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RESUMO

A anemia falciforme (AF) € uma doenca hereditaria caracterizada pela homozigose da
hemoglobina S (HbSS). Apresenta uma elevada taxa de morbi-mortalidade devido a hemdlise
crbnica, dano endotelial e episddios de vaso-oclusdo, gerando danos a multiplos érgéos.
Alteracfes na funcdo renal sdo frequentes na AF principalmente na fase adulta. Novos
biomarcadores da funcdo renal estdo sendo estudados, com o propésito de detectar
precocemente alteragdes renais em portadores de AF, como molécula de lesdo renal 1 (KIM-1)
e proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1). O objetivo do estudo foi avaliar os
biomarcadores renais KIM-1 e MCP-1, associando-0os com biomarcadores de hemdlise e de
dano endotelial. Trata-se de um estudo transversal, observacional e analitico em que
participaram 92 pacientes com AF (62 em uso de hidroxiuréia e 25 sem uso) de ambos 0s sexos,
atendidos no ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC)
e no Hemocentro (HEMOCE) em Fortaleza-Ceard e 34 individuos saudaveis como grupo
controle. Os biomarcadores KIM-1, MCP-1, sindecano-1 e VCAM-1 foram mensurados através
imunoensaio e as informacgdes sobre os biomarcadores de hemdlise (lactato desidrogenase
(LDH), bilirrubina indireta (BI) e reticulécitos) e dados clinicos foram coletadas dos
prontuarios. Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa estatistico SPSS. O
nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p<0,05). Pacientes com AF apresentaram um
aumento de KIM-1, MCP-1, VCAM-1 e sindecano-1 em relagdo ao grupo controle. Pacientes
sem uso de HU apresentaram um aumento significativo da pressdo sistdlica, contagem de
leucdcitos, plaquetas, reticulécitos, LDH, BT, BD e albumindria e uma diminuicdo da
hemoglobina total em relacdo aos pacientes com AF que usavam HU. Pacientes com AF sem
HU apresentaram uma associacdo de KIM-1 e MCP-1 com o aumento da contagem de
reticulécitos. Sindecano-1 apresentou uma associacdo com o aumento dos biomarcadores de
hemolise reticulécitos, BT e BD; e VCAM-1 uma associacdo com o aumento da BT. Por fim,
0 ndo uso de HU, a presenca de anemia grave/moderada e o aumento da contagem de
reticuldcitos apresentaram uma influéncia nas concentragdes de KIM-1 e MCP-1, apontando
grupos de risco para o aumento desses biomarcadores e possivel desenvolvimento de lesdao
renal. Podemos concluir que os pacientes com AF tem uma tendéncia de apresentarem leséo
renal, estando associado a presenca de anemia e hemolise, fatores que, juntamente com o0 ndo
uso de HU, podem interferir na iniciacdo e progressao da nefropatia falciforme.

Palavras-chave: Anemia falciforme; Nefropatias; Biomarcadores; Hidroxiuréia; Dano

endotelial



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is an inherited disease characterized by homozygous hemoglobin S
(HbSS). It is characterized by the long mortality rate due to chronic, endothelial damage and
vaso-occlusion episodes, generating multiple damages. Changes in renal function are frequent
in SCA, especially in adulthood. New renal function biomarkers are being studied in order to
detect early renal changes in patients with SCA, such as kidney injury molecule 1 (KIM-1) and
monocyte chemotactic protein (MCP-1). The aim of this study was to evaluate the renal
biomarkers KIM-1 and MCP-1, associating them with biomarkers of hemolysis and endothelial
damage. This is a cross-sectional, analytical and analytical study involving 92 SCA patients (62
using hydroxyurea and 25 non-use) of both sexes, attended at the hematology outpatient clinic
of the Walter Cantidio University Hospital (HUWC) and Hemocenter (HEMOCE) in Fortaleza-
Ceara and 34 healthy cases as a control group. Biomarkers KIM-1, MCP-1, sindecano-1 and
VCAM-1 were detected by immunoassay and as biomarkers of hemolysis and clinical data were
collected from the medical records. The data were used using the statistical program GraphPad
Prism. The level of significance was set at 5% (p <0.05). SCA patients without HU found an
association of KIM-1 and MCP-1 with increased reticulocyte count. Syndecan-1 was associated
with increased reticulocyte hemolysis, total bilirrubin (TB) and direct bilirubin (DB)
biomarkers; and VCAM-1 an association with increased TB. Finally, without the use of HU, a
presence of severe anemia and an increase in the cross-linking count influence KIM-1 and
MCP-1 alterations, the risk groups for the increase of these biomarkers and the possible
development of renal lesions. We can conclude that patients with SCA have a tendency to have
kidney damage, they are associated with the presence of anemia and hemolysis, factors that
include non-HU use, can interfere in the initiation and progress of sickle cell nephropathy.

Keywords: Anemia, Sickle Cell; Kidney Diseases; Biomarkers; Hidroxyurea; Endothelial
damage
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1 INTRODUCAO
1.1 Anemia Falciforme

A Anemia falciforme (AF) é uma doenca hematoldgica autossémica recessiva que
afeta milhdes de individuos no mundo. Segundo estudo realizado, a morte por AF aumentou
42% de 1990 a 2013, chegando a mais de 100 mil 6bitos por ano (REDDY, 2016). No Brasil,
estima-se que 25 mil a 50 mil pessoas tenham a doenca (HbSS) e que 4% da populacéo brasileira
possua o traco falciforme (heterozigotos) (SAUDE, 2018). Em 2016, foram diagnosticados
1.071 casos novos da doenga através do Programa Nacional de Triagem Neonatal
(SAUDE,2012). A incidéncia de AF é de aproximadamente 1-3 /1000 nascidos vivos e em
estados como a Bahia, onde a ascendéncia africana predomina, essa taxa chega a 1/650 recém-
nascidos (SAUDE, 2012; ARDUINI et al., 2017).

A doenga foi primeiramente descrita em 1910 por Herrick e caracteriza-se por uma
mutacdo pontual no cromossomo 11, posicdo 6 da extremidade N-terminal da cadeia B da
globina. Essa mutacdo ocasiona uma simples troca do nucleotideo adenina por timina, levando
a substituicdo de um residuo de acido glutdmico hidrofilico por um residuo de valina
hidrofébico na sexta posi¢do na cadeia de PB-globina, resultando em um tetrdmero de
hemoglobina S (HbS) mutado (Figura 1). A presenca de AF ocorre quando ha HbS em
homozigose (SERJEANT, 2010; NOVELLI; GLADWIN, 2018).

Figura 1 - Mutacgdo pontual na cadeia de B-globina na AF

Célua | normal falciforme
i mutagao
DNA | gene normal — gene mutante
| { {
mRNA | mRNAnormal mRNA mutante
i GA G G UG
proteina E peptidio normal peptidio mutante
| [V DAL

Nota: Mutacéo pontual que substitui uma adenina por uma timina, levando & tradugdo do aminoacido valina ao
invés do acido glutdmico na cadeia B da globina ocasionando a formacdo da HbS mutada. Fonte:
http://experimentoteca.com/biologia/perguntas/banco-de-questoes-genetica-hemoglobina-e-anemia-falciforme-2/
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1.2 Mecanismos Fisiopatoldgicos

A AF apresenta quatro processos principais envolvidos na fisipatologia da doenca:
polimerizacdo da HbS, vaso-oclusdo, hemolise mediada pela disfuncao endotelial e inflamacéo
(NOVELLI; GLADWIN, 2018).

A troca do aminoécido acido glutdmico por valina favorece a polimerizagdo da HbS
sob baixas taxas de oxigénio. Nesse estado, a molécula de HbS torna-se alongada e as globinas
beta S ficam mais proximas. Essa mudanca de conformacdo favorece o contato entre as regides
da desoxiemoglobina, o que ndo é possivel no estado oxigenado. Por meio da unido de varios
tetrameros de HbS, formam-se moléculas agregadas que se organizam em longos polimeros de
filamentos duplos, que por sua vez se associam em feixes. Esses feixes de “cristais” dentro das
hemaécias determinam alteracfes na célula, causando menor deformabilidade, rigidez celular,
estresse energético, desidratacdo, reologia prejudicada e hemolise prematura, e distorcem a
membrana do eritrécito, dando a célula uma forma alongada conhecida por “hemacia em foice”
ou “falcizada” (MANFREDINI et al., 2007; ZAGO; PINTO, 2007; NOVELLI; GLADWIN,
2018).

A formac&o de polimeros de HbS dentro das hemacias ocasiona alteragdes como o
efluxo de potéssio, 0 aumento do calcio intracelular e da membrana, a formacao de polimeros
da hemoglobina com proteinas da membrana, como a banda 3, a exposicédo da fosfatidil-serina
e CD36. Essas modificacdes podem amplificar e ocasionar 0 aumento da adesdo de hemacias
ao endotélio, que influenciam na migracéo de leucdcitos e plaquetas e fendmenos inflamatorios;
enrijecimento da membrana da hemacia, encurtando sua sobrevida em circulagdo; deplecdo de
oxido nitrico (NO), que contribui para vasoconstricdo e ativacdo da inflamacéo e coagulacéo
(ADEKILE, 2013; MANFREDINI et al., 2007; ZAGO; PINTO, 2007).

Além da taxa de oxigenacdo, outros fatores incluindo pH, temperatura e os niveis
de 2,3-difosfoglicerato, influenciam na falcizacdo da hemécia, sendo a taxa de polimerizacao
proporcional a concentragdo intracelular de HbS e inversamente proporcional a concentragdo
de hemoglobina fetal (HbF), sendo este Gltimo um dos principais parametros influenciadores
na clinica da AF. Portanto, elevadas taxas de HbS, baixas tensdes de oxigénio e um retardo na
circulacdo, como o que ocorre em 6rgdos como o baco e rins, tornam o ambiente favoravel a
polimerizacdo da HbS e falcizacdo da heméacia (ADEKILE, 2013; NOVELLI; GLADWIN,
2018)

As hemé@cias falciformes apresentam-se de forma rigida devido a polimerizacéo da

HbS e a desidratacdo, e por isso, possuem maior propensédo a ficarem aprisionadas no interior
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da microcirculagdo. Somando-se a isso, 0 aumento da viscosidade plasmatica contribui para o
comprometimento do fluxo sanguineo, resultando em vaso-oclusdo episddica e sustentada.
Além disso, as hemécias falcizadas estdo sujeitas a hemdlise, causando a anemia cronica
(ZAGO; PINTO, 2007; ADEKILE, 2013).

A hemoglobina plasmatica liberada pelos eritrocitos falciformes hemolisados
intravascularmente consome NO, produzindo metemoglobina e nitrato bio-inativo. O NO é
produzido pelo endotélio e € um regulador critico de funcdo vascular, regulando o ténus
vasodilatador basal, inibindo a ativacdo plaquetaria e a expressao transcricional de moléculas
de adesdo, como a VCAM-1. A hemoglobina, heme e ferro catalisam a producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), limitando ainda mais a biodisponibilidade do NO e ativando o
endotélio. Os eritrdcitos lisados também liberam a arginase que consome a L-arginina, substrato
para a producdo de NO, culminando na deficiéncia de NO endotelial. A deplecédo crénica de
NO pode contribuir para vasoconstricdo, vasculopatia proliferativa, hipertensdo pulmonar,
ativacdo de moléculas de adesdo endotelial como VCAM-1, ativacdo de plaquetas e producéo
de endotelina-1, que além de acdo vasoconstritora, esse peptideo aumenta as concentracGes de
VCAM-1 e ICAM-1 sollGveis e também estimula monocitos a secretarem citocinas
inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e substancias que aumentam a producdo de
superoxidos pelos neutrofilos.. O equilibrio normal da vasoconstricdo a vasodilatagdo &,
portanto, desviado para vasoconstricdo, ativacdo endotelial e proliferacdo de células (KATO;
GLADWIN; STEINBERG, 2007; ZAGO; PINTO, 2007; KATO et al., 2009).

A AF ¢ caracterizada , portanto, por uma diminuicdo da disponibilidade do NO,
favorecendo a oclusdo vascular, que juntamente com a hemolise e consequente ativacdo do
endotélio vascular, induzem respostas inflamatorias continuas na AF, que se manifestam por
aumento de moléculas de adesdo, migracdo de leucécitos e plaquetas, citocinas pro-
inflamatdrias e estresse oxidativo. O impacto crénico da anemia hemolitica sustentada e eventos
vaso-oclusivos episodicos resultam no desenvolvimento progressivo de complicagdes a 6rgéos
vitais (Figura 2) (REES; GIBSON, 2012; DAMANHOURI et al., 2015; MOREIRA et al.,
2015).
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Figura 2 — Fisiopatologia da AF
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vasculopatia e disfuncdo endotelial

Nota: A desoxigenacéo faz com que a HbS se polimerize levando a hemécia a forma de “foice”. A vaso-ocluséo
resulta da interacéo de eritrocitos falciformes com leucdcitos e o endotélio vascular. A ocluséo vascular entéo leva
ao infarto, hemélise e inflamacdo; a inflamacdo aumenta a expressao das moléculas de adesdo, aumentando ainda
mais a tendéncia dos eritrocitos falciformes em aderir ao endotélio vascular e piorar a vaso-oclusdo. Reperfusao
do tecido isquémico gera radicais livres e dano oxidativo. Os eritrdcitos danificados liberam hemoglobina livre no
plasma, causando deficiéncia funcional do NO e contribuindo para o desenvolvimento da vasculopatia. Fonte:
REES; GIBSON, 2012 (adaptado)

1.3 Manifestac6es clinicas da AF

As manifestacdes clinicas dos pacientes com AF sdo heterogéneas e de causas
multifatoriais, mas em geral apresentam relacdo com os dois principais eventos da doenca: a
hemolise e a vaso-oclusdo (KATO et al., 2009).

NA AF a hemolise cronica causa desequilibrio vascular, com diminuicdo da meia-
vida das hemécias, refletindo na concentracdo de hemoglobina (anemia crénica), contagem de
reticuldcitos, alteragdes nos niveis de bilirrubinas e LDH e, devido a isso, esses pardmetros tem
sido estudados como forma de avaliar e monitorar a evolugéo da doenca, sendo utilizados na
pratica clinica (NOLAN et al., 2005; CERQUEIRA et al., 2011; MOREIRA et al., 2015).

Além disso, a hemolise estd associada a eventos como 0 aparecimento de

priaprismo, hipertensdo pulmonar, Ulceras de perna e acidente vascular cerebral (AVC). A dor
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no paciente falciforme pode ser um sintoma agudo ou crénico. No quadro agudo, a dor esta
associada a isquemia tecidual aguda causada pela vaso-oclusdo, estando relacionado a
subfenotipos como osteonecrose e sindrome toracica aguda (STA) (KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007; KATO et al., 2009).

A evolucdo da AF é marcada por um amplo espectro de complicagdes clinicas, que
atingem a maioria dos 6rgdos e que comprometem consideravelmente a qualidade de vida do
paciente, dentre elas podem ser citadas a retinopatia, necrose dssea (especialmente da cabeca
do fémur), calculos de vesicula, infeccdes recorrentes e insuficiéncia renal (ZAGO; PINTO,
2007).

1.4 Moduladores clinicos da AF

Apesar de todos 0s pacientes com AF apresentarem a mesma mutacao genética no
gene da B-globina, clinicamente podemos observar uma grande diferenca entre eles. A
concentracdo de HbF é um importante contribuinte genético para essa variabilidade. Esta
hemoglobina é predominantemente produzida durante a vida fetal, estando presente em
concentragdes muito baixas (~ 1%) em adultos, e estd amplamente restrita a uma pequena
populacdo de glébulos vermelhos (chamadas células F). A concentracdo de HbF varia entre os
individuos e € hereditaria como um traco quantitativo. Elevadas concentracfes de HbF reduzem
a tendéncia da HbS de polimerizar, pois diluem a hemoglobina mutada circulante, reduzindo a
gravidade da AF (STEINBERG, 2009; ORKIN; HIGGS, 2010).

Além da concentracdo de HbF, outros fatores genéticos como a associacdo com a
a-talassemia e o0s haplétipos da B globina também podem modular o curso clinico da doenca.
Varios polimorfismos de nucleotideo Unico em loci génicos, tanto dentro do cluster do gene da
B-globina no cromossomo 11 como em outros cromossomos, estdo sendo cada vez mais
identificados, assim como mecanismos epigenéticos e ambientais que também podem interferir
na heterogeneidade clinica da doenca (STEINBERG, 2009; ADEKILE, 2013).

1.5 Tratamento da AF

Apesar dos recentes avancos na compreensdo da AF, as opcOes terapéuticas para a
doenca ainda permanecem limitadas. O manejo dos pacientes ainda é de suporte, incluindo
terapias sintomaticas (antibidticos, antiinflamatorios) e consistindo principalmente no controle

da dor (analgésicos). Para aqueles pacientes que tem/tiveram AVC, dor crbnica intratavel, ou
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sequestro esplénico repetido, a indicacdo é a transfusdo sanguinea de forma regular. O padrdo
de tratamento também inclui a terapia medicamentosa com administragéo oral de hidroxiuréia
(HU) e transplante de células-tronco hematopoéticas que € o Unico tratamento curativo, mas
que requer um doador histocompativel e apresenta complicagdes como a doenca do enxerto
versus hospedeiro. Estudos envolvendo terapia génica estdo sendo realizados como forma de
se obter um tratamento definitivo com as células-tronco do proprio paciente e sem 0s riscos
envolvidos no transplante (IANNONE et al., 2005; KOHNE, 2011; ORKIN; BAUER, 2018).

A HU é um potente inibidor da ribonucleotideo redutase e atualmente é o principal
farmaco usado para tratar de forma eficaz os pacientes com AF. A HU melhora o curso clinico
do pacientes, aumentando progressivamente os niveis de HbF e, portanto, reduzindo a
concentracdo de HbS, diminuindo seus efeitos deletérios. Além disso, estudos também
demonstraram que a droga apresentou capacidade de reduzir a adesdo de eritrécitos ao
endotélio, limitar a ativacdo endotelial, diminuir a contagem de leucdcitos e plaquetas, atuar
como um doador de NO, reduzir a hemdlise e apresentar eficacia clinica comprovada para
prevenir eventos vaso-oclusivos agudos (Figura 3) (NAHAVANDI M et al., 2002; AGRAWAL
etal., 2014; NADER et al., 2018).

Na doenca renal, o aumento da HbF apresentou associagdo com a menor incidéncia
de microalbuminaria e melhora da hipostendria, enquanto que o tratamento com HU apresentou
associacao com reducdo da hiperfiltracdo e microalbumindria. Pacientes recebendo HU tiveram
um declinio na ocorréncia de albumindria em comparacdo com aqueles que ndo recebiam
qualquer tratamento. Apesar do mecanismo de albuminuria reduzida permanecer incerto, tem-
se sugerido que por a HU diminuir a hemolise e falcizacdo das hemacias, isso levaria a
diminuicdo da lesdo renal isquémica. Um outro estudo relata reducdo da proteindria em
pacientes pediatricos em terapia com HU, entretanto o uso desse medicamento na prevencéo do
desenvolvimento ou progressdo de nefropatia ainda necessita de estudos mais aprofundados
(MCKIE etal., 2007; MILLER et al., 2010; AYGUN et al., 2013; LAURIN et al., 2014; ABAN
etal., 2017; HARIRI et al., 2018).
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Figura 3 - Efeitos do tratamento com Hidroxiuréia
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1.6 Comprometimento renal na AF

O rim pode ser afetado de diferentes formas na AF e isso geralmente se inicia na
infancia e progride para a idade adulta . O envolvimento renal, chamado nefropatia falciforme
(NF), inclui varias manifestacdes renais, como defeito de acidificacdo, disfuncdo do néfron
distal, necrose papilar renal e proteinuria relacionada a lesao glomerular, levando a doenca renal
terminal (MAIGNE et al., 2010).

O ambiente &cido, hipoxico da medula renal e sua hiperosmolalidade desidrata os
eritrocitos, aumentando assim a concentracdo intracelular de HbS e promovendo a falcizacéo
no interior da vasa recta descendente. Além disso, o fluxo sanguineo relativamente lento na
vasa recta prolonga o transito de hemécias através da medula, aumentando assim a propensao
a polimerizacdo da HbS. Finalmente, o fluxo sanguineo lento promove a adeséo de eritrocitos
ao endoteélio, que juntamente com a falcizacao, resultam na oclusdo dos vasos sanguineos com
comprometimento do fluxo, ocasionando infarto das células tubulares e hipdxia, lesdo
endotelial, isquemia de reperfusdo, estresse oxidativo e inflamacdo, com liberacdo de
substancias vasodilatadoras, como prostaglandinas e NO, que retornam ao glomérulo causando
um aumento na taxa de filtracdo glomerular (TFG). A hiperfiltragdo prolongada resulta em dano
renal e no desenvolvimento de proteiniria, estando também associada a hemolise cronica

(Figura 4). A hiperfiltracdo e proteinuria causam glomeruloesclerose e reducdo da funcéo renal
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e, eventualmente, o desenvolvimento da doenca renal cronica (HAYMANN et al., 2010;
BECKER, 2011; DA SILVA; LIBORIO; DAHER, 2011; NATH; HEBBEL, 2015).

Figura 4 - O modelo atual de nefropatia falciforme.
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Nota: O ambiente da medula renal é hipertonico, hipoxico e acido, causando reversivel falcizagdo dos eritrdcitos.
A célula em “foice” ocasiona oclusio de vasos, isquemia e microinfarto da vasa recta. A destruicdo desencadeia
a liberagdo de substancias vasodilatadoras (como prostaglandinas e 6xido nitrico) que retornam ao glomérulo
causando hiperfiltracdo. Com o tempo, a lesdo por hiperfiltracdo leva a glomeruloesclerose, proteindria e eventual
insuficiéncia renal. Fonte: BECKER, 2011 (adaptado).

Estudos mostram uma associacdo da hemdlise cronica e da anemia com a lesdo
renal na AF. A HbS é um proteina instavel que sofre auto-oxidagdo e desnaturacdo produzindo
espécies oxidantes e grupamento heme livre. A passagem de HbS através de poddcitos e células
epiteliais tubulares pode ocasionar lesédo celular mediada por oxidantes. Adicionalmente, o
heme é um ligante para o receptor do Toll-like tipo 4, que estd presente nas células epiteliais
endoteliais, mesangiais e tubulares, e nos podacitos, desencadeando respostas pré-inflamatorias
nestas células. Os efeitos pro-oxidantes da HbS e do heme podem regular positivamente 0s
genes pré-inflamatorios e fibrogénicos, levando a processos infiltrativos e fibrosantes nos

compartimentos glomerular e tubulointersticial (HAYMANN et al., 2010; NATH; HEBBEL,
2015).
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A destruicdo da medula renal comeca na infancia e é responsavel pelo defeito de
concentracdo urinaria observado em muitos pacientes com AF. A incapacidade de concentrar
ao maximo a urina (hipostenaria) é a primeira manifestacédo do envolvimento renal na AF. Este
defeito de concentracdo urinaria comeca em idade precoce e leva a polidria e perda de agua
livre, que quando ndo compensada com ingestdo de liquidos, pode levar a0 aumento da
osmolaridade sanguinea. Individuos com maiores valores de HbF foram capazes de concentrar
melhor sua urina, apoiando a teoria de que é a polimerizacdo da hemoglobina (reduzida pela
HbF) a causa da destruicdo da medula renal (TSARAS et al., 2009; MILLER et al., 2010;
BECKER, 2011; NATH; HEBBEL, 2015).

A presenca de proteinas na urina (proteindria) na AF esta relacionada com a idade
e comeca como microalbumindria e progride para proteindria evidente (macroalbumindria) a
medida que o rim sofre mais danos. Cerca de 20 a 35% dos pacientes apresentam
microalbumiuria na adolescéncia, aumentando para 60% a taxa de adultos que progridem para
macroalbumindria (ABAN et al., 2017).

A albumindria é atualmente considerada um biomarcador relevante para detectar
dano glomerular em pacientes com AF pois, associada ou ndo a hiperfiltracéo, é o sintoma renal
mais precoce que reflete a lesdo glomerular em pacientes adultos e juvenis com AF. A
proteindria esta associada a uma série de fatores como 0 aumento da pressdo arterial, baixos
niveis de hemoglobina, hemolise, leucocitose, hematuria, crise vaso-oclusiva prévia, haplétipo
do gene BS, hipertensdo pulmonar, AVC e STA (HAYMANN et al., 2010; NATH; HEBBEL,
2015; BARTOLUCCI et al., 2016; ABAN et al., 2017).

Ap0s o desenvolvimento da proteindria, alguns pacientes com AF progridem para
doenca renal cronica (DRC) com diminuicdo da TFG devido a interagfes entre multiplos
processos nos compartimentos vascular, glomerular, tubular e intersticial do rim. A DRC pode
ser causada por varios danos agudos, porém leves, ou um unico dano agudo ao rim. Este
conceito é especialmente aplicavel na NF, ja que a mesma & caracterizada por episédios
intermitentes de vaso-ocluséo, e o rim na AF mostra uma suscetibilidade aumentada a um unico
insulto agudo. No estudo de Powars e colaboradores (1991) a insuficiéncia renal em pacientes
com AF foi precedida por anemia grave/moderada, proteinuria, sindrome nefrética, hipertenséo
e hematdria microscépica além de apresentarem trés vezes mais chance de desenvolver doenca
pulmonar restritiva cronica, Ulceras de perna e AVC do que pacientes sem faléncia renal
(POWARS et al., 1991; BECKER, 2011; NATH; HEBBEL, 2015).

A hematuria esté entre as manifestacdes renais mais comuns da AF, afetando 13 a

30% dos pacientes. A maioria é assintomatica, podendo 0s pacientes ocasionalmente relatarem
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dor nas costas ou dor abdominal. A maior prevaléncia est& associada ao aumento da idade e ao
sexo masculino. A hematdria pode ser microscopica ou macroscopica e ocorre devido a
congestdo capilar, especialmente nos vasos medulares, com o extravasamento de hemacias para
o0 lumen tubular, além de também poder refletir a presenca de necrose papilar renal causada por
vaso-oclusdo na vasa recta, o que pode contribuir para o desenvolvimento de DRC (NATH,;
HEBBEL, 2015; HARIRI et al., 2018; LE JONCOUR et al., 2018).

Apesar de comum, nem todos os pacientes com AF desenvolverdo proteinuria e
nem todos os pacientes com proteinuria desenvolverdo DRC, e ndo esta claro quais fatores
predizem ou promovem a progressdo em pacientes suscetiveis. Anormalidades na presséo
arterial e a presenca de doencas associadas, sdo fatores conhecidos por contribuir para a
progressao de todos os tipos de doenca renal. Além disso, influéncias genéticas também podem
contribuir para o desenvolvimento de doenca renal na AF. O envolvimento do sistema renina-
angiotensina intrarrenal também vem sendo estudado como um dos principais contribuintes
para a fisiopatologia da NF (BECKER, 2011; SUNDARAM et al., 2011).

Os biomarcadores classicos de dano renal, como o0s niveis plasmaticos de
creatinina, ndo sdo muito informativos na AF, visto que, devido a hiperfiltracdo, os pacientes
apresentam uma TFG superior a normal e alta depuracdo da creatinina urinaria, apresentando
niveis séricos deste marcador reduzidos. Portanto, as complicacdes renais dificilmente sdo
identificaveis nos estagios iniciais, pois a creatinina sérica aumenta apenas nos estagios finais
da NF. A TFG subnormal e os niveis elevados de creatinina sérica desenvolvem-se apenas
guando h& proteindria significativa. Além disso, a TFG estimada a partir do clearance de
creatinina ou dos niveis de creatinina sérica é repleta de erros devido a alta excrecdo de
creatinina na AF, variando a massa muscular e o estado de hidratagdo (DA SILVA; LIBORIO;
DAHER, 2011; SUNDARAM et al., 2011; HARIRI et al., 2018).

Ha evidéncias de que uma maior acuracia diagndstica da disfuncao renal pode ser
alcangada pela combinacdo de mais de um biomarcador, devido a isso, novos biomarcadores
s80 necessarios para o0 diagndstico precoce da NF antes que o dano ao rim se torne extenso e
irreversivel, de modo que as intervencdes terapéuticas sejam eficazes na prevencdo da
progressdo do dano renal (SUNDARAM et al., 2011; HARIRI et al., 2018).
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1.7 Biomarcadores de dano renal

1.7.1 KIM-1
A molécula de injaria renal 1 (KIM-1) é uma proteina transmembrana tubular

proximal que é especificamente expressa em células tubulares proximais lesadas, estando
associado a lesdo do tibulo proximal e & doenca renal aguda e cronica. Sua concentracéo regula-
se positivamente em células do tubulo proximal desdiferenciadas apds lesdo isquémica ou
nefrotdxica. Varios estudos sobre lesdo renal aguda indicaram a utilidade desse marcador na
previsdo de resultados adversos, no entanto, sua utilidade na doenga renal crénica ainda esta
sendo debatida. No estudo de Sundaram e colaboradores (2011) KIM-1 apresentou uma forte
associacdo com o aumento da albuminuria em pacientes com AF, mostrando-se um
biomarcador promissor de NF (DA SILVA; LIBORIO; DAHER, 2011; DEVARAJAN, 2011;
SUNDARAM et al., 2011; HAMIDEH et al., 2014).

Embora o gene KIM-1, ou a expressdo da proteina seja indetectavel no rim normal,
apos uma injuria no tecido, mMRNA- KIM-1 e sua proteina sdo rapidamente sintetizados e
localizadas em niveis muito elevados na membrana apical do tdbulo proximal, sendo
encontrada nos trés seguimentos do tubulo. Uma forma sollvel de KIM-1 humana pode ser
detectada na urina de pacientes com necrose tubular aguda e pode servir como um biomarcador
atil no dano tubular proximal do rim, facilitando o diagndstico precoce e servindo como um
diagnostico diferencial de leséo renal (VAIDYA; FERGUSON; BONVENTRE, 2008; PERES
etal., 2013).

Caracteristicas como a falta de expressao de KIM-1 nos rins normais, sua expressao
aumentada e insercdo na membrana apical do tabulo proximal e sua persisténcia na célula
epitelial até a recuperacdo total da célula fazem dessa proteina um importante biomarcador de

dano renal

1.7.2 MCP-1

A proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) tem sido relatada como uma
quimiocina potente produzida por células renais, sendo um biomarcador para processos
inflamatdrios mononucleares que ocorrem apoés lesdo renal aguda induzida por isquemia. MCP-
1 ¢é considerada a quimiocina mais potente para o recrutamento de mondcitos/macrofagos,

sendo expressa principalmente por células epiteliais glomerulares e tubulares durante a
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inflamacéo renal (PERES et al., 2013). Em camundongos, a inibicdo do MCP-1 reduziu
significativamente a infiltragdo renal por células inflamatérias e a progressao da nefrite ldpica.

O MCP-1 tem um papel crucial na inflamacéo e na resposta imune, e sua ligacéo
ao receptor CCR2 inicia uma série de vias de sinalizacdo que regulam a ativacao e a migracao
quimiotética das células-alvo. O MCP-1 promove alteracfes inflamatdrias nos niveis celular,
plasmaético e tecidual, levando a sugestao de que a inibi¢do do eixo MCP-1/CCR2 possa ser um
possivel alvo terapéutico farmacoldgico (DESHMANE et al, 2009; BIANCONI et al, 2017).

Em pacientes com AF, MCP-1 apresentou niveis elevados em comparacgao ao grupo
controle e o uso da HU apresentou uma associagdo com a diminuicdo deste biomarcador. MCP-
1 esteve também associado com a albumindria (DOS SANTOS et al., 2015).

1.7.3 Sindecano-1

A ativacdo e a disfuncdo endotelial desempenham um papel central na
fisiopatologia da AF, estando relacionada a vaso-oclusao. O endotélio é protegido contra células
e proteinas sanguineas circulantes pelo glicocalice, uma estrutura de carboidratos
(proteoglicanos e glicoproteinas) de aproximadamente 1 um de espessura que tem propriedades
anti-adesivas e anticoagulantes, protegendo o endotélio e mantendo a fungdo da barreira
vascular. A lesdo desta estrutura mostrou aumentar a permeabilidade capilar, levando a adesao
de leucdcitos e plaquetas, edema tecidual e inflamacdo acentuada, com aumento da expressao
de moléculas de adesdo, ocasionando um estado procoagulante (ALPHONSUS; RODSETH,
2014; CAVALCANTE et al., 2016)

O volume do glicocélice pode ser regulado por diversos fatores e sua degradagédo
pode ocorrer durante condic¢des de isquemia, inflamacéo e hipdxia, que ocorrem continuamente
na AF. A reducdo do volume do glicocalice pode facilitar as interacdes do endotélio ativado
com as células sanguineas e proteinas, apresentando um papel importante na ativacao endotelial
e na fisiopatologia da ocluséo vascular na AF (VAN BEERS, E. J. et al., 2008; MENESES et
al, 2015).

O Sindecano-1 é uma proteina transmembrana, sendo um dos principais
componentes do glicocélice endotelial. A liberacdo de sindecano do glicocalice € estimulada in
vitro por fatores pro- inflamatorios e ativada in vivo sob condig¢des inflamatorias. Quando
medido no plasma sanguineo, é um biomarcador de dano de glicocalice endotelial,
apresentando-se aumentado em pacientes com doenca renal crénica (BRAZ, 2014,
CAVALCANTE et al., 2016).
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1.7.4 VCAM-1

A proteina 1 de adesdo celular vascular (VCAM-1) é uma glicoproteina
transmembrana que tem importante participacdo na migracdo de células inflamatorias, nas
funcgdes efetoras de leucdcitos e na adesdo de células apresentadoras de antigenos. LesGes ao
endotélio renal aumentam a expressdo de diferentes moléculas de ades&o, como a de VCAM-
1, promovendo interacdes leucdcito-endotélio. VCAM-1, portanto, pode ser utilizado como um
marcador de ativacdo celular endotelial na injaria renal (KELLY et al., 1994, 1996;
CAVALCANTE et al., 2016).

Nesse contexto, a identificacdo de biomarcadores de lesdo renal precoce néo
invasivos, e sua insercdo na pratica clinica, associada a outros parametros envolvidos na
fisiopatologia e no prognostico da AF, contribuirdo para identificar mecanismos envolvidos no
desenvolvimento das sindromes renais nesses pacientes, facilitando o desenvolvimento de

estratégias mais eficazes na prevengdo, monitoramento e no tratamento da nefropatia na AF.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estudar a associacdo e correlacdo de biomarcadores inovadores de lesdo renal precoce e
biomarcadores de hemdlise e endoteliais em pacientes adultos com AF.

2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar o perfil dos pacientes com AF atraves das variaveis sexo, idade, pressdo arterial,
presenca de complicacgdes clinicas e tratamento com HU.

- Avaliar os parametros clinicos (pressao arterial) e laboratoriais (perfil hematoldgico,
biomarcadores de hemolise e urinarios) de acordo com o uso de Hidroxiuréia nos pacientes
com AF.

- Dosar os biomarcadores renais (KIM-1, MCP-1) e de dano endotelial (VCAM-1 e Sindecano-

1), comparando sua concentracdo entre pacientes com AF e grupo controle;

- Associar os biomarcadores KIM-1, MCP-1, VCAM-1 e Sindecano-1 com biomarcadores de
hemolise e urinarios alterados, com o objetivo de criar um grupo com risco aumentado para

alteracdo renal.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Consideragdes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Ceara
(UFC) sob o n° de protocolo 3.066.321, pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC), protocolo 3.190.166 e pelo Comité de Etica do Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceard (HEMOCE) sob o n° de protocolo 3.229.549. O trabalho foi executado
segundo os principios e normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satde — Ministério da Saude, Resolucéo n® 466/2012.

3.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, observacional e analitico em que participaram
pacientes com diagnostico de AF em acompanhamento ambulatorial no HEMOCE e no
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) em Fortaleza, Ceara. A coleta de dados foi
realizada de dezembro de 2017 a dezembro de 2018.

3.3 Local de Estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e
Genética das Doencas Hematoldgicas da UFC em parceria com o Laboratério de Pesquisa em
Nefrologia e Doencas Tropicais (LNDT) da UFC.

3.4 Casuistica

Participaram do estudo 92 pacientes com AF (62 em uso de HU com doses variando
de 500 a 1500mg/dia e 25 sem uso de HU), de ambos os sexos, adultos, selecionados de forma
voluntéria, de acordo com os critérios de selecdo da amostra. Como grupo controle foram

utilizadas amostras de 34 individuos saudaveis doadores de sangue (HbAA) do HEMOCE.
Para fins estatisticos 0s pacientes com AF foram estratificados:

e Deacordo com a hemoglobina: anemia moderada/grave (Hb < 8g/dL) e anemia leve
(Hb > 8g/dL) (ABAN et al., 2017).

e Em relacdo ao nimero de crises vaso-oclusivas: dor frequente (> 3 crises por ano)
e dor esporadica (< 3 crises por ano) (DARBARI et al., 2012)

3.5 Selecdo da Amostra
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3.5.1 Critérios de Incluséao:
e Pacientes com AF

Adultos de ambos os sexos, com diagndstico molecular prévio de AF em uso ou
ndo de HU. Os participantes do estudo apresentavam-se no estado basal da doenca, segundo 0s
critérios estabelecidos por Ballas (2012): auséncia de crises dolorosas por quatro semanas
consecutivas; nenhuma admissdo hospitalar nos ultimos 2-3 dias; historico negativo de
transfusdo sanguinea durante os 4 meses anteriores; nenhuma intercorréncia de infec¢do ou
inflamacdo nas Ultimas 4 semanas; nenhum tratamento com medicamentos que possam
afetar o hemograma (antibidticos, imunossupressores, entre outros) durante as Ultimas 3
semanas (BALLAS, 2012).

e Grupo Controle: Individuos adultos (HbAA), de ambos os sexos e sem histérico de

doencas renais.
3.5.2 Critérios de Excluséo:

Pacientes com AF diabéticos, tabagistas, gestantes, etilistas e com sorologia
positiva para hepatites B e C ou HIV. Pacientes com quadro de insuficiéncia renal ou que
tenham sido submetidos a transplante renal.

No grupo controle foram excluidos os individuos diabéticos, gestantes, tabagistas,

etilistas e com sorologia positiva para hepatites B e C ou HIV.

3.6 Coleta de dados e amostras

Os individuos/pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram convidados
a participar do estudo e assinaram o0 termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
recebendo as devidas orientagdes a respeito do estudo.

Foi coletada uma amostra de sangue em tubo com gel separador e uma amostra de
urina para a quantificacdo dos diversos biomarcadores. Estas amostras foram separadas e
armazenadas em freezer a -80°C até o momento da utilizacéo.

Os dados clinico-epidemiologicos e dados laboratoriais (concentracdo de HbF,
dados do hemograma, LDH, contagem de reticuldcitos, bilirrubinas e informacgdes sobre a
utilizacdo de HU) foram obtidos dos prontuérios médicos, sendo estes resultados compativeis

com a data da coleta da amostra biologica.
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3.7 Avaliacéo Laboratorial
3.7.1. Avaliacao da funcao renal

Para as analises de creatinina urinaria, proteindria, aloumindria, MCP-1 e KIM-1

foram utilizadas amostras de urina recente.

e Creatinina urinaria: Determinada pela formacdo de um complexo de cor vermelha
quando a creatinina reage com picrato em meio alcalino - reacédo de Jaffé automatizado
(Cobas C 111, Roche®).

e Proteindria: Determinada pelo método Vermelho de pirogalol (Sensiprot - Labtest®).
Os resultados foram normalizados pela creatinina urinaria.

e Albumindria: Determinados pelo método de imunoturbidimetria automatizado (Cobas
C 111, Roche®). Os resultados foram normalizados pela creatinina urinaria.

3.7.2 Analise de KIM-1 e MCP-1

Os biomarcadores KIM-1 e MCP-1 foram quantificados por meio da técnica do
imunoensaio ligado a enzima (ELISA) sanduiche, utilizando kit comercial fornecido pelos

fabricantes.

Nesse método, o anticorpo de um antigeno especifico €, inicialmente, adsorvido na
placa de 96 pocos (fornecida no kit pelo fabricante). Depois, 0 antigeno (soro, urina -
biomarcador) é adicionado e se liga ao anticorpo. Um segundo e diferente anticorpo ligado a
enzima é adicionado (Figura5). Nesse caso, a intensidade da reacdo é proporcional a quantidade
de antigeno presente (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000).

Os procedimentos foram seguidos de acordo com as normas do fabricante. Para a
leitura colorimétrica foi utilizado espectrofotémetro com comprimento de onda de 450 nm e
filtro de 620 nm. Os resultados das concentragdes dos biomarcadores urinarios foram

normalizados pela creatinina urinaria da mesma amostra e expressos em “mg/g-Creatinina”.

Figura 5 - ELISA sanduiche
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Fonte: GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000 (adaptado)
3.7.3 Analise de VCAM-1 e Sindecano-1

A amostra de sangue foi coletada em tubo contendo gel separador e imediatamente
centrifugada a 5000rpm por 10 minutos e armazenada em freezer a -80°C para posterior
determinacéo do Sindecano-1 e VCAM-1.

VVCAM-1 foi quantificado atraves da técnica ELISA sanduiche utilizando um kit de
teste comercial da Abcam®. Para a leitura colorimétrica foi utilizado o espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 450 nm.

A andlise de Sindecano-1 foi realizada em amostras de soro por meio da técnica
ELISA utilizado kit comercial da Abcam®. A leitura foi realizada no leitor de ELISA, Biotek
EL X800 com comprimento de onda de 450nm.

3.8 Analise Estatistica

Os dados coletados foram armazenados e organizados em planilhas usando o
programa Microsoft Excel (2016). Depois os dados foram transferidos e analisados usando o
software SPSS (Chicago, IL, EUA), versdao 23 para MACOSX. As variaveis qualitativas ou
nominais foram expressas como contagem absoluta e frequéncia relativa através de
porcentagens, sendo comparadas com o teste do qui-quadrado. Varidveis quantitativas foram
inicialmente testadas quanto a normalidade dos dados nos diferentes grupos. Depois foram
realizados testes de normalidade usando o teste do Shapiro Wilk. Dados normais foram
expressos como média + desvio padrdo, e dados ndo normais como mediana e amplitude
interquartil. Foram usados testes t de Student ou Mann-Whitney para comparagdo entre dois

grupos, e usado o teste de Kruskal-Wallis (p6s teste de Dunn) para comparagdes entre 3 grupos.

Correlagdes foram aplicadas para avaliar a associacao entre varidveis quantitativas,
usando o Rho de Spearman. Além disso, foram aplicados modelos de regressdao univariada e
multivariada para avaliar a associagdo de parametros laboratoriais e biomarcadores com as
complicacdes clinicas na anemia falciforme. O Odds Ratio com intervalo de confianga (IC) de

95% foram gerados para tal. Todas as analises consideraram como significativo p<0,05.



33

4 RESULTADOS

4.1 Parametros gerais de pacientes com AF e o uso de Hidroxiuréia

Os pacientes com AF avaliados apresentaram idade média de 40,59 + 27,67 anos,
e a maioria (58%) era do sexo feminino. Pacientes em tratamento com HU foram 67% dos
casos. Os niveis médios da hemodinamica vascular de acordo com a pressao arterial foi normal
no grupo total. Além disso, foi observado frequéncia importante de algumas complicacdes da
doenca, como anemia grave/moderada (19%), ulcera de perna (20%), litiase biliar (28%) e

sintomas de dor frequente (24%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas e de complicac¢des estudadas durante o
acompanhamento de pacientes com anemia falciforme.

Anemia
Falciforme
(n=92)
Sexo (feminino) 53 (58%)
Idade (anos) 40,59 + 27,67
Pressao arterial sistélica (mmHg) 110,1 £12,78
Pressao arterial diastélica (mmHg) 67,31 £8,12
Em tratamento com Hidroxiuréia 62 (67%)
Complicagoes da doenca
Anemia grave/moderada 15 (19%)
Ulcera de perna 17 (20%)
Acidente vascular cerebral 3 (3,8%)
Priaprismo 4 (5,1%)
STA 6 (7,7%)
Infarto 6sseo 5 (6,4%)
Hipertensao pulmonar 1(1,3%)
Litiase biliar 22 (28,2%)
Dor frequente (> 3/ano) 16 (24,2%)
Dor esporadica (<3 crises p ano) 50 (75,8%)

Dados expressos como média + desvio padrdo, e como frequéncia absoluta e porcentagem entre
parénteses. STA- Sindrome tordcica aguda
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Nos grupos estratificados de acordo com o uso de HU, foram observadas alteragdes
importantes no grupo que ndo fazia o uso do farmaco. Foi observado que a pressdo arterial
sistélica se apresentou mais alta (p=0,013) em pacientes com AF que ndo faziam o uso de HU
(Tabela 2). Nesse mesmo grupo foram observados significancia estatistica em uma maior
concentracgdo de leucocitos, plaquetas e diminuicao da hemoglobina. Além disso, pacientes que
ndo faziam uso de HU tiveram concentragdo aumentada de reticulocitos, LDH, BT, BD de
maneira estatisticamente significativa. Por fim, foi observado no grupo sem tratamento com
HU niveis aumentados de albuminuria (mediana= 56,89 (AIQ: 22,59 - 297,36) vs 27,12 (11,77
- 92,85) mg/g-Cr, p=0,033). Nao foi observado diferenca significativa em relag¢ao aos niveis de

HbF e HbS entre os grupos.

Tabela 2 - Avaliacdo de pardmetros clinicos e laboratoriais de acordo com o uso de Hidroxiuréia.

Uso de Hidroxiuréia

Sim (n=55) N&o (n=24) p
Sexo (feminino) 31 (56) 16 (67) 0,391
Idade (anos) 32,62 + 15,03 38,21 + 20,41
Presséo Arterial Sistélica 107,86 £ 10,57 115,74 £ 15,11 0,013*
Presséo Arterial Diastolica 66,81 + 7,42 68,35+ 9,51 0,460
Parametros laboratoriais
Hemoglobina F (%) 13,4 (9,1-17,1) 10,4 (8,8 - 13,7) 0,521
Hemoglobina S (%) 80,8 (77,7 - 85,5) 84,15 (80,9 - 86,9) 0,464
Hematdcrito (%) 27,4 (24,5 - 31) 25,07 (22,6 - 27,1) 0,069
Leucdcitos (/mm3) 8623 (6700 - 10720) 10770 (9377 - 15330) 0,002*
Plaquetas (x10%) 335,75 (285,6 - 402) 404,2 (301 - 482,8) 0,045*
Hemoglobina (g/dL) 9,6 (8,4 -10,6) 8,87 (7,8 - 9,6) 0,030*
Reticulécitos (x10°) 188,3 (150,8 - 250,1) 222,1(188,6 - 288,6) 0,040*
LDH (U/L) 700,5 (610 - 939) 953 (704 - 1352) 0,017*
Bilirrubina total (mg/dL) 2,37 (1,57 - 3,11) 2,94 (2,36 - 3,41) 0,033*
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,38 (0,25 - 0,51) 0,53 (0,38 - 0,67) 0,020*
Bilirrubina indireta (mg/dL) 1,96 (1,18 - 2,69) 2,24 (1,84 -3,2) 0,090
Proteindria (mg/g-Cr) 40,2 (23,8-3,2) 50,7 (30,2 - 6,2) 0,100
Albumindria (mg/g-Cr) 27,12 (11,77 - 92,85) 56,89 (22,59 - 297,36) 0,033*
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Dados quantitativos foram expressos como média + desvio padrdo para dados normais ou como mediana e amplitude
interquartil entre paréntesis para dados ndo normais. Dados nominais foram expressos como frequéncia absoluta e
porcentagem entre parénteses. *p<0,05

4.2 Biomarcadores e os parametros laboratoriais relacionados ao nao uso de HU

Pacientes com AF apresentaram um aumento significativo de KIM-1, MCP-1,

VCAM-1 e Sindecano-1 quando comparados a individuos saudéaveis (Figura 6).

Figura 6 — KIM-1, MCP-1, VCAM-1 e Sindecano-1 em pacientes com AF e grupo controle
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Valores de p obtidos através do Teste de Mann Whitney. *Significante ao nivel de 0,05

Em rela¢do ao grupo que usava HU e o que nao fazia uso, ndo foi observado

diferenca significativa quanto aos niveis dos biomarcadores renais MCP-1 urinério ¢ KIM-1
urindrio; e quanto aos niveis dos biomarcadores endoteliais VCAM-1 e sindecano-1. Entretanto,
foi investigado o envolvimento desses biomarcadores com as alteragcdes laboratoriais que
estiveram alteradas de acordo com o ndo uso de HU pelos pacientes com AF, conforme

mostrado na Tabela 2.

Considerando todos os pacientes com AF, os biomarcadores urinarios MCP-1 e
KIM-1 estiveram associados com niveis aumentado de reticulocitos. Quanto aos biomarcadores

endoteliais, VCAM-1 aumentado esteve correlacionado com LDH, BT e¢ BD aumentados, € o
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sindecano-1 apresentou correlagdo significativa com niveis elevados de BT e BD, assim como

os biomarcadores renais, com reticulocitos (Tabela 3).

Tabela 3 - Correlagdes entre biomarcadores renais e¢ endoteliais com parametros laboratoriais e clinicos
alterados nos pacientes com anemia falciforme.

MCP-1 urinario

KIM-1 urinario

Sindecano-1 sérico

VCAM-1 sérico

Rho

P

Rho

Rho

p p Rho p
Albuminuria (mg/g-Cr) 0,060 0,576  -0,015 0,89 -0,019 0,861 0,117 0,265
PAS (mmHg) -0,043 0,725  -0,046 0,707 0,162 0,172 0,135 0,254
LDH (U/L) 0,119 0,339  -0,005 0,965 0,075 0,536 0,306  0,01*
Bilirrubina total (mg/dL) 0,121 0,310 0,145 0,224 0,266 0,037 0,362  0,001*
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0,204 0,086 0,181 0,128 0,278 0,033* 0,289 0,012%*
Reticulocitos (x10°/mm?) 0,280 0,016* 0,295 0,011%* 0,237 0,038* 0,022 0,850

*Correlagdes significativas usando o Rho de Spearman. PAS: Pressdo arterial sist6lica.

O grupo de pacientes com AF foi estratificado, e foram avaliadas as mesmas

correlacdes apenas entre os pacientes que ndo faziam uso de HU, avaliando pacientes mais

susceptiveis as complicagdes pela AF. Foi observado um aumento da correlagdo entre os

biomarcadores renais MCP-1 e KIM-1 urinario com a contagem de reticuldcitos (Figura 7).

Além disso, os niveis de sindecano-1 também tiveram correlacao discretamente maior com os

reticulocitos, e aumento significativo nas correlacdes com BT e BD (Tabela 4). Por outro lado,

os niveis de VCAM-1 dos pacientes apds ajuste com pacientes que ndo faziam uso de HU

perdeu a significancia nas correlagdes, permanecendo apenas com BT.
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Tabela 4 - Correlagdes entre biomarcadores renais e endoteliais com parametros laboratoriais e clinicos
alterados nos pacientes com anemia falciforme que ndo faziam o uso de hidroxiuréia.

MCP-1 urinario

KIM-1 uriniario Syndecan-1 sérico

VCAM-1 sérico

Rho p Rho p Rho p Rho p
Albumintria (mg/g-Cr) -0,312 0,147 -0,391 0,059 -0,354 0,090 -0,032 0,881
PAS (mmHg) -0,256 0,249 -0,081 0,715 0,266 0,220 0,073 0,742
LDH (U/L) 0,104 0,681 -0,242 0,318 0,028 0,909 0,025 0,92
Bilirrubina total (mg/dL) -0,280 0,232 -0,195 0,397 0,555 0,009 0,491  0,024*
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0,336 0,147 0,365 0,104 0,565  0,008* 0415 0,061
Reticuldcitos (x10° /mm?) 0,595  0,004* 0,668 0,001* 0,303 0,049* 0,005 0,982

*Correlagdes significativas usando o Rho de Spearman.

Figura 7 - Graficos de dispersio em matriz, representando correlagdes
significativas entre MCP-1 urinario, KIM-1 urinario e os niveis de reticuldcitos.

uMCP1 (pg/mg-Cr) uKIM-1 (pg/mg-Cr)

Reticulécitos

uKIM-1 (pg/mg-Cr)

*p<0,05, em todos os quadrantes.

uMCP1 (pg/mg-Cr)

Reticulécitos
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4.3 Complicacdes renais, clinicas e vasculares de acordo com a contagem de reticulocitos

Apbs observada correlacdo importante entre MCP-1, KIM-1 e sindecano-1 com 0s
niveis de reticuldcitos, sobretudo no grupo que nédo fazia uso de HU, os pacientes com AF foram
divididos quanto aos tercis de reticuldcitos, e foram comparados os principais parametros com

alteracdes observadas (Tabela 5).

Foi observado que o grupo do menor tercil apresentou maior frequéncia de uso de
HU. Quanto aos parametros hematoldgicos, foi observado aumento significativo de leucdcitos
e neutrofilos. Nao foi observado diferenca significativa em relagcdo aos niveis de hemoglobina
total, HbF e HbS.

Quanto aos parametros renais, foi observado niveis significativamente mais altos
de albumindria no terceiro tercil em relacdo ao primeiro tercil de reticulocitos (mediana= 71,3
(AIQ: 13,7 - 153,8) vs 29,5 (11,7 - 65,5) mg/g-Cr, p=0,047). Nao foi observada diferenca
significativa em relacdo a proteindria, taxa de filtragdo glomerular e creatinina sérica (Tabela
5).

Em relacdo aos biomarcadores renais, uMCP-1 e uKIM-1, foi observado aumento
significativo de seus niveis, sobretudo no 3° tercil em relacdo ao 1° tercil (Tabela 5, e Figuras 8
e 9), apontando para um grupo de risco para alteracdes renais tanto glomerulares como
tubulares.

Dentre os biomarcadores endoteliais, apenas o sindecano-1 (glicocalix endotelial)

esteve alterado no grupo com 3° tercil (maiores niveis de reticuldcitos) (Tabela 5, e Figura 10).
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Tabela 5 - Correlagdes entre biomarcadores renais e endoteliais com coma contagem de reticuldcitos
(estratificada por tercis) nos pacientes com AF que nao faziam o uso de HU.

Grupos por Tercis de Reticul6citos

1° Tercil 2° Tercil 3° Tercil p
Idade (anos) 31,7+9,8 33,0+ 10,5 32,2+ 10,1 0,890
Sexo (feminino) 15 (60) 17 (65,4) 14 (53,8) 0,697
PAS (mmHg) 111,2+£ 13,3 1112+ 13,4 1079+ 12,1 0,603
PAD (mmHg) 68,3+ 8,1 67,8+ 9,7 66,1+ 6,2 0,632
Fazia uso de Hidroxiuréia 22 (88) 15 (58) 16 (64) 0,047*
Hemoglobina (g/dL) 9,6 (8,6 - 10,3) 8,95 (8,1 - 10,6) 9,45 (8,4-104) 0,793
Hemoglobina fetal (%) 13,55 (9,7 - 17,9) 10,2 (9 - 15,6) 12,55(8,8-17,2) 0,283
Hemoglobina S (%) 80,65 (75,9 - 84,25) 84,4 (78,7 - 86,2) 83,35(77,8-86,9) 0,274

Leucdcitos (/mms3)
Neutrofilos (/mm3)
Plaquetas (103/mm?)
LDH (U/L)

BT (mg/dL)

BD (mg/dL)

Creatinina sérica (mg/dL)

TFG (ml/min/1.73 m?)
Proteinuria (mg/g-Cr)
Albuminuria (mg/g-Cr)
Biomarcadores
UMCP-1 (pg/mg-Cr)
uKIM-1 (pg/mi-Cr)
VCAM-1 (ng/mL)
Sindecano-1 (ng/mL)

7742 (6693 - 9830) 10120 (8200 - 11850) 10245 (9360 - 12690) 0,013*

3367 (2729 -5432) 5241 (4014-7538) 5381 (4195-6328)  0,042*
326 (288 — 495) 346 (279 — 411) 361(312-417) 0,503
699 (573-881)  826,5 (605 - 1117) 848 (661-1022) 0,394
2,4 (1,51 - 3,07) 2,64 (2,26 - 3,15) 2,67 (2,02-4,07) 0,472

0,38 (0,25 - 0,52) 0,44 (0,27 - 0,6) 043(0,31-0,67) 0,605
0,58 + 0,19 0,55+ 0,2 0,57+ 0,21 0,873
136,4+ 21,8 130,8 + 24,33 1347 + 14,1 0,619

294 (22,1-439) 355 (22,8 - 67,0) 448 (288-63,0) 0,147

295(11,7-655)  31,73(139-171,8)  71,3(137-153.8) 0,047*

174 (98 - 248) 149 (80 - 209) 255 (145-341)  0,033*

1116,3 (786 - 1571) 1341 (929-2123) 1611 (1405-2076) 0,043*

1320 (1155 - 2151) 1951 (1142 - 2566) 1402 (1225-1865) 0,455

36,9(249-40,8)  39,8(36,6-47,7) 405 (32,8-553)  0,040%

Dados quantitativos foram expressos como média + desvio padrdo para dados normais ou como mediana e amplitude
interquartil entre paréntesis para dados ndo normais. Dados nominais foram expressos como frequéncia absoluta e

porcentagem entre parénteses.
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Figura 8 - Niveis de KIM-1 urinario de acordo com tercis dos niveis de reticuldcitos para criagdo de
grupo de risco.
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Figura 9 - Niveis de MCP-1 urinario de acordo com tercis dos niveis de reticuldcitos para criagao

de grupo de risco.
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Figura 10 - Niveis de Sindecano-1 sist€émico de acordo com tercis dos niveis de reticulocitos para
criacdo de grupo de risco.
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4.4 Influéncia dos reticuléctios juntamente com o uso de HU e anemia grave/moderada

nos niveis dos biomarcadores renais e endoteliais

A contagem de reticuldcitos e outras variaveis de complicagdes clinicas da AF
foram testadas em modelos de regressao para avaliar fatores que possam estar contribuindo para
o aumento dos niveis dos biomarcadores renais e do sindecano-1. Primeiramente, regressoes
univariadas mostraram que no grupo estudado, cada aumento de 50 mil reticuldcitos contribuia
para aumento em cerca de 113 pg/mg-Cr de uKIM-1 e de 50,7 pg/mg-Cr de uMCP-1
(coeficiente beta, p<0,05). Em relagdo ao sindecano-1, tivemos aumento de 3,67 ng/ml, porém

nao foi significativo (p=0,559) (Tabela 6).

Em modelos multivariados foram selecionadas e adicionados as variaveis: uso de
HU e anemia grave/moderada, apds investigacdes com diversas varidveis. No modelo 1
(adicionando o nao uso de HU), houve um aumento da concentragdo de KIM-1 e MCP-1 para
cada aumento de 50 mil reticulocitos. No modelo 2, ao incluir também a anemia
grave/moderada, houve outro incremento importante desses mesmos niveis, apontando grupos

de risco para o aumentos desses biomarcadores (Tabela 6).
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Tabela 6 - Correlacdes entre biomarcadores renais e endoteliais com a contagem de reticulocitos nos pacientes
com AF que ndo faziam o uso de HU.

Aumento de 50 mil reticulécitos

Coeficiente

Beta t IC - 95% p
Regressdo univariada
Variavel dependente (UKIM-1) 113,1 2,001 0,408 - 225,8 0,049*
Variavel dependente (UMCP-1) 50,7 2,036 1,051-100,4  0,045*
Variavel dependente (Sindecano-1) 3,67 0,578 (-8,80 - 16,16) 0,559
Modelo 1: ndo uso de Hidroxiuréia
Variavel dependente (UKIM-1) 125,5 2,126 7,763 - 243,2 0,037*
Variavel dependente (UMCP-1) 55,8 2,177 4,694 - 107,0 0,033*
Variavel dependente (Sindecano-1) 5,65 0,878 (-7,1-18,5) 0,383
Modelo 2: n&o uso de Hidroxiuréia e anemia
grave/moderada
Variavel dependente (UKIM-1) 137,5 2,345 20,94 -253,9  0,021*
Variavel dependente (UMCP-1) 58,8 2,235 6,259 - 110,3 0,029*
Variavel dependente (Sindecano-1) 5,82 0,891 (-7,2 - 18,8) 0,376

IC: intervalo de confianga. uMCP-1: MCP-1 urinério; uKIM-1: uKIM-1 urinario.
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5 DISCUSSAO

Perfil clinico e do tratamento

A AF é uma hemoglobinopatia caracterizada por hemolise cronica e eventos vaso-
oclusivos de repeticdo, 0 que pode acarretar em danos a 0rgaos, incluindo anormalidades no
sistema nervoso central, ossos e articulagdes, sistema cardiovascular, pulmao, trato
gastrointestinal e rins, ocasionando manifestacdes clinicas. Os pacientes do presente estudo
apresentaram sintomas relacionados a fisiopatologia da AF, sendo os de maior frequéncia
anemia grave/moderada, Ulceras de perna, litiase biliar, crises de dor, priaprismo e STA,
corroborando com o estudo de Pinto e colaboradores (2019) (DA SILVA JUNIOR; LIBORIO;
DE FRANCESCO DAHER, 2011; KATO et al., 2009; KATO; GLADWIN; STEINBERG,
2007; PINTO et al., 2019; SUNDARAM et al., 2011).

A maioria do grupo de pacientes estudados estava em uso continuo de HU. Este é
o principal medicamento utilizado no tratamento da AF e seu uso esta associado a melhora das
manifestacdes clinicas gerais (NADER et al., 2018; NAHAVANDI M et al., 2002).

Pacientes em tratamento com HU no presente estudo apresentaram uma diminuigdo
da pressdo sistolica quando comparados aos que ndo faziam uso do medicamento. Varios
estudos indicaram que pacientes com AF, em compara¢do com individuos controle,
apresentaram pressao arterial sisttmica reduzida e incidéncia reduzida de hipertensao arterial
sistémica. Esses achados na AF podem ser devido ao defeito tubular renal responsavel pelo
aumento da excrecdo de sodio e agua, que pode diminuir a expansdo do volume plasmatico
necessaria para a hipertensao sustentada e, assim, promover pressdes arteriais mais baixas (DE
JONG, 1982; JOHNSON; GIORGIO, 1981; ERNST, 200; NATH; KATUSIC; GLADWIN,
2004; PEGELOW et al., 1997). O estudo de Aygun e colaboradores (2012), no entanto, ndo
encontrou diferenca significativa na pressao sistélica entre pacientes sem HU e os que faziam

tratamento com este medicamento por um periodo de 3 anos.

Influéncia do uso da Hidroxiuréia nos biomarcadores convencionais de hemdlise e da
funcéo renal

Os pacientes que ndo estavam utilizando a HU apresentaram ainda um aumento
significativo dos parametros leucocitos, plaquetas, reticuldcitos, LDH, BT, BD e albuminuria,
e uma diminuicdo da hemoglobina total, quando comparados com o0s pacientes que estavam

sendo tratados com este medicamento. Um estudo realizado na mesma populagao de pacientes
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evidenciou a influéncia do tratamento com HU nos biomarcadores de hemdlise
(LAURENTINGO, et al., 2018). Pacientes que estavam tomando HU em doses menores (< 10
mg/kg/dia ) apresentaram um aumento de LDH em relacdo aos que tomavam HU em maior
dose (> 10 mg/kg/dia), enquanto pacientes que foram tratados por um tempo maior (50 meses)
apresentaram uma reducdo na contagem de reticuldcitos em relagdo aos que tomavam HU a
menos tempo (menor que 50 meses de tratamento). Sabe-se que o uso da HU oferece muitos
beneficios para a AF, a contagem de leucocitos, plaquetas, reticuldcitos, reduzindo a hemolise
e a dor e prevenindo eventos agudos e cronicos (AGRAWAL et al., 2014; MCGANN; WARE,
2015; NEVITT; JONES; HOWARD, 2017).

Além disso, outros estudos (BARTOLUCCI et al., 2016; ABAN et al., 2017)
também evidenciaram a associacdo entre a ndo utilizacdo da HU e a presenca de albumindria,
corroborando com 0s nossos achados. Foi sugerido como mecanismo de acdo o fato de a HU
diminuir a hemdlise e falcizacdo das hemacias, levando a diminuicgdo da lesdo renal isquémica
(MCKIE, K. etal., 2007; AYGUN et al., 2013; MILLER et al., 2009; AGRAWAL et al., 2014;
ABAN et al., 2017).

O principal beneficio do uso da HU é o aumento dos niveis de HbF, e apesar de ter
sido observada uma tendéncia de aumento da HbF nos pacientes em uso de HU do estudo, esse
resultado ndo foi significativamente estatistico. Essa diferenca pode ndo ter sido evidenciada
porque alguns dos pacientes que ndo utilizavam HU, ndo o faziam por apresentarem um bom
estado geral (auséncia de complicages clinicas graves como STA, AVC, priaprismo, etc...) ou
por apresentarem uma elevacdo da HbF de forma natural (persisténcia da hemoglobina fetal),
portanto, sem indicacdo clinica e laboratorial do uso da HU (CANCADO et al., 2009;
AGRAWAL et al., 2014; SAUDE, 2018).

Alterac0Oes renais e endoteliais na Anemia Falciforme

A HDS apresenta uma tendéncia de se polimerizar na regido medular renal devido
a baixa pressao local de oxigénio, baixo pH e alta osmolaridade, favorecendo a desidratacéo e
falcizacdo dos eritrocitos. A vaso-oclusdo ocasionada pelos eritrocitos falcizados causa
isquemia tecidual, resultando em uma cascata adicional de eventos patologicos, incluindo
hemolise, disfuncdo endotelial, inflamagédo, hipercoagulabilidade, lesdo por reperfusdo e
estresse oxidativo, que ocasionam lesGes ao endotélio renal aumentando a expressdo de
moléculas de adesdo, como VCAM-1, uma glicoproteina importante na migracdo de células
inflamatorias e na interagdes leucocito-endotélio (DE MELO BEZERRA CAVALCANTE et
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al., 2016; KELLY et al., 1994; KELLY; WILLIAMS; et al., 1996; MAIGNE et al., 2010;
SUNDARAM et al., 2011).

A nefropatia falciforme (NF) é uma das principais complicacdes cronicas da AF
gue comeca na infancia e pode progredir até insuficiéncia renal. Fatores genéticos, gravidade
da anemia e gravidade geral da doenca sdo fatores de risco para NF. Os glomérulos, tubulos
renais e vasa recta sdo danificados por eventos de isquemia-reperfusao causados pela falcizagao
intramedular. Agentes vasodilatadores como prostaglandinas e NO aumentam o fluxo
sanguineo para os glomérulos remanescentes com consequente hiperfiltracdo e hipertrofia
glomerular. Eventualmente, a hipertensdo intraglomerular leva a capacidade de filtracdo
prejudicada e a perda da seletividade glomerular de macromoléculas e a albumindria. Além
disso, a endocitose epitelial tubular aumentada de proteinas contribui para lesdo
tubulointerstitial e fibrose. Acredita-se ainda que a hemdlise contribua para a vasodilatacéo e
inflamacdo (HAYMANN et al., 2010; MAIGNE et al., 2010; BECKER, 2011; DA SILVA;
LIBORIO; DAHER, 2011; NATH; HEBBEL, 2015)

Os pacientes com AF apresentaram um aumento dos biomarcadores de lesdo renal
precoce KIM-1 e MCP-1 e dos parametros de lesdo endotelial VCAM-1 e sindecano-1 quando
comparados ao grupo controle, resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos
(DOS SANTOS et al., 2015; HAMIDEH et al., 2014; SUNDARAM et al., 2011; VAN BEERS,
EDUARD J. et al., 2008). Em relacdo ao tratamento, ndo foi evidenciado diferenca nos
biomarcadores entre pacientes com AF que faziam uso ou ndo da HU. Entretanto, no trabalho
de Santos e colaboradores (2014) os pacientes com AF em uso de HU apresentaram uma
dimuicdo de MCP-1 quando comparados aos pacientes sem tratamento. Sabe-se que 0s
beneficios do tratamento com HU sdo variaveis, uma vez que a resposta terapéutica esta
interligada com a gravidade clinica da AF, incluindo a concentracdo de HbF, os haplétipos da
B-globina, a co-associagdo com a-talassemia e a presenca de polimorfismos genéticos em
regides promotoras da y-globina. Além disso, a variabilidade da resposta pode estar associada
a variacdo individual no metabolismo do farmaco (COKIC et al., 2008; CANCADO et al.,
2009).

A AF ¢ caracterizada por ativacdo endotelial constante, causada pela hemdlise
crénica com consequente liberagdo EROs e hemoglobina livre, culminando na diminuicéo da
disponibilidade do NO e oclusao vascular (KELLY et al., 1994, 1996; CAVALCANTE et al.,
2016). A destruicdo do NO pela hemoglobina livre também pode contribuir para o

comprometimento da fungdo endotelial vascular atraves da ativagao transcricional de moléculas
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de adesdo, incluindo VCAM-1 e E-selectina, além de potentes vasoconstritores como a
endotelina-1(KELLY et al., 1994, 1996; CAVALCANTE et al., 2016).

Lesdes ao endotélio renal aumentam a expressdao de moléculas de adesdo, como
VCAM-1, uma glicoproteina importante na migracdo de células inflamatorias e na interacdes
leucocito-endotélio, e sindecano-1, liberado quando h& dano ao glicocélice, apresentando-se
aumentado em condicOes de isquemia, inflamagdo e hipdxia (VAN BEERS, E. J. et al., 2008;
BRAZ, 2014; DE MELO BEZERRA CAVALCANTE et al., 2016). Esses dados apoiam 0s
resultados encontrados no presente estudo, em que os pacientes com AF sem uso de HU
apresentaram uma associacdo dos biomarcadores endoteliais VCAM-1 e sindecano-1 com 0
aumento de BT, BD e reticuldcitos, evidenciando o importante papel da hemodlise na
fisiopatologia da lesdo endotelial na AF. O estudo de Vilas-Boas e colaboradores (2010) em 50
pacientes adultos com AF, no Nordeste do Brasil, também encontrou uma associacdo entre
biomarcadores de endotélio (VCAM-1 e ICAM-1) e biomarcadores de hemolise (LDH,
aspartato aminotransferase e contagem de reticulécitos), corroborando com nossos resultados
(VILAS-BOAS et al., 2010).

A hemodlise cronica libera hemoglobina livre e grupamento heme, sendo este de
particular relevancia na leséo renal, pois o rim é o principal local de depuracgdo e degradacao da
hemoglobina em condi¢bes de hemolise grave. O heme apresenta a¢fes prdé-oxidantes e de
desnaturacdo oxidativa de lipidios, DNA, proteinas citoesqueléticas e outras, e 0s leucocitos
ativados, quando expostos ao heme, podem produzir EROs e citocinas pré-inflamatérias que
ativam NF-kB no endotélio, aumentando a expressdo de moléculas de adesdao como VCAM-1,
ICAM-1 e P-selectina, que promovem a adesdo de glébulos vermelhos e leucécitos falciformes,
alterando o ténus vascular e promovendo a vaso-oclusdo e subsequente isquemia tecidual
(BELCHER et al., 2010; GONZALEZ-MICHACA et al., 2004).

Associacao de biomarcadores de hemolise com os biomarcadores da fungéo renal

MCP-1, KIM-1 e sindecano-1 apresentaram uma correlagdo positiva com a
contagem de reticulocitos, sobretudo no grupo de pacientes que nao fazia uso de HU. Quando
divididos quanto aos tercis de reticuldcitos, foi observado que o grupo do menor tercil
apresentou maior frequéncia de uso de HU, sugerindo que os pacientes em tratamento
apresentaram menos hemolise, mostrando o efeito protetor da HU (AGRAWAL et al., 2014;
LAURIN et al., 2014; NEVITT; JONES; HOWARD, 2017)
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O terceiro tercil apresentou niveis significativamente mais altos de albuminuria e
concentracdo de MCP-1 e KIM-1em relagdo ao primeiro tercil de reticuldcitos, apontando um
grupo de risco para alteragdes renais glomerulares e tubulares. Uma forte associacdo entre
albuminuria e um parametro de hemolise (LDH) também foi encontrada por Hamideh e
colaboradores (2014). A presenca de anemia grave/moderada devido a hemdlise crénica na AF
também foi associada a doenca renal em pacientes pediatricos no estudo de Aban e
colaboradores (2016). Um outro estudo encontrou uma correlagdo de LDH com proteinuria e
albumindria, sugerindo que LDH possa ser utilizado com um marcador precoce para o risco de
envolvimento renal entre pacientes com AF (ABAN et al., 2017; GURKAN et al., 2010). Em
relacdo aos biomarcadores endoteliais, sindecano-1 (glicocalix endotelial) esteve alterado no
grupo com 3° tercil (maiores niveis de reticuldcitos), indicando a influéncia da hemdlise na

lesdo endotelial na AF.

A contagem de reticulocitos apresentou grande relevancia e influéncia nas
concentracdes dos biomarcadores renais e endoteliais estudados. Estudos mostram um aumento
da contagem de reticuldcitos em pacientes com AF, estando este parametro associado ao
aumento do processo hemolitico (DAMANHOURI et al., 2015; MOREIRA et al., 2015).

A hemolise cronica também é um fator de risco para hiperfiltracdo, proteindria e
NF e complicacGes da AF, como hipertensdo pulmonar, fortemente associadas a hemolise e
vasculopatia. Essa hemolise esta associada a hiperfiltragdo, um fato que pode ser intrigante,
visto que a hemolise geralmente induz um estado vasoconstritivo renal (deplecdo de NO pela
arginase), enquanto a hiperfiltracdo é frequentemente acompanhada de vasodilatacdo e
hiperperfusdo na AF. Entretanto, na AF, a hemolise por si s6 pode induzir vasodilatacdo
regional ou sistémica, devido a natureza instavel da hemoglobina falciforme. Essa instabilidade
leva a liberacdo do heme e a inducdo da heme oxigenase-1 (HO-1), uma enzima que degrada o
heme, reduz a toxicidade oxidativa mediada por heme e confere citoprotecédo, exercendo efeitos
vasorelaxantes através da geracdo de agdes de mondxido de carbono e de eliminacdo de
oxidantes, favorecendo assim a hiperfiltracéo e leséo no rim (POWARS et al., 1991; BELCHER
et al.,, 2010; CHINTAGARI et al., 2015; GONZALEZ-MICHACA et al., 2004; NATH,;
KATUSIC, 2012; NATH; KATUSIC; GLADWIN, 2004; SARAF et al, 2015).

O rim na AF apresenta o chamado paradoxo da perfusdo citado por Nath e
colaboradores (2004), uma diferenca hemodindmica entre macro e microcirculagdo no qual o
rim é provavelmente o melhor exemplo. No rim em geral ocorre hiperperfuséo e hiperfiltragéo,

alteracdes hemodinamicas que séo caracterizadas por taxas de fluxo sanguineo e plasma renais
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variavelmente aumentadas, taxas de filtragdo glomerular aumentada (TFG) e, como descrito em
alguns estudos, resisténcia vascular renal reduzida. Na medula renal, entretanto, ha uma
tendéncia a hipoxia relativa, osmolaridade aumentada e pH reduzido, os quais estimulam a
polimerizacdo da HbS, hipoperfusdo devido a doenca vasooclusiva como consequéncia da
oclusédo da vasa recta pela hemécias falcizadas, levando a isquemia medular (ETTELDORF et
al., 1955; NATH; KATUSIC; GLADWIN, 2004; LAURENTINO, et al., 2019).

Por fim, a presenca de anemia grave/moderada, o nao uso de HU e o aumento de
reticulocitos apresentaram uma influéncia no aumento da concentragdo dos biomarcadores
renais KIM-1 e MCP-1, apontando grupos de risco para o aumento desses biomarcadores. O
estudo de novos biomarcadores de dano renal para o diagndstico precoce e o conhecimento de
fatores que possam aumentar o risco do desenvolvimento de NF s&o de extrema importancia
visto que a lesdo ao rim se inicia desde a infancia nos pacientes com AF e que guanto mais
precoce forem iniciadas intervencbes de nefroprotecdo, mais eficaz sera a prevencao da

progresséo do dano renal.

"O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001”.



49

5 CONCLUSAO

Pacientes sem uso de HU apresentaram um aumento significativo da pressdo sistdlica,
contagem de leucdcitos, plaquetas, reticuldcitos, LDH, BT, BD e albuminuria e uma
diminuicdo da hemoglobina total em relacdo aos pacientes com AF que faziam
tratamento com HU.

Pacientes com AF apresentaram um aumento significativo de MCP-1 e KIM-1 urinarios
e Sindecano-1 e VCAM-1 séricos, quando comparados ao grupo controle.

Pacientes com AF sem HU apresentaram uma associacdo de KIM-1 e MCP-1 com o
aumento da contagem de reticuldcitos.

Sindecano-1 apresentou uma associa¢do com o aumento dos biomarcadores de hemolise
reticuldcitos, BT e BD; e VCAM-1 uma associa¢do com o aumento da BT.

O menor tercil da contagem de reticuldcitos esteve associado com 0s pacientes que
apresentaram maior frequéncia de uso de HU.

O néo uso de HU, a presenca de anemia grave/moderada e 0 aumento da contagem de

reticuldcitos apresentaram uma influéncia nas concentracoes de KIM-1 e MCP-1.
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Abstract

Sickle cell discase (SCD) is a hereditary condition characierized by homeyposis of the hemoglobin 5 (HhS) gene. Marked
morbimortality is obasrved due 1o chronic hemolysis, endothelial injury, and episodes of vase-occlmsion, which leads o moki-
organ damape, Renal impainment s common and may have differeni presentations, such as deficiency i unnary acdi fication o
concentration, glomemlopathics, protcinuna, and hematuria, frogeently resulling in cod-stage renal discase (ESRD). Movel
biomarkers of renal function, such as kideey inpury molecule 1 (KIM-1), and newtrophil pelatmasc-ssociated pocalin
(MGAL) and monocyle chemoatiractant peotcin | (MCP-1) anc being studicd in order to enable carly diagnosis of kideey damage

in S0,

Keywaords Ancmia, Sickle cell - Kidney dizcases - Piomarkers

Introduction

Sickle coll disease (SC1) 15 & common auiosomal recessw:
hemaiolegical condition. hs monality has risen 42% betwoen
1990 and 2003, reachmg 100,000 poual deaths worldede
[1]. Chronic hemolygis and repeated episodes of vaso-
ociusion resol i insidious damage of vital ongans, among
which the kidney is frequently affectsd, Sickle cell nephnopa
thy {SCM) is considercd one of the severest complications of
SCD and may have its onset in childbood”. This review dis
cusses ST pathophysiobsry, treatment, clinical features, and
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the mechanisms involved in kidney injury. Considering the
burden of thas issue, there = an mierest in preventon and early
detection of SCN and novel biomarkers are bemg: studhed for
thiat paspeose [2-10]-

Pathogenesis

Sickle cell disense (SCD) was fird reporied by Hemck n
1910, who described the charscteristic shape of the erythro-
cytes. It s caused by a point mutation in chromosome
11p15.5, replacing timine by adening in the B-globin gone,
which leads 1o an aminoacd change from a hydrophilic
ghutamic acid o a hydrophobic valine in the sixth position in
the [b-globin chain (Fig. 1). As & result, s mutatcd hemoghobin
5 (HbS) tetramer is formed and SCD ocours when homoey
gous mutation is presend |11, 12].

Pathophysiology

There are four main processes involved in SCD pathophysi
ology: TS polymerization, vazo-occhmion, hemolysis ssso-
ciated with endothelial dysfunction, and inflammation | 12].
Omnce plutamic acid is replaced by valine, HbS polymeriza-
tion is fvored in lower oxygen concentmtions. HbS beoomes
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CASE REPORT

Clinical difference between identical twins
with sickle cell anemia
Diferencas clinicas entre gémeas idénticas com anemia falciforme

Marilia R. Laurenting’; Tarcisio Paulo Almeida Fitho'; Pedro A. Maia Filho; Francisco 0. E Nascimento?;
Adlene F Advincula’; Clarissa Maria G. Machado’; Romelia P G. Lemes'

L Universidade Federal do Ceard (UFC), Fortalers, Ceard, Branl. 2 Centro de Hemutologia ¢ Hemoterapéa do Cears (Hemoce), Fortalezs, Ceard, Beail
3 Centro Universitinio Chrstiss (Unichristus), Fortaleza, Cears, Brazil.

ABSIRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a genetic disease that causes important clinical manifestations due to chronic hemolysis and vascular occlusion.
The aim of this study was to report a rare case of monozygotic twins diagnosed with SCA, presenting a different clinical characteristic An
interview with the patients was carried out and the medical records were consulted. One patient has a history of malleolar ulcer in the
left back, while the other does not. Both patients used hydroxyurea at the same dosage. This study shows that SCA presents, in addition
to genetic factors, non-genetic factors involved in the severity of the disease and its clinical manifestations. Studies are needed that may
contribute to the understanding of the clinical heterogeneity of SCA.

Key words: sickle cell anemia; leg ulcer, monozygotic twins; genetics; hydroxyurea.

RESUMO

Aanemia falciforme (AF) é uma doenga gendtica que causa importantes manifestagies clinicas devido a bemolise crimica e a odusdo
rascular. O objetivo deste estud foi relatar tm caso raro de gémeas univitelinas com diagndstico de AF, apresentando uma caracleristica
dinica diferente. Uma entrevista com as pacientes foi realizada, e os prontudrios foram consullados. Uma paciente lem bistoria de
tilcera maleolar na regido esquerda, enquanto a outra ndo. Ambas as pacientes faziam ilamento com hidroxtureia na mesma
dosagem. Este estudo mostra que a AF apresenta, além de fatores genéticos, fatores ndo genéticos envolvidos na gravidade da doenga e
suas mandfestagoes clinicas, sendo necessdrios estudos que possam contribuir para o entendimento da beterogeneidade clinica da AF

Unitermos: anemia falciforme; tilcera da perna; gémeas monozigdticos; genética; bidroxiureia.

RESUMEN

La anemia de culas falciformes (ACF) es una enfermedad genética que causa imporfantes manifestaciones clinicas debido a la
anemia bemolitica crinica y a la oclusion vascular. El objetivo de este estudio fue reportar un caso raro de gemelas monocigiticas
con diagndstico de ACE, presentando una caractersstica clinica diferente. Se realizi una entrevista con las pacientes, consultdndose
sus fichas médicas. Una paciente tiene bistoria de tilcera maleolar en la region tzquierda, mientras la otra no, Ambas bacian
tralamiento con bidroxiurea en la misma dosis. Este estudio demuestra que la ACF presenta, ademds de factores genélicos, factores
no gendticos imvolucrados en la severidad de la enfermedad y sus manifestaciones dinicas. Son necesarios estuddios que contribuyan
para la comprensiin de la beterogeneidad clinica de la ACE

Palabras dave: anemia de células falciformes; tilcera de la plerna; gemelos monocigiticos; genética; bidroxiurea

] Beas Patod Med Lab, 2019. [online]. shead print PPO-0

58



59

APENDICE A —- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “BIOMARCADORES DE
DIAGNOSTICO PRECOCE DA FUNCAO RENAL EM PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME".Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informacdes
abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos o0s procedimentos desta pesquisa
sejam esclarecidos.

A pesquisa tem o objetivo principal de estudar novos exames que detectem alteracGes renais em
pacientes com AF. A sua participagdo na pesquisa serd plenamente voluntéria e consciente, ndo havendo
qualquer forma de pagamento ou compensacdo material. Para tanto, necessitamos que vocé autorize a
obtencdo de 2 (duas) amostras de sangue (4mL cada tubo) e uma amostra de urina (10mL) para que a
pesquisa seja realizada. A participacdo na pesquisa ndo ird lhe expor a nenhum risco que possa
comprometer a sua saude, havendo apenas a possibilidade de formagdo de uma pequena mancha roxa
devido a coleta do sangue. VVocé podera se beneficiar em participar da pesquisa ao colaborar com a
comunidade académica, além de saber mais sobre a doenga que possui e ter a oportunidade de realizar
exames novos que ainda ndo estdo disponiveis em laboratérios, podendo contribuir no entendimento e
melhora das manifestac@es clinicas da sua doenga.

Vocé podera desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo de sua
assisténcia médica. Sua identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacgéo dos resultados
totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo académica de ambito cientifico e, ainda
assim, sem qualquer possibilidade de identificacdo dos pacientes. Sera, no entanto, permitido o0 acesso
as informacgdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera
acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O
trabalho sera executado segundo os principios e normas que regulamentam a pesquisa em seres
humanos, do Conselho Nacional de Satde — Ministério da Satde, Resolucéo n° 466/2012 e 441/2011.

Marilia Rocha Laurentino
Instituicdo: Universidade Federal do Ceara
Endereco: Telefone para contato:
(85) 33668264/ (85)988420974

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragio ou divida sobre a sua participacdo na pesquisa entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua Coronel Nunes de Melo,
1000 - Rodolfo Tedfilo, telefone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira) ou

O CEP ¢ a
instancia responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado ,___anos, RG: , declara que é de livre e
espontanea vontade que estd como participante de uma pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds sua leitura, tive a oportunidade de fazer
perguntas sobre o seu conteldo, como também sobre a pesquisa, e recebi explicaces que responderam
por completo minhas duvidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Nome do participante da pesquisa Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura
Nome da testemunha Data Assinatura




