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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma doenga genética hereditdria, causada por uma mutagdo
pontual no sexto cédon do gene da B-globina, levando a substitui¢do de 4cido glutamico por
valina formando a hemoglobina S (HbS). Em condi¢des de hipoxia a HbS adquire a
capacidade de se polimerizar, alterando a morfologia da hemécia para a forma de foice. Tal
processo resulta na diminui¢do da sobrevida da hemadcia na circulagdo, desencadeando
processos inflamatorios e fendmenos de vaso-oclusdo. A hidroxiureia é o principal tratamento
utilizado na AF, sendo responsdvel pelo aumento das concentracdes de hemoglobina fetal, o
que reduz a polimerizagdo da HbS. A deficiéncia de vitamina D nesses individuos é uma
condi¢do nutricional comum que pode aumentar o risco de suas complicagdes, estando
associada a lesdo renal aguda. O rim € um dos 6rgdos mais afetados na AF e a nefropatia
falciforme ¢ uma de suas principais complicacdes. A progressdo de lesdes renais se da
principalmente pela auséncia de deteccdo em seus estdgios iniciais. Dessa forma, a avaliacio
de biomarcadores inovadores, como a molécula-1 de injuria renal (KIM-1) e a proteina-1
quimiotdtica de mondcitos (MCP-1), que possam diagnosticar precocemente lesdes renais
nesses individuos é extremamente necessaria. Portanto, objetivou-se a associacdo entre os
niveis séricos de vitamina D em pacientes com AF com biomarcadores de funcdo renal.
Participaram do estudo 51 pacientes adultos com AF que estiveram em acompanhamento no
servigco de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio —- HUWC — no periodo de
dezembro de 2017 a maio de 2018. O grupo controle foi composto por 17 individuos
sauddveis doadores de sangue no mesmo periodo. Os niveis séricos de 25-hidroxi-vitamina D
foram determinados por metodologia de imunoensaio quimioluminecente de microparticulas
(CMIA) e a funcdo renal foi avaliada pelas dosagens de creatinina urindria, proteinuria,
albuminuria, KIM-1 e MCP-1 obtidas a partir de amostras de urina recentes. Os niveis séricos
de vitamina D estiveram abaixo do normal em cerca de 45% dos pacientes. Ainda, ndo houve
associacdo entre os niveis de vitamina D com a gravidade da anemia, niveis de hemoglobina
fetal e frequéncia de crises vaso-oclusivas. Sobre os biomarcadores de funcdo renal, os niveis
de proteinuria, albumintria, KIM-1 e MCP-1 urindrias estiveram elevados nos pacientes em
relacdo ao grupo controle. Por fim, os biomarcadores ndo convencionais KIM-1 e MCP-1 nao
estiveram associados com o status da vitamina D em pacientes com anemia falciforme,

tornando seu uso inconclusivo na previsdo de lesdes renais.

Palavras-chave: Anemia Falciforme. Vitamina D. Biomarcadores. Lesdo Renal Aguda.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is a hereditary genetic disease caused by a point mutation in the
sixth codon of the B-globin gene, leading to the replacement of glutamic acid by valine
forming hemoglobin S (HbS). Under hypoxic conditions, HbS acquires the ability to
polymerize, changing the red cell morphology to sickle shape. This process results in
decreased red blood cell survival in the circulation, triggering inflammatory processes and
vaso-occlusion phenomena. Hydroxyurea is the main treatment of SCD, being responsible for
the increase in fetal hemoglobin, which reduces the polymerization of HbS. Vitamin D
deficiency is a common nutrition condition among these individuals that increases the risk of
its complications, and is associated with acute kidney injury. The kidney is very affected in
SCD and sickle cell nephropathy is one of its main complications. The progression of kidney
injuries is mainly due to the absence of detection in early stages. Thus, the evaluation of
innovative biomarkers, such as the kidney injury molecule-1 (KIM-1) and the monocyte
chemotactic protein-1 (MCP-1), which can diagnose kidney injuries in these individuals early,
is extremely necessary. Therefore, the aim of this study was to associate serum vitamin D
levels among patients with SCD with biomarkers of renal function. The study included 51
adult patients with SCD who were being monitored at the Hematology Service of the Hospital
Universitdrio Walter Cantidio — HUWC — from December 2017 to May 2018. The control
group was composed of 17 healthy blood donors in the same period. Serum levels of 25-
hydroxy-vitamin D were determined by chemiluminescent microparticle immunoassay
(CMIA) and renal function was accessed by measurements of urinary creatinine, proteinuria,
albuminuria, KIM-1 and MCP-1 obtained from recent urine samples. Serum vitamin D levels
were low in 45% of patients. No association was found between vitamin D levels and the
severity of anemia, fetal hemoglobin levels and the frequency of vaso-occlusive crises.
Regarding renal function biomarkers, urinary proteinuria, albuminuria, KIM-1 and MCP-1
levels were elevated in patients compared to the control group. Finally, the unconventional
biomarkers KIM-1 and MCP-1 were not associated with vitamin D status in patients with

sickle cell anemia, making their use inconclusive in predicting kidney damage.

Keywords: Sickle cell disease. Vitamin D. Biomarkers. Acute Kidney Injury.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é uma doencga genética hereditdria, causada por uma
mutacdo pontual no sexto cddon do gene da B-globina. A substitui¢do de adenina por timina
resulta na substituicdo de 4cido glutamico por valina na sexta posi¢ao da cadeia da B-globina,
formando a hemoglobina S (HbS). Em condicdes de hipoxia a HbS adquire a capacidade de se
polimerizar, tornando a membrana da hemdcia mais rigida e alterando sua morfologia para a
forma de foice, processo denominado de falcizagdo (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013).

Além da mudanga conformacional, a polimerizacdo da HbS e seu consequente
enrijecimento da membrana celular resultam na diminui¢do da sobrevida da hemdcia na
circulacdo. Ademais, provocam alteragdes na membrana eritrocitdria com a exposi¢do de
moléculas da membrana celular e o aumento da adesdao ao endotélio, desencadeando
processos inflamatérios. Com isso, ocorre a diminui¢do do fluxo sanguineo local, levando a
vaso-oclusdo e posterior isquemia (ZAGO; PINTO, 2007; REES; GIBSON, 2011; SUNDD;
GLADWIN; NOVELLI, 2019).

As manifestacoes clinicas da AF s@o bastante heterogéneas, sendo ditadas
principalmente pela rdpida destrui¢do dos eritrdcitos e pela frequéncia das crises de vaso-
oclusdo. Os sintomas incluem, além de anemia hemolitica cronica e crises vaso-oclusivas,
ulceras de perna, priapismo, acidente vascular cerebral (AVC), hipertensdo pulmonar e
sindrome toracica aguda (STA). Ainda, pacientes com AF podem desenvolver complicacoes
esqueléticas, como a osteonecrose da cabeca femoral, e renais, como infec¢do de trato
urindrio, lesdo renal aguda (LRA) e insuficiéncia renal cronica (BALLAS, 1991;
ALEXANDER et al, 2004; ARDUINI; RODRIGUES; DE MARQUI, 2017; THEIN;
IGBINEWEKA; THEIN, 2017).

A Hidroxiureia (HU) € o principal tratamento utilizado na AF, sendo responsavel
pela diminuicio da morbimortalidade desses pacientes. Sua eficicia € determinada
principalmente pelo aumento das concentracdes de hemoglobina F (HbF), reduzindo a
concentracdo da HbS, as frequéncias de crises vaso-oclusivas, duracdo de hospitalizacdo e
transfusdo sanguinea. Além disso, alguns estudos associam o uso de HU com a melhora em
pardmetros hematolégicos, bem como com a diminuicio de hemdlise e inflamacdo
(RODGERS et al, 1990; BRAWLEY et al, 2008; DONG; MCGANN, 2021).

A deficiéncia de vitamina D é comum entre criancas e adultos, estando
relacionada principalmente com baixa densidade mineral Ossea, chances aumentadas de

fraturas, osteonecrose e osteoporose (HOLICK, 2007; MELAMED et al, 2008). Além disso,
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essa condi¢cdo nutricional tem sido associada com nefropatia, asma, doengas cardiovasculares
e dor cronica. (FORREST; STUHLDREHER, 2011; OSUNKWO et al, 2011)

A sintese de vitamina D se inicia na pele, por meio da conversio de 7-
desidrocolesterol em pré-vitamina D3 e posterior isomerizacdo em vitamina D3. Esse processo
¢ desencadeado pela exposicdo a radiacdo solar ultravioleta B (UVB). Ainda, a vitamina Ds
pode ser adquirida na alimentacio e suplementacdo. Em seguida, ela sofre hidrdlise no figado,
dando origem a sua forma inativa, 25-hidroxivitamina D3 [25(OH)D]. Por fim, nos rins
ocorrem a conversdo para sua forma ativa, 1,25-dihidroxivitamina D [1,25(OH),D] ou
calcitriol (ROSEN, 2011; BICKLE, 2014).

Apesar do calcitriol ser a forma ativa da vitamina D3, sua concentracdo na
circulacdo é bem menor que a da 25(OH)D. Dessa maneira, baixos niveis séricos de calcitriol
nio indicam necessariamente baixas concentracdes de 25(OH)D. Portanto, este ultimo € o
melhor indicador do status de vitamina D, visto que reflete tanto o consumo da dieta,
exposi¢cdo a luz solar e conversdo dos estoques de gordura no figado (ROSEN, 2011).

A deficiéncia de vitamina D em individuos com AF € potencializada por
exposi¢ao solar diminuida juntamente com a prevaléncia da etnia negra ou parda, ma nutri¢do,
diminui¢do de absor¢do intestinal e presencga de lesdes renais (ARLET et al, 2013). Portanto,
nesses individuos, a deficiéncia de vitamina D € uma condic@o nutricional comum que esta
associada com o aumento de risco de suas complicacdes, estando inclusive associada a LRA
(NOLAN et al, 2015).

O rim € um dos 6rgdos mais afetados na AF, com danos que se iniciam na infancia
e permanecem até a vida adulta (HAYMANN et al, 2010). O ambiente 4cido, hipéxico e
hiperosmolar da medula renal contribui para a desidratacdo dos eritrécitos e consequente
aumento da polimerizagdo e concentracdo da HbS. A falcizagdo causa uma diminuicdo do
fluxo sanguineo no vaso reto descendente e promove a adesdo dos eritrocitos ao endotélio,
levando a oclusdao e liberacdo de substancias vasodilatadoras, como Oxido nitrico e
prostaglandinas, que por sua vez retornam ao glomérulo provocando um aumento na taxa de
filtracdo. A persisténcia da hiperfiltracdo glomerular por sua vez causa danos renais e
desenvolvimento de proteindria, levando a glomeruloesclerose e posterior insufici€éncia renal

(Figura 1) (SILVA JUNIOR; LIBORIO; DAHER, 2011).
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Figura 1. Fisiopatologia da nefropatia falciforme.

Hiperfiltragio

Glomeruloesclerose, proteintria
e insuficiéncia renal

Medula renal: ambiente acido. ‘f“

‘ Vaso-oclusdo, isquemia
hipoxico e hiperosmolar \

N

Falcizagdo dos eritrocitos

Fonte: Adaptado de Becker, 2011.

A nefropatia falciforme € uma das principais complicagdes renais da AF e engloba
as alteragdes estruturais e funcionais dos rins, como anormalidades de volume, defeito de
concentracdo (hipostentria) e acidificacdo urindrias, hiperfiltracdo glomerular, proteintria,
hematiria e cicatriz cortical, fatores que podem eventualmente progredir para doenca renal
em estdgio terminal (ALLON, 1990; ARONGUNDADE et al, 2011; BECKER, 2011;
HARIRI et al, 2018).

A progressao da lesdo renal na AF se da principalmente pela auséncia de deteccao
em seus estagios iniciais devido a sensibilidade e especificidade dos exames convencionais. A
creatinina sérica, embora utilizada como padrdo laboratorial para a deteccdo de lesdo renal, é
um biomarcador tardio, visto que sua concentra¢do s6 aumenta apds extenso dano glomerular,
e pouco especifico, visto que pode variar conforme idade, género, raca e peso, mesmo em
pessoas sauddveis. Além dela, outros biomarcadores como albuminuria e proteintria sao
utilizados na pratica clinica para auxiliar no diagndstico de LRA (PERES et al, 2013;
ANDREUCCI et al, 2016).

A busca por biomarcadores nao convencionais que possam detectar precocemente
a LRA tem sido alvo de inimeros estudos nos ultimos anos. A molécula-1 de lesdo renal
(KIM-1) é uma proteina transmembrana expressa em células epiteliais tubulares
desdiferenciadas apds LRA isquémica ou nefrotdxica, possui uma forma soltvel detectdvel na

urina e sua expressao ndo ocorre em rins normais (HAN et al, 2002; LAURENTINO et al,



17

2019). A proteina-1 quimiotatica de mondcitos (MCP-1) é uma potente quimiocina produzida
nos rins, expressa principalmente por células glomerulares e epiteliais tubulares em resposta a
lesdo por isquemia-reperfusao (PRODJOSUDIJADI et al, 1995; PERES er al, 2013). Dessa
maneira, essas duas proteinas apresentam caracteristicas que as tornam potenciais
biomarcadores de LRA, sobretudo em pacientes com AF.

Portanto, uma vez que a forma biologicamente ativa da vitamina D € processada
nos rins e pacientes com anemia falciforme sdo frequentemente acometidos com deficiéncia
dessa vitamina, além de complicagdes renais, a avaliacdo de biomarcadores convencionais e
inovadores que possam diagnosticar precocemente lesdes renais nesses individuos €

extremamente necessaria.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo associar os niveis séricos de vitamina D em

pacientes com anemia falciforme com biomarcadores de fun¢ao renal.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a prevaléncia de alteracdo nos niveis séricos de vitamina D em pacientes com
anemia falciforme;

e Avaliar a fungdo renal em pacientes com anemia falciforme e relacionar com niveis
séricos de vitamina D;

e Analisar a influéncia dos niveis séricos de vitamina D sobre a gravidade da anemia, o
escore da hemoglobina fetal e a frequéncia de crises vaso-oclusivas em pacientes com

anemia falciforme.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos Eticos

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitdrio Walter Cantidio - HUWC — da Universidade Federal do Ceard e obteve
aprovacao sob o parecer de nimero 1.228.634. Todos os participantes foram informados sobre
os objetivos da pesquisa e concordaram em participar ao assinar o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE) aplicado antes da coleta de amostras.

3.2. Local de Estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e
Genética das Doencas Hematoldgicas (LPHGDH) em parceria com o Laboratério de Andlises
Clinicas e Toxicolégicas (LACT), onde foram realizadas as dosagens de vitamina D, e com o
Laboratério de Bioprospeccdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica da UFC, onde foram

realizadas as dosagens dos biomarcadores de funcdo renal.

3.3. Casuistica
Este € um estudo transversal, descritivo e analitico realizado no servigo de
Hematologia do Hospital Universitdrio Walter Cantidio — HUWC — no periodo de dezembro
de 2017 a maio de 2018. Participaram da pesquisa 51 pacientes adultos com anemia
falciforme, diagnosticados por eletroforese de hemoglobina e/ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Participaram do grupo controle 17 individuos adultos sauddveis (HbAA)
que compareceram no HEMOCE para doar sangue durante o periodo do estudo. Ambos,
pacientes e controles, foram pareados de acordo com idade e sexo.
Os pacientes com anemia falciforme foram estratificados:
e Em trés grupos de acordo com os niveis de vitamina D: deficiéncia <20 ng/ml;
insuficiéncia 20-29 ng/ml; e suficiéncia >30 ng/ml (HOLICK, 2007).
e Em dois grupos de acordo com a utilizagdo de Hidroxiureia: uso continuo ha
um ano ou mais; e interrupcao de uso hd mais de trés meses.
e Em trés grupos de acordo com os niveis de hemoglobina fetal: < 5; >5 e <10; e
>10% (SILVA; GONCALVES; MARTINS, 2009).
e Em dois grupos de acordo com os niveis de hemoglobina (Hb): anemia leve a

moderada (Hb > 8g/dL) e anemia grave (Hb < 8g/dL) (ABBAN et al, 2017).
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e Em dois grupos com relacio a quantidade de crises vaso-oclusivas: dor
frequente (>3 crises de dor intensa que exigiram cuidados no dltimo ano) e dor

nao frequente (<3 crises por ano) (DARBARI et al, 2012).

3.4. Critérios de Selecao da Amostra
3.4.1. Critérios de Inclusao

e Pacientes adultos com diagndstico de anemia falciforme confirmado por eletroforese
de hemoglobina e/ou por HPLC;

e Pacientes em estado estaciondrio da doenca, de acordo com os critérios de Ballas
(2011): auséncia de episodios de dores agudas e/ou doencas infecciosas nas ultimas
quatro semanas precedentes ao estudo; auséncia de admissdao hospitalar nos dltimos
trés dias precedentes ao estudo; e auséncia de transfusdo sanguinea durante os ultimos

quatro meses precedentes ao estudo.

3.4.2. Critérios de Exclusao
e Pacientes que ndo apresentaram confirmacao de anemia falciforme apos anélise em
prontudrio.
e Pacientes diagnosticas com outros tipos de anemias.
e Pacientes gestantes.
e Pacientes acometidos com doenga hepatica ou doenca renal cronica.

e Pacientes em uso de vitamina D.

3.5. Coleta de dados

Os dados clinicos (frequéncia de crises dolorosas), epidemioldgicos (idade e
sexo) e laboratoriais (hemograma completo, dosagem de hemoglobina fetal, creatinina e
ureia e taxa de filtragdo glomerular — TFG) foram obtidos por consulta em prontudrios.
Além disso, foram observados, de maneira individual, pardmetros como utiliza¢do ou nao

de suplementacdo de vitamina D e hidroxiureia.

3.6. Coleta de Amostras
Foi coletado 4mL de sangue periférico por pun¢io venosa em um tubo com gel

separador para a dosagem de vitamina D. Além disso, uma amostra de urina (10mL) foi
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coletada para a quantificacdo dos biomarcadores de funcdo renal, a saber: KIM-1, MCP-1,

creatinina, proteina e albumina.

3.7. Dosagem de vitamina D

Os niveis séricos de 25-hidroxi-vitamina D foram determinados por
metodologia de imunoensaio quimioluminecente de microparticulas (CMIA). Nesse
método, a amostra passa por um pré-tratamento com adi¢do de solu¢des para romper a
ligacdo entre 25(OH)D e sua proteina ligante. Em seguida, adiciona-se um anticorpo
monoclonal marcado e um andlogo de vitamina D, ocorrendo entdo conjugacdo em excesso
nos dominios de ligacdo do anticorpo. Por fim, s@o adicionados reagentes 4cidos e bdsicos,
iniciando uma reacdo quimioluminecente que € inversamente proporcional as concentragoes

de 25(OH)D na amostra (ONG et al, 2012).

3.8. Avaliaciao da funcio renal

A func¢do renal dos pacientes foi avaliada a partir das dosagens de creatinina
urindria, proteindria, albumindria, KIM-1 e MCP-1 obtidas a partir de amostras de urina
recentes.

Creatinina urindria: Determinada pela formacdo de um complexo de cor
vermelha resultante da reacdo entre creatinina e picrato em meio alcalino — reacdo de Jaffé
— ¢ analisada por espectrofotometria (Cobas C 111, Roche®). Os valores obtidos foram
expressos em mg/dL.

Proteindria: Determinada pelo método Vermelho de pirogalol (Sensiprot -
Labtest®) e analisada por espectrofotometria. Os resultados foram normalizados pela
creatinina urindria e expressos em mg/dL-Cr.

Albumindria: Determinada pelo método de imunoturbidimetria automatizada
(Cobas C 111, Roche®). Os resultados obtidos foram normalizados pela creatinina urindria
e expressos em mg/dL-Cr.

KIM-1 e MCP-1: Quantificadas por técnica de imunoensaio ligado a enzima
(ELISA) sanduiche, na qual utilizaram-se kits comerciais fornecidos pelos fabricantes.
Nesse método, o anticorpo de um antigeno é adsorvido em placa contendo 96 pogos. Em
seguida, o biomarcador presente na amostra de urina € adicionado e se liga ao anticorpo. A
adicao de um segundo anticorpo conjugado com uma enzima gera uma reagdo calorimétrica
e sua intensidade serd proporcional a quantidade de antigenos presentes. Por fim, a analise

7z

de reacdo ¢ feita por espectrofotometria. Os resultados das concentracoes foram
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normalizados pela creatinina urindria da mesma amostra e expressos em pg/mL-Cr

(GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000).

3.9. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa IBM-SPSS v22.
Os resultados foram expressos como mediana (intervalo interquartilico). O teste #-Student
de amostras independentes, a andlise de variancia de Welch (ANOVA de Welch) e teste nao
paramétrico de Kruskall-Wallis foram realizados para comparar as diferencas entre grupos.
Foi realizada uma curva ROC para avaliar a sensibilidade e a especificidade dos
marcadores KIM-1 e MCP-1, na qual os pacientes foram dicotomizados e classificados
entre suficientes (vitamina D de 30 a 100 ng/mL) e insuficientes (vitamina D < 30 ng/mL).
O teste exato de Fisher foi realizado para avaliar a associacdo dos niveis de vitamina D com
os niveis de Hb; frequéncia de crises vaso-oclusivas e o uso de HU. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

Os pacientes com AF apresentaram, em média, idade de 32,59 + 1,40 anos e o
grupo controle 28,65 + 2,41 anos. Dentre os pacientes, 60% eram do sexo feminino e cerca de

66% estavam em tratamento com HU ha mais de um ano (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos pacientes com anemia falciforme e grupo controle.

Pacientes (n=51) Controle (n=17) valor de p
Idade 32,59 + 1,40 28,65 +2,41 0,163
Sexo: n (%)
Masculino (%) 20 (39,22%) 3 (17,64%) N/A
Feminino (%) 31 (60,78%) 14 (82,35%) N/A
Uso de HU, n 34 (66%) N/A N/A

HU: Hidroxiureia; N/A: Nao aplicdvel. Os valores foram representados como média + desvio padrio e frequéncia (%)

Fonte: Elaborado pelo autor

Do total, 11 pacientes apresentaram anemia grave. Os niveis de hemoglobina,
hematécrito e HbF estiveram elevados, enquanto a contagem de leucdcitos e plaquetas
estiveram diminuidas nos pacientes em uso de HU em relacdo aos que nio estavam utilizando

o medicamento. Entretanto, as diferengas ndo foram estatisticamente significantes (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil hematolégico dos pacientes com anemia falciforme.
Total (n=51) HbSS (n=17) HU HbSS (n=34) valor de p

Hb (g/dL) 9,17+1,5 8,9 +1,56 9,13£1,55 0,373
Anemia leve a moderada, n (%) 40 (78,4%) 13 (76,5%) 27 (79,4%) N/A
Anemia grave, n (%) 11 (21,6%) 4(23,5%) 7 (20,6%) N/A

Ht (%) 26,52 + 4.4 25,82 +4,74 26,88 + 4,36 0,431

Leucécitos (x103/mm?) 10+£3,2 11,6 +3,3 9,2+2,9 0,011

Plaquetas (x10°/mm?) 359+1,2 405+1,3 33+1 0,05

HbF (%) 13,2+5,6 122+7 13,8 £4,8 0,347

Hb: Hemoglobina; Ht: Hematdcrito; HbF: Hemoglobina Fetal; N/A: Nao aplicavel. Os valores foram representados como média + desvio padrao e frequéncia (%).

Fonte: Elaborado pelo autor

Os niveis séricos de vitamina D nos pacientes foram, em mediana, 33,7 ng/mL
(23,35 - 49,7), enquanto no grupo controle 25,3 ng/mL (20,8 - 33,3) (Figura 2). Ainda, a
deficiéncia de vitamina D foi constatada em 7 pacientes (13,72%), enquanto a insuficiéncia

em 16 (31,37%) e suficiéncia em 28 (54,91%) (Tabela 3).
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Figura 2. Niveis séricos de vitamina D em pacientes com anemia falciforme
e grupo controle.
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AF: pacientes com anemia falciforme.

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 3. Niveis séricos de vitamina D em pacientes com anemia falciforme e grupo controle.

AF (n=51) Controle (n=17) valor de p
Vitamina D (ng/mL) 37,98 + 19,11 26,91 + 7,66 0,001
Deficiéncia, n (%) 7 (13,7%) 3(17,6%) 0,277
Insuficiéncia, n (%) 16 (31,4%) 7 (41,2%) 0,862
Normal, n (%) 28 (54,9%) 7 (41,2%) 0,003

AF: pacientes com anemia falciforme. Os valores foram representados como média + desvio padrio e frequéncia (%).

Fonte: Elaborado pelo autor

O teste exato de Fisher mostrou que nao houve associa¢io entre os niveis séricos
de vitamina D e a gravidade de anemia (%) = 2,568; p = 0,253). Resultados semelhantes
foram observados entre os niveis de vitamina D e o escore de HbF (%) = 2,172; p = 0,667) e

entre os niveis de vitamina D e o ndmero de crises vaso-oclusivas (}2¢) = 2,812; p = 0,288)

(Tabela 4).

Tabela 4. Associag@o entre niveis séricos de vitamina D e gravidade de anemia, escore de hemoglobina fetal
e frequéncia de crises vaso-oclusivas em pacientes com anemia falciforme.

Vitamina D
Anemia Suficiente Insuficiente Deficiente Total
Leve / Moderada 22 14 4 40
Grave 6 2 3 11
Total 28 16 7 51
Hemoglobina Fetal
<5% 1 1 0 2
>5e <10 10 3 3 16
>10 17 12 4 33
Total 28 16 7 51
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Tabela 4. Continuacdo

Vitamina D
Crises vaso-oclusivas Suficiente Insuficiente Deficiente Total
Dor frequente 6 5 0 11
Dor néo frequente 22 11 7 40
Total 28 16 7 51

Fonte: Elaborado pelo autor

Os niveis séricos de creatinina e ureia dos pacientes foram, em mediana, de
0,5mg/dL (0,45 - 0,6) e 17 mg/dL (12 - 21), respectivamente (Tabela 5). Nao houve influéncia
da utilizacdo de HU sobre os niveis de creatinina sérica [HbSS: 0,5 mg/dL (0,5 - 0,6);
HU HbSS: 0,6 (0,42 - 0,6); p = 0,473]. Resultados semelhantes foram observados para a ureia
[HbSS: 15 mg/dL (12 - 21); HU HbSS: 17 (12,7 - 22); p = 0,417] (Figura 3).

Tabela 5. Dosagem de biomarcadores de lesdo renal convencionais e inovadores em pacientes com anemia
falciforme e grupo controle.

Pacientes (n= 51) Controle (n=17) valor de p
TFGe (CKD-EPI) mL/min/1,73 m? 136 £21,11 N/A N/A
Creatinina sérica (mg/dL) 0,55 +0,16 N/A N/A
Ureia (mg/dL) 17,19 £ 6,6 N/A N/A
Albumintiria (mg/dL-Cr) 223,62 + 670,43 9,43 +12,02 0,195
Proteindria (mg/dL-Cr) 46,11 + 24,65 15,13 + 8,35 < 0,001
KIM-1 (pg/dL-Cr) 1572,14 £797,86 649,28 + 384,38 < 0,001
MCP-1 (pg/dL-Cr) 160,69 + 202,61 64,24 + 63,47 0,004

TGFe: Taxa de filtragdo glomerular; N/A: ndo aplicdvel. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao.

Fonte: Elaborado pelo autor
Figura 3. Dosagem de creatinina sérica e ureia em pacientes com anemia falciforme.
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HbSS: pacientes sem tratamento com HU; HU HbSS: pacientes em tratamento com HU.

A proteindria foi maior nos pacientes em comparacao ao grupo controle
[pacientes: 40,63 mg/dL-Cr (25,19 - 59,23); controle: 11,68 (8,77 - 16,96); p < 0,001].
Resultados semelhantes foram observados para albumindria [pacientes: 46,27 mg/dL-Cr

(19,01 - 111,24); controle: 5,5 (3 - 7,7); p = 0,001], KIM-1 [pacientes: 1437,37 pg/dL-Cr
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(986,51 - 2142,02); controle: 588,38 (469,77 - 821,46); p < 0,001] e MCP-1 [pacientes: 97,14
pg/dL-Cr (58,98 — 193,13); controle: 57,39 (15,58 — 93,72); p = 0,004] (Figura 4).

Figura 4. Niveis urindrios de biomarcadores de lesdo renal aguda em pacientes com anemia falciforme e
grupo controle.
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Fonte: Elaborado pelo autor
A ANOVA de Welch mostrou que, embora os pacientes com deficiéncia de

vitamina D tenham apresentado niveis maiores de KIM-1 urinédrio, ndo houve diferenca
estatisticamente significante quando comparados com pacientes com insuficiéncia e
suficiéncia (F2,15.41) = 0,776; p > 0,05). O teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis mostrou
que ndao hd associacdo entre os niveis urindrios de MCP-1 e o status da vitamina D em

pacientes com anemia falciforme (%)= 0,895; p > 0,05) (Figura 5).

Figura 5. Relagdo entre os niveis de KIM-1 e MCP-1 com vitamina D sérica em pacientes com anemia

falciforme.
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Foi realizada uma curva ROC para avaliar a sensibilidade e a especificidade dos
biomarcadores KIM-1 e MCP-1 em relagdo aos niveis séricos de vitamina D nos pacientes.
Em ambos os casos os resultados ndo se mostraram estatisticamente significantes, sendo para
KIM-1, AUC = 0,536; EP 0,082; p > 0,05; e para MCP-1, a AUC= 0,576; EP 0,083; p > 0,05.
Portanto, ndo houve relacdo entre baixos niveis séricos de vitamina D e a probabilidade de

desenvolvimento de doenca renal (Figura 6).

Figura 6. Sensibilidade e especificidade dos biomarcadores urindrios KIM-1
e MCP-1 em pacientes com anemia falciforme com deficiéncia de vitamina D.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo os pacientes com anemia falciforme apresentaram niveis
séricos de vitamina D superiores aos reportados na literatura. Na Ardbia Saudita, os pacientes
em crise dlgica em relacdo aqueles em curso estdvel da doenca apresentaram medianas de
10,1 ng/mL e 15,7 ng/mL, respectivamente. Embora o pais tenha uma alta taxa de incidéncia
solar durante o ano, questdes culturais como as vestimentas podem ter contribuido para os
baixos niveis de 25(OH)D na populacdo, composto em sua maioria pelo sexo feminino
(ALJAMA et al, 2018). Nos Estados Unidos, um grupo de 142 pacientes adultos de centros
médicos académicos localizados em Norfolk e Illinois apresentaram, em mediana, 7 ng/mL e
11,5 ng/mL de 25(OH)D, respectivamente. Os niveis inferiores foram atribuidos ao estado de
saude dos pacientes, as temperaturas mais altas e ao uso de protetor solar, visto que a regido
era localizada proximo a resorts (GOODMAN et al, 2010).

A vitamina D pode ser dosada por diferentes métodos apresentando, portanto,
uma variacdo na precisdo e acurdcia, fatores que dificultam a sua comparacdo entre estudos
(ALVES et al, 2013). Embora os imunoensaios sejam amplamente utilizados na prética
clinica devido a sua simplicidade e baixo custo, os resultados podem variar devido a
especificidade do anticorpo utilizado (ARTEF, 2018). Downling e colaboradores (2017)
demonstraram em seu estudo que CMIA pode superestimar os niveis de 25(OH)D devido a
reacdo cruzada com 24R,25(OH);Ds. Dessa forma, acredita-se que os valores medianos de
vitamina D sérica no presente estudo tenham sido superestimados devido a técnica utilizada.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia de deficiéncia de
vitamina D em pacientes com anemia falciforme. Embora tenha sido baixa, seu valor esteve
de acordo com a variacdo apresentada na literatura, a qual atinge valores de até 96% (NOLAN
et al, 2015). O uso de diferentes definicdes para essa condi¢do contribui para essa variagdo e
dificulta as comparacdes entre populacdes distintas. Em um estudo de coorte com 56 adultos,
Arlet e colaboradores (2013) reportaram a prevaléncia de deficiéncia de vitamina D de 75%
utilizando como ponto de corte 10 ng/mL. Estudos que utilizaram a defini¢cao de deficiéncia
de vitamina D como concentragdes inferiores a 20ng/mL apresentaram prevaléncias de 64%
(HASSAN et al, 2013), 65% (HAN et al, 2019) e 85% (LEE; LICURSI; MCMAHON, 2015),
bem superiores ao reportado no presente estudo. Entretanto, a baixa prevaléncia dessa
condicdo ja era esperada, visto que aos valores em mediana de vitamina D foram superiores a
30ng/mL, considerado normal no padrdo estabelecido.

Os niveis séricos de vitamina D ndo estiveram associados com a gravidade da

anemia, corroborando com os resultados obtidos por Winters e colaboradores (2014) em
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pacientes pedidtricos e adultos. Alguns estudos demonstraram uma associagdo entre niveis
aumentados de HbF com melhora de progndstico em pacientes com anemia falciforme, como
diminui¢do de produtos de estresse oxidativo, crises vaso-oclusivas e ulceras de perna
(SILVA; GONCALVES; MARTINS, 2009; ELIAS et al, 2012). Entretanto, no presente
estudo ndo foi possivel constatar uma associacdo entre HbF e niveis séricos de vitamina D.

Nao houve associacdo entre os niveis séricos de vitamina D e a frequéncia de
crises vaso-oclusivas. Entretanto, a deficiéncia de vitamina D ja foi positivamente
correlacionada com a quantidade de crises vaso-oclusivas em alguns trabalhos (LEE;
LICURSI; MCMAHON, 2015; HAMDI et al, 2018; MCCASKILL et al, 2018). Dessa forma,
no presente estudo tal associacdo ndo foi determinada provavelmente pela baixa prevaléncia
dessa condi¢do nutricional na amostra estudada.

Os niveis séricos de creatinina e ureia ndo foram influenciados pelo uso de HU. A
disfun¢do renal em individuos com anemia falciforme provoca distirbios na concentragdao
urindria, com consequéncias refletidas no aumento das concentragdes de creatinina sérica e
ureia (AL-NAAMA; AL-SADOON; AL-SADOON, 2000). Os niveis de creatinina sao
altamente influenciados pela massa muscular e TFG e sua hipersecrecdo resulta na
superestimacdo deste ultimo. Portanto, uma vez que individuos com AF normalmente
possuem hiperfiltracdo glomerular, os niveis de creatinina sérica tendem a ser menores, além
de serem reduzidos por sua hipersecrecio (MAGALHAES, 2007).

A albuminuria foi mais evidente nos pacientes em relacdo ao grupo controle. Na
anemia falciforme, ela € a principal manifestacdo clinica de lesdo glomerular, sendo detectada
antes do aumento dos niveis de creatinina e sua prevaléncia aumenta conforme a idade
(ATAGA; DEREBAIL; ARCHER, 2014; AL-MUSAWA; AL-SAQLADI, 2019). Estudos
com pacientes pedidtricos reportaram a prevaléncia de albumindria variando entre 11,3 e
47,5% (SOLARIN; NJOKANMA; KEHINDE, 2014; GHOBRIAL et al, 2016). Entretanto,
no presente estudo demonstrou-se uma prevaléncia de 56,8%, corroborando com os resultados
de Guasch e colaboradores (2006), no qual a albumintria esteve presente em 62% dos adultos
com anemia falciforme.

Na amostra estudada, a proteindria foi mais evidente nos pacientes em
comparacdo ao grupo controle. Embora menos prevalente que a albumintria, a proteindria
também € uma manifestacdo precoce na nefropatia falciforme, podendo progredir para
sindrome nefrética e doenca renal de estdgio terminal (ALKHUNAIZI; AL-KHATTI, 2014;
SULAIMAN et al, 2020). Ainda, sua detec¢do € um fator de risco preditor de insuficiéncia
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renal, a qual estd relacionada ao aumento da mortalidade em individuos com anemia
falciforme (POWARS et al, 1991).

Os niveis de KIM-1 urindrio estiveram elevados nos pacientes em relacdo ao
grupo controle. Sua utilidade como um possivel biomarcador de LRA foi avaliada em
pacientes com insuficiéncia renal, nos quais os niveis elevados de KIM-1 foram associados
com a necessidade de didlise ou morte hospitalar e com nivel de gravidade de LRA
(LTANGOS et al, 2007). Ainda, em pacientes com anemia falciforme os niveis de KIM-1 se
apresentaram elevados, estando associados com albumindria e hemoglobina na urina,
revelando-se um potencial biomarcador precoce de lesdo renal nesses individuos
(SUNDARAM et al, 2011; HAMIDEH et al, 2014; SARAF et al, 2015). Embora o presente
estudo tenha contribuido no que diz respeito aos elevados niveis de KIM-1 em individuos
com anemia falciforme, possiveis associacdes com biomarcadores convencionais de LRA nédo
foram avaliadas.

No presente estudo, os niveis urindrios de MCP-1 estiveram elevados nos
pacientes em relacdo ao grupo controle, corroborando com os resultados de dos Santos e
colaboradores (2015). Em pacientes com doengas associadas a inflamagdo glomerular, a
MCP-1 urindria esteve elevada, havendo também correlacdo com proteintria, um marcador de
lesdo glomerular (ROVIN et al, 1996). Na anemia falciforme, niveis elevados de MCP-1
urindria foram reportados em criancas com albumindria, um indicativo que a medicdo dessa
proteina pode ser realizada precocemente nesses pacientes (BELISARIO ez al, 2020). Embora
haja estudos que indiquem a eficicia de MCP-1 como indicador de lesdes glomerulares,
estudos longitudinais ainda se fazem necessdrios para avaliar sua potencialidade como um
biomarcador de LRA.

Ao avaliar a relacdo entre os biomarcadores ndo convencionais KIM-1 e MCP-1
com o status da vitamina D em pacientes com anemia falciforme foi verificado que, embora
seus niveis estivessem elevados no grupo deficiente e insuficiente, respectivamente, nao
houve diferenca significante em relacdo aos outros grupos. Ainda, as dreas sob a curva nao
alcancaram valores de 0,75, um indicador de boa atividade como biomarcador (NGUYEN;
DEVARAIJAN, 2008). Portanto, no presente estudo o uso de KIM-1 e MCP-1 ndo foi
conclusivo na previsdo de lesdes renais em pacientes com anemia falciforme deficientes de
vitamina D. A baixa prevaléncia de deficiéncia de vitamina D na amostra pode ter sido fator
determinante nessa observagcdo. Dessa forma, novos estudos envolvendo uma maior
quantidade de pacientes com AF e com maior prevaléncia dessa condi¢dao nutricional podem

auxiliar na elucidacdo sobre o uso desses biomarcadores como preditores de lesdo renal.
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6 CONCLUSAO

Os niveis séricos de vitamina D estiveram abaixo do normal em cerca de 45% dos
pacientes com anemia falciforme. Ainda, ndo houve associagdo entre os niveis de vitamina D
com a gravidade da anemia, niveis de hemoglobina fetal e frequéncia de crises vaso-oclusivas.
Sobre os biomarcadores de funcdo renal, os niveis de proteinuria, albumintria, KIM-1 e
MCP-1 urindrias estiveram elevados nos pacientes com anemia falciforme em relacdo ao
grupo controle. Por fim, os biomarcadores ndo convencionais KIM-1 e MCP-1 ndo estiveram
associados com o status da vitamina D em pacientes com anemia falciforme, tornando seu uso

inconclusivo na previsao de lesdes renais.
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