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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é caracterizada por crises vaso-oclusivas, hemdlise,
inflamacéao crénica e complicagcdes como a nefropatia. Esta tem como consequéncias
0 aumento da reabsorg¢ao tubular de fésforo e a redugao da ativagao da vitamina D.
Ha alto gasto energético e absorgéo inadequada de nutrientes, levando a deficiéncias
nutricionais, como a hipovitaminose D. Esses fatores podem levar a alteragdes no
metabolismo mineral ésseo e, consequentemente, ao agravamento da doenga. O
objetivo do estudo foi avaliar a relagdo de marcadores do metabolismo mineral ésseo
com parametros de hemdlise, inflamacgao e fungao renal em pacientes com AF. Trata-
se de um estudo transversal e analitico incluindo 88 pacientes com AF em
acompanhamento ambulatorial e 31 doadores de sangue. Os dados
sociodemograficos, clinicos e laboratoriais foram obtidos a partir dos prontuarios
clinicos e de entrevistas. Paratormonio (PTHi) e 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) foram
mensurados por eletroquimioluminescéncia e método fluorimétrico, respectivamente.
Creatinina sérica e urinaria, proteinuria, calcio e fosforo séricos e urinarios e albumina
sérica foram obtidos por método colorimétrico e proteina C reativa e albuminuria por
imunoturbidimetria. Foi adotado um valor de p < 0,05. Em comparagcdo com os
controles, pacientes com AF apresentaram redugéo significativa de calcio sérico (8,27
x 10,42 mg/dL), calciuria (57 x 124 mg/g-Cr) e 25(0OH)D (25 x 30 ng/mL). Também
houve aumento de fésforo sérico (3,86 x 3,46 mg/dL) e reabsor¢ao tubular maxima de
fésforo (RTMP) (3,6 x 3,21 mg/dL), sem alteragcdo de PTHi, reabsor¢éo tubular de
fésforo (RTP) e fosfaturia. Houve correlagado do fésforo sérico com RTP (p = 0,32) e
com RTMP (p = 0,9). Comparando com o grupo controle, o uso de HU e HbF 2 10%
estavam associados a reducao de fosforo sérico (3,95 x 3,6 x 3,4 mg/dL e 4,1 x 3,6 x
3,4 mg/dL, respectivamente), RTP (98,04 x 96,14 x 95,28% e 97,66 x 96,14 x 95,28%,
respectivamente) e RTMP (5,21 x 4,43 x 4,2 mg/dL e 5,23 x 4,3 x 4,2 mg/dL,
respectivamente). Avaliando a ocorréncia de crises dolorosas, RTMP estava
aumentada (4,63 x 4,42 x 4,2 mg/dL), o que nao se refletiu na frequéncia de crises.
Aqueles com anemia moderada/grave apresentaram aumento de fésforo sérico (4,0 x
3,6 x 3,4 mg/dL) e RTMP (4,98 x 4,42 x 4,2 mg/dL). Conclui-se que fosforo sérico,
RTP e RTMP podem ser bons candidatos a marcadores de gravidade na AF.



Palavras-chave: Anemia Falciforme; Testes de Funcdo Renal; Disturbios do

Metabolismo do Fdésforo; Biomarcadores; Hidroxiureia.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is characterized by vaso-occlusive crises, hemolysis, chronic
inflammation, and complications such as nephropathy, which has as consequences
increase of tubular reabsorption of phosphate and reduction of vitamin D activation.
There is high energy expenditure and inadequate absorption of nutrients, leading to
nutritional deficiencies, such as hypovitaminosis D. These factors can lead to changes
in bone mineral metabolism and, consequently, to the worsening of the disease. The
aim of this study was to evaluate the relationship between markers of bone mineral
metabolism and hemolysis, inflammation and renal function parameters in SCA
patients. This is a cross-sectional and analytical study including 88 patients with SCA
on outpatient follow-up and 31 blood donors. Sociodemographic, clinical and
laboratory data were obtained from clinical records and interviews. Parathyroid
hormone (iPTH) and 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) were measured by
electrochemiluminescence and fluorimetric method, respectively. Serum and urinary
creatinine, serum and urinary proteinuria, calcium and phosphate, and serum albumin
were obtained by colorimetric method and C-reactive protein and albuminuria by
immunoturbidimetry. A p-value < 0,05 was adopted. Compared to controls, patients
with SCA had a significant reduction in serum calcium (8.27 x 10.42 mg/dL), calciuria
(57 x 124 mg/g-Cr), and 25(0OH)D (25 x 30 ng/mL). There was also an increase in
serum phosphate (3.86 x 3.46 mg/dL) and maximal tubular reabsorption of phosphate
(MTRP) (3.6 x 3.21 mg/dL), with no change in iPTH, tubular reabsorption of phosphate
(TRP) and phosphaturia. Serum phosphate was correlated with TRP (p = 0.32) and
with MTRP (p = 0.9). In comparison to control group, the use of HU and HbF = 10%
were associated with a reduction in serum phosphate (3.95 x 3.6 x 3.4 mg/dL and 4.1
x 3.6 x 3.4 mg/dL, respectively), TRP (98.04 x 96.14 x 95.28% and 97.66 x 96.14 x
95.28%, respectively) and MTRP (5.21 x 4.43 x 4.2 mg/dL and 5.23 x 4.3 x 4.2 mg/dL,
respectively). Assessing the occurrence of painful crises, MTRP was increased (4.63
x 4.42 x 4.2 mg/dL), which was not reflected in the frequency of crises. Those with
moderate/severe anemia presented increased serum phosphate (4.0 x 3.6 x 3.4
mg/dL) and MTRP (4.98 x 4.42 x 4.2 mg/dL). Thus, serum phosphate, TRP and MTRP
may be good candidates for markers of severity in SCA.



Keywords: Anemia, Sickle Cell; Kidney Function Tests; Phosphorus Metabolism

Disorders; Biomarkers; Hydroxyurea.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Anemia Falciforme

A anemia falciforme (AF) foi descrita pela primeira vez na literatura médica
ocidental no inicio do século XX, com a identificacdo de hemacias finas, alongadas e
com formato de foice em paciente caribenho avaliado nos Estados Unidos (HERRICK,
1910). Entre as décadas de 1940 e 1960, trabalhos foram publicados descrevendo a
presenca de hemoglobina S (HbS) e a origem genética da doenga (PAULING et al.,
1949; INGRAM, 1957).

A doenga falciforme (DF) € uma doenga autossémica recessiva causada
por uma mutacdo de ponto que leva a substituicdo da adenina pela timina no gene da
B-globina. Isto resulta na troca de um residuo de acido glutdmico, um aminoacido
hidrofilico, por um de valina, hidrofébico, na sexta posi¢cdo da cadeia polipeptidica,
alteragao que leva a formacéo de um tipo de hemoglobina com conformacéo diferente,
a HbS. Em situagdes de reducdo do pH ou de baixas tensdes de oxigénio, ela
polimeriza-se e precipita, ocasionando a mudanga na forma das hemacias para um
formato de “meia-lua” ou de “foice”, chamado de drepandcito. Esse processo €
reversivel, entretanto, a alteragédo frequente do formato torna a membrana celular das
hemacias mais fragil, facilitando a hemolise e reduzindo o tempo de vida dessas
células (WILLIAMS, THEIN, 2018; PICCIN et al., 2019).

A AF é a forma mais comum e mais grave da DF e caracteriza-se pela
presenca de HbS em homozigose (HbSS). A ocorréncia em heterozigose com outros
tipos de hemoglobina mutante, como B¢, BP, B-talassemia, resulta em outras formas
de DF (SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2019).

Geograficamente, a AF distribuiu-se originalmente em areas endémicas de
malaria no continente africano e, depois, em diversas outras regides do mundo de
acordo com movimentos populacionais. Ocorre atualmente principalmente na Africa
Subsaariana, na india, nas Américas, no Oriente Médio e no sul da Europa. Estima-
se que aproximadamente 75% dos nascidos com AF no mundo estejam na Africa
Subsaariana e que 176000 pessoas morram por ano devido a complicacbes
associadas a doengas falciformes (GDB 2013 MORTALITY AND CAUSES OF DEATH
COLLABORATORS, 2015; KATO et al., 2018).
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No Brasil, a AF ocorre predominantemente na populacéo afrodescendente,
aparecendo com maiores frequéncias nos estados da Bahia, do Rio de Janeiro e de
Minas Gerais. Estima-se o diagnéstico 3500 novos casos de anemia falciforme por
ano no pais. Na regido Nordeste, a prevaléncia estimada € de 4 a 6% de portadores
de HbS. Observou-se 4,1% de nascidos portadores de HbS, com 0,2% desses sendo
HbSS em Fortaleza, Ceara (PINHEIRO et al., 2006; CANCADO, JESUS, 2007).

1.2 Fisiopatologia e complicagoes da AF

As hemacias falciformes s&o capazes de ocluir vasos sanguineos de menor
calibre ou com fluxo sanguineo lento, o que resulta em um processo de isquemia e
reperfusdo frequente, causando crises de vaso-oclusdo, muitas vezes bastante
dolorosas. A liberagdo de hemoglobina na corrente sanguinea contribui para o
surgimento de um quadro de inflamagé&o crbnica por ativagao do sistema imunoldgico.
Grupos heme e seus produtos de oxidagdo sao capazes de induzir um perfil pro-
inflamatorio e pro-coagulante, caracterizado pela ativagdo de plaquetas, adesao de
leucdcitos, principalmente neutréfilos, e hemacias ao endotélio ativado e aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatérias e de espécies reativas de oxigénio
(DOMINICAL et al., 2016; SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2019).

O grau de hemolise cronicamente elevado induzindo a ocorréncia de
disfungdo endotelial, juntamente com as crises vaso-oclusivas, pode resultar em
complicagdes agudas (acidente vascular encefalico, sindrome toracica aguda, anemia
aguda, priapismo, sequestro esplénico) e cronicas (hipertensdo pulmonar, doenca
renal crénica, redugdo da performance intelectual, retinopatia falciforme, ulceras de
perna, trombose, necrose avascular, osteoporose, deformidades osseas) (figura 1)
(ONIMOE, ROTZ, 2020).
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Figura 1 — Fisiopatologia e complicagbes da anemia falciforme.

Dor aguda
Sindrome tordcica aguda
- . Asplenia
Hemdcia oxigenada com HbS

l Osteonecrose
Nefropatia

Hemdcia desoxigenada
com polimerizagdo da HbS

Hemdcia desidratada em
forma de “meia-lua”

Inflamagdo

Expressdo aumentada de VCAM-1 e
outras moléculas de adesdo
Hipercoagulabilidade

Vaso-oclusdo

Oclusdo de vénula pds-capilar
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o o° ° Ulcera de perna
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Fonte: Adaptado de Johnson et al., 2018, p. 598. Legenda: Baixas tensdes de oxigénio e pH e alta
osmolalidade possibilitam a polimerizagdo da HbS, podendo ocasionar oclusdo de vasos de pequeno
calibre ou com fluxo sanguineo lento. Com o tempo, a repetigdo do processo pode resultar em
vasculopatia e disfungdo endotelial. Ha uma reducdo do tempo de vida das hemacias, com aumento
da taxa de hemodlise, liberagdo intravascular de hemoglobina livre e inflamagéo crénica. Esse quadro

contribui para o surgimento de complicagdes agudas e crdnicas.

Dentre as lesbes organicas que ocorrem na AF, destaca-se a nefropatia
falciforme, que esta diretamente relacionada ao suprimento de sangue para os rins.
Os vasos que levam o sangue para a medula renal (vasa recta) separam-se
precocemente da arteriola eferente, levando apenas uma parte do fluxo sanguineo
renal. Assim, a maior parte do fluxo presente no cortex renal ndo alcanga a medula, o
que possibilita a manutencdo de um fluxo sanguineo lento e das condi¢gbes que
permitem a concentragdao urinaria na alca de Henle. Na AF, o ambiente acido,
hipéxico, hiperosmolar e com fluxo sanguineo lento propicia o processo de
falciformacédo das hemacias, como consequéncia da desoxigenacdo da HbS, e a
adesao endotelial. Com o tempo, a repeticdo do processo de oclusao-reperfusao
causa lesao endotelial e tubular, além de estresse oxidativo e inflamagéao, liberando
prostaglandinas e oxido nitrico, que induzem aumento da taxa de filtracdo glomerular

(TFG). Ocorre ainda elevagéo do débito cardiaco e reduc&o da resisténcia vascular
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periférica, que contribuem para a hiperfiltragdo glomerular (JOHNSON et al., 2018;
LAURENTINO et al., 2019).

A destruicdo medular reduz a capacidade de concentracdo urinaria,
resultando em hipostenuria, com osmolalidade frequentemente abaixo de 450
mOsm/kg. A hipoxia intermitente induz a liberagdo de endotelina-1, cujas agbes
vasoconstritora, natriurética e diurética permitem a manutencdo da baixa pressao
parcial de oxigénio local e a perda de agua e sédio, tornando os individuos mais
propensos a desidratacdo devido ao aumento do débito urinario. A hiperfiltracdo
glomerular prolongada promove proteinuria e glomeruloesclerose, que, juntamente
com a lesao tubular, podem induzir a progressao da nefropatia falciforme para doenca
renal crénica, que esta associada a menor sobrevida (VAN EPS et al., 1970; DA SILVA
JUNIOR, LIBORIO, DE FRANCESCO DAHER, 2011; JOHNSON et al., 2018).

A presenca de albuminuria aumenta com a idade e pode ser classificada
como albuminuria moderadamente elevada (30 — 300 mg/g-Cr) ou gravemente
elevada (acima de 300 mg/g-Cr). Esta presente em 60% dos adultos com AF e € um
marcador bastante utilizado para acompanhamento da funcdo renal, pois pode
apresentar-se alterado desde a infancia (ABAN et al., 2017; LAURENTINO et al.,
2019).

Em relagao a lesado tubular, nos tubulos contorcidos proximais, observa-se
aumento da reabsorgédo de fosfatos e de 2-microglobulina como consequéncia da
elevagdo da reabsorgdo ativa de sédio e de agua para controlar a perda pelo
mecanismo anteriormente citado. Ha ainda aumento da excreg¢ao de acido urico e de
creatinina, resultando em niveis baixos de creatinina sérica (JOHNSON et al., 2018).

Considerando o quadro hemolitico, em pacientes em estado estacionario,
aproximadamente 1/3 da hemalise ocorre no compartimento intravascular. A liberagao
resultante de grupos heme na circulagdo leva a um quadro de estresse oxidativo, com
reducao da disponibilidade de 6xido nitrico, e de elevagao da concentracao de lactato
desidrogenase (LDH). Essa enzima que existe em varias isoformas (LDH-1 a 5) em
tecidos como coracio, pulmdes, rins, hemacias. Seus niveis estdo aumentados na
anemia falciforme, mesmo em pacientes em estado estacionario, nos quais valores
mais elevados estdo associados a um fendtipo caracterizado por maior incidéncia de
hipertensdo pulmonar, ulceras de perna, priapismo, insuficiéncia renal e menor
frequéncia de crises vaso-oclusivas (BENSINGER, 1974; KATO, NOURAIE,
GLADWIN, 2013; KATO et al., 2018).
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A LDH é um marcador importante do grau de hemdlise e, portanto, um
preditor do desenvolvimento de complicagbes agudas e crbnicas, juntamente com
contagem de reticuldcitos, bilirrubina indireta, aspartato aminotransferase (AST),
haptoglobina e hemoglobina (STANKOVIC STOJANOVIC, LIONNET, 2016). A
contagem de reticulocitos reflete a resposta da medula 6ssea ao grau de anemia
associado aos processos de falciformagdo e hemolise (CORTELLAZZI et al., 2003). A
bilirrubina € o principal produto do metabolismo do grupo heme. Em pacientes com
AF, ha elevagao dos niveis séricos muito associada ao aumento da bilirrubina indireta
ou ndo conjugada, que resulta em ictericia em niveis variados (MILTON et al., 2013;
LAURENTINO et al., 2018).

1.3 Hidroxiureia

Atualmente, o principal medicamento utilizado para controle da doencga é a
hidroxiureia (HU), cujo uso € autorizado para criangas a partir dos dois anos e, em
casos especificos, a partir dos nove meses. Em adultos, € indicada para aqueles com
diagndstico confirmado da doenga, que possam realizar o acompanhamento médico
periddico e que tenham apresentado, nos 12 meses anteriores, complicagdes como
trés ou mais crises vaso-oclusivas com necessidade de atendimento médico, dois
episodios de sindrome toracica aguda, anemia grave e persistente, lactato
desidrogenase trés vezes acima do valor de referéncia, qualquer situagdo em que se
comprove lesao organica cronica, entre outros (BRASIL, 2018).

Inicialmente, a HU foi introduzida no mercado como agente antineoplasico
para o tratamento de tumores sdlidos e leucemias. Nos anos 1980, verificou-se que
ela era capaz de induzir a produgdo de hemoglobina fetal (HbF), reduzindo a
concentracdo de HbS dentro das hemacias e, consequentemente, diminuindo a
polimerizacado da HbS e dificultando o processo de falciformagao. O medicamento foi
aprovado para o tratamento da AF nos Estados Unidos em 1998 e, no Brasil, em 2002
(CANCADO et al., 2009; MCGANN, WARE, 2015).

O mecanismo de agdo da HU ainda ndo é completamente compreendido.
In vivo, a inibigao reversivel da enzima ribonucleotideo redutase acarreta na redugao
da sintese de DNA, impedindo temporariamente o processo de divisdo celular para
producao de hemacias. A resposta a essa agao € uma “eritropoese de estresse”, em
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que ha recrutamento de precursores eritroides com maior capacidade de produzir HbF
(BALIGA et al., 2000).

A HbF possui maior afinidade pelas moléculas de oxigénio e, portanto,
reduz a formagao de drepandcitos. Em média, os niveis de HbF na AF sao de 8%,
variando de 0,1 a 30%. E um importante marcador de gravidade da doenca, apesar
de nem sempre ser possivel associar niveis baixos a ocorréncia de complicagdes. Em
alguns pacientes, pode haver complicagdes mesmo com valores de HbF préximos a
20% (STEINBERG, 2005; DOURADO DE FARIA et al., 2020)

A HU também modula a inflamag¢ao, o dano endotelial, a hemdlise e o
estresse oxidativo, reduzindo a frequéncia de crises vaso-oclusivas e de complicacdes
associadas a nefropatia falciforme. O uso prolongado de HU esta associado a redugéo
da hemolise e da albuminuria em pacientes com microalbuminuria prévia. Além disso,
em criangas, o uso do medicamento reduz o risco de hipertrofia renal e a extenséo da
alteragéo (ALVAREZ et al., 2012; BARTOLUCCI et al., 2016; LEE, OGU, 2022).

Em geral, a HU é bem tolerada. Os efeitos adversos mais comuns estado
associados a mielossupressdao e incluem neutropenia leve a moderada,
reticulocitopenia e trombocitopenia, reversiveis com a suspensao do medicamento ou
reducdo da dose. Ao iniciar o tratamento, € necessario acompanhamento frequente
com realizagdo de hemogramas para auxiliar na identificagdo da dose maxima
tolerada, caracterizada por uma contagem de neutréfilos entre 1500 e 3000
células/mm?, e de possivel toxicidade (MCGANN, WARE, 2015).

1.4 Metabolismo mineral 6sseo

1.4.1 Vitamina D

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da AF levam a maior gasto
energético e absorgdo inadequada de nutrientes, o que pode contribuir para a
ocorréncia de deficiéncias nutricionais, como a de vitamina D (DE OLIVEIRA et al.,
2015). A incidéncia de hipovitaminose D pode estar relacionada a diversos fatores,
como idade, dieta, exposi¢éo a luz solar, pigmentacéo da pele, e pode estar associada
a complicagbes frequentes em pacientes com AF, incluindo doencas
cardiovasculares, complicagbes Osseas, nefropatia e dor crénica (NOLAN et al.,
2015).
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A vitamina D ativa tem como principal fungéo estimular a absorgao intestinal
de calcio e fosforo. Pode ser produzida a partir da exposicdo das células epiteliais a
luz solar e ser obtida de alimentos de fonte vegetal. A luz ultravioleta B permite a
transformacgao do 7-desidrocolesterol em colecalciferol (vitamina D3), ja os alimentos
sdo fonte de ergosterol (vitamina D2). Ambas s&o transportadas pelas proteinas
ligadoras da vitamina D, sofrendo hidroxilagdo nos hepatocitos para gerar a 25-
hidroxivitamina D (25(OH)D), também chamada de calcidiol. Nas células do tubulo
contorcido proximal, a enzima 1-a hidroxilase (CYP27B1) catalisa a ativagdo da
vitamina D em 1,25-dihidroxivitamina D (calcitriol), forma responsavel pela agéo
biolégica do horménio. A enzima CYP24A1 controla esse processo ao hidroxilar a
posi¢ao 24 do calcidiol, gerando a forma inativa 24,25-dihidroxivitamina D (figura 2)
(LATIC, ERBEN, 2021).

Figura 2 — Producédo e ativagdo da vitamina D a partir do ergosterol e do 7-
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Fonte: Adaptado de Baynes, 2011. DBP: proteina ligadora de vitamina D (do inglés vitamin D binding
protein). UV: ultravioleta. 25(OH)Ds: calcidiol. 1,25(OH)2Ds: calcitriol. 24,25(0OH).Ds:  24,25-
dihidroxivitamina D. Legenda: O 7-desidrocolesterol presente na pele é transformado em colecalciferol
pela exposigéo a luz ultravioleta. Tanto o colecalciferol como o ergosterol, obtido dos alimentos, sédo
transportados para o figado pelas proteinas ligadoras de vitamina D, onde sofrem hidroxilagdo na
posicao 25, gerando a 25-hidroxivitamina D ou calcidiol. Nos rins, o calcidiol sofre uma nova

hidroxilagdo na posigao 1 pela enzima 1-a hidroxilase, formando o calcitriol, forma ativa da vitamina D.
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A enzima CYP24A1 auxilia no controle dos niveis de vitamina D ativa ao hidroxilar a posi¢cao 24 do

calcidiol.

A vitamina D ativa regula a transcricdo genética ao ligar-se ao receptor da
vitamina D, um fator de transcricdo nuclear presente em diversos érgéos e sistemas,
como intestino, ossos, glandulas paratireoides, rins, cérebro, células dos sistemas
imunolodgico e cardiovascular (ARCANJO, 2020). Ao alcangar a célula-alvo, o calcitriol
dissocia-se da proteina ligadora de vitamina D, atravessa a membrana celular e liga-
se ao receptor de vitamina D, presente no citoplasma. Esse complexo, entdo, atua
nas regides nucleares promotoras de genes-alvo, induzindo ou inibindo a transcri¢ao
génica e, consequentemente, gerando diferentes respostas biolégicas (CASTRO,
2011).

De acordo com as Sociedades Brasileiras de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial e de Endocrinologia e Metabologia, a avaliagdo do status da vitamina D
deve ser feita a partir da dosagem da 25-hidroxivitamina D, pois possui longo tempo
de meia-vida (entre duas e trés semanas) e o0s niveis séricos dela refletem a
disponibilidade de colecalciferol e de ergosterol a partir da pele e da dieta,
respectivamente. Os valores de referéncia recomendados pela SBPC/ML e pela
SBEM sao maiores que 20 ng/mL para individuos saudaveis n&o idosos e entre 30 e
60 ng/mL para individuos pertencentes a grupos de risco, como idosos, gestantes,
lactantes, pessoas com doengas osteometabdlicas, como hiperparatireoidismo,
doenga renal crénica, sindromes de ma absorgdo (SACN, 2016; FERREIRA et al.,
2018).

No entanto, ainda ndo ha consenso sobre essa padronizagao, pois 0 uso
de diferentes metodologias pode resultar em valores ndo comparaveis entre ensaios
devido a deteccdo de metabdlitos estruturalmente semelhantes e de outros
confundidores. Outros autores, inclusive em estudos com pacientes com anemia
falciforme, recomendam a seguinte classificagdo: valores abaixo de 20 ng/mL
representam deficiéncia de vitamina D, entre 20 e 29 ng/mL correspondem a
insuficiéncia e a partir de 30 ng/mL, suficiéncia. Alguns especialistas recomendam a
adocao de referéncias de acordo com o tipo de teste usado (HOLICK, 2009; SADAT-
ALl et al., 2011; BINKLEY, CARTER, 2017).

O processo de ativagdo da vitamina D € controlado pelos niveis de

paratormonio intacto (PTHi) e de fator de crescimento de fibroblastos (FGF-23), além



23

da propria concentragao de vitamina D ativa. PTHi, FGF-23 e 1,25-dihidroxivitamina
D atuam sobre a expressao da 1-a hidroxilase e da CYP24A1. O primeiro aumenta a
expresséao renal da CYP27B1 e reduz a expressao da CYP24A1, enquanto o segundo
e o terceiro reduzem a expressdao da CYP27B1 e aumentam a CYP24A1
(EDMONSTON, WOLF, 2020).

1.4.2 PTHi e FGF23

O PTH é um hormdnio peptidico que contribui para a manutencédo da
homeostase mineral e € produzido pelas glandulas paratireoides. A transcricao
genética dele é estimulada por hipocalcemia, hiperfosfatemia, uremia e inibida pelo
calcitriol. Nas membranas das células paratireoides, ha receptores sensores de calcio
ibnico (CaSR), os quais sao acoplados a proteina G com sete dominios
transmembrana e sdo responsaveis por modular a liberacdo de PTHi de acordo com
0s niveis séricos do ion. Esses receptores também estdo presentes nos ossos e no
intestino. A hiperfosfatemia também controla os niveis séricos de PTHi por estimular
a liberagdo do horménio ao inibir o CaSR (ABATE, CLARKE, 2017; PORTALES-
CASTILLO, SIMIC, 2022).

Com a deteccdo de baixas concentracbes séricas de calcio, ocorre o
estimulo para a sintese de um pré-pré-horménio com 115 aminoacidos. A produgao
da forma ativa do PTH da-se pela clivagem da porgéo inicial de 25 aminoacidos no
reticulo endoplasmatico, seguida pela remogdo dos aminoacidos 1 a 6 do pro-
horménio restante no complexo de Golgi. A forma ativa, também chamada de intacta,
possui 84 aminoacidos e é armazenada em vesiculas secretérias citosoélicas. O PTHi
pode sofrer clivagem intracelular, com liberacdo da porgao carboxi-terminal inativa
para a circulagdo como regulador da agdo do horménio (HABENER et al., 1979;
PORTALES-CASTILLO, SIMIC, 2022).

Nos ossos, o PTHi estimula a liberagdo de calcio e de fésforo, enquanto
nos rins reduz a expresséo dos cotransportadores de sodio e fosfato Il (NaPi-ll) na
membrana apical das células do tubulo contorcido proximal, elevando a fosfaturia, e
aumenta a expressao do cotransportador de sédio e calcio no tubulo contorcido distal,
facilitando a reabsorcao. O horménio é rapidamente metabolizado e excretado pelo
figado e pelos rins (JACQUILLET, UNWIN, 2018; UNDERLAND, MARKOWITZ,
GENSURE, 2020).
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O hiperparatireoidismo é um disturbio enddcrino relativamente comum
(SHINDO et al., 2016; YUEN, 2016). Pode ser classificado como primario, secundario
ou terciario. No primeiro, ha hipersecre¢cdo glandular causada por doengca nas
glandulas paratireoides (por exemplo, presenga de tumores). O secundario ocorre
quando a producdo de PTHi é elevada em resposta a disturbios metabdlicos, como a
hipocalcemia causada pela retencéo de fésforo e diminuigcado da ativagao de vitamina
D na doenga renal crénica (DRC). Ja o hiperparatireoidismo terciario apresenta-se
com uma elevacgao tanto do PTHi como da calcemia (JAMAL, MILLER, 2013; YUEN,
2016). Este tipo de complicagdo ja foi descrito em pacientes com AF
(KRISHNAMOORTHY et al., 2006; GARADAH et al., 2016).

O hipoparatireoidismo € menos comum, sendo caracterizado pela presenca
de hipocalcemia em conjunto com niveis de PTHi baixos ou normais, porém
inapropriados em relagdo a calcemia. Assim como o hiperparatireoidismo, também
pode ser classificado em primario, relacionado a alterag¢des intrinsecas as glandulas
paratireoides, ou secundario/adquirido, o qual € mais comum e esta associado a
disfungéo renal, exposi¢cado a radiagdo ionizante, sobrecarga de ferro ou de cobre
(CLARKE et al., 2016; BILEZIKIAN, 2020).

O FGF-23 é uma proteina de 32 kDa contendo 251 aminoacidos. Foi
descoberto em 2003 como fator associado a fisiopatologia do raquitismo
hipofosfatémico e da osteomalacia oncogénica. E produzido por osteoblastos e
ostedcitos, podendo ser secretado na forma intacta (FGF23i), responsavel pela
atividade biologica, e na forma clivada, com um dos fragmentos apresentando
atividade inibitéria. Também faz parte do metabolismo do calcio e do fésforo, atuando
nos rins de forma contraria ao PTHi em relagdo ao calcio, reduzindo a ativagao de
vitamina D, e de forma semelhante em relagdo ao fosforo, estimulando a fosfaturia
(COURBEBAISSE, LANSKE, 2017).

1.4.3 Nefropatia Falciforme e disturbios do metabolismo de calcio e fosforo

Como explicado anteriormente, a nefropatia falciforme caracteriza-se por
hipoperfusdo medular associada a hiperperfusdo regional causada pela resisténcia
vascular sistémica reduzida, o que leva a lesao tubular com aumento da reabsorgao
de fosfatos nos tubulos contorcidos proximais. Episddios intermitentes de vaso-
oclusdo favorecem a ocorréncia de injuria renal aguda (IRA) leve repetidamente e de
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IRA grave, as quais podem levar ao desenvolvimento de DRC, importante fator de
aumento de morbimortalidade entre pacientes com AF (BELISARIO et al., 2019;
LAURENTINO et al., 2019). Estudos mostram a presenga de albuminuria em mais da
metade dos adultos com AF, enquanto a incidéncia de doenga renal avangada
(estagio 3 ou maior) pode chegar a 29% (GUASCH et al., 2006). Em estudo realizado
nos Estados Unidos, foi feito o acompanhamento de 3764 pacientes adultos com
doenca falciforme durante 10 anos e verificou-se que 18% das mortes deviam-se a
faléncia organica crénica, predominantemente renal (PLATT et al., 1994).

Concentragbes de hemoglobina livre cronicamente elevadas no lumen dos
tubulos contorcidos proximais reduzem captagao da proteina de ligagéo a vitamina D
pelas células tubulares e aumentam a transcricdo de RNA mensageiro de 1-a
hidroxilase. Em modelo murino, ha diminuicdo da razao calcitriol/calcidiol indicando
reducdo dos niveis de vitamina D ativa circulantes. Desta forma, a nefropatia
falciforme favorece a ocorréncia de disturbios no metabolismo do calcio e do fésforo,
0s quais podem contribuir para o surgimento de complicagbes 6sseas e renais, que
reduzem a qualidade e a expectativa de vida dos individuos com AF (PLATT et al.,
1994; GLIOZZI et al., 2019; ESKIOCAK, YILMAZ, ILHAN, 2022).

1.4.4 Foésforo

O fosforo € um elemento de extrema importancia para a manutencao de
diversas funcdes celulares: esta presente na estrutura do DNA, de membranas
lipidicas, de moléculas fontes de energia, de segundos mensageiros, entre outros. O
corpo humano utiliza-o na forma de fosfato, o qual pode ser obtido a partir da dieta
nas formas organica ou inorganica. Fosfatos organicos sdo obtidos a partir de fontes
vegetais e animais. Nas plantas, apresentam-se na forma de fitatos com absorc¢éo de
menos de 50% devido a auséncia da enzima fitase nos seres humanos. Também
podem ser obtidos de carnes, peixes e produtos lacteos, exibindo maior
biodisponibilidade. Atualmente, fosfatos inorgénicos sdo usados como aditivos
alimentares para alterar textura, aumentar o tempo de prateleira, dar cor ou melhorar
o sabor dos alimentos. A ingestdo de alimentos contendo aditivos com fosfatos tem
aumentado na dieta ocidental e esta associada a elevagao das concentragdes séricas
do ion (JUPPNER, 2011; VERVLOET et al., 2017; MIRONOV, ATFI, RAZZAQUE,
2022).
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Assim como PTHi, calcitriol e FGF23, os niveis séricos de fosfato também
sao influenciados pelo ritmo circadiano, apresentando os menores valores entre 8 e
10 horas da manha. Ha um aumento constante durante o dia com uma pequena
reducdo no inicio da noite e um pico a meia noite. Apesar da influéncia do ritmo
circadiano, ndo ha evidéncia de que variagcdes nos niveis de fosfato sérico durante o
dia estejam relacionadas a variagdes nos niveis daqueles horménios (LEDERER,
2014; VERVLOET et al., 2017).

Os niveis de fosfato inorgénico sédo regulados pela expressdo dos
cotransportadores NaPi-lla e llc nos tubulos contorcidos proximais dos néfrons
justamedulares e do cotransportador NaPi-lIb no intestino a partir da sinalizagdo do
ion fosfato, do PTHi e do FGF23 (JUPPNER, 2011). No inicio da DRC, a redugéo da
expressao dos cotransportadores renais resultante do aumento dos niveis de FGF-23
e de PTHi possibilita o controle da fosfatemia associada a aumento da fosfaturia.
Quando mais de 70% da funcgao renal € perdida, esse mecanismo nao € suficiente
para controlar a concentragao sérica de fosforo, resultando em hiperfosfatemia. Nesse
quadro, altos niveis de FGF-23 inibem a produgao de vitamina D ativa, o que reduz a
calcemia (figura 3). A hipocalcemia e o efeito da hiperfosfatemia sobre os receptores
sensores de calcio nas glandulas paratireoides resulta em hiperparatireoidismo. Todo
esse processo desequilibra o eixo osso — rim — glandula paratireoide, causando um
disturbio mineral ésseo relacionado a DRC. A fosfatemia proxima ou acima do nivel
superior de referéncia esta associada a maior taxa de mortalidade por eventos
cardiovasculares mesmo em populagdes sadias (JUPPNER, 2011; KETTELER et al.,
2012).
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Figura 3: Envolvimento da vitamina D, do PTHi e do FGF23 na regulagéo dos fosfatos.
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Fonte: Adaptado de Leung, Crook, 2019. PTH: paratorménio. FGF23: fator de crescimento de
fibroblastos 23. NaPi-II: cotransportadores de sddio e fosfato do tipo Il. Legenda: PTH, FGF23 e 1,25-
dihidroxivitamina D participam da regulagdo dos niveis séricos de fosfatos, atuando tanto na produgao
uns dos outros como na expressdo de transportadores de fosfatos. PTH e FGF23 inibem a expresséo
dos cotransportadores NaPi-Il nos rins, elevando a fosfatiria e auxiliando na redugéo do fésforo sérico.
A vitamina D ativa estimula a absorcao intestinal de fosfatos, elevando o fésforo sérico.

Em virtude do importante papel do fésforo na manutencdo das fungdes
organicas, € necessaria a utilizagdo de marcadores que representem bem a
homeostase do mineral. Dentre os mais utilizados estdo o PTHi, o fésforo sérico, o
fésforo em urina de 24 horas, a reabsorc¢éao tubular de fésforo (RTP) e a reabsorgéao
tubular maxima de fésforo (RTMP) (DUBOURG et al., 2022). O P sérico nem sempre
€ um marcador adequado para esta avaliagdo devido a mecanismos como o
anteriormente citado para a DRC em que ha manutengdo dos niveis séricos com
aumento da excregao renal. Assim, a RTP e a RTMP sao opg¢des mais fidedignas e
facilmente obtidas na pratica clinica para realizar este acompanhamento (HONG et
al., 2015).

A concentracéo de fosfato na urina de 24 horas ¢é utilizada para avaliar a
absorgao intestinal do ion, no entanto, € um marcador indireto e impreciso da ingestéo
de P (TAN et al., 2016; TABIBZADEH et al., 2018). A RTP faz uma melhor estimativa
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da capacidade dos rins de excretar o P e ¢ alterada pela ingestdo através da dieta e
pela idade. Em pacientes com DRC nos estagios 2 a 4, esta relacionada a fosfaturia
de 24 horas e aos niveis de calcitriol e PTHi (TABIBZADEH et al., 2018).

A RTMP relaciona-se mais a capacidade intrinseca dos rins de excretar
fosfatos. Corresponde ao limite inferior tedrico de fosforo sérico abaixo do qual todo o
P é reabsorvido pelos rins. Apresenta correlagdo com os niveis de hemoglobina e é
independente do fésforo proveniente da dieta, dos ossos e das células (TABIBZADEH
et al., 2018; DUBOURG et al., 2022).

1.4.5 Calcio

O caélcio € o mineral mais abundante no corpo humano. Atua como
regulador de diversos processos organicos, como o ciclo celular, a contragao
muscular, o funcionamento do sistema nervoso central, além de ser componente
essencial de ossos e dentes. A concentracdo sérica normal de calcio é
aproximadamente 2,5 mmol/L com 50% ligados a proteinas plasmaticas, destacando-
se a albumina. A concentragdo de calcio ibnico no sangue € de aproximadamente 1,2
mmol/L (BRONNER, 2001; MARTINEZ DE VICTORIA, 2016).

Ap0s a ingestao, o calcio é absorvido por via transcelular no duodeno e por
via paracelular na metade final do intestino delgado, sendo esta a responsavel pela
maior parte da absorg¢ao do ion. Apenas a via transcelular € dependente da vitamina
D ativa, sendo regulada positivamente em casos de dieta pobre em calcio. O calcitriol
também regula liberagdo de calcio para o sangue. Em condigdes normais, apenas o
calcio nao ligado a proteinas plasmaticas é livremente filtrado nos rins, sendo a maior
parte reabsorvida durante a passagem pelos tubulos renais. Nos tubulos contorcidos
proximais, ha absor¢cdo passiva por via paracelular de 70% do calcio idnico. Outros
20% voltam pela al¢ca de Henle ascendente em processo controlado pelo PTHi e pelos
receptores sensores de calcio. Estes também regulam a absorg¢do de 8% do calcio
idnico filtrado através do aumento da expressao de transportadores conhecidos como
receptor de potencial transiente do tipo vaniloide subtipo 5 (TRPVS5) nos tubulos
contorcidos distais (BRONNER, 2001; LEMOINE et al., 2022).

A AF apresenta diversas complicagdes que interferem na qualidade e na
expectativa de vida dos portadores dela. Complicagdes graves, como insuficiéncia
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renal e disturbios minerais 6sseos, sdo consequéncia da fisiopatologia da doenca e
ocorrem com frequéncia nessa populagao, elevando os gastos com saude.
Considerando a importancia do metabolismo mineral para o funcionamento
normal das fung¢des organicas, as alteragbes fisioldgicas associadas a anemia
falciforme e o impacto delas sobre a morbimortalidade nesses pacientes, € importante
compreender como marcadores do metabolismo do calcio e do fésforo se apresentam
na doenga e qual o envolvimento deles com fatores relacionados a gravidade, a

complicacdes e ao tratamento da AF.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a relacdo de marcadores do metabolismo mineral 6sseo com
parametros associados a gravidade, a fungéo renal, a inflamacgao e ao tratamento com

hidroxiureia em pacientes com anemia falciforme.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar o perfil de marcadores do metabolismo mineral 6sseo em
pacientes com anemia falciforme;

- Comparar o perfil de marcadores do metabolismo mineral 6sseo em
pacientes com anemia falciforme com o do grupo controle;

- Correlacionar marcadores do metabolismo mineral &ésseo com
biomarcadores de hemdlise, inflamacgao e fungao renal nos pacientes com AF;

- Associar marcadores do metabolismo mineral é6sseo com a presenca e a
frequéncia de crises dolorosas graves, com o uso e o tempo de tratamento com HU,

com o grau de anemia e com a porcentagem de HbF em pacientes com AF.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideragoes éticas

O presente estudo foi elaborado e executado de acordo com as diretrizes
e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude (Resolugédo 466/2012) e foi aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) sob o parecer de
numero 4.424.203. Todos os participantes, que concordaram em ser incluidos na
pesquisa apos explicagao, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

3.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal e analitico incluindo pacientes com
anemia falciforme em acompanhamento no Ambulatorio de Hemoglobinopatias do
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE) e no Ambulatério de

Anemias do HUWC em Fortaleza, Ceara entre fevereiro e outubro de 2021.

3.3 Local do estudo

As analises foram realizadas no Laboratério de Hemoglobinopatias e
Genética de Doengas Hematologicas do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas da Universidade Federal do Ceara (UFC) em parceria com o Laboratorio
de Bioprospecg¢ado Farmacéutica e Bioquimica Clinica (LBFBC) e com o Laboratorio
de Analises Clinicas e Toxicoloégicas (LACT) da UFC.

3.4 Casuistica

Durante a pesquisa, os pacientes do Ambulatério de Anemias do HUWC
foram transferidos para o Ambulatério de Hemoglobinopatias do HEMOCE. Assim, a
maioria dos pacientes incluidos no presente estudo foi proveniente do ambulatério do
HEMOCE e apenas um do HUWC. No referido ambulatério, encontravam-se em
atendimento um total de 179 pacientes com AF, sendo incluidos no estudo, por meio
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de amostragem por conveniéncia, 88 pacientes adultos, de ambos os sexos, com
diagnostico clinico e laboratorial de AF. Como grupo controle, foram incluidos 31
voluntarios saudaveis doadores de sangue do HEMOCE. Os pacientes com AF foram
estratificados das seguintes formas:

- De acordo com o grau de anemia: anemia leve (Hb = 8 g/dL) e anemia moderada ou
grave (Hb < 8 g/dL) (ABAN et al., 2017);

- De acordo com o nivel de hemoglobina fetal: HbF > 10% e HbF < 10% (MOREIRA
et al., 2015);

- De acordo com o uso ou n&o de HU;

- De acordo com o tempo de uso de HU: < 4 anos ou = 4 anos (adaptado de
LAURENTINO et al., 2018).

- De acordo com numero de crises vaso-oclusivas graves (que necessitaram de
hospitalizagao) no ultimo ano: dor esporadica (< 3 crises por ano) e dor frequente (=
3 crises por ano) (DARBARI et al., 2012);

- De acordo com os niveis de 25-hidroxivitamina D: < 20 ng/mL como deficiéncia, 20
a 29 ng/mL como insuficiéncia e = 30 ng/mL como suficiéncia (HOLLICK, 2009).

3.5 Selegao da amostra

3.5.1 Critérios de inclusao ao grupo com AF

Pacientes adultos (a partir de 18 anos) com diagnostico de AF confirmado
por eletroforese de hemoglobina e/ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), em acompanhamento nos ambulatérios incluidos no estudo e que se
apresentaram para coleta de material biologico para exames de rotina em consulta de
acompanhamento da evolugcao da doenca.

Pacientes em estado estacionario, segundo os critérios de Ballas (2012):
auséncia de crises vaso-oclusivas graves e de quadro infeccioso ou inflamatoério nas
quatro semanas anteriores a inclusdo no estudo, auséncia de admiss&o hospitalar nos
2-3 dias anteriores, auséncia de transfusao sanguinea nos quatro meses precedentes,
auséncia de tratamentos com medicamentos que pudessem alterar as contagens

sanguineas nas trés semanas anteriores.

3.5.2 Critérios de néao inclusdo no grupo com AF
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Pacientes gestantes, com doenga renal ou hepatica, em uso de
suplementacao de vitamina D ou de calcio.

3.5.3 Critérios de inclusao ao grupo controle

Individuos adultos, de ambos os sexos, que se apresentaram de forma
espontanea para doar sangue no HEMOCE.

3.5.4 Critérios de nao inclusao ao grupo controle

Individuos hipertensos moderados/graves, diabéticos, em uso de
suplementacéao de calcio ou de vitamina D.

3.6 Coleta de dados e de amostras

Aqueles com perfil condizente com os critérios de inclusdo foram
convidados a participar do estudo e assinaram o TCLE apds receberem todas as
informacodes e orientacdes pertinentes.

Para o grupo com AF, as amostras biolégicas foram obtidas no mesmo
momento da coleta de sangue para exames de rotina. Inicialmente, o paciente foi
informado, em linguagem acessivel, sobre o projeto de pesquisa, assim como sobre
0s possiveis riscos e beneficios. Apds a permissao por parte do paciente em participar
da pesquisa, foi aplicado o TCLE. O mesmo procedimento foi realizado com os
doadores de sangue, que foram abordados na sala de espera para a coleta. As
amostras de sangue foram obtidas com auxilio das equipes dos setores de coleta de
sangue.

Foram coletadas uma amostra de 4 mL de sangue total em tubo com EDTA,
uma amostra de 3,5 mL de soro em tubo com gel separador e uma amostra de 10 mL
de urina recente em coletor entre 7 e 11 horas da manha, as quais foram armazenadas
em isopor com gelo para transporte até o laboratério de pesquisa, onde foram
processadas e armazenadas em freezer a -80°C até o momento das analises. Dados
demograficos e clinicos dos pacientes (idade, sexo, peso, altura, uso e tempo de uso
de HU, ocorréncia e frequéncia de crises vaso-oclusivas graves) foram obtidos nos
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prontuarios e em entrevistas com os pacientes com uso de formulario de coleta. Dados
laboratoriais dos mesmos (contagem de reticulécitos, LDH, bilirrubina indireta, AST e
hemoglobina fetal) foram obtidos a partir dos registros em prontuarios. Para os
pacientes que n&o possuiam exames (contagem de reticulocitos, LDH, bilirrubina
indireta, AST e hemoglobina fetal) do mesmo dia da coleta do estudo, foram coletados
resultados obtidos cinco dias antes ou depois do ingresso no estudo e com registro
em prontuario. Dados demograficos do grupo controle também foram obtidos a partir

de entrevistas com os participantes, com registro em formulario préprio.

3.7 Avaliagao laboratorial

3.7.1 Avaliagao do status da vitamina D

Os niveis de 25(0OH)D foram determinados em soro pelo método de ensaio
de fluorescéncia ligado a enzima (ELFA) (kit comercial VIDAS® 25 OH Vitamina D
Total — Biomérieux) de acordo com as orientagdes do fabricante, com medigao da

fluorescéncia a 450 nm e conversao dos resultados para concentracdo em ng/mL.

3.7.2 Avaliagao dos niveis de PTHi

Os niveis de PTHi foram determinados em soro por
eletroquimioluminescéncia (Modular Analytics E170, Roche, Mannheim, Alemanha)
com resultados em pg/mL. Considerou-se 15 — 65 pg/mL como intervalo de referéncia.

3.7.3 Avaliagao da funcéo renal

Para as analises de creatinina urinaria, albuminuria e proteinuria foram
utilizadas amostras de urina recente.
- Creatinina urinaria: Determinada pela formagdo de complexo de cor vermelha
quando a creatinina reage com picrato em meio alcalino — reagao de Jaffé - analisada
por espectrometria (Cobas C111, Roche®).
- Albuminuria: Determinada pelo método de imunoturbidimetria automatizado (Cobas
C111, Roche®). Os resultados foram normalizados pela creatinina urinaria.
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- Proteinuria: Determinada pelo método vermelho de pirogalol (Sensiprot - Labtest®)
e analisada por espectrometria. Os resultados foram normalizados pela creatinina

urinaria.

3.7.4 Avaliagao de outros marcadores séricos e urinarios

Para as analises de calcio e fésforo urinarios, foram utilizadas amostras de
urina recente, enquanto para analise de albumina sérica, calcio total, foésforo sérico e
creatinina sérica foram utilizadas amostras de soro.
- Albumina sérica: Determinada pelo método colorimétrico com verde de bromocresol
(kit comercial da Bioclin - Quibasa®).
- Célcio total e urinario: Determinados pelo método colorimétrico de ponto final —
Arsenazo lll (kit comercial da Bioclin — Quibasa®). Os resultados de calcio urinario
foram normalizados pela creatinina urinaria. Os valores de calcio total foram corrigidos
para aqueles com albumina sérica < 4 g/dL de acordo com a formula (PAYNE et al.,
1973):

Calcio corrigido = calcio total + [0,8 x (4 — albumina sérica)]

- Fosforo sérico e urinario: Determinados por método colorimétrico (kit comercial da
Bioclin — Quibasa®). Os resultados de fosforo urinario foram normalizados pela
creatinina urinaria. Para avaliar a excrecao renal de fosforo, os resultados de fésforo
sérico e urinario foram transformados em valores de reabsorcao tubular de fésforo

(RTP), expressos em porcentagem de acordo com a formula (RAJ et al., 2014):

RTP (%) _ [1 . (fésforo urinério) / (creatinina urinéria)] x 100

fésforo sérico creatinina sérica

Calculou-se também os valores de reabsorg&o tubular maxima de fésforo (RTMP),
expressos mg/dL de acordo com a férmula (DUBOURG et al., 2022):

RTMP (mg/dL) ={0,3 x RTP/[1 — (0,8 x RTP)]} x fésforo sérico
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- Creatinina sérica: Determinada pelo método enzimatico colorimétrico (kit comercial
da Bioclin - Quibasa®). Para o calculo da taxa de filtragdo glomerular estimada, foi
utilizada a equagao CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration)
sem ajuste para raga por ser o método mais adequado para estimar o valor individuos
com doencga falciforme (ARLET et al., 2012). Os valores foram expressos em
mL/min/1,73 mZ.

Homens:

o -1,209 .
TFGe (mL/min/1,73 m?) = 141 x min (*=,1)" x max(5,1) "~ x 0,993%ade

Mulheres:

o -1,209 .
TFGe (mL/min/1,73 m?) = 141 x min (%-,1)" x max(37,1) "~ x 0993744 x 1,018

onde SCr é o valor da creatinina sérica, k = 0,7 e a = -0,329 para mulheres e k = 0,9
e a = - 0,411 para homens, min (SCr/k, 1) € o menor valor entre SCr/k e 1, enquanto
max (SCr/k, 1) &€ o maior valor entre eles.

- Proteina C Reativa (PCR): Determinada por método imunoturbidimétrico (kit
comercial da Bioclin — Quibasa®) com resultados expressos em mg/L.

3.7.5 Avaliagao de marcadores hematolégicos

Os dados hematoldgicos foram obtidos a partir dos hemogramas utilizando

os analisadores Minray BC-5000 e Sysmex KX-21N.
3.8 Andlise estatistica

Os dados foram coletados e organizados em planilha no programa Microsoft® Excel
(2019). A analise estatistica foi feita no programa GraphPad Prism versédo 6.0. As
variaveis foram apresentadas como média, desvio padrdo, mediana, frequéncia
absoluta e porcentagem. Para a verificar a existéncia de interagao entre as variaveis
qualitativas, foram utilizados teste qui-quadrado e teste exato de Fisher. A
normalidade das variaveis quantitativas foi verificada por meio do teste de Shapiro-
Wilk. Para comparacgdes entre dois e trés grupos, foram adotados teste de Mann-
Whitney e teste de Kruskal-Wallis com pods-teste de Dunn, respectivamente. A
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correlacao entre os marcadores clinicos foi verificada com o calculo do coeficiente de

Spearman (p). O nivel de significancia adotado no presente estudo foi p < 0,05.
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4 RESULTADOS

Os pacientes com AF apresentaram uma idade média de 33 anos, variando
de 18 a 74 anos, com 55% sendo do sexo feminino. Observou-se que possuiam peso,
altura e IMC significativamente menores em comparagdo ao grupo controle. Em
relacdo as variaveis laboratoriais, observou-se aumento estatisticamente significativo
da contagem de leucdcitos, de linfocitos e de mondcitos. A PCR estava, em média,
duas vezes mais alta em comparagdo com os controles, enquanto albuminuria teve
elevacdo de mais de 20 vezes. Também se apresentaram significativamente
aumentados TFGe, fosforo sérico e RTMP. Houve redugédo de hemoglobina, creatinina
sérica, calcio sérico total e corrigido, calciuria e 25(OH)D. Nao se verificou diferenca
significativa em contagem de neutrdéfilos, PTHi, RTP e fosfaturia (Tabela 1).

Tabela 1: Dados demograficos e laboratoriais dos pacientes com AF e do grupo
controle.

AF (n =88) Controle (n = 31) p
Variaveis demograficas
Idade (anos) 33+12(29) 33+13(29) 0,698
Sexo (feminino) 48 (55%) 16 (52%) 0,778
Peso (kg) 57 + 11 (54) 74 £13 (72) <0,001*
Altura (m) 1,62 + 0,10 (1,60) 1,67 £ 0,11 (1,65) 0,014*
IMC (kg/m?) 21,83 £ 3,36 (21,21) 26,68 + 4,83 (26,72) <0,0001*
Variaveis laboratoriais
Hemoglobina (g/dL) 8,87 + 1,72 (8,95) 13,86 + 1,31 (13,7) <0,001*
Leucdcitos (/mm?3) 8375 + 3118 (7874) 6866 + 2331 (6660) 0,036*
Neutrofilos (/mm?3) 4139 £ 2230 (3570) 4169 * 1543 (4065) 0,402
Linfocitos (/mm?) 3320 £ 1220 (3055) 2215 + 716,6 (2045) <0,0001*
Mondcitos (/mm?3) 678 + 420 (580) 418 + 150,4 (395) 0,008*
PCR (mg/L) 8,77 £ 9,97 (5,64) 3,95+ 0,16 (3,91) < 0,0001*
Creatinina sérica (mg/dL) 0,54 + 0,26 (0,50) 0,63 + 0,19 (0,60) 0,0003*
Albuminuria (mg/g-Cr) 197,50 + 272,40 9,67 +£7,12 (7,33) <0,0001*
(95,41)

Proteinuria (mg/g-Cr) 307,4 £ 401,4 (162,5) 116,3 + 184,1 (64,38) < 0,0001*
TFGe (mL/min/1,73m?) 136,9 + 25,14 (135,8) 123,9 £ 14,93 (123,8) 0,0001*
Calcio total (mg/dL) 8,27 £ 0,79 (8,20) 10,42 £+ 0,67 (10,30) <0,001*
Calcio corrigido (mg/dL) 8,32 £ 0,77 (8,30) 10,42 £+ 0,67 (10,30) <0,001*
Fosforo sérico (mg/dL) 3,86 + 0,94 (3,70) 3,46 £ 0,72 (3,40) 0,025*
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Tabela 1: Dados demograficos e laboratoriais dos pacientes com AF e do grupo
controle — Conclusé&o

AF (n = 88) Controle (n = 31) p
Calcidria (mg/g-Cr) 57 1+ 54 (48) 124 £ 62 (123) <0,001*
Fosfaturia (mg/g-Cr) 276 £ 133 (280) 265 £ 140 (246) 0,782
RTP (%) 96,27 + 2,42 (96,68) 95 + 3,24 (95,28) 0,053
RTMP (mg/dL) 3,596 + 1,21 (3,53) 3,21 £ 0,53 (3,29) 0,017*
PTHi (pg/mL) 36 £ 19 (32) 45 + 25 (44) 0,151
25(0OH)D (ng/mL) 25+ 11 (22) 30 £ 9 (30) 0,013*

Dados apresentados como média + desvio-padrdo (mediana) ou frequéncia absoluta (porcentagem).

Teste de Mann-Whitney e teste qui-quadrado. *p < 0,05.

Dentre os pacientes, 7 (7,96%) apresentaram niveis elevados de PTHi e,
em 5 deles, estavam associados a valores reduzidos de 25(OH)D. Além disso, 5
(5,7%) apresentaram quadro laboratorial de hipoparatireoidismo, com hipocalcemia (<
8,8 mg/dL) associada a hiperfosfatemia (= 4,5 mg/dL) e a niveis de PTHi dentro ou
abaixo do intervalo de referéncia. Observou-se 30 (34,1%) pacientes com deficiéncia
de vitamina D, 26 (29,5%) com insuficiéncia e 29 (33%) com niveis normais. A
hiperfosfatemia estava presente em 15 (17,1%) pacientes.

Na tabela 2, sdo apresentados resultados de marcadores relacionados ao
grau de hemodlise, ao uso de hidroxiureia e a crises vaso-oclusivas. Todos os
marcadores de gravidade (LDH, contagem de reticuldcitos, bilirrubina indireta, AST)
apresentaram-se acima dos valores de referéncia. A maioria dos pacientes (86%)
utilizava HU, predominando o uso por quatro anos ou mais (69%). Além disso, 44%
deles apresentaram crises vaso-oclusivas graves no ano anterior, com predominio de

crises esporadicas (74%).
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Tabela 2: Marcadores laboratoriais associados a hemodlise, uso de hidroxiureia e

crises vaso-oclusivas em pacientes com AF.

AF (n =88)
Variaveis laboratoriais
Reticulocitos (/mm?) 225,727 £ 76,671
(214,100)

LDH (U/L) 445 £ 217 (396)
Bilirrubina indireta (mg/dL) 2.09+1.42 (1.83)
HbF (%) 13,69 + 7,66 (14,1)
AST (U/L) 40,86 + 17,23 (36)

Variaveis clinicas
Uso de hidroxiureia
Tempo de uso de hidroxiureia
<4 anos
=4 anos
Apresentaram crises vaso-oclusivas graves no ultimo ano
Frequéncia de crises vaso-oclusivas graves no ultimo ano
Dor esporadica
Dor frequente

76 (86%)

15 (17%)
59 (69%)
38 (44%)

28 (74%)
10 (26%)

Dados apresentados como media + desvio-padrao (mediana) e frequéncia absoluta (porcentagem).

Em seguida, foi realizada uma analise de correlagdo para compreender como

os marcadores do metabolismo mineral relacionam-se com variaveis para avaliagao

do grau de hemolise, da inflamacg&o e da fungao renal (tabela 3). Em relagdo aos

marcadores de hemdlise, houve correlacdo fraca com diversos indicadores do

metabolismo mineral, destacando-se o fésforo sérico e os marcadores de reabsorgéo

renal de P. Nao se observou correlagdo com os niveis de PTHi.

Variaveis relacionadas a inflamacgao também apresentaram correlagdo com

marcadores do metabolismo do calcio e do fésforo, destacando-se o fésforo sérico, a

RTP e a RTMP. Nao houve correlagédo de nenhuma dessas variaveis com PTHi e 25-

hidroxivitamina D. Por fim, foram observadas correlacdes de fracas a fortes com

marcadores convencionais de funcao renal para todos, exceto a 25-hidroxivitamina D.
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Devido ao destaque dos marcadores do metabolismo do fésforo na analise
anterior, foram feitas analises de correlagcdo deles com os outros parametros do
metabolismo mineral (grafico 1). N&do houve correlagdo com PTHi e 25(0OH)D,
enquanto a RTMP apresentou forte correlagdo com o fésforo sérico (r=0,9, p <0,001).

Grafico 1: Correlacdo entre os marcadores do metabolismo mineral 6sseo (p:
correlagdo de Spearman, p < 0,05). A) Fésforo sérico e RTP; B) Calciuria e RTP; C)
Fosforo sérico e RTMP; D) Calcio total e fosforo sérico; E) Calcio total e fosfaturia; F)

Calciuria e fosfaturia.
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Por fim, analisaram-se as relacdes de fosforo sérico, fosfaturia, RTP e RTMP
com o uso de HU, com o tempo de uso de HU, com a ocorréncia de crises vaso-
oclusivas graves e com a frequéncia dessas crises. Verificou-se que o uso de HU
contribuiu para a redugédo do fosforo sérico (mediana: 3,60 mg/dL com HU x 3,95
mg/dL sem HU x 3,40 mg/dL dos controles), da RTP (mediana: 96,14% com HU x
98,04% sem HU x 95,28% dos controles) e da RTMP (mediana: 4,43 mg/dL com HU
x 5,21 mg/dL sem HU x 4,20 mg/dL dos controles) (grafico 2). Um periodo mais longo
de tratamento com o medicamento ndo estava relacionado a altera¢des significativas

dos marcadores avaliados (grafico 3).

Grafico 2: Relagdo dos marcadores relacionados ao metabolismo do fosforo entre
pacientes com AF e controles considerando o uso de HU (teste de Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn, p < 0,05). A) Fosfaturia; B) Fésforo sérico; C) RTP; D) RTMP.
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Grafico 3: Relagdo dos marcadores relacionados ao metabolismo do fosforo entre
pacientes com AF e controles considerando o tempo de uso de HU (teste de Kruskal-
Wallis com pos-teste de Dunn, p < 0,05). A) Fosfaturia; B) Fosforo sérico; C) RTP; D)
RTMP.
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Em relagdo a ocorréncia de crises dolorosas graves, houve diferenca
significativa apenas em relagdo a RTMP (mediana: 4,63 mg/dL naqueles sem crises
x 4,42 mg/dL naqueles com crises x 4,20 mg/dL nos controles) (grafico 4). Nao foram
observadas alteragcées dos marcadores quando se considerou a frequéncia de crises
graves (grafico 5).



Grafico 4: Relacdo dos marcadores relacionados ao metabolismo do fésforo entre
pacientes com AF e controles considerando a ocorréncia de crises dolorosas graves
no ultimo ano (teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn, p < 0,05). A) Fosfaturia;
B) Fosforo sérico; C) RTP; D) RTMP.
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Grafico 5: Relagdo dos marcadores relacionados ao metabolismo do fosforo entre
pacientes com AF e controles considerando a frequéncia de crises dolorosas graves
no ultimo ano (teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn, p <0,05). A) Fosfaturia;
B) Fésforo sérico; C) RTP; D) RTMP.
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Como o uso de HU impactou o metabolismo do fosforo, verificou-se a
variagcdo desses marcadores em relagdo ao grau de anemia e a porcentagem de
hemoglobina fetal. No grupo com anemia leve, houve reducédo de fosforo sérico
(mediana: 4,0 mg/dL na anemia moderada/grave x 3,60 mg/dL na anemia leve x 3,40
mg/dL nos controles) e de RTMP (mediana: 4,98 mg/dL na anemia moderada/grave x

4,42 mg/dL na anemia leve x 4,20mg/dL nos controles) (grafico 6).
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Grafico 6: Relagdo dos marcadores relacionados ao metabolismo do fosforo entre
pacientes com AF e controles considerando o grau de anemia (anemia leve: Hb = 8
g/dL, anemia moderada ou grave: Hb < 8 g/dL; teste de Kruskal-Wallis com pés-teste
de Dunn, p < 0,05). A) Fosfaturia; B) Fosforo sérico; C) RTP; D) RTMP.
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Apenas 12 pacientes n&o utilizavam HU, e n&o se observou diferenga nas
porcentagens de HbF entre eles e os que utilizavam o medicamento (14,28% + 7,6
(14,5%) vs 10,02% + 7,35 (9,7%); p = 0,064). Entretanto, ao comparar os marcadores
do metabolismo de fésforo considerando um corte no valor de HbF em 10%, observou-
se uma redugao significativa tanto do fosforo sérico (4,10 mg/dL para HbF < 10% x
3,60 mg/dL para HbF > 10% x 3,40 mg/dL nos controles) como da RTP (97,66% para
HbF < 10% x 96,14% para HbF > 10% x 95,28% nos controles) e da RTMP (5,23
mg/dL para HbF < 10% x 4,30 mg/dL para HbF > 10% x 4,20 mg/dL nos controles)
(grafico 7).
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Grafico 7: Relagdo dos marcadores relacionados ao metabolismo do fosforo entre
pacientes com AF e controles considerando a concentracdo de hemoglobina fetal
(teste de Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn, p < 0,05). A) Fosfaturia; B) Fosforo
sérico; C) RTP; D) RTMP.
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5 DISCUSSAO

Os pacientes com AF incluidos neste estudo apresentaram IMC reduzido
em comparagdo com o grupo controle, mesmo com ambos os grupos possuindo o
mesmo perfil de idade e sexo. A anemia falciforme €& caracterizada por uma maior
demanda nutricional devido ao gasto metabdlico elevado e ao apetite reduzido
(HYACINTH, ADEKEYE, YILGWAN, 2013).

A inflamacéo crbnica e a taxa de hemdlise elevada induzem um perfil de
hipermetabolismo em uma tentativa do organismo de manter a fungéo cardiaca e a
eritropoese normais. Isso resulta em desvio de nutrientes que deveriam ser utilizados
para o crescimento e a manutencédo de outras fungdes vitais, 0 que pode contribuir
para que os portadores possuam IMC reduzido em relagdo a ndo doentes (HIBBERT
et al., 2006; LAMARRE et al., 2013; GARADAH et al., 2016; ANSA et al., 2022). Em
estudo de 2016, Mandese e colaboradores mostraram que, em criangas com AF, o
IMC e o peso estdo diretamente relacionados ao grau de anemia e, portanto, a
gravidade da doenga.

Esse quadro também favorece a ocorréncia de deficiéncias nutricionais,
como a hipovitaminose D. Os pacientes com AF apresentaram niveis de vitamina D
inferiores aos dos individuos do grupo controle, no entanto, observou-se deficiéncia
da vitamina em apenas 30 (34,1%) deles. A hipovitaminose D é recorrente em estudos
com essa populacdo, que costumam relatar frequéncias elevadas, variando de 56 a
96% (NOLAN et al., 2015). A deficiéncia de 25(OH)D esta associada a ocorréncia de
dor aguda e cronica em criangas com AF, com redug¢ao da frequéncia de dor com a
reposi¢do da vitamina (LEE, LICURSI, MCMAHON, 2015; SOE et al., 2017). Além
disso, adultos com a doenga apresentam maior risco de desenvolver complicacboes
0sseas, como osteomalacia, osteopenia e osteoporose (ESKIOCAK, YILMAZ, ILHAN,
2022).

Por outro lado, 29 (33%) dos pacientes com AF possuiam niveis normais
(entre 30 e 60 ng/mL). Isso pode ser devido a fatores como uma alimentagao de maior
qualidade, maior exposicdo a luz solar por viverem em uma regido bastante
ensolarada, a maioria dos participantes com AF fazia uso de hidroxiureia, que reduz
efeitos deletérios da doencga, incluindo complicagbes renais (BUISON et al., 2004;
LAURIN et al., 2014).
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Houve elevacdo da contagem total de leucocitos, da contagem de linfocitos
e de mondcitos e da PCR em relagao ao grupo controle, mas n&o dos neutrofilos. A
elevacado de marcadores inflamatorios € um achado frequente em pacientes com AF,
e o0s valores encontrados sdo semelhantes aos observados por outros autores em
individuos em uso de HU e estado estacionario (SILVA-PINTO et al., 2013;
SANTIAGO et al., 2021; MOREIRA et al., 2022).

A PCR apresenta-se aumentada na AF mesmo em pacientes em estado
estacionario, com maiores elevacdes durante crises vaso-oclusivas, podendo ser
utilizada como fator de prognadstico nesses casos (AKINLADE et al., 2013). A hemdlise
cronica leva a liberagao de grandes quantidades de hemoglobina e de seus produtos
de degradagéao na circulagdo. A HbS e o grupo heme sdo responsaveis por promover
inflamacgé&o ao ativar hemacias, células endoteliais, neutréfilos e mondcitos, induzindo
a produgado de citocinas pro-inflamatérias, como fator de necrose tumoral (TNF),
interleucinas 1B (IL-1B) e 6 (IL-6), interferons (IFN) tipo | (a e B), quadro esse
intensificado em crises vaso-oclusivas (GBOTOSHO, KAPETANAKI, KATO, 2020;
ALLALI et al., 2022; KARAHAN et al., 2022). Supde-se que a alta frequéncia de uso
de HU nos pacientes do estudo tenha influenciado no perfil encontrado, ja que a
mesma auxilia no controle da hemalise e, consequentemente, da inflamacgao.

Como esperado, os marcadores de funcdo renal apresentaram-se
alterados nos pacientes com AF, com reducédo da creatinina sérica e elevagao da
albuminuria e da TFGe. A ocorréncia de albuminuria e de hiperfiltragcdo glomerular
pode ser o precursor do desenvolvimento de doenga renal crénica em alguns
pacientes (BELISARIO et al., 2019).

N&o houve diferenga significativa nos niveis de PTHi entre os grupos
estudados. No entanto, alguns pacientes com AF apresentaram hiperparatireoidismo
secundario a deficiéncia de vitamina D, quadro ja descrito na doengca (GARADAH et
al., 2016; GOMES, 2016). Pode estar associado a nefropatia falciforme, pois a
exposi¢ao prolongada das células do tubulo contorcido proximal a hemoglobina livre,
presente em altas concentragdes na circulagdo sanguinea, impede a ativagao da
vitamina D ao competir com a proteina de ligagéo da vitamina D pela captagéo tubular
(GLIOZZI et al.,, 2019). Este mecanismo favorece a redugdo da calcemia com
consequente estimulo a liberagdo de PTHi. O hiperparatireoidismo secundario pode
ainda contribuir na fisiopatologia da anemia, pois concentragdes elevadas de PTHIi

induzem o influxo de calcio nas hemacias e aumentam a fragilidade osmdética dessas
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células, podendo torna-las mais propensas a destruicdo (BOGIN et al., 1982;
LAKKAKULA, NERAL, 2019).

Observou-se um quadro laboratorial de hipoparatireoidismo em uma
guantidade pequena de doentes, predominando em homens, o0 que ndo € comumente
descrito na AF. Em pacientes com [-talassemia dependente de transfusido, o
hipoparatireoidismo € um achado mais recorrente e deve-se principalmente a
sobrecarga de ferro resultante de multiplas transfusées ou de terapia de quelagéo
inadequada. Pode também estar presente em pacientes que, no passado,
manifestaram sobrecarga de ferro intensa o suficiente para favorecer o dano as
glandulas paratirecides (ANGELOPOULOS et al.,, 2006). Esta complicacéo,
entretanto, também é observada na [3-talassemia ndo dependente de transfusdo com
ferritina sérica baixa, porém em menor frequéncia (DE SANCTIS et al., 2018).

Os niveis de fosforo sérico foram mais elevados nos pacientes com AF,
apesar de ainda estarem dentro do intervalo de referéncia e de as amostras dos
controles n&o terem sido coletadas em jejum, pois eram doadores de sangue. Nao se
observou diferenga na fosfaturia entre os grupos, enquanto os valores de RTP
mostraram uma inclinag&o a significancia estatistica com valores maiores na AF. Esse
resultado, porém, pode ser uma adaptacdo ao consumo de fosfatos pelos controles,
pois a RTP tende a diminuir para compensar a ingestdo (DUBOURG et al., 2022). No
entanto, ndo houve correlagéo entre fosfaturia e RTP em nenhum dos grupos.

A RTMP apresentou-se aumentada na AF, evidenciando uma redugéo da
capacidade intrinseca dos rins de excretar fosfatos. De Jong, Den Berg e Van Eps
(1978) e Smith e colaboradores (1981), acompanhando 5 e 12 pacientes adultos com
AF, respectivamente, descreveram a ocorréncia de hiperfosfatemia associada a
elevacdo da RTMP e a redugao da calciuria. A hipocalcemia é um achado frequente
nesses pacientes em decorréncia dos mecanismos anteriormente explicados
(ELSHAL et al., 2012; GARADAH et al., 2016; COURBEBAISSE et al, 2016; ANTWI-
BOASIAKO et al., 2019).

A maioria dos pacientes incluidos fazia uso de HU, o que pode ter
impactado no perfil clinico e laboratorial observado. A alta frequéncia do uso de HU
pode dever-se ao fato de o processo de recrutamento para o estudo ter ocorrido
durante a pandemia de COVID-19, quando o Ambulatério de Hemoglobinopatias do
HEMOCE passou a oferecer a modalidade de teleconsultas. Assim, na maioria das
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vezes, apenas aqueles que utilizavam HU e precisavam renovar o estoque do
medicamento iam presencialmente aquele servigo de saude no periodo.

No presente estudo, houve correlagdo dos marcadores do metabolismo
mineral ésseo com diversos parametros relacionados a hemolise, a inflamacao e a
funcao renal, destacando-se o fosforo, a RTP e a RTMP. A maioria das correlagdes
foram fracas, no entanto, estavam presentes mesmo em uma amostra de pacientes
pequena e com média de idade de 33 anos.

Considerando-se o grau de anemia, houve reducédo da fosfatemia e da
RTMP naqueles com concentragdo de Hb = 8 g/dL. Os niveis séricos de fosforo estao
diretamente relacionados a presenca de anemia leve ou moderada mesmo em
pacientes com fungéo renal normal ou com DRC em estagio inicial. Em individuos com
TFG > 60 ml/min/1,73 m?, valores elevados dentro do intervalo de referéncia estavam
associados a maior risco de anemia (WOJCICKI, 2013). Tran e colaboradores (2016)
verificaram que, em uma populagdo sem DRC, a cada elevagado de 0,5 mg/dL do
fosforo sérico, a chance de apresentar anemia moderada (< 11 g/dL) aumentava em
16%. Dentre os mecanismos sugeridos estdo o estimulo do fosforo a producéo de
toxinas urémicas, que inibem a eritropoese (KOVESDY et al., 2011) e a calcificagéo
de artérias renais resultando em deficiéncia de eritropoetina (KUROO, 2014).
Juntamente com alteragdes inerentes a AF, estes fatores podem estar contribuindo
na fisiopatologia da doenga.

Em criangas com DF, observou-se niveis elevados de fosforo sérico e de
reabsorc¢édo tubular de P, mesmo com niveis de FGF23 intacto acima do limite superior
na maioria dos pacientes (RAJ et al., 2014). Ja em adultos com DF, tem-se observado
apenas a elevagao do FGF23 clivado (FGF23c), o qual compete com o FGF-23i pelos
sitios de ligacdo do complexo receptor de FGF (FGFR) - klotho nos tubulos
contorcidos proximais. Com isso, ha supressao da sinalizagdo do horménio ativo com
reducdo da atividade fosfaturica. Nesses estudos, o FGF23i ndo parece estar
relacionado a alteragdes no metabolismo mineral ésseo nem na fungédo renal. Além
disso, mesmo com a elevacédo do FGF23c, os niveis de fésforo sérico permaneceram
inalterados em relagéo aos controles (COURBEBAISSE et al., 2016; AGORO et al.,
2018; VAN VUREN et al., 2020).

No estudo de Raj e colaboradores (2014), houve correlagdo positiva do
fésforo sérico com a LDH, semelhante ao encontrado no presente estudo. A enzima &

o marcador mais proximamente relacionado ao grau de hemolise intravascular e uma
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elevacgao de 100 U/L aumenta o risco de evolugao da nefropatia falciforme para a DRC
estagio Il (ROGER et al, 2021).

Observou-se correlagdo das contagens de leucécitos, neutrofilos,
mondcitos e linfocitos com o fosforo sérico. Ha evidéncias de que existe correlagéo
entre a fosfatemia e os niveis de marcadores inflamatorios tanto in vitro como em
modelos murinos € em humanos, principalmente na DRC e ndo necessariamente
associados a sinalizacéo por FGF23 (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2009; YAMADA
etal., 2014; SOSA et al., 2020; CZAYA et al., 2022). Entretanto, ndo ha estudos sobre
essa relacao na AF.

N&o houve correlagdo dos niveis de PTHi e de vitamina D nos pacientes
com AF em relagdo a nenhum dos parametros do metabolismo do fésforo avaliados.
Isso provavelmente ocorreu porque, apesar de apresentarem uma tendéncia a
sobrecarga de fosforo, a fosfatemia nesse grupo permaneceu dentro do intervalo de
referéncia para adultos. Entretanto, houve sinais de relagdo com marcadores de
seguimento da doenca.

Nos pacientes com AF, observou-se que o uso de HU alterou
significativamente o metabolismo do fosforo. Um tratamento mais prolongado com HU
apresentou tendéncia a diminuir a RTP e a RTMP. O uso de HU por 4 anos ou mais,
portanto, pode estar contribuindo para elevar a capacidade de excre¢ao renal do
fésforo, intrinsecamente reduzida na AF. Em estudo com o mesmo grupo de pacientes
com AF, Laurentino e colaboradores (2018) verificaram que o uso de HU com doses
maiores que 10 mg/kg/dia e por mais de 50 meses estava associado a redugao da
taxa de hemdlise. Assim, pode-se supor que a HU, ao reduzir a hemdlise, auxilia na
normalizagdo do metabolismo de fosforo.

Avaliando pacientes sem AF, mas com DRC, Hong e colaboradores (2015)
observaram que a RTP se altera mais precocemente do que o PTHi e quase tao rapido
quanto o FGF23i: para a faixa de TFGe entre 75 e 89 mL/min/1,73 m?, 50% dos
pacientes apresentaram excesso de FGF23, 25% tinham valores anormais de RTP e
apenas 12,5% estavam PTHi elevado. Para TFGe entre 45 e 59 mL/min/1,73 m?, as
porcentagens de pacientes com niveis alterados de FGF23 e RTP eram de 60% e
80%, respectivamente. Considerando-se que os pacientes com AF ndo apresentavam
DRC e, ainda assim, apesar da auséncia de alteragdo nos niveis de PTHi, foi
verificada alteracdo dos valores de fésforo sérico, RTP e RTMP em relagdo aos
controles, correlacédo deles com marcadores de acompanhamento da doenca e
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melhora dos resultados naqueles em uso de HU, demonstra-se a importancia de
realizar o acompanhamento do metabolismo do fésforo na AF e de utilizar esses
marcadores.

No presente estudo, mesmo com a casuistica com AF apresentando um
numero pequeno daqueles que ndo usavam HU, houve tendéncia de diferenca na
porcentagem de HbF entre os dois grupos, influenciando também o metabolismo do
fésforo: naqueles com HbF > 10%, houve reducéo de fosforo sérico, RTP e RTMP.
Sabe-se que valores de P sérico proximos ao limite superior de referéncia (4 — 4,5
mg/dL) elevam o risco de surgimento de DRC em individuos com doencgas
cardiovasculares e com TFGe elevada (média de 134 mL/min/1,73m?) (O’'SEAGHDHA
etal., 2011). Ademais, em estudo com pacientes com AF, a HbF mais elevada estava
associada a menores niveis de marcadores de hemodlise (MOREIRA et al., 2015).
Assim, pode-se inferir que o tratamento com HU, ao auxiliar na elevagdo da HbF e no
controle da hemdlise, ajuda a diminuir os niveis séricos e a reabsorgédo de fosforo,
podendo proteger os pacientes com AF de complicagdes associadas a alteragdes do
metabolismo do P.

Portanto, fosforo sérico, RTP e RTMP destacam-se como possiveis
marcadores de monitoramento do metabolismo do fésforo em pacientes com AF.
Estudos com maior casuistica sdo necessarios para avaliar os valores de referéncia
para essa populacao e verificar qual seria o beneficio de realizar o monitoramento
com o fésforo sérico, pois um controle fino dos niveis dele é realizado pelos rins, e
com a RTP devido a suscetibilidade dela a altera¢des na ingestao de fosfatos e a faixa
etaria.

Em 1981, Smith e colaboradores, em seguimento de 12 pacientes com AF
por uma média de 100 meses, mostraram uma maior frequéncia de crises dolorosas
com necessidade de hospitalizagdo em pacientes com hiperfosfatemia. No presente
estudo, essa observacdo nao se repetiu, apesar de a ocorréncia de crises ter
apresentado relagdo com alteracdo da RTMP. Crises mais frequentes ndo estavam
associadas a alteracbes no metabolismo do fésforo. Esses resultados podem ser
devidos ao viés associado ao método de coleta de dados adotado. O registro de
hospitalizagdes em outros servigos era escasso nos prontuarios, e a maioria das
informagdes foi obtida a partir do relato dos pacientes. Portanto, essas nem sempre
estavam de acordo com a realidade, dependendo da memoria de cada um. Além
disso, houve alta frequéncia de relato de crises graves, o que pode ser devido a maior
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dificuldade de acesso aos servicos de saude em 2020, ano anterior a inclusdo dos
pacientes no estudo, prejudicando o controle de crises nao graves.

Algumas das limitagbes do estudo foram: incluiu-se uma quantidade de
participantes aquém do esperado devido a pandemia e ao curto periodo disponivel
para a realizacdo do estudo. A caracteristica transversal do estudo ndo permitiu a
obtengao de dados mais fidedignos sobre complicagdes clinicas nem sobre a ingestéo
de fosfatos pelos participantes. A maioria dos pacientes fazia uso de HU, dificultando
a comparagao com aqueles que ndao usavam o medicamento. O diagnostico de
diabetes mellitus nos pacientes com AF nao foi adotado como critério de ndo incluséo,
0 que pode ter afetado os resultados de albuminuria. Entretanto, a doenga € um
achado raro em pacientes com anemia falciforme (AKINLADE et al., 2018). As
amostras do grupo controle n&o foram obtidas em jejum, o que pode ter impactado os
resultados da RTP na comparacao com os doentes. Nao foi possivel obter amostras
de urina de 24 horas para uma analise mais exata do nivel de fosfaturia. As dosagens
de FGF23 intacto foram realizadas, porém os resultados apresentaram
inconsisténcias que impossibilitaram a inclusdo neste estudo e a repeticdo da analise
nao foi viavel. Os niveis de FGF23 clivado também n&o foram verificados. Assim, ndo
foi possivel compreender a influéncia do FGF23 sobre os marcadores em estudo na
AF. O horménio é considerado o principal regulador da excrec¢ao de fosforo pelos rins
e 0 FGF23c esta frequentemente elevado em doencas falciformes.

Este estudo, no entanto, permitiu observar a relacdo existente entre o
metabolismo mineral e os parametros de monitoramento da doenga, sugerindo novos
possiveis marcadores para monitorizacdo do metabolismo do fésforo na AF e da
gravidade da doenga.
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6 CONCLUSAO

Em comparagdo com o grupo controle, os pacientes com anemia
falciforme apresentaram menores niveis de 25-hidroxivitamina D, de calcio total e
corrigido e de calciuria e maiores valores de fosforo sérico e de RTMP. Ndo houve
diferenca nos niveis de RTP, de fosfaturia e de PTHi.

Houve correlagdo de diversos parametros utilizados para
acompanhamento laboratorial da AF com marcadores do metabolismo mineral
0sseo, destacando-se fosforo sérico, RTP e RTMP, o que demonstra a importancia
do monitoramento do metabolismo do fésforo. Esses marcadores, no entanto, ndo
estavam correlacionados ao PTHi nem a 25(OH)D.

Observou-se reducéao de fosforo sérico, RTP e RTMP naqueles em uso
de hidroxiureia e no grupo com HbF elevada, porém nao foram observadas
alteracbes desses parametros relacionadas ao tempo de uso do HU. Tanto fésforo
sérico como RTMP apresentaram reducdo nos pacientes com anemia leve.
Considerando a ocorréncia de crises dolorosas graves, houve alteragao
significativa apenas da RTMP, o que nao se repetiu na analise quanto a frequéncia
de crises. Este resultado sugere que o fésforo sérico, a RTP e a RTMP podem ser
bons marcadores de monitoramento da gravidade em pacientes com AF.
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GRUPO COM AF

daa

# UNIVERSIDADE
¢ FEDERAL po CEARA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “ESTUDO DO
ENVOLVIMENTO DO STATUS DA VITAMINA D EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME COM
BIOMARCADORES DE HEMOLISE, INFLAMACAO E FUNCAO RENAL”, que tem como objetivo verificar
os niveis de vitamina D no sangue de pacientes diagnosticados com anemia falciforme e associar com exames de
sangue ¢ de urina, avaliando marcadores de hemolise (indicam se ha existéncia de anemia), de fungdo renal
(indicam nivel de alteragdo da funcdo normal dos rins) e de inflamagdo em acompanhamento no Ambulatério de
Hemoglobinopatias do HEMOCE, em Fortaleza-Ceard. A participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera
oportunistica, plenamente voluntaria e consciente. Para tanto, necessitamos que o Sr. (a) autorize a obtengdo de 2
(duas) amostras de sangue periférico (4 mL cada) que serdo coletadas pelo médico hematologista que o acompanha
e de 1 (uma) amostra de urina (10 mL) para que a pesquisa seja realizada. A amostra de sangue sera obtida a partir
de uma perfuragdo na veia do brago. A coleta da urina sera realizada por meio de 1 (um) frasco coletor de urina
estéril que sera fornecido pela equipe desta pesquisa. A coleta das amostras sera realizada no HEMOCE. A
participagdo na pesquisa envolve riscos minimos a sua satde, havendo apenas a possibilidade de dor e formagao de
uma mancha roxa devido a coleta do sangue e um possivel derramamento da urina do tubo no momento da coleta
individual ou transporte. Para evitar isso, as coletas serdo realizadas por equipe treinada para isso, e os frascos de
urina deverdo ser corretamente fechados e transportados em sacos plasticos fechados. As amostras coletadas serdo
transportadas em gelo no isopor até o Laboratorio de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doengas
Hematologicas (LPHGDH) do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara e, apds processadas, serdo
armazenadas no freezer a -80°C para posteriores dosagens de vitamina D e realizagdo de exames laboratoriais
associados a fungdo renal, hemolise e inflamagdo. Também serdo coletadas informagdes sobre dados clinicos
(frequéncia de crises dolorosas) e laboratoriais (hemograma completo, contagem dos reticuldcitos, dosagem de
creatinina e ureia, taxa de filtragdo glomerular - TFG) de seu prontuario, além de idade, sexo, peso, altura, a
utilizagdo ou ndo de suplementagdes de vitamina D, calcio e do uso ou ndo da hidroxiuréia. O estudo podera
beneficiar os portadores de anemia falciforme possibilitando maiores informagdes sobre a doenga ao profissional
de satide o que auxilia na tomada de decisdes e intervengdes terapéuticas para melhor qualidade de vida do
paciente. O(a) senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo de sua
assisténcia médica. Suas amostras serdo descartadas através de incineragdo de material bioldgico por uma empresa
de incineracdo contratada pela Universidade Federal do Ceara apos o fim do projeto (novembro de 2021). Sua
identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacdo dos resultados totalmente proibida a terceiros,
ficando restrita a discussdo académica de ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de
identificacdo dos pacientes. Serd, no entanto, permitido o acesso as informagdes sobre procedimentos relacionados
a pesquisa. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador ¢ Romélia Pinheiro Gongalves Lemes, enderego para
contato: Rua Pastor Samuel Munguba,1210 — Porangabugu, CEP 60430-372 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone:
(85) 33668264.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua Pastor Samuel Munguba 1290, Rodolfo Tebfilo; fone: 3366-8589 —
E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br. Caso o(a) Senhor(a) sinta-se suficientemente informado(a) a respeito das
informagdes que leu ou que foram lidas para vocé sobre os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes e que
sua participagdo ¢ voluntaria, que ndo ha remuneragdo para participar do estudo e se o(a) senhor(a) concorda em
participar solicitamos que assine no espago abaixo nas duas vias do documento. Vocé ficara com uma das vias
assinadas por vocé ou seu responsavel legal e pelo pesquisador.

Assinatura do paciente/ representante legal Data:  / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: / /
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GRUPO CONTROLE

- UNIVERSIDADE
) FEDERAL Do CEARA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “ESTUDO DO ENVOLVIMENTO
DO STATUS DA VITAMINA D EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME COM BIOMARCADORES DE
HEMOLISE, INFLAMAGCAO E FUNCAO RENAL”, que tem como objetivo verificar os niveis de vitamina D no
sangue de pacientes diagnosticados com anemia falciforme e associar com exames de sangue e de urina, avaliando
marcadores de hemolise (indicam se hé existéncia de anemia), de fung@o renal (indicam nivel de alteragdo da fungdo
normal dos rins) e de inflamagdo em acompanhamento no ambulatério do Servigo de Hematologia do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC), em Fortaleza-Ceard. A participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera
oportunistica, plenamente voluntaria e consciente. Para tanto, necessitamos que o(a) Sr. (a) autorize a obtengdo de 2
(duas) amostras de sangue periférico (4 mL cada) que serdo coletadas no momento da doagdo de sangue e de 1 (uma)
amostra de urina (10 mL) para que a pesquisa seja realizada. A amostra de sangue sera obtida a partir de uma
perfuragdo na veia do brago. A coleta da urina sera realizada por meio de 1 (um) tubo coletor de urina estéril que sera
fornecido pela equipe desta pesquisa. A coleta das amostras sera realizada na sala de coleta de doagdo de sangue do
HEMOCE. A participagdo na pesquisa envolve riscos minimos a sua saude, havendo apenas a possibilidade de dor e
formac@o de uma mancha roxa devido a coleta do sangue e um possivel derramamento da urina do tubo no momento da
coleta individual ou transporte. Para evitar isso, as coletas serdo realizadas por equipe treinada para isso, e os frascos de
urina deverdo ser corretamente fechados e transportados em sacos plasticos fechados.. As amostras coletadas serdo
transportadas em gelo no isopor até o Laboratorio de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doengas
Hematologicas (LPHGDH) do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara e, apds processadas, serdo
armazenadas no freezer a -80°C para posteriores dosagens de vitamina D e de exames laboratoriais associados a fungéo
renal, hemolise e inflamagdo. O estudo podera beneficiar os portadores de anemia falciforme possibilitando maiores
informagdes sobre a doenga ao profissional de satide o que auxilia na tomada de decisdes e intervengdes terapéuticas
para melhor qualidade de vida do paciente. O(a) senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento,
sem prejuizo de sua assisténcia médica. Suas amostras serdo usadas como controle no estudo e sdo importantes para
comparagdo dos resultados com pacientes portadores de anemia falciforme. As mesmas serdo descartadas através de
incineragdo de material bioldgico por uma empresa de incinerag@o contratada pela Universidade Federal do Ceara ap6s o
fim do projeto (novembro de 2021). Sua identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgagdo dos resultados
totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussido académica de dmbito cientifico e, ainda assim, sem qualquer
possibilidade de identificagdo dos pacientes. Sera, no entanto, permitido o acesso as informagdes sobre procedimentos
relacionados a pesquisa. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador ¢ Romélia Pinheiro Gongalves Lemes, endereco para
contato: Rua Pastor Samuel Munguba,1210 — Porangabugu, CEP 60430-370 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85)
33668264.
Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
FEtica em Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua Pastor Samuel Munguba 1290, Rodolfo Teéfilo; fone: 3366-8589 — E-mail:
cephuwc@huwc.ufe.br. Caso o(a) Senhor(a) sinta-se suficientemente informado(a) a respeito das informagdes que leu
ou que foram lidas para vocé sobre os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes e que sua participag@o ¢ voluntéria, que ndo
ha remunerag@o para participar do estudo e se o(a) senhor(a) concorda em participar solicitamos que assine no espago
abaixo nas duas vias do documento. Vocé ficara com uma das vias assinadas por vocé ou por seu responsavel legal e
pelo pesquisador.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: / /
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APENDICE C - FORMULARIO DE COLETA DE DADOS PARA GRUPO COM AF

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO STATUS DA VITAMINA D EM PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME COM BIOMARCADORES DE HEMOLISE, INFLAMACAO E FUNCAO RENAL

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS DOS PARTICIPANTES

Participante/amostra n° Data do recrutamento: / /
DADOS PESSOAIS
Nome:
N° do prontuario: Idade:
Sexo: M( ) F() Peso: Altura:
Telefone: E-mail:
DADOS CLINICOS
Diagnostico:
Doenga renal pré-estabelecida? SIM ( ) NAO () Doenga hepatica pré-estabelecida? SIM ( ) NAO ()

N° de crises dolorosas graves no ultimo ano:

Utilizagdo de suplementagdo de:

Vitamina D: SIM () NAO () Qual? Inicio do uso:
Célcio: SIM () NAO () Qual? Inicio do uso:
Utilizagdo de hidroxiureia: SIM ( ) NAO () Inicio do uso:

Observagoes:




Hemograma

DADOS LABORATORIAIS

Observagoes:

Exames bioquimicos

Observagdes:
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APENDICE D - FORMULARIO DE COLETA DE DADOS PARA GRUPO
CONTROLE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DO STATUS DA VITAMINA D EM PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME COM BIOMARCADORES DE HEMOLISE, INFLAMAGCAO E FUNCAO RENAL

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS DOS CONTROLES

Controle/amostra n® Data do recrutamento: / /
DADOS PESSOAIS
Nome:
Idade: Sexo: M( ) F()
Peso: Altura:
Telefone: E-mail:
DADOS CLINICOS
Doenga prévia? SIM () NAO () Se sim, qual(is)?
Doenga renal pré-estabelecida? SIM ( ) NAO () Doenga hepatica pré-estabelecida? SIM ( ) NAO ()
Diabetes? SIM () NAO () Hipertensdo? SIM ( ) NAO () Osteoporose? SIM () NAO ()

Utilizagdo de suplementag@o de:

Vitamina D: SIM ( ) NAO ( ) Qual? Inicio do uso:
Célcio: SIM () NAO () Qual? Inicio do uso:
Utilizagio de medicamentos? SIM () NAO () Inicio do uso:
Motivo:

Observagoes:




Hemograma

DADOS LABORATORIAIS

Observagoes:

Exames bioquimicos

Observagdes:
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UFC - HOSPITAL
UNIVERSITARIO WALTER Wﬂ\o
CANTIDIO DA UNIVERSIDADE ¥
FEDERAL DO CEARA / HUWC -
UFC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do envolvimento do status da vitamina D em pacientes com anemia falciforme
com biomarcadores de hemolise, inflamacgao e funcéo renal

Pesquisador: ROMELIA PINHEIRO GONGALVES LEMES

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 36572120.1.0000.5045

Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Ceara&/HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.424.203

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo que consiste na avaliacdo do status da vitamina D em pacientes adultos com
diagnéstico clinico e laboratorial de anemia falciforme, em acompanhamento ambulatorial do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC), no periodo de setembro de 2020 a setembro de 2021. As analises
serdo realizadas no Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doencas
Hematol6gicas (LPHGDH) do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara (UFC) em parceria com
o Laboratério de Analises Clinicas e Toxicologicas (LACT), onde seréo realizadas as dosagens da vitamina
D, e com Laboratério de Bioprospeccdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica da UFC, onde seréo realizadas
as dosagens na urina dos biomarcadores KIM-1, MCP-1 e NGAL.

Participaréo do estudo 80 pacientes com anemia falciforme e estes serdo pareados de acordo com idade e
sexo, adultos, e selecionados de acordo com critérios especificos. Como grupo controle serdo utilizadas
amostras de 50 individuos doadores de sangue do HEMOCE, que serdo pareados de acordo com idade e
sexo. Sera coletada uma amostra de sangue pelos pesquisadores e servidores técnicos da UFC envolvidos
na pesquisa para obtengao de soro em tubo com gel separador para as dosagens da 1,25-dihidroxivitamina
D, LDH, haptoglobina, PCR e das citocinas IL-2, IL-12, TNF- e IL-10. Uma amostra de sangue total sera
colhida em tubo com EDTA para a

Endereco: Rua Coronel Nunes de Melo,1142

Bairro: RodolfoTedfilo CEP: 60.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8589 Fax: (85)99267-4630 E-mail: cephuwc@nhuwc.ufc.br
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dosagem da HbF. Uma amostra de urina sera coletada para a quantificagao dos diversos biomarcadores da
funcé@o renal como KIM-1, MCP-1 e NGAL, creatinina, proteina e albumina. Os critério de inclusao
especificados foram: pacientes adultos com diagnéstico de anemia falciforme confirmado por eletroforese de
hemoglobina e/ou por HPLC, que concordaram em participar do estudo, assinando o termo de
consentimento livre e esclarecido; pacientes em estado estacionario, segundo os critérios de Ballas
(auséncia de crises vaso-oclusivas e quadro infeccioso nas ultimas quatro semanas precedentes ao estudo,
auséncia de admisséo hospitalar nos Gltimos 2-3 dias precedentes ao estudo e auséncia de transfuséo
sanguinea nos Ultimos quatro meses precedentes ao estudo).

A andlise estatistica sera realizada com o programa IBM-SPSS v20. Os resultados serdo expressos como
média + erro padrdo da média (E.P.M.) e a comparacgédo entre as médias sera realizada utilizando o teste
tStudent ou MannWhitney e analise de variancia (ANOVA) seguida pelo Teste Tukey. As diferencas serédo
consideradas estatisticamente significantes quando p< 0,05.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral: estudo do envolvimento do status da vitamina D em pacientes com anemia falciforme com
biomarcadores de hemolise, inflamacéo e fungéo renal.

Objetivos especificos: determinar os niveis séricos da 1,25-dihidroxivitamina D em pacientes com anemia
falciforme e comparar com o grupo controle; determinar a associa¢@o dos biomarcadores de hemdlise e do
estado inflamato6rio com a deficiéncia de 1,25-dihidroxivitamina D em pacientes com anemia falciforme;
estudar a importancia do diagno6stico da Lesdo Renal Aguda em estagios precoces através dos
biomarcadores inovadores na deficiéncia de 1,25-dihidroxivitamina D em pacientes com anemia falciforme;
comparar o uso dos marcadores tradicionais com os biomarcadores inovadores da funcdo renal na
determinacdo do estabelecimento e estratificacdo da lesdo renal aguda e deficiéncia de 1,25-
dihidroxivitamina D em pacientes com anemia falciforme; avaliar a influéncia da severidade da anemia, do
numero de crises vasooclusivas, do uso de hidroxiuréia e do grau de comprometimento renal sobre o grau
de deficiéncia de 1,25- dihidroxivitamina D em pacientes com anemia falciforme.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Os procedimentos adotados serédo coleta de sangue por pungéo venosa no antebrago e coleta de
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urina. Os riscos da pun¢éo envolvem dor e inchago no local, a coleta de urina pode ser constrangedora para
os participantes e a busca em dados do prontuario podem levar a perda de dados sigilosos do paciente.

N&o ha beneficios diretos para o participante, pois trata-se de um estudo experimental testando a hipétese
de que a deficiéncia de vitamina D esté relacionada a varios fatores, como ao grau de hemolise e ao
processo inflamatério, em pacientes com Anemia Falciforme. Entretanto, apenas no final do estudo podera
se concluir a existéncia de beneficio.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante e exequivel.

Consideragcdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Documentos postados e adequados: Termo de fiel depositario HUWC; Termo de compromisso de utilizagdo
de dados dos prontuérios; Termo de fiel depositario do HEMOCE; Declaracdo de concordancia dos
pesquisadores; Termo de ciéncia sobre a pesquisa do HEMOCE; Autorizagdo da diretora de ensino e
pesquisa do HEMOCE; Autorizagdo LACT; Termo de ciéncia institucional do gerente de atencéo a satde do
HUWGC; Curriculo dos pesquisadores envolvidos; Autorizacdo LPHGH; Folha de Rosto; Cronograma;
Orcamento; Projeto de pesquisa; TCLE AF; TCLE grupo controle.

Recomendacoes:
Sem recomendagdes.

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
A pesquisa ndo apresenta ébices éticos e podera ser iniciada.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
A pesquisadora principal devera apresentar relatérios parciais e final a este CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor | Situagéo|
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