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RESUMO

A anemia falciforme (AF) ¢ uma hemoglobinopatia caracterizada por uma anemia hemolitica
cronica associada a crises recorrentes de vaso-oclusao na microcirculagdo. Tais eventos sao
responsaveis pelos processos de inflamacao sistémica e dano endotelial, favorecendo o estado
pro-angiogénico. Fatos que contribuem para a complexidade clinica da doenga e para a
ocorréncia de danos a multiplos 6rgaos, sobretudo os rins. Dentre os eventos acima citados, a
angiogénese ¢ a condi¢cao menos descrita, assim como sua relagdo com a terapia empregada na
doenca, quadro hemolitico e com o risco aumentado ao dano renal. Assim, torna-se relevante o
estudo dos biomarcadores angiogénicos, como a Angiopoietina-1 (Ang-1), Angiopoietina-2
(Ang-2) e VEGF no contexto da fisiopatologia da doenga assim como sua relagdo com a terapia,
hemolise e com o dano renal. O objetivo do estudo foi avaliar a Ang-2 em pacientes com AF e
associa-la com o uso de hidroxiureia (HU), hemolise e com risco de dano renal. Trata-se de um
estudo transversal, observacional e analitico com 76 pacientes com AF, em estado basal, de
ambos 0s sexos, em acompanhamento ambulatorial no HEMOCE, Fortaleza, Ceard. Um grupo
controle (GC) foi constituido por 24 doadores de sangue do referido hemocentro. Os dados tais
como sexo, idade, uso de HU, contagem de reticuldcitos, lactato desidrogenase (LDH) e
bilirrubinas foram obtidos de prontudrios médicos. Foi coletado sangue periférico e urina para as
dosagens de creatinina (sérica e urindria) e proteindria, por método colorimétrico, albuminuria
por imunoturbidimetria, taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe) por meio da equacao
CKD-EPI e Ang-2 por meio de ensaio imunoenzimatico sanduiche, o risco de DRC foi avaliado
pela tabela de risco da KDIGO (2024). Foi considerado significante p<0,05 nas associacdes €
p<0,20 na regressao logistica multivariada. Pacientes com AF apresentaram mediana de idade
igual a 29,5 anos, sexo feminino 42 (55,3%), 65 (85,5%) em uso de HU, mediana de albuminuria
de 44,1 mg/g-Cr, 29 (43,9%) de baixo risco de DRC. Os niveis séricos de Ang-2 se apresentaram
aumentados em relacdo ao grupo controle (p < 0,001). Nao verificamos diferengas significantes
nos niveis séricos de Ang-2 nos pacientes com AF, em relagdao ao uso de HU. Também nao houve
diferenca significante para os marcadores de hemolise (Reticuldcitos, LDH e Bilirrubinas), renais
(albuminaria, TFGe) e risco de DRC em relagao ao uso ou ndo de HU (p=0,3). Porém a
proteinuria foi 163,3 mg/g-Cr no grupo que fez uso de HU e 122,2 mg/g-Cr no grupo sem uso (p
=0,047). Os niveis séricos de Ang-2 ndo tiveram diferenga ao se estratificar quanto aos valores
de albuminuria (<30 mg/g-Cr e >30 mg/g-Cr), porém a LDH, bilirrubinas total (BT), direta (BD)
e indireta (BI), proteintiria e albuminuria, apresentaram diferencga entre grupos (p<0,05). Ao se
verificar a associagdo dos niveis de Ang-2 com o risco de DRC observamos que nao houve
diferenga entre os grupos (baixo, moderado e alto risco), porém ao se analisar apenas o grupo de
alto risco de DRC, por meio de regressao logistica, verificamos uma associacdo entre a Ang-2 e
o aumento do risco de DRC (p<0,035), o mesmo ocorreu para outras varidveis como a idade
(p<0,096) e a LDH (p<0,016). Este estudo apresenta carater inédito ao explorar, pela primeira
vez, a associacdo entre Angiopoietina-2 e a nefropatia falciforme, trazendo resultados que
reforcam a teoria de que a AF apresenta um elevado estado pro-angiogénico e que este estd
associado com o quadro hemolitico € com o desenvolvimento de complicagdes renais. Porém
nao ficou evidente o efeito benéfico da HU no referido processo. Estudos prospectivos sao
recomendados para que se tenha resultados mais robustos.

Palavras-chave: Anemia falciforme; Hidroxiureia; Hemolise; Doenga renal; Angiopoietina-2;



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a hemoglobinopathy characterized by chronic hemolytic anemia
associated with recurrent vaso-occlusion crises in the microcirculation. Such events are
responsible for the processes of systemic inflammation and endothelial damage, favoring the pro-
angiogenic state. Facts that contribute to the clinical complexity of the disease and to the
occurrence of damage to multiple organs, especially the kidneys. Among the events mentioned
above, angiogenesis is the least described condition, as well as its relationship with the therapy
used in the disease, hemolytic condition and increased risk of renal damage. Therefore, the study
of angiogenic biomarkers, such as Angiopoietin-1 (Ang-1), Angiopoietin-2 (Ang-2) and VEGF
in the context of the pathophysiology of the disease as well as its relationship with therapy,
hemolysis and renal damage, becomes relevant. The objective of the study was to evaluate Ang-
2 in patients with SCA and associate it with the use of hydroxyurea (HU), hemolysis and risk of
renal damage. This is a cross-sectional, observational, and analytical study with 76 patients with
SCA, at baseline, of both sexes, undergoing outpatient follow-up at HEMOCE, Fortaleza, Ceara.
A control group (CG) consisted of 24 blood donors from the aforementioned blood center. Data
such as sex, age, use of HU, reticulocyte count, lactate dehydrogenase (LDH), and bilirubin were
obtained from medical records. Peripheral blood and urine were collected for creatinine (serum
and urinary) and proteinuria measurements by colorimetric method, albuminuria by
immunoturbidimetry, estimated glomerular filtration rate (eGFR) by means of the CKD-EPI
equation and Ang-2 by means of sandwich immunoenzymatic assay; the risk of CKD was
assessed by the KDIGO risk table (2024). P<0.05 was considered significant in the associations
and p<0.20 in the multivariate logistic regression. Patients with SCA had a median age of 29.5
years, 42 (55.3%) were female, 65 (85.5%) used HU, median albuminuria of 44.1 mg/g-Cr, 29
(43.9%) had low risk of CKD. Serum Ang-2 levels were increased compared to the control group
(p <0.001). We did not find significant differences in serum Ang-2 levels in patients with SCA,
in relation to the use of HU. There was also no significant difference for hemolysis markers
(Reticulocytes, LDH and Bilirubin), renal markers (albuminuria, eGFR) and risk of CKD in
relation to the use or not of HU (p = 0.3). However, proteinuria was 163.3 mg/g-Cr in the group
that used HU and 122.2 mg/g-Cr in the group without use (p = 0.047). Serum Ang-2 levels did
not differ when stratified according to albuminuria values (<30 mg/g-Cr and >30 mg/g-Cr), but
LDH, total (BT), direct (BD) and indirect (BI) bilirubin, proteinuria and albuminuria showed
differences between groups (p<0.05). When verifying the association of Ang-2 levels with the
risk of CKD, we observed that there was no difference between the groups (low, moderate and
high risk). However, when analyzing only the high risk group for CKD, through logistic
regression, we verified an association between Ang-2 and the increased risk of CKD (p<0.035),
the same occurred for other variables such as age (p<0.096) and LDH (p<0.016). This study is
unprecedented in that it explored, for the first time, the association between Angiopoietin-2 and
sickle cell nephropathy, providing results that reinforce the theory that SCA presents a high pro-
angiogenic state and that this is associated with the hemolytic condition and the development of
renal complications. However, the beneficial effect of HU in this process was not evident.
Prospective studies are recommended to obtain more robust results.

Keywords: Sickle cell anemia; Hydroxyurea; Hemolysis; Kidney disease; Angiopoietin-2;
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1 INTRODUCAO
1.1 Anemia Falciforme

A anemia falciforme (AF) ¢ uma doenga hematolédgica hereditaria tendo como causa
uma mutagdo pontual homozigdtica no gene da beta-globina, onde a valina substitui o acido
glutamico na posi¢do 6 da cadeia polipeptidica, produzindo uma hemoglobina anormal
denominada hemoglobina S (HbS), que difere da hemoglobina adulta normal (HbA) em sua
estrutura molecular. A presenca da HbS desencadeia uma cascata de eventos que leva a
distor¢do das hemacias em forma de foice, tornando-as rigidas, e reduzindo sua maleabilidade

e capacidade de fluir através da microcirculagdo (Piccin ef al., 2019; Brandow; Liem, 2022).

Sendo descrita pela primeira vez por James B. Herrick (1910), quando um individuo de
20 anos, estudante em Chicago, advindo de Granada na [ndia e de ascendéncia africana,
apresentou um quando de sindrome toracica aguda e, ao ter seu sangue examinado, suas
hemacias apresentavam uma forma peculiar de foice, sendo este o primeiro caso diagnosticado
de anemia falciforme. Posteriormente, Emmel (1917) realizou experimentos in vitro, onde
observou que ao expor amostras de sangue ao ambiente com baixo teor de oxigénio, as hemacias
normais assumiam a forma de foice, fenomeno denominado de falcizagdo, demonstrando que a
deformacao das hemacias nao era permanente, podendo ser induzida por hipoxia. Cerca de uma
década depois, Hahn e Gillespie (1927) observaram que além da falcizacdo induzida por

hipoxia, a reoxigenacdo faz com que as hemécias reassumam sua forma biconcava natural.

O pesquisador brasileiro Jessé¢ Accioly (1946) em um estudo realizado em Salvador-
BA, que demonstrou que a doenga falciforme segue um padrdo de heranga autossomica
recessiva, sendo transmitida de forma hereditaria e se manifestando clinicamente em individuos
que herdaram duas copias do gene mutado da hemoglobina (HbS), achado este que também
observado por Neel (1947), a compreensdo deste mecanismo contribuiu para o diagnostico e

salientar para a importancia do aconselhamento genético nas populagdes mais acometidas.

Em um estudo posterior, Linus Pauling e colaboradores (1949) demonstraram que a
doenga falciforme foi causada por uma alteracao estrutural na hemoglobina, apresentando uma
anormalidade molecular e ndo apenas uma condi¢do clinica. Utilizando a técnica de
eletroforese, era feita a comparacao entre a hemoglobina de individuos saudéveis e de pacientes
com anemia falciforme, pois foi constatado que a hemoglobina falciforme (HbS) apresentava
uma mobilidade diferente da hemoglobina normal (HbA). Apos esta descoberta, Ingram (1957)

12



demonstrou que a variante patogénica responsavel pela doenga falciforme era devido a alteragao
de um Unico aminoécido na cadeia beta da hemoglobina, onde o aminoacido acido glutamico

foi substituido por valina na posi¢ao 6 da cadeia polipeptidica da beta-globina.

Na década de 1970, iniciaram os tratamentos voltados a melhorar a qualidade de vida
dos pacientes com anemia falciforme. O pesquisador Alexander Stevens Jr. (1970) apresentou
casos de melhora clinica de pacientes com AF que realizaram esplenectomia, propondo que
embora ndo seja um tratamento curativo, possa trazer beneficios a longo prazo, reduzindo a
anemia nestes pacientes. Posteriormente, Russell e colaboradores (1976) demonstraram que
transfusdes sanguineas com o objetivo de manter a HbS abaixo de 30% preveniram a ocorréncia

de doenga vascular progressiva avaliadas através de angiogramas cerebrais.

Os pesquisadores Dover e colaboradores (1978) demonstraram que existe uma
heterogeneidade na producdo de Hemoglobina Fetal (HbF) pelos pacientes com AF, e isso
reflete no quadro clinico apresentado, trazendo a indu¢do da produg¢ao de HbF como uma
possivel estratégia terapéutica na AF. Posteriormente, Cohen e Schwartz ( 1979) demonstraram
que se faz necessario a terapia de quelagao de ferro nos pacientes com AF, devido as multiplas
transfusdes sanguineas as quais esses pacientes sdo submetidos com o objetivo de reduzir os
niveis de HbS e melhora do quadro clinico. Posteriormente, Platt e colaboradores (1984)
sugeriram que a hidroxiureia seria um potencial agente terapéutico na AF, pela inducdo da
producdo de HbF nestes pacientes. Sendo autorizado o uso em pacientes adultos com AF em

1998 pela Food and Drug Administration (FDA).

Esta condi¢do tem origem na Africa e se deu através de um processo adaptativo, onde o
portador do trago falciforme apresenta resisténcia a infeccdo por maldria e protecdo contra a
forma grave desta doencga. Desta forma, a doenca falciforme (DF), em especial a AF, tem alta
prevaléncia na Africa subsaariana, que influem os paises como Nigéria, Reptiblica do Congo e
Angola. Devido a miscigenagdo global, a expectativa € que a prevaléncia mundial de individuos
com DF aumente de 300.000 recém-nascidos em 2010 para cerca de 400.000 recém-nascidos

em 2050 (Esoh; Wonkam, 2021; Chimuco, 2022; Walia; Fertrin; Sabath, 2024).

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude (2022), estima-se que ha entre 60 mil
e 100 mil pacientes com DF no pais, apresentando uma incidéncia anual de 3,78 a cada 10 mil
nascidos vivos, cerca de 1.087 por ano entre 2014 e 2020. Em 2016 a regido nordeste ocupava

o segundo lugar em relagdo a frequéncia de casos de DF, com 8.762 casos, destes 5.293
13



(60,41%) foram de AF. No Cear4, a frequéncia de AF foi de 220 casos, correspondendo a cerca
de 83,97% dos casos de DF no estado, ocupando, assim, o sexto lugar do nordeste em relagao

a frequéncia de casos de AF no ano de 2016 (BRASIL, 2021; BRASIL, 2022).

1.2 Fisiopatologia da Anemia Falciforme

A fisiopatologia da AF esta relacionada a alteragdes na HbS, em condi¢des de baixa
concentracdo de oxigénio, a HbS tem uma maior propensado para formas longos feixes rigidos,
denominados polimeros de hemoglobina (Sundd; Gladwin; Novelli, 2019). Esses polimeros
induzem uma alteragdo fisica nas hemadcias, em um processo chamado de falcizagdo, onde as
hemacias deixam de apresentar sua forma biconcava e assumem a forma de “foice”, esta forma
anormal € responsavel pelos eventos principais da fisiopatologia da AF, sendo eles a hemolise

cronica ¢ as crises vaso-oclusivas (CVOs) (Piccin et al., 2019; Sundd; Gladwin; Novelli, 2019).

O quadro clinico da AF se manifesta de forma cronica nos pacientes acometidos pela
doenga, e se apresenta por meio de dois eventos principais, a hemolise, que se refere a destruigao
prematura e acelerada das hemdcias, e as crises vaso-oclusivas, que se refere a obstrucdo dos
vasos sanguineos, levando a crises dolorosas e dano tecidual (Piccin et al., 2019). A hemolise
cronica na AF ocorre devido a fragilidade das hemadcias, assim como sua forma irregular,
fazendo com que estas possuam uma vida til mais curta, em torno de 20 a 30 dias, contribuindo
para a anemia cronica caracteristica da doenga, com redugao nos valores de hemoglobina total

(Kato et al., 2017; Piccin et al., 2019).

A hemolise na anemia falciforme pode ser classificada em extravascular, quando estas
sdo destruidas pelos macréfagos presentes no baco, que identificam sua forma irregular e as
removem da circulagdo, ou intravascular, quando ocorre o rompimento das hemacias no interior
dos vasos sanguineos, promovendo a liberagdo de hemoglobina plasmatica, que ¢ oxidada,
liberando o grupo heme e ferro livre na circulagao (Figura 1) (Piccin et al., 2019; Vallelian,;

Buehlen; Schaer, 2022).

Apos a hemolise, a Hb livre € oxidada, em uma reagao onde ocorre o consumo de 6xido
nitrico (NO), que tem a fung¢ao vasodilatadora, que somado a liberagdo de arginase, consumindo
a arginina circulante, que ¢ o principal substrato da enzima 6xido nitrico sintase (eNOS) que ¢
responsavel pela produg¢do de NO, leva a um estado de vasoconstri¢do, disfun¢do endotelial e
contribuindo para a obstrugao vascular (Figura 1) (Kato et al., 2017; Vallelian; Buehlen; Schaer,

2022).
14



Figura 1: Esquema ilustrativo dos mecanismos moleculares que contribuem para a disfuncio endotelial e

complicacdes vasculares na AF
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Legenda: A hemolise intravascular libera hemoglobina (Hb) e heme, que promovem estresse oxidativo por meio
da reagdo de Fenton, produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs), consumindo oxido nitrico (NO) devido a
oxidacdo da Hb e reduzindo a sua producdo por meio da liberagdo de arginase I que consome a arginina, que € o
substrato para a producdo de NO pela enzina oxido nitrico sintase (eNOS). O grupo heme livre ativa receptores
Toll-like 4 (TLR4) endoteliais, promovendo a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1beta e IL-6,
induzindo o aumento da expressdo de moléculas de adesdo, aumentando a interagdo de plaquetas, leucécitos e
hemaécias com o endotélio, contribuindo para a vaso-oclusio.

Fonte: Adaptado de Kato et al., 2017.

Apo6s oxidada, a Hb livre libera produtos de degradagdo, que incluem ferro livre e o
grupo heme, que sdo moléculas denominadas pro-oxidativas. O ferro livre catalisa a formagao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) através da reacdo de Fenton, gerando estresse oxidativo
que resulta em danos celular, como peroxidacao lipidica e disfungdo mitocondrial, € o grupo
heme participa da ativagdo do receptor Toll-like tipo 4 (TLR4), aumentando a produgdo de
citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1pB, IL-6, Proteina C reativa, e outros mediadores que
promovem a expressao de receptores de adesao e ligantes no endotélio e nas células sanguineas,
incluindo P-selectina, E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 (Figura 1) (Bozza; Janey, 2020; Conger
et al., 2023; Kato et al., 2017). Com a ativacao das proteinas de superficies do endotélio
vascular, ocorre a interacdo destas com plaquetas, neutrofilos e hemacias falciformes,
facilitando a ocorréncia de eventos vaso-oclusivos (Figura 1) (Kato et al., 2017; Teixeira,

Ladeia, 2020).
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Nos eventos vaso-oclusivos, as células falciformes interagem com o endotélio vascular
e outras células sanguineas, obstruindo os vasos sanguineos, e, podendo ocorrer em diversas
tecidos do corpo, levando a crises de dor aguda e, a longo prazo, pode danificar os 6érgaos, como
retina, figado, sistema nervoso e rins, exacerbando ainda mais as complicagdes associadas a
AF, decorrentes da hipoxia, que ¢ a oxigenagdo ineficaz dos tecidos e 6rgdos, e lesdes de

isquemia-reperfusdo. (Kato et al., 2017; Teixeira; Ladeia, 2020).

A lesdo de isquemia/reperfusdo trata-se de uma condi¢do inflamatoria iniciada com o
processo de isquemia, que € o suprimento sanguineo inadequado ou a interrupcao deste, que
resulta ndo so na privagdo de oxigénio e nutrientes, como também no acimulo de metabolitos
celulares toxicos, como lactato, e dioxido de carbono (CO;), desencadeando a ativagdo
endotelial com aumento de permeabilidade vascular e expressdao de moléculas de adesao
(Pavitra et al., 2024). Posteriormente, ocorre a reperfusdo, que ¢ a restauracdo do fluxo
sanguineo e consequente reoxigena¢do do tecido afetado, neste momento as células do
endotélio vascular previamente sensibilizadas pela isquemia tornam-se propensas a adesao
celular, incluindo plaquetas, hemacias e leucocitos, que liberam EROs e citocinas pro-
inflamatorias, intensificando o processo inflamatério, a permeabilidade vascular e ativacao
celular, amplificando o dano tecidual e disfun¢do endotelial (Hebbel et al., 2020; Pavitra et al.,

2024).

Estes processos estdo envolvidos nas complicacdes presentes na AF, incluindo tlceras
de membros inferiores, sindrome toracica aguda (STA), sequestro esplénico, priapismo,
necrose asséptica de fémur, retinopatia, acidente vascular cerebral (AVC), hipertensao
pulmonar, crises hemoliticas, crises dolorosas e comprometimento renal (Ribau, 2015;

Teixeira; Ladeia, 2020; Nascimento et al, 2020; Han et al., 2022).

1.2.1 O manejo terapéutico na Anemia Falciforme

O manejo terapéutico da AF tem como objetivo prevenir e evitar a progressdo de
complicacdes da doenga e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Um dos tratamentos
empregados ¢ a transfusdo sanguinea, que ¢ fundamental no tratamento da doenca, sendo
utilizada para aumentar os niveis de HbA e reduzir a propor¢do de HbS no sangue. Essa
intervengdo ¢ indicada principalmente para pacientes com episddios frequentes de hemdlise e
CVOs, que desencadeiam crises dolorosas e complicagdes graves, como AVC e STA (Kato et

al., 2018; Tisdale; Thein; Eaton, 2020).
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As elevadas taxas de oObito infantil estdo associadas a infecgdes graves, sequestro
esplénico, CVOs, STA e AVC. Infecgdes bacterianas, especialmente por Streptococcus
pneumoniae ¢ Haemophilus influenzae, sdo causas comuns de sepse, meningite € pneumonia,
contribuindo significativamente para a mortalidade infantil devido a asplenia funcional, que
compromete a imunidade dos pacientes (Lima et al., 2015; Shinde; Bakshi; Shrikhande, 2015;
Silva, 2019). A profilaxia dessas infec¢des € realizada por meio do uso de Penicilina V, que
deve ser mantida até os 5 anos de idade. Em alguns casos, como apds a esplenectomia, o uso
pode ser prolongado, dependendo da condigdo clinica do paciente (Rankine-Mullings; Owusu-

Ofori; Remmington, 2017; BRASIL, 2024).

Outro tratamento amplamente empregado ¢ a hidroxiureia (HU), aprovada pela FDA
em 1998 para uso adulto e em 2017 para uso pediatrico. No Brasil, sua implementacao ocorreu
em 2002 pela Portaria n® 872/02 do Ministério da Satide para pacientes adultos, e em 2024 uma
atualizag@o autorizou o uso para criancas a partir dos 9 meses de idade, conforme Portaria n°
16/24 (BRASIL, 2002; BRASIL, 2024). A HU atua estimulando a eritropoiese e aumentando a
producao de HbF, o que reduz a concentracao de HbS e, consequentemente, a falcizacao das
hemacias. Além disso, tem efeito anti-inflamatdrio ao diminuir a producao de neutréfilos e sua
adesdo ao endotélio, bem como induz a liberagao de NO, melhorando a vasodilatagdo e o fluxo
sanguineo. Dessa forma, o uso da HU reduz crises hemoliticas e vaso- oclusivas, além de
reduzir a necessidade de transfusdo e a morbimortalidade associada a AF (Figura 2) (Chenou

et al., 2021; Lee; Ogu, 2022; Nickel et al., 2025).
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Figura 2. Beneficios da hidroxiureia (HU) na anemia falciforme.
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Legenda: (1) Indug@o da Hb fetal nos precursores eritroides; (2) Reducdo da producdo de neutrofilos pela
citoxicidade medular; (3) diminui¢do da adesividade de neutrofilos e reticuldcitos circulantes; (4) reducdo da
falcizagdo dos eritrocitos; (5) liberagdo de 6xido nitrico (NO) que atua como potente vasodilatador local.

Fonte: Adaptado de Ware, 2010.

Atualmente, a Unica terapia curativa para a AF ¢ o transplante de células-tronco
hematopoiéticas, indicado principalmente para pacientes com complicagdes graves e de idade
mais jovem. No entanto, essa abordagem envolve riscos significativos, como rejeicao do
enxerto e infecgdes pos-operatdrias. Outra estratégia terapéutica que tem sido explorada em
pesquisas recentes € a terapia génica, que visa corrigir a variante patogénica responsavel pela
doenga, representando uma perspectiva importante para o futuro do tratamento da AF (Kapoor;

Little; Pecker, 2018; Krishnamurti, 2021; Ballantine; Tisdale, 2024).

O manejo terapéutico da AF aliado ao diagndstico precoce, por meio da triagem
neonatal, implementada no Brasil em 2001 pela Portaria GM/MS n° 822, promoveu mudangas
significativas no perfil de morbimortalidade desses pacientes. A expectativa de vida foi
ampliada e as complicagdes na infancia foram reduzidas. Entretanto, os eventos hemoliticos,

vaso-oclusivos e lesdes de isquemia-reperfusdo continuam impactando a satde desses
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individuos na idade adulta, ainda que de forma leve ou assintomatica, se tornando mais
evidentes complicagdes cronicas da AF, dentre elas, destaca-se a doenga renal (Silva, 2019;

Han et al., 2022).

1.3 Doenca Renal na Anemia Falciforme

Os rins estdo entre os sistemas organicos mais comumente afetados em pacientes com
AF, apresentando um ambiente de baixo pH, baixa pressao de oxigénio e alta osmolaridade,
favorecendo a falcizacdo das hemacias e os processos de hemolise e vaso-oclusdo, que
culminam na inflamagao local e lesdo renal. Esta condi¢ao ¢ denominada nefropatia falciforme
(NF), que ¢ definida como sendo o conjunto de disfungdes renais associadas a AF, incluindo
injuria renal aguda (IRA), doenga renal cronica (DRC) e doenga renal terminal (DRT) (Lima et
al., 2015; Ataga; Saraf; Derebail, 2022). Embora mais evidente na fase adulta, a NF acomete
os pacientes desde a infancia, podendo chegar a DRC no fim da adolescéncia ou inicio da fase
adulta e evoluir para DRT na quarta ou quinta década de vida, e, estima-se que 15% das mortes
em pacientes com AF sdo atribuidas a insuficiéncia renal (Adebayo et. al., 2022; Han et al.,

2022).

Na AF, o mecanismo de lesdo renal se inicia com os repetidos eventos de falcizagdo,
que desencadeiam hemolise cronica e vaso-oclusdo, comprometendo a estrutura vascular,
lavando a um paradoxo de hiperperfusdo do cortex e/ou hipoperfusdo da medula renal. A
hipoperfusdo medular, que ¢ a redu¢do do fluxo sanguineo local promovendo a oferta
insatisfatoria de nutrientes e oxigénio, leva a isquemia medular, causada pelas obstrugdes nas
pequenas arteriolas renais devido a falcizacdo das hemacias, resultando em microinfartos
isquémicos no tecido renal, que culmina na necrose papilar, caracterizado pela ocorréncia de
hematuria, que ¢ a perda de hemadcias pela urina, e hipostenuria, que refere-se a perda da
capacidade de concentragdo da urina (Chen et al., 2014; Adebayo et. al., 2021; Payan-Pernia et.
al., 2021).

Enquanto a hiperperfusdo do cortex, que € o aumento anormal do fluxo sanguineo local,
sendo induzida por hipoxia tecidual e mediada por vasodilatadores como prostaglandinas e NO,
levando a eventos de hiperfiltragdo glomerular, que ¢ o aumento da taxa de filtracdo glomerular
aumentada sobrecarregando os néfrons, proteinuria, que € a presenca aumentada de proteinas
na urina, ¢ glomeruloesclerose, que ¢ a perda de fun¢do glomerular devido ao processo de

fibrose tecidual (Adebayo et. al., 2021; Payan-Pernia et. al., 2021; Ataga; Saraf, Derebalil,
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2022). As manifestacdes clinicas associadas aos eventos de hipoperfusao e hiperperfusdo sao
marcadores de dano renal, podendo variar em intensidade, desde episddios ocasionais até

manifestagdes persistentes (Aygun et al., 2011; Chen et al., 2014; Han et al., 2022).

Além da vaso-oclusdo, a hemdlise intravascular presente na AF libera Hb na circulagao.
Em condi¢cdes normais, esta hemoglobina livre (Hb livre) é removida pelas proteinas
haptoglobina e hemopexina, por meio da formagao de complexos que sdo internalizados por
macrofagos do sistema reticulo endotelial e células hepaticas, respectivamente, onde sera
degradada e seus componentes redirecionados para a sintese de novas moléculas (Smith;

McCulloh, 2015; Belcher et al, 2018).

No entanto, devido a hemolise exacerbada presente na AF, esse sistema de remocgao €
insuficiente, de forma que uma parte desta hemoglobina livre se mantém em circulagao,
chegando aos rins, onde induz lesdo renal através da propria Hb livre e por meio de seus
derivados, que inclui o grupo heme e ferro livre. No glomérulo, a hemoglobina ¢ filtrada
atingindo os tubulos renais onde ¢ reabsorvida pelos receptores multiligantes megalina e
cubilina, que também sdo responsaveis pela reabsor¢do dos baixos niveis de albumina que
normalmente ultrapassa a barreira de filtracdo glomerular. Esse mecanismo faz com que
aumente a excrecao urinaria de albumina, além de induzir inflamagao e fibrose no tecido renal

(Eshbach et al., 2017; Payan-Pernia et. al., 2021).

A reabsor¢ao de Hb livre leva ao acimulo desta nas células tubulares causando
toxicidade direta, pois ao ser degradada libera o grupo heme e ferro livre. Além disso, a Hb
livre interage com o NO, impedindo a sua acao vasodilatadora. Este fenomeno reduz o calibre
dos vasos sanguineos e, por consequéncia, a perfusdo renal, contribuindo para a ocorréncia de
novos eventos vaso-oclusivos e de hemolise, favorecendo a instalagdo de lesdo glomerular e

necrose tubular aguda (Payan-Pernia et. al., 2021; Monte Neto; Kirsztajn, 2024).

Ademais, o ferro livre e o grupo heme derivados da Hb livre, interagem com as células
endoteliais (CEs) e poddcitos, que sao células localizadas na cépsula de Bowman e que
revestem os capilares glomerulares e atuam na manutencao da barreira de filtragdo glomerular,
evitando a perda excessiva de proteinas. Nas CEs, a interacdo do grupo heme com os TLR 4
desencadeiam respostas pro-inflamatorias, pela liberacdo de citocinas como IL-6 e fator de
necrose tumoral a (TNF-a), levando a processos de inflamagdo e posterior fibrose nos

compartimentos glomerular e tubulointersticial (Mahmud et al., 2020; Conger et al., 2023). Nos
20



podocitos, a exposicao ao grupo heme e as EROs, provenientes do ferro livre, pode danificar
componentes celulares, como as proteinas do citoesqueleto e a membrana basal glomerular,
resultando em disfuncdo e perda dessas células, induzindo o aumento da permeabilidade da
barreira de filtracdo glomerular e, consequentemente, a proteintria e progressao para DRC

(Bozza; Janey, 2020).

A persisténcia dos eventos associados a NF pode induzir ao dano renal progressivo,
caracterizado por albumintria persistente, que € a excre¢ao de albumina na urina devido a danos
glomerulares, sobretudo nos poddcitos, permitindo a passagem dessas macromoléculas para a
urina, ¢ um declinio na taxa de filtracdo glomerular estimada, que reflete a incapacidade do rim
em executar suas fungdes de filtracdo e excrecdo de agua, eletrolitos e outros metabolitos,

caracterizando a DRC (Chen et al., 2014; Han et al., 2022).

1.3.1 Estado pro-angiogénico e doenca renal na AF

Outro fator que influencia na ocorréncia de complicagdes renais na AF € o estado pro-
angiogénico, que ¢ uma condi¢do em que ocorre um aumento da produgao e liberagao de fatores
que induzem a angiogénese, que ¢ definida como a formacao de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes, sendo essencial no desenvolvimento embriondrio (Duits et al., 2006;
Kretschmer; Riidiger; Zahler, 2021). Apds este periodo, a angiogénese participa da manutengao
dos processos fisiologicos, sendo ativada em condi¢des de hipdxia, isquemia e lesdo tecidual,
atuando principalmente no processo de cicatrizagdo e reparo tecidual (Lopes et al., 2015; Ito et

al., 2020).

Os eventos hemoliticos, vaso-oclusivos e as lesdes de isquemia-reperfusao que ocorrem
de maneira cronica nos pacientes acometidos pela AF, afetam principalmente a
microcirculagdo, desencadeando dano vascular devido a hipoxia, além de processos
inflamatoérios, induzindo a produgao descontrolada de fatores pro-angiogénicos e desequilibrio
da angiogénese que promove a formag¢ao de vasos sanguineos desorganizados e instaveis, com
maior fragilidade e permeabilidade vascular, e facilitando a passagem de macromoléculas,
como leucdécitos e proteinas para o meio extravascular, de forma a potencializar a inflamagao e
lesdo tecidual, exacerbando ainda mais o fenomeno da angiogénese (Fallah et al., 2019; Akwii

et al., 2019).

A regulacdo da angiogénese se da através do equilibrio entre fatores anti e pro

angiogénicos, que sao ativados e modulam as células endoteliais para a formagao e estabilizagao
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de novos vasos sanguineos (Lopes et al., 2015). Dentre os principais fatores envolvidos na
angiogénese temos o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento
basico de fibroblastos (bFGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformador (TGF)-B e Angiopoietinas (Ang) (Fallah et al., 2019; Akwii et al.,
2019).

Em relagdo as Angiopoietinas, temos que estas constituem um grupo de 4 biomoléculas,
angiopoietina-1 (Ang-1), angiopoietina-2 (Ang-2), angiopoietina-3 (Ang-3) e angiopoietina-4
(Ang-4). Entretanto, as mais estudadas no contexto da angiogénese sdo Ang-1 ¢ Ang-2, ambas
interagem com o mesmo receptor, denominado Tie-2, que ¢ um receptor do tipo tirosino-
quinase presente em células endoteliais e tem papel central na regulagdo da angiogénese

(Hilbert et al., 2016; Lee; Hong; Kim, 2021; Li et al., 2023).

A Ang-1 ¢ expressa em células mesenquimais, como pericitos, células musculares lisas
e fibroblastos, e age de maneira paracrina sobre o endotélio, ligando-se ao receptor Tie-2 e
atuando como agonista, induzindo um estado antiapoptotico, impedindo a degeneragdo dos
vasos sanguineos, e anti-inflamatorio, atuando na manuten¢do da integridade e estabilidade
endotelial e evitando a hiper permeabilidade e a passagem transendotelial de leucdcitos que

induzem as reagdes inflamatodrias (Hilbert et al., 2016; Lee; Hong; Kim, 2021; Li et al., 2023).

A Ang-2 ¢ expressa em células musculares lisas, epiteliais e estocada em CEs, nos
corpos de Weibel-Palate (WPB) e, quando exocitada, atua de forma autdcrina sobre o endotélio,
ligando-se ao receptor Tie-2 e atuando como antagonista, possuindo a¢ao oposta a de Ang-1,
levando a um comprometimento da integridade endotelial e estimulando a resposta
inflamatéria, induzindo uma maior expressdo de moléculas de adesdo e facilitando a
transmigracdo de leucocitos (Lee; Hong; Kim, 2021; Akwii et al., 2016; Li et al, 2023; Luo;
Chang; Lin, 2024).

A Ang-3 ¢ uma proteina secretada exclusivamente pelo figado, tendo como principal
funcdo a inibicdo da lipoproteina lipase e da lipase endotelial, influenciando diretamente o
metabolismo lipidico, impedindo a hidrolise de triglicerideos e fosfolipidios circulantes. No
contexto da angiogénese, a Ang-3 atua na adesdo e migracao de células endoteliais por meio da
interagdo com a integrina avp3, induzindo a proliferacdo celular, migracdo e angiogénese

(Kersten, 2017; Zhong; Tang; He, 2022).
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A Ang-4, assim como a Ang-2, tem agdo pro-angiogénica, atuando de forma autdcrina
e antagonizando o receptor Tie-2, no entanto sua atuacdo principal é sobre os vasos linfaticos,
promovendo a vasodilatacao linfatica e ativando a sinalizagdo proliferativa e de sobrevivéncia
dependente de Tie2 em células endoteliais linfatica (CELs), além de aumentar a permeabilidade
endotelial dos vasos sanguineos, sua agao ¢ dependente de hipdxia tecidual (Kesler et al., 2015;

Babapoor-Farrokhran et al., 2015).

1.3.2 Angiopoietina-2 e doencga renal na AF

Em condicdes patologicas como a AF, o estado pré-angiogénico contribui para diversas
complicagdes associadas a doenga, os episddios recorrentes de vaso-oclusao e hemolise
intravascular levam a hipoxia tecidual e induzem a liberacao de mediadores angiogénicos, como
a Ang-2, que, somada a a¢do do VEGF, leva a hiperativacdo endotelial e aumento da
permeabilidade e fragilidade vascular que sd3o fendmenos recorrentes nessa populacdo,
favorecendo danos vasculares progressivos e complicagdes cronicas, incluindo, retinopatia,

AVC e NF (Antwi-Boasiako et al., 2018; Andrawes et al., 2019).

A Ang-2 participa da fisiopatologia da NF a partir dos eventos de vaso-oclusdo e
hemolise nos capilares glomerulares, desencadeando inflamacao, sobretudo mediada pela
interacao entre o grupo heme livre e TLR4 com liberagao de citocinas pro-inflamatorias, como
IL-1B e IL-6 que atuam no recrutamento e sensibilizagdo de leucdcitos, e hipdxia local,
estimulando a exocitose de Ang-2 pelos WPB, que se ligam aos receptores Tie-2, presentes nas
CEs, e induzem a internalizagcdo da VE-caderina, molécula de adesao responsavel pela interagao
entre células endoteliais, desestabilizando o endotélio e levando ao aumento da permeabilidade

vascular (Figura 3) (Hilbert et al., 2016; Lee; Hong; Kim, 2021).
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Figura 3. Mecanismo de acdo da Ang-2 na nefropatia falciforme.
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Legenda: Os eventos de hemolise e vaso-oclusdo desencadeiam o processo inflamatdrio mediado pela interagéo
entre o grupo heme livre, advindo da hemolise, ¢ TLR4 induzindo a liberag@o de IL-1f e IL-6 que promovem o
recrutamento e sensibilizag@o de leucdcitos. Além disso, a hipoxia tecidual estimula a liberagdo de Ang-2 pelos
WPB, que interage com o receptor Tie 2 da CEs, induzindo a internalizagdo da VE-caderina, e ativando a via do
NF-xB, promovendo a maior expressao de moléculas de adesdo, incluindo ICAM-1, VCAM-1 e Selectinas,
facilitando a adesdo e transmigragdo de leucdcitos € macromoléculas, como a albumina.

Fonte: Autoria prépria.

Ademais, a Ang-2 atua sensibilizando as células endoteliais a agdo do VEGF ou TNF-
a, ativando a via do NF-kB que ¢ essencial para o processo angiogénico, pois induz uma maior
expressdo de moléculas de adesdo, como ICAM-1, VCAM-1 e selectinas, facilitando a adesao
e transmigracdo de leucocitos e macromoléculas, como a albumina (Figura 3) (Hilbert et al.,

2016; Li et al, 2023; Luo; Chang; Lin, 2024).

Este processo induz uma resposta inflamatdria no ambiente renal, exacerbando os danos
ao endotélio e aos podocitos (Tsai et al., 2014; Li et al, 2023). Os danos aos poddcitos leva a
disfungdo e perda destas células, contribuindo para a reducao da integridade da barreira de
filtragdo glomerular, aumentando a permeabilidade dos capilares glomerulares e facilitando o
extravasamento de proteinas, como a albumina, refletindo em hiperfiltracdo glomerular,

proteinuria e fibrose, levando ao declinio da fung¢ao renal (David et al., 2010; Lee; Hong; Kim,

2021; Luo; Chang; Lin, 2024).

Na nefropatia associada a outras etiologias, como diabetes e hipertensao arterial, a maior

expressao de Ang-2 estd associada ao aumento dos niveis de albuminuria e a inflamagao no
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ambiente renal, sugerindo seu papel como um biomarcador precoce da disfun¢do glomerular,
se destacando como um fator de risco para a progressao de doencas renais (Chang et al., 2013).
Além disso, foi demonstrado que niveis elevados de Ang-2 estdo associados com a necessidade
de didlise em pacientes com DRC, reforgando o potencial deste biomarcador como preditor de

complicagdes renais (Szymczak et al., 2023).

No contexto da AF, a Ang-2 se apresenta com niveis elevadas em complicagdes como
retinopatia falciforme e ulceras de perna, apontando o envolvimento da Ang-2 na vasculopatia
e complicagdes associadas a doenca, desta forma, € possivel associar a elevagio dos niveis de
Ang-2 com a NF e sua progressdo, podendo atuar como um biomarcador, levando em
consideragdao o envolvimento do estado pro-angiogénico nesta complicacao (Antwi-Boasiako

et al., 2018; Andrawes et al., 2029)

Além de atuar como um biomarcador da angiogénese anormal e preditor de
complicagdes associadas a este fendmeno, nos ultimos anos vem se intensificando as pesquisas
de medicamentos moduladores da Ang-2 em diversas patologias e complicagdes, como a
retinopatia diabética e cancer, sobretudo os de tumores s6lidos, como o de mama e ovario, que
necessitam de neovascularizagdo para obten¢do de oxigénio e nutrientes essenciais para sua
sobrevivéncia e proliferacao, de forma que a Ang-2 também se apresenta como potencial alvo

terapéutico nestas condigdes clinicas (Gillen; Richardson; Moore, 2019).

Atualmente estd aprovado para uso na retinopatia diabética, sobretudo no edema
macular diabético, o anticorpo monoclonal faricimabe, que atua bloqueando a acdo de Ang-2 e
VEGF, impedindo o processo de angiogénese mediada por estes fatores (Ferro Desideri et al.,
2023). No entanto, estudos clinicos estdo sendo conduzidos para outro anticorpo monoclonal,
o trebananibe, que se demonstrou promissor quando empregado de forma complementar a
terapia ja existente para o tratamento de tumores de ovario, reduzindo o processo angiogénico
e reduzindo a velocidade de progressao tumoral (Gillen; Richardson; Moore, 2019; Zhang et

al., 2024).

Dessa forma, a Ang-2 pode ser explorada nao s6 no contexto da sua participagdo da
fisiopatologia de complicagdes da AF, como a NF, tendo potencial como um biomarcador para
diagnoéstico precoce desta complicagdo, mas também assume o papel de alvo terapéutico,

possibilitando o manejo do estado pro-angiogénico destes pacientes utilizando medicamentos

25



direcionados j existentes ou em desenvolvimento, com o objetivo de modular a a¢do da Ang-

2 e contribuir na reduc¢do da velocidade de progressdo das complicacdes da AF, incluindo a NF.

A fisiopatologia da doenca renal na AF vem sendo amplamente estudada em nosso
grupo de pesquisa, o estudo de Santos e colaboradores (2015) evidenciou o aumento dos niveis
da proteina quimiotatica de monoécitos — 1 (MCP-1) em pacientes com AF sem uso de HU em
comparagdo aos pacientes que utilizavam o farmaco. Além disso, o estudo de Abreu e
colaboradores (2024) demonstrou que nos pacientes com AF ocorreu aumentos nos niveis de
fosfato sérico e na taxa de reabsor¢do renal de fosfato e que valores mais altos de HbF e Hb
juntamente com o uso de HU foram associados a melhor controle destes pardmetros,
demonstrando a contribui¢do da HU na prote¢do contra complicagdes renais associadas a
alteracdes no fosfato em pacientes com AF. Também foi realizado o estudo de biomarcadores
preditivos de IRA tais como MCP-1 e molécula de injtria renal 1 (KIM-1) e sua relagdo com o
dano endotelial, através de biomarcadores como VCAM-1 e Sindecano-1, além de avaliar a

influéncia da HU neste processo (Laurentino, 2020).

Neste cenario, ¢ evidenciado o impacto da disfun¢do endotelial e angiogénese na
fisiopatologia da AF, a avaliagdo da Ang-2 no contexto da nefropatia falciforme e sua
associagao com o uso de HU e com biomarcadores de hemolise e de dano renal, surge como
uma estratégia promissora para compreender o estado pro-angiogénico nesses pacientes, assim

como as alteragdes fisiopatoldgicas associadas a doencga renal nesse contexto clinico.

Até o presente momento, ndo foram identificados na literatura cientifica estudos que
explorem a relagdo entre Angiopoietina-2 e a nefropatia falciforme, o que confere carater
inédito a este trabalho, justificando sua relevancia para a compreensdo de mecanismos

fisiopatoldgicos ainda ndo elucidados em relagdo as complicacdes renais na AF.

Os achados deste estudo podem ter impacto na estratificagdo de risco € no manejo
terapéutico da AF, possibilitando interven¢des direcionadas, como o uso de inibidores
bioespecificos de Ang-2 como possiveis estratégias voltadas a reducao de complicagdes
relacionadas a angiogénese anormal na AF, incluindo o desenvolvimento e progressao da DRC

nestes pacientes.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Analisar o papel da angiopoietina-2 em pacientes com anemia falciforme em
acompanhamento ambulatorial associando com o uso de hidroxiureia, biomarcadores de

hembdlise e de dano renal.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar as dosagens de creatinina sérica e urinaria, albuminuria e proteintria dos

pacientes com AF
e Determinar os niveis de Ang-2 em pacientes com AF e no grupo controle;

e Determinar a associacao dos niveis de Ang-2, marcadores de hemolise e de dano renal

em pacientes com AF quanto ao uso de HU;

e Determinar a associacao dos niveis de Ang-2, marcadores de hemolise e de dano renal
em pacientes com AF em relagdo aos niveis de albuminuria e a estratificagdo de risco

de DRC;

e Avaliar a associagdo dos niveis de Ang-2 e dos pardmetros idade, sexo, LDH, HbS,

reticulocitos e bilirrubina somente no grupo de paciente com elevado risco de DRC.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo do tipo transversal, de carater analitico e descritivo, realizado nos
pacientes com anemia falciforme acompanhados no Centro de Hematologia e Hemoterapia do

Ceara (Hemoce) de Fortaleza, Ceara.

3.2 Local do estudo

O estudo foi realizado no Hemocentro Coordenador do Hemoce, que fica localizado no
municipio de Fortaleza — CE. A Hemorrede Publica Estadual ¢ formada pelo Hemocentro
Coordenador, localizado em Fortaleza, e os Hemocentros Regionais nas cidades de Quixada,
Iguatu, Sobral, Crato e Juazeiro do Norte, que sdo responsaveis pelo atendimento de pacientes

e doadores em sua area de cobertura.

Todos os Hemocentros contam com ambulatorios de hemoglobinopatias, onde sao
realizados os atendimentos clinicos, sejam consultas de rotina ou demanda de intercorréncias.
Apds os atendimentos, o medicamento utilizado para controle das manifestagdes clinicas,
atualmente a HU, fica disponivel na Farmacia do Hemocentro para os pacientes assistidos pelo
ambulatorio, mediante prescricdo médica. Desta forma, o Hemocentro Coordenador foi o
escolhido por ser o centro responsavel pelo atendimento de pacientes adultos com anemia

falciforme e pela localizagdo mais acessivel para a coleta de dados dos pacientes.

3.3 Populac¢ao e amostra
3.3.1 Selecao da Populagcdo Amostra

Foram incluidos no estudo 76 pacientes com idade >18 anos, de ambos os sexos com
diagnostico de anemia falciforme confirmado por meio de eletroforese de hemoglobina e/ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia e em estado estacionario de acordo com os critérios de

BALLAS, 2011, que sao:

e Auséncia de episdédio doloroso agudo que necessitasse de tratamento

ambulatorial ou hospitalar por pelo menos quatro semanas consecutivas.
e Sem historia de internag@o hospitalar nos ultimos 2 a 3 dias.

e Sem historia de transfusao de sangue durante os 4 meses anteriores.
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e Sem historia de intercorréncias, como infec¢ao ou inflamacao, durante as 4

semanas anteriores.

e Nenhum tratamento medicamentoso, como antibiodticos, que possam afetar

0 hemograma durante as 3 semanas anteriores.

Foram excluidos do estudo os pacientes com diagnostico de doenca renal, gestantes,
tabagistas, hipertensos, diabéticos, etilistas e portadores de neoplasias malignas, por conta de
possiveis interferéncias que estas condigdes podem ocasionar na analise dos biomarcadores. A

amostra foi determinada por conveniéncia.

Dos 76 pacientes incluidos, 10 ndo forneceram amostra de urina, impactando na analise
de parametros urindrios, que incluem creatinina urindria, proteinuria, albuminuria e risco de

DRC, sendo, portanto, considerado N = 66 para estas analises.

3.3.2 Selecao do Grupo Controle

Foram incluidos no estudo 24 individuos com idade >18 anos, de ambos 0s sexos,
doadores de sangue e que se apresentaram de forma espontanea para doar sangue no HEMOCE.
Foram excluidos do estudo individuos com diagndstico de doenga renal, tabagistas, hipertensos,
diabéticos e etilistas, por conta de possiveis interferéncias que estas condi¢cdes podem ocasionar

na analise dos biomarcadores. O grupo controle foi determinado por conveniéncia.

3.4 Coleta de dados e amostras

Os individuos que preenchiam os critérios de inclusao foram convidados a participar da
pesquisa, assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apods receberem
todas as informagdes e orientacdes necessarias. O processo de coleta envolveu amostras de
sangue total em tubo com EDTA, amostras de soro em tubo com gel separador e amostras de
urina recente em coletor apropriado. Essas amostras foram armazenadas em recipiente térmico
com gelo para o transporte até o laboratério de pesquisa, onde foram processadas e mantidas

em freezer a -80°C até o momento das analises.

As informagdes demograficas e clinicas dos pacientes, incluindo idade, sexo e uso de
HU, assim como os dados laboratoriais, como contagem de reticuldcitos, lactato desidrogenase
(LDH), bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD) e bilirrubina indireta (BI), foram extraidos

dos registros em prontuarios realizados nas consultas de rotina e acompanhamento.
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3.5 Avaliacao Laboratorial
3.5.1 Creatinina sérica e urindria

Para a anélise de creatinina urinaria foi utilizada amostra de urina recente, enquanto para

analise de creatinina sérica foi utilizada amostra de soro.

e (reatinina urinaria: Determinada pela formagao de complexo de cor vermelha quando
a creatinina reage com picrato em meio alcalino — reagdo de Jaffé - analisada por
espectrometria (Cobas CI111, Roche®). O resultado foi utilizado para calcular

proteindria e albumintria.

e (reatinina sérica: Determinada pelo método enzimético colorimétrico (kit comercial da

Bioclin - Quibasa®). O resultado foi utilizado para calculo da TFGe.

3.5.2 Proteinuria e albuminuria

e Proteindria: Determinada pelo método vermelho de pirogalol (Sensiprot - Labtest®) e
analisada por espectrometria. Os resultados foram normalizados pela creatinina urindria,

sendo expressos na forma de mg de proteina/g de creatinina urindria.

e Albumintiria: Determinada pelo método de imunoturbidimetria automatizado (Cobas
C111, Roche®). Os resultados foram normalizados pela creatinina urinéria, sendo

expressos na forma de mg de albumina/g de creatinina urinéria.

3.5.3 Taxa de Filtracao Glomerular Estimada (TFGe)

Para o célculo da taxa de filtracdo glomerular estimada, foi utilizada a equagdo CKD-
EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) sem ajuste para raga por ser o
método mais adequado para estimar o valor de individuos com doenca falciforme (Arlet et al.,

2012) e em populagdes miscigenadas (Almeida; Mill, 2024). Os valores foram expressos em

mL/min/1,73 m2.

3.5.4 Angiopoietina 2

Para avaliacdo de Angiopoietina 2 (Ang-2), a quantificacdo foi realizada pela técnica de
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) sanduiche (kit comercial DuoSet® ELISA). Os resultados

foram expressos em pg/mL.
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3.6 Estratificacio dos pacientes

Figura 3: Fluxograma de estratificacfio dos pacientes quanto ao uso de HU, nivel de albuminuria e Risco de
DRC.

Pacientes com AF
(n=176)
| |
Uso de HU Nivel de Albuminuria Riscode DRC
(n=176) (n=66) (n=66)
L Uso <30 mg/g-Cr | Risco Baixo
L (sem albuminuria)
Nao Uso
> 30 /o-Cr || Risco
|| =°Yme g 1_ Moderado
(com albuminuria)
|| RiscoAlto ou
Muito Alto

Fonte: Autoria propria
3.6.1 Uso de hidroxiuréia (HU)

Os pacientes com AF foram estratificados de acordo com o uso ou ndao de HU.

3.6.2 Niveis de Albuminuria

Os individuos foram estratificados quanto aos niveis de albuminuria, sendo classificados

quanto a auséncia ou presenca de albumintria, de acordo com a tabela abaixo (KDIGO, 2024):

Quadro 1. Valores de referéncia para niveis de albuminuria.

VALORES DE REFERENCIA PARA ALBUMINURIA
Categoria Taxa de excrec¢ao Classificacao
Al <30 mg/g Normal ou leve aumento
A2 30 a300 mg/g Aumento moderado
A3 > 300 mg/g Aumento grave

Fonte: Adaptado de KDIGO, 2024

31



3.6.3 Risco de desenvolver Doen¢a Renal Créonica (DRC)
A avaliacao do risco de Doenca Renal Cronica (DRC) de acordo com KDIGO (2013)
desempenha um papel crucial na identificagdo e manejo precoce de alteragdes renais. Essa

avaliacdo abrange dois marcadores essenciais: a TFGe e a albuminuria.

Os individuos foram estratificados quanto ao risco de desenvolver DRC da seguinte

forma (Figura 3) (KDIGO, 2024):

Figura 4. Tabela de risco e prognostico de doenca renal crénica (DRC).

Categorias de Albuminuria persistente
Descrigao e faixa

A1 A2 A3
KDIGO: Prognostico da DRC por categoria Normal a levemente ~ Moderadamente Gravemente
de TFG e albumindria aumentada aumentada aumentada
<30 mglg 30-300 ma/a >300 mg/g

G1 Normal ou alto >90
G2 Redugao leve 60-89
G3a Redugdo leve a moderada  45-59

G3b Redug¢do moderada a grave  30-44

Verde: baixo risco (se nao houver outros marcadores de doenca renal, sem DRC); Amarelo: risco moderadamente aumentado;
Laranja: alto risco; Vermelho: risco muito alto. TFG, taxa de filtracao glomerular.

Fonte: Adaptado de KDIGO, 2024.

Descrigao e faixa

Categorias de TFG (mL/min/1,73m2)

3.7 Analise Estatistica

Os dados coletados foram armazenados em bancos de dados no Programa Excel -
Microsoft Corporation. Posteriormente, os dados foram analisados no software SPSS para

Macintosh (Versao 23.0. Armonk, NY: IBM Corp) e o software R (R Core Team, 2023).

Na analise descritiva as variaveis qualitativas foram expressas como contagem absoluta
e porcentagens, sendo comparadas através do teste do qui-quadrado ou exato de Fisher. Todas

as variaveis quantitativas foram testadas para distribuicdo normal usando o teste de Shapiro-
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Wilk. Dados normais foram entdo expressos como médiatdesvio e dados ndo normais, como

mediana e amplitude interquartil.

A existéncia de interagdo entre as variaveis do estudo foi verificada utilizando o teste
de Kruskal-Wallis, Teste T para duas amostras e Teste Exato de Fisher. O teste paramétrico
ANOVA com pos-teste de Tukey foi usado para comparagdes entre 3 ou mais grupos para dados

normais, ¢ para dados ndo normais foi usado o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn.

Além disso, foram feitas andlises de regressdo logistica, usando como desfecho
dependente o risco alto de DRC. Para os modelos multivariados foram selecionadas as varidveis
que apresentaram p<0,2 na andlise bivariada. Variaveis quantitativas com colinearidade
elevada, mais de 20% de casos omissos e variaveis categdricas com menos de 10 casos por
evento foram excluidas dos modelos. As varidveis selecionadas foram expostas ao método

stepwise do tipo backward para alcangar o modelo final com varidveis apresentando p<0,20.

3.8 Aspectos éticos

Esta pesquisa faz parte de um projeto guarda-chuva que foi submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara, recebendo o parecer
favoravel de numero 4.424.203, seguindo a Resolug¢ao n® 466 do conselho Nacional de Saude
— CNS do Ministério da Saude, considerando o respeito pela dignidade humana e pela especial

protecdo devida aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres humanos.

33



4 RESULTADOS

Foram avaliados o total de 76 pacientes com AF, sendo 42 (55,3%) do sexo feminino,
com a mediana de idade de 29,5 (22,0 - 39,5) anos. Em relagdo ao uso de HU, o total de 65
(85,5%) estava fazendo uso. (Tabela 1).

Em relagcdo aos parametros hematologicos temos medianas percentual de reticuldcitos
igual a 8,7 (6,8 — 10,8) % e valor absoluto de reticuldcitos igual a 211.600,0 (177.518,0 -
267.400,0) /mm?, percentual de Hemoglobina S igual a 76.4 (65.8 - 84.8) % e percentual de
Hemoglobina F igual a 14.2 (8.4 - 16.8) %. Nos parametros bioquimicos, os resultados obtidos
foram expressos em medianas de LDH igual a 402.5 (300.0 - 504.0) U/L, BT igual a 2,2 (1,4 —
3,3) mg/dL, BD igual a 0,4 (0,2 - 0,5) mg/dL, Bl igual a 1,8 (1,1 - 2,8) mg/DI.

Em relag@o aos pardmetros renais temos que a mediana de Proteintria foi igual a 162,5
(96,2 — 287,6) mg/g-Cr, Albuminuria igual a 44,1 (15,5 — 143,0) mg/g-Cr, TFGe igual a 135,7
(127,4 — 144,3) mL/min/1,73m?. Em relagdo a estratificacdo de risco de desenvolvimento de
DRC de acordo com os pardmetros de KDIGO (2024), foram avaliados 66 pacientes, devido a
auséncia de amostra urinaria de 10 pacientes, e como resultados temos 29 (43,9%) pacientes
com risco baixo, 26 (39,4%) com risco moderado, 11 (16,7%) com risco alto ou muito alto

(Tabela 1).
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Tabela 1. Varidveis sociodemograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com AF.

Variaveis avaliadas

Grupo total (n=76)'

Sexo !
F

M
Idade 2
Uso de Hidroxiureia !
Nao
Sim
Hemoglobina S (%) !
Hemoglobina F (%) !
Reticulécitos (%) >
Reticuldcitos (/mm?) 2
LDH (U/L) 2
BT (mg/dL) 2
BD (mg/dL) >
BI (mg/dL) >

Proteinuria (mg/g-Cr) ?

Albuminuria (mg/g-Cr) 2
TFGe (mL/min/1,73m?) 2

Risco de DRC !
BAIXO
MODERADO
ALTO

MUITO ALTO

42 (55,3%)
34 (44,7%)
29,5 (22,0 - 39,5)

11 (14,5%)
65 (85,5%)
76.4 (65.8 - 84.8)
14.2 (8.4 - 16.8)

8,7 (6,8 - 10,8)
211.600,0 (177.518,0 - 267.400,0)
402,5 (300,0 - 504,0)
2,2(1,4-3,3)

0,4 (0,2 -0,5)

1,8 (1,1-2,8)

162,5 (96,2 - 287,6)

44,1 (15,5 - 143,0)

135.7 (127.4 - 144.3)

29 (43,9%)

26 (39,4%)

10 (15,2%)
1(1,5%)

'n (%); *Mediana (Q1 — Q3)

Nota 1: Para dosagens de proteinuria e albuminuria e Risco de DRC, n = 66 pacientes.

Nota 2: Para as analises, os individuos que apresentaram Alto risco ou Muito alto risco foram
classificados apenas como grupo de alto risco.

4.1 Niveis de Ang-2 nos pacientes com AF em comparac¢io com GC

Quanto aos valores de Ang-2, obtivemos mediana igual a 2,70 (1,82 —4,28) ng/mL para
os pacientes com AF, sendo superior aos valores obtidos no grupo controle, que apresentou
mediana de 0,51 (0,32 — 1,25) ng/mL. Demonstrando diferenca significantes entre os valores,
com p <0,001 (Tabela 2).

Tabela 2. Niveis de Ang-2 nos pacientes com AF e no GC.
Pacientes (n=76)' Controles (n=24)" p-value?

Ang-2 (ng/mL) 2,70 (1,82 — 4,28) 0,51 (0,32 — 1,25) <0,001
"Mediana (Q1 — Q3); 2Teste de Mann-Whitney
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4.2 Niveis de Ang-2 e variaveis laboratoriais de hemolise e dano renal quanto ao uso de
HU

ApoOs a estratificagdo dos pacientes em relagdo ao uso de HU, podemos destacar os
seguintes resultados, em relacdo a Ang-2, os resultados obtidos demonstraram valores elevados
deste biomarcador em ambos os grupos, no entanto em pacientes que nao utilizavam HU, o
valor de mediana obtida foi de 3,28 (1,17 — 5,05) ng/mL, e para pacientes que utilizavam HU a
mediana foi de 2,69 (1,86 — 4,18) ng/mL, apresentando valor de p = 0,3 (Tabela 3).

Quanto aos parametros hematoldgicos, temos que a mediana do percentual de
reticuldcitos foi 8,4 (6,2 - 8,9) % para os pacientes sem uso de HU e 8,8 (6,8 - 10,8) % para os
pacientes em uso de HU, apresentando valor de p = 0,4. Para o valor absoluto de reticulocitos
a mediana foi de 223.372,0 (211.600,0 — 269.333,0) /mm? para os pacientes sem uso de HU e
210.500,0 (170.759,0 —263.411,5) /mm? para pacientes em uso de HU, valor de p >0,9 (Tabela
3).

Quanto aos parametros bioquimicos, a mediana de LDH apresentada para os pacientes
sem uso de HU foi de 419,0 (279,0 - 612,0) U/L e para os pacientes em uso de HU foi de 396,0
(300,0 - 504,0) U/L, obtendo p = 0,6. Para BT temos a mediana de 2,2 (1,4 - 3,2) mg/dL para
pacientes sem uso de HU e 2,1 (1,3 - 3,6) mg/dL para pacientes em uso de HU, apresentando
valor de p = 0,3. BD ¢ indireta as medianas para pacientes sem uso de HU foram de 0,3 (0,2 -
0,5) mg/dL e 1,9 (1,1 - 2,7) mg/dL, respectivamente, e para pacientes em uso de HU foram 0,4
(0,3-0,5 mg/dL e 1,7 (1,1 - 3,0) mg/dL, respectivamente, obtendo p = 0,069 para BD e p =
0,4 para BI (Tabela 3).

Em relacdo aos pardmetros de dano renal temos que a proteindria nos pacientes que nao
utilizavam HU foi 122,2 (81,5 — 239,9) mg/g-Cr e nos que utilizavam HU foi 163,3 (96,5 —
290,6) mg/g-Cr, apresentando valor de p =0,047. Para albumintria, os resultados obtidos foram
40,3 (12,0 — 74,5) mg/g-Cr nos que nao utilizavam e 46,2 (17,7 — 144,0) mg/g-Cr nos que
utilizavam, obtendo valor de p = 0,14. Para a TFGe, os resultados obtidos foram 143,4 (131,5
— 151,6) mL/min/1,73m? para os que ndo utilizavam HU e 135,6 (124,7 — 143,9)
mL/min/1,73m? nos que utilizavam HU, obtendo valor de p = 0,3. Quanto ao risco de DRC,
dentre os pacientes que nao utilizavam, 55,6% apresentaram baixo risco para DRC, 33,3% risco

moderado e 11,1% com risco alto ou muito alto, dentre os pacientes que utilizavam, 42,1%
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apresentaram baixo risco para DRC, 40,4% risco moderado para DRC e 17,6% risco alto ou

muito alto para DRC, obtendo valor de p >0,9 (Tabela 3).

Tabela 3. Variaveis laboratoriais quanto ao uso de HU.

Variaveis avaliadas Sem uso de HU (n=11)> Em uso de HU (n=65)> p-value’
Ang-2 (ng/mL) 3,28 (1,17 - 5,05) 2,69 (1,86 — 4,18) 03
Reticuldcitos (%) 8,4 (6,2 -8,9) 8,8 (6,8 -10,8) 0,4
Reticuldcitos (/mm?®)  223.372,0 (211.600,0 —269.333,0) 210.500,0 (170.759,0 —263.411,5) >0,9
LDH (U/L) 419,0 (279,0 - 612,0) 396,0 (300,0 - 504,0) 0,6
BT (mg/dL) 22(1,4-32) 2,1 (13 - 3,6) 0,3
BD (mg/dL) 0,3 (0,2 - 0,5) 0,4 (0,3 - 0,5) 0,069
BI (mg/dL) 1,9 (1,1-2,7) 1,7 (1,1 - 3,0) 0,4
Proteinuria (mg/g-Cr) 122,2 (81,5 -239,9) 163,3 (96,5 - 290,6) 0,047
Albumintria (mg/g-Cr) 40,3 (12,0 - 74,5) 46,2 (17,7 - 144,0) 0,14
TFGe (mL/min/1,73m?) 1434 (131,5 - 151,6) 135,6 (124,7 - 143,9) 0,3
Risco de DRC'! >0.9
BAIXO 5 (55.6%) 24 (42.1%)

MODERADO 3 (33.3%) 23 (40.4%)

ALTO 1 (11.1%) 10 (17,5%)

'n (%);?Mediana (Q1 — Q3); 3Teste exato de Fisher; Teste T para duas amostras

4.3 Niveis de Ang-2 e parametros laboratoriais quanto ao nivel de albuminuria e risco de
DRC

Apds a estratificacdo dos pacientes em relaciao aos valores de albuminuria, em relagao
aos valores de Ang-2, temos que para pacientes com albumintria <30 mg/g-Cr (sem
albumintria) a mediana obtida foi de 2,56 (1,72 — 5,05) n/mL e para pacientes com albuminuria
>30 (com albuminuria) a mediana obtida foi de 2,70 (1,86 — 4,18) ng/mL, apresentando valor

de p >0,9 (Tabela 4).

Quanto aos parametros de hemolise, as medianas do percentual de reticuldcitos os
valores obtidos foram 8,1 (6,8 - 10,0) % para pacientes sem albuminuria e 8,8 (6,7 - 11,3) %
para pacientes com albuminuria. Para o valor absoluto de reticulocitos foram obtidas medianas
de 210.700,0 (164.000,0 — 247.918,0) /mm?* para pacientes sem albuminuria ¢ 213.590,0
(177.938,5—270.330,0) /mm?3 para pacientes com albuminuria. Em relagao aos valores de LDH
as medianas obtidas foram de 329,0 (247,0 - 416,0) U/L para pacientes com pacientes sem
albuminuria e 464,0 (342,0 - 612,0) U/L para pacientes com albumintria, apresentando valor

de p <0,001. Para BT temos valores de 1,5 (1,0 - 2,1) mg/dL para pacientes sem albumintria e
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2,7 (1,8 - 3,7) mg/dL para pacientes com albuminuria, obtendo valor de p < 0,001. Para BD
temos valores de 0,3 (0,2 - 0,4) mg/dL para pacientes sem albumintria e 0,4 (0,3 - 0,6) mg/dL
para pacientes com albumintria, obtendo valor de p = 0,001. Para BI temos valores de 1,3 (0,8
- 1,7) mg/dL para pacientes sem albuminuria e 2,2 (1,5 - 3,1) mg/dL para pacientes com

albuminuria, obtendo valor de p < 0,001 (Tabela 4).

Em relacdo aos parametros renais, temos a mediana dos valores de proteinuria igual a
94,8 (75,9 - 105,6) mg/g-Cr para pacientes sem albuminuria e 239,3 (161,8 - 541,6) mg/g-Cr
para pacientes com albuminuria, obtendo valor de p < 0,001. Nos pacientes avaliados, o valor
de mediana de albumintria pardmetro foi de 12,6 (7,0 - 20,1) mg/g-Cr para o grupo com
pacientes sem albuminuria e de 108,7 (49,3 - 382,3) mg/g-Cr, para o grupo com pacientes com
albumintria. Os valores de TFGe foram 136,2 (129,3 — 143,9) mL/min/1,73m? para pacientes
sem albuminuria e 133,9 (120,0 — 145,2) mL/min/1,73m? para pacientes com albumindria,

apresentando valor de p 0,5 (Tabela 4).

Também obtemos os seguintes resultados em relagdo ao risco de DRC, todos os 29
(100%) pacientes que apresentaram pacientes sem albumintiria foram classificados no grupo de
baixo risco, enquanto os pacientes com pacientes com albumintria, 1 (2,6%) apresentou risco
baixo, 26 (68,4%) risco moderado, 11 (28,9%) risco alto, obtendo valor de p < 0,001 (Tabela
4).

Tabela 4. Parametros laboratoriais quanto aos niveis de albumintria.

Variaveis avaliadas <30 mg/g-Cr (n=29)? >30 mg/g-Cr (n=47)? p-value’
Ang-2 (ng/mL) 2,56 (1,72 — 5,05) 2,70 (1,86 — 4,18) 0,9
Reticulocitos (%) 8,1 (6,8 - 10,0) 8,8 (6,7 -11,3) 0,3
Reticulocitos (/mm3) 210.700,0 (164.000,0 —247.918,0)  213.590,0 (177.938,5 —270.330,0) 0,6
LDH (U/L) 329,0 (247,0 - 416,0) 464,0 (342,0 - 612,0) <0,001
BT (mg/dL) 1,5 (1,0 -2,1) 2,7(1,8-3,7) <0,001
BD (mg/dL) 0,3 (0,2 - 0,4) 0,4 (0,3 - 0,6) 0,001
BI (mg/dL) 1,3 (0,8 -1,7) 2.2(1,5-3,1) <0,001
Proteindria (mg/g-Cr) 94,8 (75,9 - 105,6) 2393 (161,8 - 541,6) <0,001
Albuminiria (mg/g-Cr) 12,6 (7,0 - 20,1) 108,7 (49,3 - 382,3) <0,001
TFGe (mL/min/1,73m?) 136,2 (129,3 — 143,9) 133,9 (120,0 — 145,2) 0,5
Risco de DRC (KDIGO)' <0,001

BAIXO 29 (100,0%) 1(2,6%)

MODERADO 0 (0,0%) 26 (68.,4%)

ALTO 0 (0,0%) 11 (28,9%)

'n (%);*Mediana (Q1 — Q3); *Teste exato de Fisher; teste de Kruskal-Wallis
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Para a estratificacdo dos pacientes em relagdao ao risco de desenvolvimento de DRC
(KDIGO, 2024), em relagdo aos valores de Ang-2, os resultados das medianas foram 2,56 (1,72
—5,05) ng/mL para baixo risco, 2,39 (1,75 — 3,58) ng/mL para risco moderado e 3,97 (2,01 —
11,56) ng/mL para risco alto, apresentando valor de p = 0,3 (Tabela 5).

Quanto aos resultados obtidos em relagdo a parametros de hemolise, podemos destacar
as medianas do percentual de reticulocitos, que foram de 8,1 (6,8 - 9,6) % para pacientes de
baixo risco, 8,4 (6,7 - 10,9) % para risco moderado e 10,1 (7,9 - 11,3) % para risco alto, obtendo
valor de p = 0,2. Para o valor absoluto de reticuldcitos os valores de mediana foram 210.700,0

(164.000,0 — 247.918,0) /mm? para risco baixo, 212.554,5 (184.715,0 —

259.550,0) /mm? para risco moderado e 213.590,0 (177.593,0 — 259.423,0) /mm? para

risco alto, apresentando valor de p = 0,9 (Tabela 5).

Em relagdao ao LDH, as medianas encontradas foram 326,0 (247,0 - 416,0) U/L para
baixo risco, 406,5 (317,0 - 498,5) U/L para risco moderado e 580,0 (395,0 - 726,0) U/L para
risco alto, obtendo p = 0,002. Para BT os resultados obtidos foram 1,4 (1,0 - 2,0) mg/dL para
baixo risco, 2,5 (1,9 - 3,5) mg/dL para risco moderado e 2,4 (1,6 - 3,8) mg/dL para risco alto,
apresentando valor de p = 0,004. Para BD os resultados obtidos foram 0,3 (0,2 - 0,4) mg/dL
para baixo risco, 0,4 (0,3 - 0,6) mg/dL para risco moderado e 0,4 (0,3 - 0,7) mg/dL para risco
alto, apresentando valor de p = 0,008. Para BI os resultados obtidos foram 1,2 (0,8 - 1,6) mg/dL
para baixo risco, 2,1 (1,6 - 3,0) mg/dL para risco moderado e 2,1 (1,3 - 2,7) mg/dL para risco
alto, apresentando valor de p = 0,003 (Tabela 4).

Em relacdo aos parametros renais e de angiogénese temos valores de proteindria igual a
94,8 (75,9 - 105,6) mg/g-Cr para baixo risco, 188,2 (148,8 - 264,2) mg/g-Cr para risco
moderado e 703,9 (541,6 - 1,625,2) mg/g-Cr para risco alto, obtendo valor de p < 0,001. Para
albuminuria os valores obtidos foram 12,6 (7,0 - 21,4) mg/g-Cr para baixo risco, 66,0 (46,2 -
130,8) mg/g-Cr para risco moderado e 493,5 (386,4 - 1,446,6) mg/g-Cr para risco alto,
apresentando valor de p < 0,001. Em relacao a TFGe os resultados foram iguais a 135,9 (129,3
— 143,6) mL/min/1,73m? para baixo risco, 138,0 (129,8 — 151,5) mL/min/1,73m? para risco
moderado e 132,3 (87,8 — 145,2) mL/min/1,73m? para risco alto, obtendo valor de p < 0,3
(Tabela 5).
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Tabela 5. Parametros laboratoriais quanto ao risco de DRC.

Varidveis avaliadas Risco Baixo cze DRC Risco Moderadtz) de Risco Alto dg DRC p-value’
(n=29) DRC (n=26) (n=11)
Ang-2 (ng/mL) 2,56 (1,72 - 5,05) 2,39 (1,75 - 3,58) 3,97 (2,01 - 11,56) 0,3
Reticuldcitos (%) 8,1 (6,8-9,6) 8,4 (6,7-10,9) 10,1(7,9-11,3) 0,2
Reticuldcitos (/mm>) 210.700,0 (164.000,0 — 212.554,5 (184.715,0  213.590,0 (177.593,0 — 0,9
247.918,0) —259.550,0) 259.423,0)

LDH (U/L) 326,0 (247,0 - 416,0) 406,5 (317,0 - 498,5) 580,0 (395,0 - 726,0) 0,002
BT (mg/dL) 1,4 (1,0 - 2,0) 2,5(1,9-3,5) 2,4 (1,6 -3,8) 0,004
BD (mg/dL) 0,3(0,2-0,4) 0,4 (0,3-0,6) 0,4(0,3-0,7) 0,008
BI (mg/dL) 1,2 (0,8 - 1,6) 2,1(1,6-3,0) 2,1(1,3-2,7) 0,003
Proteiniria (mg/g-Cr) 94,8 (75,9 - 105,6) 188,2 (148,8 -264,2)  703,9 (541,6 - 1,625,2)  <0,001
Albuminiiria (mg/g-Cr) 12,6 (7,0 - 21,4) 66,0 (46,2 - 130,8) 493,5 (386,4 - 1,446,6)  <0,001
TFGe (mL/min/1,73m?) 135,9 (129,3 — 143,6) 138,0 (129,8 — 151,5) 132,3 (87,8 —145,2) 0.3

'n (%);*Mediana (Q1 — Q3); *Teste exato de Fisher; teste de Kruskal-Wallis

4.4 Niveis de Ang-2 e variaveis associadas ao alto risco de DRC na AF

Na analise bivariada, as variaveis Sexo (feminino), Idade, HbS (%), Reticulécitos

(/mm3), LDH, BT e Ang-2 apresentaram associagdo significativa com o alto risco de DRC (p<

0,20), sendo incluidas no modelo multivariado.

No modelo inicial da regressao logistica multivariada foram incluidas todas as variaveis
selecionadas na andlise bivariada. Os resultados mostraram que Idade (OR = 1,057; 1C95%:
0,989 — 1,131; p = 0,103), HbS (OR = 1,077; IC95%: 0,972 — 1,193; p = 0,157), LDH (OR =
3,65; 1C95%: 0,967 — 13,769; p = 0,056), Ang-2 (OR = 1,478; IC95%: 1,076 — 2,028; p=0,016)
permaneceram significativamente associadas ao alto risco de DRC. No entanto, Sexo (OR =
3,196; 1C95%: 0,467 — 21,899; p = 0,237), Reticuldcitos (OR = 0,664; IC95%: 0,281 — 1,57; p
=0,351)e BT (OR=0,837; 1C95%: 0,365 —1,919; p=0,675) perderam significancia no modelo

ajustado, sugerindo que seus efeitos podem ser explicados por outras variaveis.

Apos a exclusdo das variaveis nao significativas, o modelo final foi ajustado com Idade

(OR = 1,052; 1C95%: 0,991 — 1,116; p = 0,096), LDH (OR = 3,302; 1C95%: 1,253 —8,702; p
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= 0,016), Ang-2 (OR = 1,341; 1C95%: 1,020 — 1,762; p = 0,035). HbS (%) foi excluida do

modelo por ndo ter relevancia quando avaliada a sua interagdo com as demais variaveis.

Tabela 6. Regressao Logistica para identificacido de variaveis associadas ao Risco Alto de DRC na AF.

Alto Risco de DRC

Modelo inicial

Modelo final

Odds ratio (IC 95%) p Odds ratio IC 95%) p
Sexo (feminino) 3,196 (0,467;21,899) 0,237 - -
Idade (cada aumento de um ano) 1,057 (0,989; 1,131) 0,103 1,052 (0,991; 1,116) 0,096

HbS (%)

Reticulocitos (a cada aumento de 50000/mm3)
LDH (a cada aumento de 250 U/L)

BT (mg/dL)

Ang-2 (cada aumento de 2,0 ng/mL)

1,077 (0,972; 1,193) 0,157

0,664 (0,281; 1,57) 0,351

3,65 (0,967; 13,769) 0,056 3,302 (1,253;8,702) 0,016

0,837 (0,365; 1,919) 0,675

1,478 (1,076; 2,028) 0,016 1,341 (1,020; 1,762) 0,035

Nota: Foi utilizado o método stepwise backward para alcangar o modelo final.

Os resultados foram representados em graficos do tipo forest plot (Grafico 1).

Grafico 1: Representacio das variaveis associadas ao alto risco de DRC na AF.

Sexo (feminino)

Reticulécitos (cada aumento de 50000 mm?®
Bilirrubina total (mg/dL

Idade (cada aumento de um ano

Hb S (%

Angiopoietina-2 (cada aumento de 2,0 ng/mL

)
)
)
)
)
LDH (cada aumento de 250 U/L)

Idade (cada aumento de um ano)
Angiopoietina-2 (cada aumento de 2,0 ng/mL)

LDH (cada aumento de 250 U/L)

Fonte: Autoria prépria.
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5 DISCUSSAO

A AF ¢ uma hemoglobinopatia caracterizada por uma anemia hemolitica cronica e por
episodios recorrentes de CVOs, que conferem um quadro clinico heterogéneo. Dentre os 6rgaos
afetados estdo os rins. A nefropatia falciforme ¢é responsavel pelas elevadas taxas de
morbimortalidade na doenca. A literatura tem demonstrado que as CVOs sdo desencadeadas

pelos eventos hemolise, inflamacao e dano endotelial, associado ao estado pro-angiogénico.

O perfil dos pacientes em estudo apresentou predominancia do sexo feminino, com a
mediana relativa a idade de 29,5 anos e a maioria com historico de uso de HU. Perfil semelhante
ao encontrado no trabalho de Knisely e colaboradores (2020) realizado nos Estados Unidos com
2201 pacientes, que apresentou predominancia do sexo feminino, correspondendo a 57,6 % dos
pacientes avaliados, média de idade de 29,5 (+ 7,2) anos e a maioria com historico de uso atual
ou anterior de HU, correspondendo a 74,1% do total de pacientes avaliados. Também podemos
destacar os estudos de Ilunga e colaboradores (2022) e Igala e colaboradores (2022) que

também apresentam perfil de pacientes semelhante ao encontrado no presente estudo.

A doenga ndo ¢ ligada ao sexo, a populagdo em estudo ¢ de adultos e o uso da HU tem
sido uma pratica comum na grande maioria dos ambulatérios, onde o medicamento ¢
disponivel. Portanto a reduzida taxa de pacientes sem uso de HU esta mais associada a falta do
medicamento no servigo do que a fatores como a ndo indicacdo clinica deste. O uso da HU nao
¢ curativo, mas aumenta os niveis de HbF, que por sua vez reduz os principais eventos da

doencga, hemolise e CVOs (Allard et al., 2021; Montalembert et al., 2021).

Nesse contexto, podemos observar que no presente estudo os pacientes apresentam
anemia de natureza hemolitica, devido ao aumento dos marcadores de hemolise tais como os
reticulocitos, LDH, BT e BD, e que existe um comprometimento renal através do aumento da
albumintria e da TFGe, e, por se tratar de pacientes adultos, apresentam um comprometimento

maior do ponto de vista das complica¢des cronicas da AF.

Minniti e colaboradores (2011), descreveram um quadro semelhante em pacientes
adultos com AF apresentando como complicagdo tlceras dos membros inferiores. Além disso,
os resultados encontrados foram consistentes com os achados de Feugray e colaboradores
(2023) e Santos e colaboradores (2023), em estudos realizados em pacientes com AF em estado

estacionario, assim como a populagao avaliada no presente estudo.
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No presente estudo, foi realizado o estudo da angiogénese, que ¢ definida como sendo
o crescimento de vasos sanguineos a partir da vasculatura existente, podendo ocorrer ao longo
da vida, em situagdes fisiologicas ou patoldgicas (Kretschmer; Riidiger; Zahler, 2021). Nesse
cenario, o presente estudo se propos a estudar um marcador pro-angiogénico, a Ang-2, nos
pacientes com AF, adultos em estado basal, além de verificar a associagdo da Ang-2 com o

quadro hemolitico, risco de dano renal e com o uso da HU.

Foi verificado um aumento nos niveis séricos da Ang-2 na referida populagdo e esse
aumento foi significante em relagdo ao grupo controle. Resultado esse que corrobora com o0s
dados de Antwi-Boasiako e colaboradores (2018), que demonstrou valores de Ang-2
aumentados em pacientes com AF adultos de Gana, em relagdo ao grupo controle, neste estudo
os pacientes com AF foram estratificados quanto ao estado estacionario ou em crise aguda com
complicacdes de natureza vascular, como tlcera de pernas e priapismo, e os niveis de Ang-2 se
apresentaram elevados de forma significativa mesmo nos pacientes em estado estacionario,
refor¢ando a teoria de que na AF, mesmo no estado estaciondrio, os pacientes apresentam um
estado pro-angiogénico devido principalmente ao processo inflamatorio cronico presente nestes
pacientes, estando ainda em niveis mais elevados quando associados a complicagdes clinicas

caracteristicas da AF (Duits et al., 2006; Yuan et al., 2009).

Os niveis de Ang-2 ndo apresentaram diferenga em relagcdo ao uso de HU no presente
estudo, refor¢ando o comprometimento da angiogénese na doenga, independente do uso de HU.
No entanto, o grupo que ndo fez uso de HU apresentou valores mais elevados da Ang-2,
indicando que o tratamento com HU possa ter um efeito benéfico reduzindo a ativagdo
endotelial, angiogénese e comprometimento vascular associada a AF, resultado semelhante ao
de Siegert e colaboradores (2024) que mostrou valores menores de Ang-2 em pacientes com
AF que faziam uso de HU. Além disso, o estudo de Lopes e colaboradores (2014) realizado in
vitro utilizando plasma de pacientes com AF com e sem uso de HU, demonstrou que nos
pacientes tratados com HU houve menor atividade angiogénica quando comparada com o grupo
sem uso de HU, indicando que o uso deste medicamento ¢ benéfico para a redugdo de

complicacdes relacionadas a disfuncdo da angiogénese na AF.

Dentre as hipodteses para a nao diferenca da Ang-2 entre os grupos em estudo podemos
citar a pequena amostragem dos pacientes sem uso da HU, também o elevado grau de

variabilidade clinica dos pacientes, auséncia de informagdes sobre complicagdes clinicas
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associadas ao processo pro-angiogénico, assim como a amostragem nao probabilistica, ou seja,

por conveniéncia, sendo estes, fatores limitantes no presente estudo.

As demais variaveis analisadas quanto ao uso ou nao da HU tais como contagem de
reticuldcitos e niveis de LDH se apresentaram da mesma forma que a Ang-2. Este achado ¢
corroborado pelo estudo de Chenou e colaboradores (2021) realizado com 55 pacientes com
AF, sendo 30 sem uso de HU e 25 em uso de HU, onde a diferenca na contagem de reticulocitos
nao foi estatisticamente significante entre os grupos, mas os niveis de LDH se apresentaram
menores no grupo em uso de HU em comparagdo ao grupo sem uso de HU (p = 0,045).
Indicando que embora o valor de reticuldcitos se mantenha elevado em ambos os grupos, 0s

pacientes em uso de HU apresentam redugao do processo hemolitico.

Nos parametros renais, a proteintria foi significativamente maior no grupo em uso de
HU, a albuminuria ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os grupos ¢ a
TFGe foi menor no grupo em uso de HU. O estudo de Silva Junior e colaboradores (2014)
realizado com 26 pacientes com AF, sendo 12 em uso de HU e 14 sem uso de HU, apresentou
resultado semelhante para albumintria, ndo havendo diferenca entre os grupos, no entanto
apresentou resultado divergente em relacdo a proteinuria, demonstrando valores menores no
grupo em uso de HU em comparagao ao grupo sem uso de HU (p =0,0001), em relacao a TFGe
o resultado foi semelhante, com TFGe menor no grupo em uso de HU, mas sem diferenca
significativa. O estudo de Bartolucci e colaboradores (2016) realizado com 58 pacientes com
AF de forma prospectiva, demonstrou que o uso de HU foi associado a uma redugdo da
albumintria no decorrer de seis meses de uso e consequente melhora do comprometimento

renal nestes pacientes.

Uma provavel explicacdo para essa divergéncia no resultado quanto a proteinuria pode
ser atribuida a maior gravidade do quadro clinico dos pacientes que constituiu o grupo que faz
uso de HU, a utilizacao deste medicamento se d& devido a presenca de complicacdes associadas
a AF, incluindo complicagdes renais. O fato de os resultados de albuminuria e TFGe nao
apresentarem diferenga entre os grupos explicam a distribuicdo semelhantes de risco de
desenvolvimento de DRC, com a maioria dos pacientes classificados como baixo risco em
ambos os grupos, indicando que o tratamento com HU ndo teve um impacto significativo na

estratifica¢do do risco renal.
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No presente estudo, os resultados obtidos foram semelhantes nas estratificagdes quando
aos niveis de albuminuria (sem albumintiria e com albuminuria) e quanto ao risco de DRC
(risco baixo, risco moderado e risco alto), este fato pode ser explicado pelo fato de que se utiliza
o valor de albuminuria para classificar o risco de DRC. Portanto, ambos os resultados refletem
o comprometimento renal presente nos pacientes com AF avaliados, apresentando uma

associagdo estatisticamente significante entre os niveis de albumindria e o risco de DRC.

Em relacao a estratificacdo dos niveis de albumintria e do risco de DRC, os niveis da
Ang-2 encontrados mostraram-se elevados no grupo com albuminduria e apresentando aumento
nos niveis de forma diretamente proporcional ao aumento do risco de DRC, mas sem
significancia estatistica em ambas as estratificacdoes. Resultado diferente foi demonstrado no
estudo de Chang e colaboradores (2013) onde medianas de Ang-2 igual a 1,8632 (1,4345 —
2,4487) ng/mL para pacientes sem albuminuria e 2,2523 (1,6797 — 2,9646) ng/mL para
pacientes com albuminuria (p<0,0001). Este achado demonstra que embora no presente estudo
nao tenha sido demonstrada essa diferenga de forma significativa, a associagdo entre Ang-2 e
albumintria se faz presente, sendo este um dos principais biomarcadores que reflete o

comprometimento renal.

Os resultados apresentados em relagao aos parametros de hemolise, como reticuldcitos,
LDH e bilirrubinas, evidenciam uma relagdo significativa entre os niveis desses biomarcadores
e a albumintria, refletindo o impacto da hemolise na func¢do renal em pacientes com AF. Os
valores de LDH foram significativamente mais elevados no grupo com albuminuria, sugerindo
que uma maior intensidade de hemolise nos pacientes com AF esta associada ao aumento do
risco de complicagdes renais, incluindo a progressao para DRC. Achado corroborado por Itokua
e colaboradores (2016) que evidenciaram a correlagdo entre LDH e albumintria (p= 0,033),
demonstrando que a hemolise cronica, com a liberacdo de hemoglobina livre podem levar a
disfungdo e progressao da nefropatia. De forma semelhante, o estudo de Day e colaboradores

(2012) de demonstrou a correlagao entre LDH e albumintria (p=<0,00001).

Além disso, os niveis de bilirrubinas apresentaram uma diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos. As bilirrubinas, sobretudo a BI ¢ um subproduto da
degradacao da hemoglobina, ¢ a elevagdo de seus niveis demonstra maior hemolise, que faz
parte da fisiopatologia da AF. O estudo de Niss e colaboradores (2020) demonstrou uma

associacao significante entre a BT e a albuminuria (p =0,002). O aumento das bilirrubinas,
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assim como a LDH, reflete o impacto da hemdlise cronica na ativagao endotelial e o aumento
da permeabilidade vascular, podendo agravar a albumintria e, por consequéncia, elevar o risco
de DRC em pacientes com AF, demonstrando que pacientes com maior risco renal apresentam
uma hemolise mais pronunciada e reforgcando a importancia do monitoramento de parametros
de hemolise, como LDH e bilirrubinas, em pacientes com AF, principalmente nos que
apresentam risco elevado de desenvolver DRC (Maier-Redelsperger et al., 2010; Nath; Hebbel,
2015).

A mediana dos valores de proteintiria foi significativamente mais alta no grupo com
albuminaria em comparagdo com o grupo sem albumintria, sugerindo um grau mais elevado
de dano renal, entretanto a TFGe ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre
os grupos. Além disso, verificamos que os niveis de albumintria foram proporcionalmente
crescentes de acordo com o aumento do risco de DRC, com predominancia de risco moderado
e risco alto. Esses achados sdo consistentes com o estudo de Menye e colaboradores (2019),
que apresentou albuminuria alterada em 92,5% dos pacientes com diagnodstico de DRC na AF,
mesmo com a TFGe estando dentro do valor de referéncia preconizado, demonstrando que a
albuminuria ¢ um marcador precoce de lesdo renal, em pacientes com AF, onde o dano
endotelial pode levar a alteracdo da permeabilidade glomerular e ao aumento da excregdo de

proteinas, incluindo a albumina, sendo importante na estratificacao do risco de DRC.

O estudo de Sundaram e colaboradores (2011), demonstra que a TFGe s6 apresenta
reducdo quando os valores de albumintria sdo >300 mg/g-Cr (macroalbuminuria), evento
explicado devido a hiperfiltracdo glomerular presente nos pacientes com AF, tornando este
parametro superestimado e reduzindo sua sensibilidade na deteccao de alteragdes na fungao
renal, de forma que avaliacdo deste parametro isolado nio ¢ suficiente para a detec¢ao precoce
da DRC na AF, fazendo-se necessario o uso de ferramentas como a estratificacao de risco de

DRC para a detecgdo precoce desta complicagao.

Os dados apresentados indicam que os parametros renais, como a proteinuria ¢ a
albuminuria, demonstram diferenca significativa entre os grupos estratificados de acordo com
a albumintria. A mediana dos valores de proteinuria foi significativamente mais alta no grupo
com albuminuria em comparagdo com o grupo sem albumintria, sugerindo um grau mais
elevado de dano renal, entretanto a TFGe ndo apresentou diferenga estatisticamente significante

entre os grupos. Além disso, verificamos que os niveis de albumintria foram
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proporcionalmente crescentes de acordo com o aumento do risco de DRC, com predominancia

de risco moderado e risco alto ou muito alto.

Em relacao a analise dos fatores associados ao alto risco de DRC, no modelo inicial o
sexo feminino se apresenta como fator de prote¢do, indicando que os pacientes do sexo
masculino apresentam maior risco de DRC. No entanto, no modelo final, este fator perde a
significancia estatistica, achado corroborado por Ataga e colaboradores (2022), em uma coorte
multicéntrica que incluiu 699 pacientes, sendo 53,5% do sexo feminino, em estado estacionario,
que avaliou a progressao da DRC a partir do declinio TFGe em relagdo ao sexo dos pacientes
e, embora tenha apresentado uma tendéncia de associagao entre o sexo masculino e a progressao

da DRC, o resultado nao foi estatisticamente significante (p = 0,29).

No modelo inicial o aumento do niimero de reticuldcitos e a dosagem de BT elevada
também aparecem como fatores de protecdo, indicando que estes pacientes apresentam menor
risco de DRC. No entanto, estudos como o de Brewin e colaboradores (2017) que avaliam a
associagao de biomarcadores de hemolise com a nefropatia em criangas a partir da associacao
destes biomarcadores com a TFGe e a albuminuria, demonstram que uma maior atividade
hemolitica estd associada a danos renais, apresentando valores estatisticamente significantes

para reticuldcitos aumentados (r = 0,35, P <0,001) e bilirrubina (r = 0,22, P = 0,019).

Embora o nimero de reticulocitos reflita a capacidade compensatdria da medula dssea,
valores elevados de reticuldcitos juntamente com a BT demonstram um grau de hemolise
elevado, estando relacionada a diversas complicagdes na AF, incluindo complicagdes renais.
Desta forma, o nimero aumentado de reticulocitos e de BT aparecerem como fator de protecao
para DRC podem ser explicados pela presenca de fatores de confusdo, como idade e sexo, ou

pelo numero reduzido de casos de alto risco de DRC a serem avaliados.

Em relacao aos fatores de risco apresentados no modelo inicial a HbS se apresenta com
valor estatisticamente significante, indicando que quanto maiores os niveis de HbS, maior o
risco de DRC. Este achado estd em consonancia com Drawz e colaboradores (2016) em um
estudo com pacientes com AF e Hemoglobinopatia SC (HbSC), onde foi demonstrado que
pacientes com HbSS apresentavam maior comprometimento renal quando comparado com
pacientes com HbSC, demonstrado pela albumintria (p = 0,001) e TFGe (p = 0,001). No
entanto, quando avaliada a interacdo entre HbS e as demais variaveis que foram significativas

no modelo inicial, HbS ndo se mostrou relevante como fator associado ao alto risco de DRC,
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isto pode ser explicado devido a heterogeneidade da distribuicao dos valores de HbS entre os
pacientes, ndo apresentando uma associa¢ao independente com o alto risco de DRC, embora

seja o fator central da fisiopatologia da AF e de suas complicagoes.

No presente estudo, as varidveis idade, LDH e Ang-2 foram significativamente
associadas ao alto risco de DRC nos modelos inicial e final da andlise de regressdo logistica

multivariada, apresentando-se como fatores de risco para DRC na AF.

A idade se mostrou como um fator que aumenta o risco de DRC a cada ano, achado que
estd em concordancia com Drawz e colaboradores (2016), que avaliaram o comprometimento
renal na AF por meio do declinio da TFGe e albuminuria. Em relacdo a TFGe demonstrou que
em pacientes com AF declinio da TFGe foi de 1,69 a 1,75 mL/min/1,73m? ao ano em
comparagdo com a populagdo sem AF que apresentou declinio da TFGe de 0,49 mL/min/1,73m?
ao ano. Em rela¢do a albuminuria, houve maior prevaléncia de microalbuminuria (30 a 300
mg/g-Cr) até a quarta década de vida, evoluindo para macroalbuminuria (>300 mg/g-Cr) a partir
da quinta década de vida, estando mais evidente na sexta década de vida. Estes achados
demonstram a relagdo entre a idade e o risco de DRC na populacdo com AF e, embora se saiba
que mesmo na populagdo sem AF o declinio da funcao renal avanga com a idade, nos pacientes

com AF esse declinio ¢ mais evidente, demonstrando o risco elevado de DRC nesta populagao.

Em relagdo aos niveis de LDH que apresentaram associagdo significativa com o alto
risco de DRC no presente estudo, Gurkan e colaboradores (2010) demonstraram que o LDH ¢
um preditor de comprometimento renal na AF através da associagao do LDH com a albumintria
por meio de uma analise multivariada em paciente com AF, apresentando resultado
estatisticamente significante (p=0,041). Este achado evidencia o papel da hemolise no

desenvolvimento da NF, estando envolvida diretamente no mecanismo desta complicacao.

Em relacdo a Ang-2, esta apresentou associa¢ao significativa como fator de risco para
DRC. Embora ndo existam estudos avaliando a Ang-2 em relagdo a DRC na AF, a literatura
demonstra uma associacdo entre Ang-2 ¢ DRC de outras etiologias. O estudo de David e
colaboradores (2010) demonstrou o aumento progressivo dos niveis de Ang-2 de acordo com o
estdgio da DRC e em comparagdo com GC (p < 0,0001), além disso, também apresentou
correlacdo inversa com a TFGe (r = —0,54; p = 0,03). O estudo de Tsai e colaboradores (2014)
apresentou niveis crescentes de Ang-2 de acordo com o declinio da TFGe, demonstrado pela

associagao significativa em um modelo ajustado (OR =2,96; p = 0,03).
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Os dados da literatura corroboram os achados do presente estudo, demonstrando que
existe uma associagdo entre os niveis de Ang-2 e o risco de DRC, de forma que este
biomarcador pode atuar como um preditor de DRC nos pacientes com AF. Portanto, a
monitorizagdo de Ang-2 pode ser util na avaliar sua relagdo com complicagdes renais e
vasculares em pacientes com AF. Além disso, Ang-2 apresentou associacdo com o alto risco de
DRC de forma independente, demonstrando uma associacdo entre este biomarcador e o dano
renal, no entanto ainda se faz necessaria a utilizagdo de outros biomarcadores, como a
albumintria, com o intuito de identificar alteragdes renais de forma precoce, permitindo a

utilizagdo de estratégias para evitar a sua progressao.

Uma das estratégias a ser empregada ¢ o manejo terapéutico com o objetivo de reduzir
a albumindaria, o tratamento medicamentoso usualmente empregado ¢ por meio de inibidores
da Enzima Conversora de Angiotensina (iECA) ou Bloqueadores dos Receptores de
Angiotensina (BRA), sendo recomendado o uso destes farmacos na AF quando o paciente

apresentar proteinuria > 100 mg/g-Cr (Sharpe; Thein, 2014).

r

No entanto, ¢ necessario o investimento em estudos de terapias medicamentosas
direcionadas a Ang-2, como ¢é o caso de anticorpos monoclonais, como faricimabe e
Trebananibe, que agem bloqueando a agdo de Ang-2, impactando diretamente no estado pro-
angiogénico cronico presente nos pacientes com AF, mesmo em estado estacionario,

demonstrado pelos niveis criticamente elevados de Ang-2 nessa populagao.

No presente estudo, algumas das limitagdes apresentadas foram o numero reduzido de
pacientes com AF avaliados, o cardter transversal do estudo, impossibilitando uma melhor
avaliagdo dos parametros de hemdlise, dano renal e Ang-2 e sua variagdo ao longo do tempo e
o fato de que a maioria dos pacientes fez uso de HU, dificultando a comparagdo com aqueles

que nao usavam o medicamento.

Apesar das limitagdes, este estudo ¢ de grande relevancia, principalmente por abordar a
associagao entre Angiopoietina-2 e a nefropatia falciforme, tematica ainda ndo explorada na
literatura cientifica. A auséncia de estudos prévios evidencia a originalidade e a contribuicao
inédita deste trabalho para a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos nas

complicacdes renais em pacientes com AF, abrindo espago para futuras investigagdes.
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Desta forma, sugere-se a realizagdo de novos estudos numa populacdo maior de
pacientes com AF e em um estudo longitudinal, com o objetivo de reduzir vieses e permitir uma
melhor compreensao da relagdo entre Ang-2 e o dano renal na AF. Assim como avaliar o
emprego da dosagem de Ang-2 associada a andlise de risco de DRC na pratica clinica, como
uma estratégia de diagnostico precoce das complicagdes renais associadas a AF, além de avaliar

a aplicagdo de terapéuticas focadas na atenuagdo de estado pro-angiogénico.
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6 CONCLUSAO

e Os niveis de Ang-2 em pacientes com AF se apresentaram significativamente elevados

em comparagdo com o grupo controle.

e A proteintria aparece significativamente elevada nos pacientes em uso de HU. No
entanto, os demais parametros de hemolise e dano renal se apresentam elevados no

grupo sem uso de HU;

e Os parametros de hemolise, que incluem LDH e bilirrubinas, foram significativamente
mais elevados no grupo com Albuminuria >30 mg/g-Cr. No entanto, embora os valores
de Ang-2 estivessem elevados no grupo com Albuminuria >30 mg/g-Cr, ndo houve

diferenca significante entre os grupos;

e Os parametros de hemdlise, que incluem LDH e bilirrubinas, e os parametros renais,
que incluem albuminuria e proteindria, apresentaram diferenga significante entre os
grupos de risco de DRC. Embora a mediana de Ang-2 estivesse elevada no grupo de

alto ou muito alto risco de DRC, nao houve diferenca significante entre os grupos;

e Os fatores associados ao alto risco de DRC foram idade, niveis de LDH e niveis de Ang-

2, que se apresentaram como fatores de risco para DRC.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Para estudos futuros, sugere-se que a avaliacao da Ang-2 seja realizada numa populacao
maior de pacientes com AF e em um estudo longitudinal, com o objetivo de reduzir vieses e

permitir uma melhor compreensao da relagao entre Ang-2 e o dano renal na AF.

Avaliar o uso da estratificagdao de Risco de DRC como triagem para monitoramento dos
pacientes com AF em relagdo ao dano renal € importante para o diagnostico precoce € o uso de
medidas para evitar a DRC ou a sua progressao, como a terapia medicamentosa com iECA ou

BRA.

Além disso, o uso de anticorpos monoclonais direcionados ao bloqueio da agdo da Ang-
2 ainda nao foram explorados no contexto da AF, sobretudo em relacdo a complicagdes renais,
surgindo como uma estratégia promissora para o tratamento destes pacientes, reduzindo o
estado pré-angiogénico e, por consequéncia, as complicagdes relacionadas, como € o caso da

nefropatia falciforme.
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