicerol e acidos

graxos encontram-se na secéo 5.3.3.
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Figura 27 — Mapa de calor. Concentragbes dos metabdlitos nos grupos SCD e SCD_HDU,
apresentadas através de um gradiente de cores, representado pela faixa de numeracao de -0,6 a 0,6,
onde a concentracao é crescente.
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5.5 ALGUNS METABOLITOS E A ANEMIA FALCIFORME

A leucina/isoleucina, prolina, creatina/creatinina e a histidina sé&o metabdlitos
gue entre outros, contribuem para a discriminagdo na andlise dos trés grupos e dos
grupos SCD e SCD_HDU. A alanina contribui apenas na segunda andlise. De
acordo com Santos (2019), o consumo isolado de aminoacidos de cadeia ramificada,
dentre eles a leucina e isoleucina, associado ao exercicio fisico resistido, estimula a
sintese de proteinas muscular, e segundo Albaugh (2017), a prolina, outro
aminoéacido, é importante para a biossintese, estrutura e forca do colageno. Este,
para Silva (2012), é uma proteina fibrosa encontrada nos tecidos conjuntivos do
corpo, tem a fungéo de contribuir com a resisténcia e elasticidade dos tecidos.

Albaugh (2017) afirma que a disponibilidade de nutrientes, especialmente
aminoacidos, é critica para a cicratrizacdo de feridas e pode ser medida por uma
série de fatores, incluindo cura concluida com sucesso e auséncia de infeccdo ou
outras complicacbes. A leucinal/isoleucina e a prolina encontram-se em altas
guantidades no grupo de participantes que utilizam a hidroxiureia, 0 que sugere a
atuacao deste medicamento em prevenir e remediar ulceracbes de pernas e danos
crénicos em 6rgaos ocorridos na anemia falciforme.

Conforme Dembélé (2020), os niveis de prolina e alanina foram relativamente
diminuidos durante a crise vaso-oclusiva. Assim, 0s altos niveis de prolina e alanina
no grupo SCD_HDU resultantes das andlises, estdo associados a diminuicdo de
crise vaso-oclusiva. Além disso, este autor afirma que no plasma, uma caracteristica
marcante da assinatura metabolica, foi a alteracdo de NO. De acordo com Nahavand
(2000), estudos in vitro e in vivo sugerem que 0 Oxido nitrico (NO), um potente
vasodilatador, pode ser parcialmente responsavel pelo efeito benéfico do HU.

De acordo com esta pesquisa, Ribeiro (2021) afirma que os niveis de prolina
aumentam nos grupos SCD e SCD_HDU sugerindo uma resposta metabdlica anti-
estresse potencial para coexistir com os estados inflamatérios e oxidativos
produzidos pela anemia falciforme.

Segundo Gualano (2008), a creatina € uma amina nitrogenada sintetizada no
figado, rins e pancreas a partir dos aminoacidos glicina e arginina, tendo também
metionina como doadora de metila. De acordo com Clark (1998), a creatina é

convertida espontaneamente em creatinina, a qual € excretada pelos rins. Nesta
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pesquisa as altas quantidades de creatina/creatinina nos participantes que utilizam a
hidroxiureia implicam na existéncia de reservas de arginina e conforme Ribeiro
(2021), o NO é produto do catabolismo deste aminoacido, 0 que demonstra um
efeito benéfico da hidroxiureia.

Clark (1998) afirma que o excesso de creatina obtida pela suplementacao
geraria uma sobrecarga ao ser excretada, prejudicando a funcao renal, porém né&o
h&a evidéncias sustentaveis. Assim, ndo pode ser afirmada a disfuncéo renal nestes
participantes por possuirem altas quantidades de creatina/creatinina. E ainda, de
acordo com Kapoor (2018), para o Ensaio Clinico Pediatrico de Fase Il da
Hidroxiureia ndo houve diferenca na funcéo renal em criancas tratadas com placebo
versus hidroxiureia.

Para Jennings (2015), varios aminoacidos, incluindo histidina, mostraram
modulares as concentragdes de Oxido nitrico, um potente vasodilatador. A histidina
apresenta baixa concentracdo no grupo SCD, o que pode ter como consequéncia a

ocorréncia da vaso-oclusao.
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6 CONCLUSAO

A andlise metabolémica possibilitou uma avaliagcdo do plasma sanguineo de
criancas e adolescentes com anemia falciforme e um estudo da hidroxiureia. Este é
um medicamento singular usado no tratamento desta doenca que atinge certa parte
da populacéo brasileira. Os objetivos desta pesquisa foram alcancados, seguindo-se
o planejamento experimental da andlise metabolémica.

Através da liofilizacdo, as propriedades das amostras de plasma foram
conservadas e na otimizacgéo de protocolo de aquisicdo dos espectros de RMN *H foi
selecionado um experimento com determinados parametros que permitiu a obtencéo
de um gréfico com uma melhor visualizacdo dos sinais, expressando um maior
namero de metabdlitos e auséncia dos largos sinais de proteinas.

A analise por RMN 'H permite por meio dos deslocamentos quimicos e da
multiplicidade dos sinais, a identificacdo de metabdlitos. O alinhamento dos picos
antecede a quantificacdo dos metabdlitos, que € fornecida pela integracdo dos picos.
Os metabdlitos identificados no plasma sanguineo dos trés grupos variavam em
gquantidades.

Ao realizar as andlises estatisticas, a PLS-DA evidenciou uma tendéncia de
separacdo do grupo controle dos outros dois grupos, causada pela diferenca do
perfil metabdlico desses. A separacédo entre os grupos SCD_HDU e SCD também foi
revelada. A validacdo cruzada foi utilizada para testar as analises PLS-DA, obtendo-
se graficos de desempenho da acuracia, R? e Q%

Os metabdlitos com VIP scores maiores ou iguais a 1 sdo 0s que mais
contribuem para a separacdo dos grupos de participantes. Na analise dos trés
grupos, estes metabdlitos s&o: a leucinal/isoleucina, prolina, &cidos graxos,
creatina/creatinina, histidina, &cido 3-hidroxibutirico, glicerol e acetona. De acordo
com o Heat map, a leucina/isoleucina, prolina, acidos graxos, creatina/creatinina e
glicerol possuem maiores concentracdes no grupo SCD_HDU, e a histidina, acido 3-
hidroxibutirico e acetona possuem maiores concentracdes no grupo controle.

Analisando os grupos SCD e SCD_HDU, os metabolitos que possuem VIP
scores maiores ou iguais a 1,0 sdo: a creatina/creatinina, leucina/isoleucina, citrato,

histidina, e a prolina. De acordo com o mapa de calor, a creatina/creatinina,
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leucina/isoleucina, citrato, histidina e prolina estdo em altas concentragcdes no grupo
SCD_HDU e baixas no grupo SCD.

Os resultados mostram a dissimilaridade dos grupos controle e SCD. A
ocorréncia da anemia falciforme aumenta os niveis de prolina, acidos graxos e
glicerol, e reduz os niveis de creatina/creatinina, histidina, acido 3-hidroxibutirico e
acetona. O tratamento com hidroxiureia eleva os niveis de leucina/isoleucina,
prolina, acidos graxos, creatina/creatinina, histidina e glicerol. E reduz os niveis de
acido 3-hidroxibutirico e acetona.

Assim, houve uma alteracdo das vias metabdlicas de certos metabdlitos, que
levaram a um aumento das quantidades dos mesmos no grupo SCD_HDU. Tais
metabolitos podem ser considerados como biomarcadores. A presenca da
hidroxiureia possibilita mudancas nas vias metabdlicas alterando as concentracdes
dos metabdlitos no plasma, podendo ser percebidas também as diferencas de
concentragcfes de metabolitos no plasma dos grupos controle e SCD.

Os altos niveis de leucinalisoleucina e prolina nos participantes que utilizam a
hidroxiureia sugerem a atuacdo deste medicamento em prevenir e remediar
ulceracbes de pernas e danos cronicos em 6rgaos ocorridos na anemia falciforme.
Os altos niveis de prolina e alanina no grupo SCD_HDU resultantes das analises,
estdo associados a diminuicdo de crise vaso-oclusiva. Além disso, uma
caracteristica marcante da assinatura metabdlica no plasma € a alteracdo de NO,
gue é um potente vasodilatador e pode ser parcialmente responsavel pelo efeito
benéfico da HU.

Os niveis de prolina aumentados nos grupos SCD e SCD_HDU sugere uma
resposta metabdlica anti-estresse coexistindo com os estados inflamatérios e
oxidativos produzidos pela anemia falciforme. As altas quantidades de
creatina/creatinina nos participantes que utilizam a hidroxiureia implicam na
existéncia de reservas de arginina que produz o NO, demonstrando um efeito
benéfico da hidroxiureia.

Nesta pesquisa, devido as altas quantidades de creatina/creatinina nos
participantes que utilizam a hidroxiureia, a disfuncdo renal ndo pode ser afirmada.
N&o houve diferenga na fungdo renal em criangas tratadas com placebo versus
hidroxiureia. No grupo SCD a histidina apresenta baixa concentragao, o que pode ter
como consequéncia a ocorréncia da vaso-oclusdo devido a diminuicdo da

concentracéo de 6xido nitrico.
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O conjunto de metabdlitos do plasma de criangas e adolescentes com anemia
falciforme pode ser estudado, assim como a hidroxiureia, fazendo-se uma avaliacéo
metabolémica. Desta maneira, foi possivel encontrar metabdlitos com suas
guantidades comparativas caracteristicos desta doenca, como também perceber o
efeito da hidroxiureia no conjunto de metabdlitos dos pacientes.

Esta pesquisa demonstra que a hidroxiureia contribui no tratamento de
pacientes com anemia falciforme, ja que este medicamento acarreta 0 aumento das
qguantidades de determinados metabodlitos no plasma, que propiciam melhor
gualidade de vida destes pacientes.

O presente estudo é considerado relevante, pois revela que, através da
analise metabolémica, podem ser obtidas informa¢cdes sobre a anemia falciforme,
assim como a utilizacdo da hidroxiureia. Além disso, servira para futuras

investigagdes cientificas relacionadas com o tema desta pesquisa.
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APENDICES

APENDICE A - Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sdo: sequéncia de pulso: Zg; numero de scans: 64,
somente com D,O.

L120
115
110

20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03 0.2 0;1 0.0
f1 (ppm)

APENDICE B - Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sao: sequéncia de pulso: Zgpr; numero de scans: 64;
somente com D,0.
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APENDICE C — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sdo: sequéncia de pulso: Zg; numero de scans: 64;
propor¢cédo CD3;0D:D,0 (uL): 200:500.
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APENDICE D — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sdo: sequéncia de pulso: Zgpr; nimero de scans: 64,
propor¢cao CD3;0D:D,0O (uL): 200:500.
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APENDICE E — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sao: sequéncia de pulso: Dupla supressdo; namero
de scans: 64; propor¢do CD3;0D:D,0O (uL): 200:500.
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APENDICE F — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sdo: sequéncia de pulso: Zg; numero de scans: 64,
proporcédo CD30D:D,0 (uL): 400:200.
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APENDICE G — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sdo: sequéncia de pulso: Zgpr; niumero de scans: 64,
propor¢ao CD3;OD:D,0O (uL): 400:200.

£160
L150

—1.9094
14875
1.4755

1.3376
N1.3262
—-0.0002

f140
;130
L120
i L110
L100

20 1.8 1.6 1.4 1.2

1.0 0.8 0.6 04 0.2 0.0
f1 (ppm)

APENDICE H — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sao: sequéncia de pulso: Dupla supressao; namero
de scans: 64; propor¢do CD3;0D:D,0 (uL): 400:200.
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APENDICE | — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sdo: sequéncia de pulso: Noesypr 1 d; numero de
scans: 64; propor¢cao CD;OD:D,0 (uL): 400:200.
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APENDICE J — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sdo: sequéncia de pulso: Zgpr; nimero de scans:
128; propor¢cao CD3;0D:D,0 (uL): 400:200.
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APENDICE K — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sdo: sequéncia de pulso: Lcipnf2; nUmero de scans:
128; propor¢cao CD3;0D:D,0 (uL): 400:200.
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APENDICE L — Espectro de RMN obtido do experimento realizado para otimizag&o
de protocolo cujos parametros sdo: sequéncia de pulso: Noesypr 1 d; nimero de
scans: 128; propor¢do CD3;0D:D,0 (uL): 400:200.
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APENDICE M — Espectro de RMN obtido da andlise da amostra PAM/003,
pertencente ao grupo SCD_HDU.
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APENDICE N — Espectro de RMN obtido da andlise da amostra PAM/011,
pertencente ao grupo SCD.
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APENDICE O - Espectro de RMN obtido da analise da amostra PAM/021,
pertencente ao grupo controle.
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APENDICE P — Picos de metabdlitos ndo identificados 2 e 3 desalinhados.

APENDICE Q - Picos de metabdlitos néo identificados 2 e 3 alinhados.
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APENDICE R - Picos do Lactato (Dubleto; 1,334 ppm) desalinhados.
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APENDICE V - Picos do Formato (Singleto; 8,5024 ppm) desalinhados.

APENDICE X - Picos da Histidina (Singleto; 7,6753 ppm) e outros picos de
metabolitos nao identificados desalinhados.

APENDICE Y - Picos da Histidina (Singleto; 7,6753 ppm) e outros picos de
metabdlitos ndo identificados alinhados.
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APENDICE Z - Picos da Fenilalanina (Multipleto; 7,2666-7,3763 ppm) desalinhados.

APENDICE AB - Picos do Acido graxo insaturado (Multipleto; 5,3351-5,4085 ppm)
desalinhados.
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APENDICE AC - Picos do Acido graxo insaturado (Multipleto; 5,3351-5,4085 ppm)
alinhados.
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APENDICE AD - Picos da Glicose (Dubleto; 5,1745 ppm) desalinhados.




