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

TALYTA ELLEN DE JESUS DOS SANTOS

USO DA PROTEINA QUIMIOTATICA DE MONOCITOS-1 COMO EIMARCADOR DE
LESAO RENAL PRECOCE EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIARME.

FORTALEZA
2014



TALYTA ELLEN DE JESUS DOS SANTOS

USO DA PROTEINA QUIMIOTATICA DE MONOCITOS-1 COMO BIMARCADOR DE
LESAO RENAL PRECOCE EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIARME.

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Cear& para apreciacédo do
Titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Pré8f Dr* Romélia Pinheiro
Goncalves Lemes.

FORTALEZA
2014



]

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias da Salde

S239u Santos, Talyta Ellen de Jesus dos.
Uso da proteina quimiotatica de mondcitos-1 coranbircador de lesdo renal precoce em

pacientes com anemia falciforme / Talyta Ellen e&ud dos Santos. — 2014.
53f. il

Dissertacao (Mestrado) - Universidade FedtodCeara. Faculdade de Farmacia,
Odontologia e Enfermagem. Programa de Pés-graduwagad@éncias Farmacéuticas, Fortaleza,

2014.
Orientacdo: ProfaaDRomélia Pinheiro Goncalves Lemes.

1. Anemia Falciforme. 2. Biomarcadores Farr@gioos. 3. Rim. 4. Quimiocina CCL2. 5.

Oxido Nitrico. 6. Malondialdeido. 7. Hidroxiuréia.Titulo.
CDD 616.1527




TALYTA ELLEN DE JESUS DOS SANTOS

USO DA PROTEINA QUIMIOTATICA DE MONOCITOS-1 COMO EIMARCADOR DE
LESAO RENAL PRECOCE EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIARME.

Dissertacdo submetida a Coordenacdo do
curso de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial para a obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas. Area de Concentragio:
Farmacia Clinica.

Aprovada em: 17/02/ 2014

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Romélia Pinheiro Gongalves (Orientapora
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Maria Goretti Rodrigues de Queiroz
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Elizabeth De Francesco Daher
Universidade Federal do Ceara (UFC



Aos pacientes com anemia falciforme, que
prontamente aceitaram participar deste e de vatitres
estudos desenvolvidos por nosso grupo. Sem eles, na
haveria resultados, discusséo; enfim, ndo havesia e

trabalho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, em primeiro lugar, ao meu Senhor JesissoCo qual € a minha razéo de
viver e qgue me da a esperanca necessaria paraare@idos 0s meus objetivos, como essa
tese.

Agradeco aos meus pais que me proveram exemplwdefamilia, e que desde cedo
me ensinaram 0s valores espirituais e éticos odst@ue me consolaram quando precisei,
cuidaram quando adoeci, alegraram-se quando veRor. terem me cercado de carinho,
cuidado, disciplina, e me preparado para agorairsegeus passos, dando continuidade a
nossa bela familia.

Agradeco aos meus amigos da faculdade, pessoasilimasas, que aprendi a amar,
cada um com sua personalidade singular. Juntosn@gmos, ensinamos, rimos e choramos;
tivemos vontade de desistir, nos motivamos, e és@mos aqui, concluindo mais um desafio
proposto.

A minha querida amiga e orientadora professora Ramgue desde quando eu era
apenas uma graduanda, me recebeu amavelmente comndona e, desde entéo,
desenvolvemos uma amizade sincera e uma parceeadi@o-aprendizado mutuo. Mesmo
cobrando artigos, resultados e relatérios ndo guesdeixar de nos cativar com sua simpatia,
cuidado e histérias bem humoradas. Muito obrigaddepsora! Se Deus quiser estaremos
mais quatro anos aprimorando nossos conhecimemossa amizade.

Aos amados irméos da igreja Agape que, mesmo s&endam bem o tema, sempre
estavam em oracdo por mim, em cada momento impertinminha vida académica. Que o
Senhor conserve esse amor e essa uniao.

Por dltimo, mas ndo menos importante, a0 meu amat®, que me incentiva a ser
alguém melhor e, constantemente, a buscar conheimmAalguém que me compreendeu
durante esse tempo estressante, me apoiou e cans&Egr aparecer SOrrisos no meu rosto,
guando a vontade era de chorar ou de desistiraN@oas me ajudou emocionalmente, mas se
aventurou a conhecer o meu ambiente de trabalho,cam@po de estudo, contribuiu para a
correcdo do portugués e hoje até arrisca em falaeso Bantu/Bantu. Muito obrigada, meu

amor. Que o Senhor nos ajude a cultivar esse semiinsempre.



RESUMO

Novos biomarcadores da fungéo renal estdo senddagkts com o propdsito de detectar
precocemente alteracdes renais em portadores ded&fre eles encontra-se a proteina
guimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), uma quimiocida mondcitos e macrofagos,
produzida por células do sistema renal em respast@rocesso de isquemia-reperfusao.
OBJETIVO: Avaliar o uso de MCP-1 como biomarcador de lesawalrgprecoce em
pacientes adultos com anemia falciforme em uso wle hidroxiureia (HU).
METODOLOGIA: Participaram do estudo 50 pacientes: 30 em ugblldegrupo SSHU e
20 sem HU-grupo SS. Um grupo controle foi comp@&io 20 individuos com HbAA, sem
complicagBes renais. Proteinuria, albumindria, tonew e uréia urinérias, marcadores do
estresse oxidativo como MDA e NOx foram determirsaplor métodos espectrofotomeétricos.
MCP-1 urinario foi detectado por enzima imunoens@tlSA). Os dados clinicos e de
hemograma, creatinina e ureia séricas foram retgrald prontuario medico. Foi coletada a
primeira urina do dia. O programa Graph Pad Priddnfd utilizado para andlise estatistica.
A comparacao das médias entre os grupos foi relaliairavés do teste t de Student e analise
de variancia (ANOVA)RESULTADOS E DISCUSSAQ Albumina urinéria esteve maior
nos pacientes em relagdo ao grupo controle (Cer&dl2 + 4.35; SSHU- 11.85 £ 9.16; SS-
14.13 £ 12.22; p <0.0001). A taxa de filtracdo gtoutar estimada apresentou-se
significantemente menor no grupo controle (Contr@&9 = 19.92; SSHU- 137.9 + 40.7 e
SS- 140.1 + 53.9; p= 0.0024). Observaram-se nbleisados de MCP-1 (Controle- 42.12 +
27.6; grupo SSHU- 166.2 + 88.37 e grupo SS- 21911%.0; p<0.001; p=0.039); MDA
(Controle- 2.29 = 1.13; grupo SSHU-5.25 + 2.33@pgrSS- 6.93 + 2.12; p<0.0001;p=0.006)
e NO' (Controle-2.25+1.9; grupo SSHU-56.54 + 9.15 e gr§S 39.12 +9.02; p<0.0001;
p=0.001) nos pacientes em comparacdo aos consalesveis, e mais elevados no grupo SS
em relacdo ao grupo SSHU. Os pacientes com hapl&mtu/Bantu apresentaram maior
concentracdo de MCP-1, independente do uso de églujdo de Bantu/ Benin e Benin/Benin
(p=0.01). Observou-se correlacdo positiva entrngnas correlacdo entre os niveis de MCP-1 e
contagem de mondocitos (p=0.004; r= 0.42); protén(fp=0.002; r=0.43); albuminuria
(p=0.0004; r=0.47); TFG (p=0.02; r=0.32); MDA (p&2; r=0.32) e NO(p=0.007; r= 0.38).
CONCLUSAO: Os resultados indicam que MCP-1 foi preditivo deieccdo de alteracéo
renal, e que pode estar correlacionado ao danadauselo estresso oxidativo nos rins,
evidenciado pelos altos niveis de MDA. Ainda, a pHJece ter reduzido o dano renal, visto
gue os pacientes em uso do farmaco apresentarais réduzidos desses parametros.

Palavras-chave Anemia Falciforme. Biomarcadores Farmacoldgicosm.RQuimiocina
CCL2. Oxido Nitrico. Malondialdeido. Hidroxiuréia.



ABSTRACT

New biomarkers of renal function are being studiedthe purpose of early detection of
alterations in patients with renal AF , among thera monocyte chemotactic protein 1 (MCP
-1), a chemokine monocyte and macrophage cellsupestiby the system kidney in response
to ischemia- reperfusion process. OBJECTIVE: Toleata the use of MCP - 1 as a
biomarker for early kidney damage in adult patiemith sickle cell anemia in use or not of
hydroxyurea (HU). METHODS : The study included Hients : 30 in use (HU) group and
20 SSHU without HU - SS group . A control group sisted of 20 individuals with HbAA
without renal complications. Proteinuria, albumiayrcreatinine and urinary urea, oxidative
stress markers such as MDA and NOx were determimedpectrophotometric methods.
Urinary MCP-1 was detected by enzyme immunoassayS{). Clinical data and blood
count, serum creatinine and urea were taken fromligakrecords. The first urine of the day
was collected. The Graph Pad Prism 5.0 software wezsl for statistical analysis. The
comparison of means between groups was performad &udent's t analysis of variance (
ANOVA) and . RESULTS: All urinary pacientes. Albumai was higher in patients than in the
control group (Control - 3:12 + 4:35; SSHU - 1185:16, 14.13 £ 12:22 - SS, p <0.0001) .
The estimated glomerular filtration rate presergeghificantly lower in the control group
(95.9 £ 19.92 - Control ; SSHU 137.9 + 40.7 , ad@®.1 £+ SS- 53.9 , p = 0.0024 ) . ( We
observed high levels of MCP - 1 ( Control -42.12°%6 , 166.2 + - group SSHU 88.37 and
219.7 £115.0 SS - group , p < 0.001, p = 0.039DA ( Control - 2:29 + 1:13; SSHU group
-5.25 + 2.33 and SS group- 6.93 + 2.12, p < 0.000E 0.006 ) and N¥Y control- 2.25 +
1.9 ; SSHU group- 39.12 + 09.02 and SS group- 56.89.15, p < 0.0001 , p = 0.001) in
patients compared to healthy controls , and higheéhe SS group compared to the group
SSHU . Patients with Bantu / Bantu had higher cotraéion of MCP - 1 , independent of the
use of HU , followed by Bantu / Benin and Beninénth ( p = 0.01 ) There was a positive
correlation between a correlation between the £@€IMCP - 1 and monocyte count ( p =
0.004 ,r=0.2) ;. proteinuria ( p = 0.002 , 643 ), albuminuria ( p = 0.0004 , r = 0.47 );
GFR (p=0.02,r=0.32), MDA (p=0.02,r=3D) and NO (p = 0.007 ,r=0.38) .
CONCLUSION: The results show that MCP-1 was preédécin detecting renal disorder,
which may be correlated to damage caused by oxa&latiressors kidney evidenced by the
high levels of MDA. Further, HU appears to haveuest renal damage , as the patients
taking the drug showed reduced levels of thesenpetexs .

Keywords: Sickle Cell Anemia. Pharmacological Biokeas. Kidney. Chemokine CCL2.
Nitric Oxide. Malondialdehyde. Hydroxyurea.
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1 INTRODUCAO

1.1 Anemia falciforme

A anemia falciforme (AF) é uma doenca hereditayee resulta de uma mutacao
pontual (GAG-GTG) no cédon do gene drglobina, conduzindo a uma substituicdo de
acido glutamico por valina na sexta posi¢cao daiagu@ipeptidica, sendo caracterizada pela
homozigose da hemoglobina S (HbS) (ZAGO; PINTO,7200

Os eritrocitos falciformes foram observados pelineira vez em 1910 por James
Herrick, médico de Chicago em 1910, que as denamileocélulas em “foice” no sangue de
um estudante de medicina negro, portador de umeggaadro anémico acompanhado de
ictericia, complicacbes pulmonar e de Ulceras denbnes inferiores. Em 1927, Hahn e
Gillespie demonstraram a dependéncia do fendmerialdeacéo com a tenséo de oxigénio,
atribuindo o defeito & hemoglobina, e ndo somemig&@ulo vermelho (NAOUM, 1997).

Ham e Castle (1936) apresentaram a hipotese daéac@ de um “ciclo vicioso de
estase eritrocitaria” nas células falcizadas daywanperiférico, provocando aumento na
viscosidade sanguinea e do fluxo sanguineo atagon&sapilares e diminuicdo da tensédo do
oxigénio, provocando mais falcizacdo (NAOUM, 1997).

Pauling e colaboradores (1949) observaram uma leatea de migracdo
naeletroforese, que correspondia a hemoglobina pdméentes com anemia falciforme,
enquanto os pais destes pacientes apresentavam d@ahemoglobina normal quanto a
anormal. Ingram em 1957 elucidou a natureza biompaiia doenca: a substituicdo do acido
glutdmico por valina no sexto aminoécido da glotiata. Esta descoberta estabeleceu que a
substituicdo de um Unico aminoacido em uma caddipgptidica pode alterar a funcdo do
produto génico de maneira suficiente a produziriadas efeitos clinicos (Figura 1)
(BEUTLER, 1988).
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Figura 1: Moléculas de hemoglobina S polimerizadas, apoés xigsmwacdo, levando a

falcizacdo dos eritrécitos.
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Fonte: LOBOet al., 2007.
A anemia falciforme é uma doenca originada na Afdca presenca desta anemia nas

Américas se deve a imigracdo de descendentes daquegjides. Quanto a etnia, a AF é
caracteristica dos negros, no entanto devido asateniscigenagdo no nosso pais isso ndo
ocorre (LEEet al., 1999).

No Brasil, acredita-se que existam dois milhdespdeadores do gene da HbS
(SILVA; SHIMAUTI, 2006). Apesar de ser uma doencavyalente na populacdo negra,
devido ao elevado grau de miscigenacdo em nossp gg@esenta uma tendéncia a atingir
parcela cada vez mais significativa da populagée. f&to, estudos populacionais tém
demonstrado a crescente presenca de hemoglobinamSindividuos caucasoides
(BANDEIRA, 2007).

Distribui-se heterogeneamente, sendo mais frequers estados Norte e Nordeste.
Estima-se que cerca de 4% da populacéo brasileti® @ 10% dos afrodescendentes sdo
portadores do traco falciforme (Hb AS) e que, amealte, nascem aproximadamente 3 mil
criancas portadoras de doenca falciforme (DF), mareste que corresponde ao nascimento
de uma crianga doente para cada mil recém-nascidos. Atualmente, estima-se que
tenhamos 20 a 30 mil brasileiros portadores dagofaiciforme (CANCADO, 2009).
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1.2 Fisiopatologia da AF

Os pacientes com AF apresentam quadro clinico dgeeo com variado grau de
gravidade das manifestacbes, além de sofreremémdla de fatores como: idade, sexo,
genéticos, hematoldgicos e ambientais (GALIZA NEX@., 2005).

O principal evento responséavel por todas as coagiies da anemia falciforme é a
polimerizacdo da HbS desoxigenada. Os polimerogsgatips danificam os glébulos
vermelhos, aumentando a viscosidade do citoplasmiazindo a liberacdo de céations através
da membrana, o que promove a desidratacdo e auneerixpressdo de moléculas de adeséo.
Essas mudancgas levam as células vermelhas a oleskesionar os vasos sanguineos. A vaso-
oclusdo provoca isquemia de tecidos, resultandmais uma cascata de eventos patologicos,
incluindo a hemolise, a disfuncdo endotelial, damfg¢éo, hipercoagulabilidade, estresse
oxidativo, lesdo de reperfuséo e hipoxemia (EL&AS., 2010).

Os mecanismos envolvidos na vaso-oclusao sao cragpéeenvolvem, dentre outros
processos, a reducao da biodisponibilidade deoaxinlico (NO), com consequente elevacao
do tbnus vasomotor, interacdes entre reticulocadgesdo endotelial, ativacao leucocitaria e
plaquetaria (CANALLIet al., 2008).

O 6xido nitrico (NO) é um potente vasodilatadae gegula o ténus vascular. Formado
a partir da L-arginina, catalisada pela enzima@xitrico sintase (eNOS), que se encontra no
endotélio e regido perivascular de vasos sanguirf®ea producdo é sensivel a fatores
hemodinamicos (tensdo de cisalhamento) e a mecasismediados por receptores
(bradicinina, serotonina, adenosina, ADP / ATiBtdmina,trombina). O NO se difunde nas
células musculares lisas vasculares ativando amenzjuanilato ciclase soluvel (sGC),
presente nas ceélulas musculares lisas, que catlfsamacdo de mais de 3 ', 5'-ciclico
monofosfato de guanosina (cGMP). O GMPc sinalizaequestro de C&" intracelular,
causando assim, relaxamento (ALDERTON; COOPER; KNB8/ 2001).
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Figura 2: Producéo do oxido nitrico em células musculdses|
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Fonte: Disponivel emwww.antioxidante.com

A regulacdo vascular mediada por NO pode ser exteoagl no rim, onde o
endotélio do aparelho justaglomerular produz NCagigpa da modulacdo na secrecdo de
renina. A agéo paracrina do NO, derivada da atiledde NOS, tem sido considerada como a
principal fonte de NO que induz vasodilatacdo neroviasculatura (LANCASTER, 1994).

A reducéo da biodisponibilidade do NO pode seifjoatla por trés mecanismos: pela
reacdo da hemoglobina livre com o NO disponivelmémdo metehemoglobina e nitrato
inativo; pela liberacdo de arginase, enzima queadiegL-arginina, precursora do NO e
formacdo de radicais livres, que também consomeNDodisponivel. Assim, na anemia
falciforme, pode-se evidenciar um estado de resigié@o NO (ROTHERY al., 2005).

A HbS é muito menos soluvel que a hemoglobina nbfRi@A) quando desoxigenada
e polimeriza-se em fibras rigidas que provocam rdedgdo do eritrocito, assim como a
rigidez, e oclusdo da microcirculacdo. Além dissélbS é menos estavel que a HbA quando
oxigenada e, portanto, sofre oxidacdo em uma \addel muito rapida, produzindo altas
concentracdes de espécies reativas de oxigénicoddmeritrocito falciforme (WOOD; HSU;
GLADWIN, 2008).
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O excesso de espécies reativas de oxigénio (ER@spéxies reativas de nitrogénio
(ERNSs) implica em efeitos prejudiciais ao organisnumano, tais como a peroxidagao dos
lipidios de membrana e agressdo as proteinas duakbtee das membranas, as enzimas,
carboidratos e acido desoxirribonucléico (DNA). §edorma, encontram-se relacionados
com a fisiopatologia de vérias doencas cronicasmocodoencas auto-imunes,
cardiopulmonares, canceres e outras, podendo sausa ou o fator agravante do quadro
geral (DAVID; BARREIROS; DAVID, 2006; GOULAR®t al., 2007).

O estresse oxidativo tem um papel critico na faiolpgia das doencas renais, e
muitas complicacdes dessas doencas sdo mediadaspamies reativas de oxigénio (EROS),
relacionados com mediadores do estresse e de agéon(OZBEK, 2012)Marcadores de
peroxidacao lipidica, tais como o malondialdeidd@), foram significativamente elevados
em ratos com nefropatia obstrutiva. Aléem dissoumento das concentracdes de EROS e
ERNs tém sido observado juntamente com a diminuiigiatividade das principais enzimas
antioxidantes superdxido desmutase (SOD), catdl@sd), glutationa peroxidase (GPx)e
glutationa redutase (GSR) (MANUCHg#al., 2005).

O oxido nitrico (NO) é rapidamente metabolizada@ptos estaveis, como nitrito e
nitrato, na maioria dos fluidos corporais, inclesimo plasma (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000). Na presenca de superdxidd (Qforma peroxinitrito (ONOO-), que
promove diferentes efeitos bioldgicos a partirrés teacdes: reacdo redox direta, reacdo com
didxido de carbono (C£pformando C@ e homalise de acido peroxinitroso.

Associada a reducéo dos niveis de NO, ha elevagsgiaideis de endotelina-1 (ET-1),
um peptidio derivado de células tubulares e endatetom potente efeito vasoconstritor e
pro-inflamatorio. Tais eventos contribuem para oog@nese da vaso-oclusdo, uma vez que
aumentam o tbnus vascular, promovendo o estreitantenlGmen devido a proliferacao de
fibroblasto e de célula muscular lisa (SWITZERA., 2006).

As citocinas inflamatérias participam do processe ddesdo dos eritrécitos
falciformes ao endotélio com subsequente obstrdgaituxo e isquemia tecidual (SCHNOG
et al., 2003). Fator de Necrose Tumoral alfa (T&F-interleucina-1 (IL-1) e IL-18 sé&o
citocinas proé-inflamatérias que contribuem paraoamhcdo de um trombo pancelular,
formado por hemécias falciformes, leucocitos e ysbdas, todos aderidos ao endotélio
vascular (PATHAREet al., 2003). A IL-18 induz a liberacdo de TNE4L-1, moléculas de
adesédo, diminui a sintese de NO e parece desenwotvemportante papel na leséo renal
aguda induzida por isquemia-reperfusdo em ratoAMBRA et al., 1995). Estudos indicam

gue pacientes com lesdo renal cronica tém niveisoséelevados de IL-18 (GANGEMit
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al., 2002; MATSUMOTO; KANMATSUSE, 2001).

A ocorréncia de eventos repetidos de vaso-oclusdtemia cronica ocasionam dor e
lesdo progressiva em multiplos 6rgdos como, cérebomacdo, pulmao, pele e rins
(GUASCH; NASS; ZAYAS, 2006).

A descoberta dos haplétipos do g@rfeapresentou um importante elemento de analise
antropolégica para estudo das composi¢cdes popuokisiobem como elementos de estudo
clinico, os quais podem fornecer dados preditivesca da evolucdo da doenca e seu nivel de
gravidade (GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Os haplodtipos da anemia falciforme tém sido relzdadm diferentes regides do
mundo. Sao classificados em cinco tipos diferentles,acordo com a origem étnica e
geografica onde predominam. O haplétipo Benin t@n associado & Africa Ocidental; o
Bantu ou Republica Centro Africana a Africa OriérgaCentro-Sul; o Senegal a Africa
Atlantico-Ocidental; o Arabe-Indiano a India e Renia Arabica e o Camardes a Costa
Ocidental Africana (GONCALVES®t al., 2003; NAGEL, 1984; SUTTON; BOUHASSIRA,;
NAGEL, 1989).

A maioria dos cromossomos com o géngtem um dos cinco haplétipos comuns,
contudo existe uma minoria de cromossomos, apralamante 5%, que estdo associados
com haplétipos menos comuns, geralmente designamus haplotipos atipicos (ZAG&E
al., 2001). Segundo Zaga al. (2000), os haplétipos atipicos sao produzidosdiversos
mecanismos genéticos, tais como: substituicdo de nuieleotidio em um dos sitios
polimérficos de restricdo; recombinacdo entre dbiplétipos B° tipicos ou, mais
frequentemente, entre um haplétipdtipico e um haplétip@” diferente; e conversdo nédo
reciproca entre cromossomos de uma sequéncia de, Dbi#ftre estes, 0 mecanismo de

recombinacao parece ser o mais comum.
1.3 Alteragdes renais na anemia falciforme

O rim pode ser afetado de diversas maneiras na tARo pelas alteracdes
hemodinamicas devido a anemia cronica, como petmsepsos recorrentes de vaso-ocluséao,
levando a modificagdes estruturais e funcionais gogridem para a doenca renal cronica
(KADIRI, 2006). E um 6rgéo vulneravel a danos caosapor aumento da geragdo de EROS,
devido a abundancia de acidos graxos poliinsatsratio cadeias longas nos lipidios do
parénquima renal (OZBEK, 2012).
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As alteragOes medulares sdo muito frequentes, @na@we a medula renal apresenta
condicOes ideais para falcizacdo: pH e pO2 redszidohipertonicidade. Essa regido,
composta pelos tubulos renais e estruturas vassuéapecializadas, que suprem o0s néfrons
justamedulares, € formada por longas arteriolasmfs que se estendem dos glomérulos até
a porcao externa da medula e, a seguir, divideewwseapilares peritubulares especializados
denominados vasos retos. Estas descem pela mextugpanhando lado a lado as algcas de
Henle, retornam ao cortex para desaguarem nas oeitisais (essa rede especializada de
capilares situado na medula desempenha papel edsemdormacdo da urina concentrada).
Observa-se com frequéncia a oclusdo dos vasoseadéssio dos tubulos renais, com atrofia
ou dilatacéo, presenca de cilindros proteicos esle@o de ferro com degeneracédo do epitélio
tubular (ATAGA; ORRINGER, 2000; SERJEANT, 2001).

O acometimento renal na AF tem sido relatado desdaicio do século XX
(JOSEPHS, 1928), sendo observado atualmente em ¢80 a 50% dos casos podendo
evoluir para doenca renal cronica terminal (SILMANIOR; LIBORIO; DAHER, 2011). As
principais complicacbes observadas nos pacientes @odoenca incluem alteracdes na
capacidade de concentracdo urinaria, microalbumainperda de funcdo renal associadas a
eventos trombdticos, aumento da perda urinaria méeipa ligante do retinol, d@2-
microglobulina e de endotelina-1 (SES®0al., 1998; THARAUX et al., 2005; ABO-
ZENAH; MOHARRAM; EL NAHAS, 2009).

Os multiplos infartos renais em decorréncia dasesrivaso-oclusivas (CVO) podem
evoluir a fibrose intersticial e insuficiéncia rénadnica em 4 a 18% dos pacientes
(POWARS, 2005; RAYNALet al., 2007).

A nefropatia na anemia falciforme engloba um espeale caracteristicas
morfolégicas, mudancas laboratoriais e clinicasbefn caracterizada por manifestacoes
especificas, fatores de risco e prognoéstico quéent polidria, hematuaria, proteindria,
sindrome de insuficiéncia renal, les6es tubulargtomerulares (PHAMet al 2000). Esta
associada ao risco elevado de mortalidade, haveodicas intervencdes terapéuticas capazes
de aumentar a expectativa de vida (BOLAWRINA, 2012)

Os fatores fisiopatologicos destas alteracdes her@imicas parecem resultar de uma
auto-regulacdo glomerular alterada, envolvendonogéas arteriolas aferentes e eferentes.
Estudos comprovam que as prostaglandinas (PGs)ngmtantes mediadores desta funcao
glomerular alterada nos pacientes com AF (GUASCHACMITCH, 1996).

As alterac6es hemodinamicas na AF se relacionagraande anemia e variam com a

idade. Observa-se aumento da taxa de filtracdo egldar (FG) e dos fluxos sanguineos e
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plasmaticos efetivos (FSRE e FPRE) em criancasuéiogdjovens. Ambos, FG e FPRE,
reduzem-se a valores normais durante a adolescéncegm a valores subnormais com a
idade (GUASCH; CUA; MITCH, 1996).

Estas manifestac6es podem refletir uma anormalidadeerfusdo ou comportamento
vascular. Por exemplo, episédios recorrentes duatigia e tubular disfuncdo surgir
isquemia medular devido a hipdxia, hipertonia, id@se no ambiente da medula, juntamente
com o seu relativamente baixo fluxo de sangue (NARKATUSIC, 2012). Em contraste com
a hipoperfusdo da medula, o cortex é muitas veipesgerfundido, devido a diminuicdo da
resisténcia vascular renal. Este aumento no fluxeathgue é atendido pelo aumento da taxa
de filtracdo glomerular. hiperperfusao do rim presmdo glomerulomegaly, podendo evoluir
para glomerulosclerose (HOSTETTER, 2003).

Pacientes pediatricos ja desenvolvem hiposteir{dii@uldade de concentrar urina) e
hematuria microscopica; apresentam ainda uma taxXatiicdo glomerular aumentada, com
reducdo na capacidade de excretar potassio e dificacia urina (PHAMet al., 2000; de
SANTIS FELTRAM et al., 2002). O aumento na hiperfiltracdo caracteriggoanerulopatia,
podendo evoluir com microalbumindria, a qual podegpedir para macroalbumindria e,
consequentemente, doenca renal terminal. Estudadrano que a proteiniria grave e a
doenca renal terminal sdo observadas em 15 a 30s¥%patientes com anemia falciforme
(ATAGA; ORRINGER, 2000; WESSON, 2002).

1.4 Marcadores de funcéo renal

A creatinina € um metabdlito da creatina, sendalyrimla nas células musculares.
Diariamente, cerca de 1-2% de creatinina € produzadorganismo. Essa concentracdo pode
variar de acordo com a massa muscular. E filtradanhente no glomérulo e parcialmente
secretada ativamente, sendo utilizada na estimdecdaxa de filtracdo glomerular (SODRE;
COSTA,; LIMA, 2007). A creatinina sérica € um métdastante empregado na deteccao de
alteracOes renais, porém seu uso € limitado devidwriacdes relacionadas a massa muscular,
idade, sexo, além da presenca de substancias eradoge exdégenas. Além desses fatores,
concentracbes elevadas de creatinina sérica s&rvallas apenas quando consideravel
proteinuria se instala (SUNDARAM, 2011).

A albumina € uma proteina participante do equdibdridrodindmico presente nos
néfrons, sendo pouco excretada (<30 mg/24h). Enmt@tapds uma lesédo renal, os niveis de

albumina filtrada aumentam e a reabsorc¢éo tubataatse prejudicada devido a saturacao de
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transportadores. A microalbuminuria é definida comexcrecdo de albumina entre 30 e
300mg/24h ou 20-200mcg/min, ou em duas determisag@paradas por um intervalo
superior a trés meses. Amostras de urinas isolaodsm ser utilizadas como triagem; em
caso de alteracdes, deve ser confirmada atravésunue coleta casual ou de 24h
(ZELMNOVITZ,1997). E comumente empregada no diaginégprecoce de lesio renal, pois
precede os demais parametros utilizados. Entretaétm € capaz de distinguir os diferentes
tipos de lesdo, e nem prevé a progressdao da doemgessibilitando seu uso na
monitorizacao da resposta terapéutica.

Os parametros disponiveis atualmente na avaliag&ortdo renal, como creatinina
sérica e taxa de filtracdo glomerular estimadavésraocleareance de creatinina apresentam
baixa sensibilidade e especificidade. Nao sdo empde predizer alteracdes renais em seus
primeiros estagios, pois se alteram apenas quandano renal torna-se extensivo e em
grande parte irreversivel (MORI; NAKAO, 2007; SUNRA et al., 2011).

Concentragfes séricas de creatinina sen&iam a principio reduzidos devido a
elevada excrecdo pela urina, elevando-se apena®stigios avancados de nefropatia.
Pacientes com AF apresentam taxas de filtracdoegldar e fluxo sanguineos aumentados,
portanto ocleareance de creatinina € elevado como resultado da hipagédo. Quando o
quadro de proteindria significante se instala, sspel detectar niveis séricos de creatinina
aumentados (ALVAREZ; ZILLERUELO; WRIGHT, 2006). eordo com Powars (2005), 4
a 18% dos pacientes com anemia falciforme irdomebeer estagio avancado da doenca
renal. A sobrevida média desses pacientes é deogaabs e 40% irdo a Obito apds 0s
primeiros 20 meses de didlise. O interesse pel@gies iniciais das alteracdes renais bem
como o reconhecimento dos fatores de risco assiadnefropatia tem crescido, pois
representa uma complicacdo grave e frequente estngacientes com anemia falciforme
(HAYMANN et al., 2010).

Na AF, a nefropatia constitui um dos principaisofas de risco para mortalidade
precoce (PLATT, 1994). A deteccdo precoce e a ceemmdo dos mecanismos do
comprometimento renal em pacientes com AF sdo s&des a fim de desenvolver terapias
gue possam reduzir a morbi-mortalidade da doerea(8RAJ, 2011).

Recentemente, novos biomarcadores de disfuncat est@o sendo propostos com o
objetivo de avaliar a fungéo renal, detectandoquemente alteracbes em regides especificas
do néfron, monitorar terapia, diferenciar alteracdeeé-renal, intra-renal e pés renal
(FASSETTet al., 2011; URBSCHAT; OBERMULLER; HAFERKA, 2011). i@s novos

biomarcadores de regides especificas do néfromsiganestudados em modelos de leséo renal
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em animais e em estudos clinicos (SUNDARANI., 2011).

As caracteristicas de um biomarcador precisamuséadosamente consideradas antes
da sua utilidade potencial pode ser determinadgumd critérios sdo importantes para a
selecdo de biomarcadores renais. Deve ser mediddméate, com precisdo e
reprodutibilidade; indicar de forma sensivel lesé&sais ou uma resposta ao tratamento
medicamentoso; fornecer informagdes clinicas utlsfacil interpretacdo; ter uma relagédo
custo-beneficio viavel; fornecer informacdes adiaie aquelas geradas por marcadores
convencionais; identificar ou diferenciar tipos edficos de leséo renal; ser aplicavel a uma
variedade de populagdes de (raca, idade e géidea)mente, estes biomarcadores devem ser
obtidos através de procedimentos o0 menos invasigsiyel ou ndo invasivo (por exemplo, a
coleta de urina) ou ter poucos efeitos minimosesalsr pacientes (por exemplo, coletas de
sangue de rotina). Por conseguinte, tém sido feg@ndes esforcos para identificar

biomarcadores viaveis de lesdo renal no soro, glasuorina (TESCH, 2010).

1.5 MCP-1 como marcador de doenca renal

Componentes moleculares da imunidade humoral (iglobalinas, fatores do
complemento) e imunidade celular (quimiocinas, mukEs de adesédo de leucdcitos proé-
inflamatdrios citocinas e seus receptores solia@is)conhecidos por desempenhar um papel
significativo no desenvolvimento inflamatorio naedga renal. Os niveis séricos ou urinarios
destas moléculas podem ser detectados por metdaalegimunoensaio, e alguns tém se
mostrado Uteis para serem marcadores sensiveigsp@sta imune no rim com injuria
(TESCH, 2010).

A proteina quimiotatica de monécitos 1 (MCP-1), tém conhecida como fator de
ativacdo de macroéfagos, € produzida e secretada pélulas mesangiais renais (KOHAN,
1992), endoteliais (LUSTER, 1998), epiteliais taras (SCHNOUDER; STRIETER;
KUNDEL, 1993), musculares lisas e inflamatérias et al., 1994). Pertence a familia
das quimiocinas, citocinas que agem no recrutanegtmondcitos e macrofagos para o sitio
inflamatorio por meio da interacao de alta afineladm um grupo de receptores acoplados a
proteina G, com sete dominios transmembranaisectits como receptor CCR2, presentes
na superficie celular de fibroblastos, macrofagosndcitos, células endoteliais e células
musculares  (VALENT e  al,, 1988; STRIETER e al,, 1989;
LEONARD;YOSHIMURA,1990; CHARGCet al., 1994).

O gene humano para a MCP-1 esta localizado no asonw 17 (179 11.2) e uma
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variedade de mediadores regula a expressdo de M@Rlel transcricional. Os principais
indutores da expressao de MCP-1 séo fiIL-TINF-« e IFN«. Outras citocinas, como IL-4,
IFN-a/B, M-CSF,GM-CSF, PDGF, TGB; produtos exdégenos, como LPS, virus, e complexos
imunes pode ser também indutores potentes. Emasbatracido retindico, glucocorticoides e
de estrdégeno inibem a expressdo de MCP-1(SeN(, 2002).

A interacdo com o receptor 2 de quimiocina CC (CCIefa a liberacdo de calcio
intracelular pela estimulacao da via do PLC-IP8wagédo da proteina quinase C (PKC). PKC
ativa NFxB, o qual varios genes que produzem movimento aeldirecional. Além de
mondcitos e macrofagos, MCP-1 pode ativar célulss &bsinofilos, basofilos e células
hepéticas (LOETCHER, 1996). Também apresenta owfeisos nas células-alvo, como
libertacdo de enzimas, expressdo de moléculas @sdade liberacdo de histamina
(MELGAREJO, 2009).

A deteccdo de MCP-1 em tecidos renais saudaveis saudaveis iniciou-se em1995.
Nos primeiros, observou-se uma fraca marcacao de-M@as células epiteliais tubulares em
comparacao a deteccdo na nefropatia membranosapaigd por IgA, e glomeruloesclerose,
havendo uma correlacdo com infiltracdo de macr&fd&RODJOSUDJADE al., 1995). A
partir de entéo, a deteccdo em tecidos renais loemo aiveis urinarios de MCP-1 tem sido
estudados em diversas doencas.

A MCP-1 relaciona-se com a presenca de micro e calmrminudria (WADA,
FURUICHI; SAKAI, 2000) e sua expressao € induzida @oencas com inflamacéo, tais
como nefropatia diabética. Nessa doenca, a prinimpte de MCP-1 sdo os tubulos corticais
(CHOW, 2006). O acumulo de macréfagos e miofibretola em torno dos tubulos estao
associados com a lesao tubular, levando ao agrawvanda funcéo renal (CHOWt al.,
2004). Em modelos animais foi observado uma reddeagiomeruloesclerose apds o uso de
antagonistas MCP-1/CCR2, sugerindo o papel de M@R-progressdo da doenca. Esses
achados também sugerem novas possibilidades téE®(KANAMOCI, 2007) mais
especificas no tratamento dessas doencas. Elewadeis de MCP-1 urinaria também tem
sido relatado em pacientes com nefrite lUpica, ar@delos animais de nefropatia induzida
por cisplatina (WADA,1996).

O monitoramento desta quimiocina na urina é uncqaimento ndo invasivo e pode
fornecer um quadro mais dindmico do estado inflar@atrenal em comparacdo a bidpsia
(KIM; TAM, 2011), sendo util em varias doencas éfabl).
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Quadro 1: Deteccdo de MCP-1 urinaria e sua implicacdo emgigerenais humanas.

Doenca Renal Implicagéo Estudo

Glomerulonefrites Diagnostico/ Resposta |a@amet al., 2004

crescentes terapia/ Progndstico

Nefrite Lupica Diagnostico/ Resposta | Wadaet al., 1999; Tamet
terapia/ Prognaostico al., 2004

Nefropatia diabética Resposta a terapiéé et al., 2009; Tanet al.,
Prognéstico 2009

Nefropatia IgA Diagnadstico/ Progndstico Grandaliared al.,1996;

Stangouet al., 2009.

Nefropatia membranosa Prognastico Yoshinebta ., 2004

Rejeicdo Renal Diagnostico/ Respostal Dubinskiet al., 2008
terapia

Nefropatia obstrutiva Progndéstico Grandaliahal., 2000

Insuficiéncia Renal Aguda Diagndstico Munshal., 2011

Fonte: Adaptado de: KIM e TAM, 2011.

1.6 MCP-1 na Anemia Falciforme

Interacdes entre mondcitos-endotélio desempenharpap®l importante em doencas
inflamatorias e podem modular a vasculopatia dasdasena anemia falciforme, um distarbio
com um componente inflamatério importante, ondey@susao € um elemento importante
da fisiopatologia da doenca. Interacdes entre aglsdnguineas, fatores plasmaticos e células
endoteliais produzem inflamacéo, estresse oxidaiativacdo endotelial (ZENNADH al.,
2008).

A adesdo de mondcitos a células endoteliais (EEs)lta na inducdo de genes
envolvidos na sua migracao trans-endotelial e @lifeacédo em macrofagos (Liéflal., 1998;
ZENNADI et al., 2008).

Os pacientes com anemia falciforme apresentam gemtale mondcitos elevada em
estado ativado. A ativacdo destas células promowaeornliberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral (GN& IL-1b (POWARS, 1994; INWALDet
al., 2000; SURESHt al., 2003). Foi observado um aumento na liberacdo dedoperéxido
em mondcitos de pacientes com anemia falciformeaesposta a agonistas vitro, o que
pode contribuir para a lesdo vascular (DIAS-DA-MQ@Té al.,1996). Belchekt al. (2000)
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sugere que a ativacdo monocitica envolve um aumnmenéxpressao de CD11b, IL-1b e TNF-
a intracelular.

Os estudos sobre MCP-1 na anemia falciforme s&sgess e estdo relacionados com
0 seu papel no processo inflamatorio da doenca.nt@thammachartet al. (2012)
observaram a reducdo na inflamacdo e no dano catiavés da diminuicdo dos niveis
séricos de MCP-1 e outras citocinas pro-inflamagem ratos, apos a inibicdo do fator
tissular endotelial. Estuda vitro conduzido por (SELVARAGE al., 2003), demonstrou um
aumento na expressao de citocinas pro inflamatdtaB-1, TNFe, IL1-f em mondcitos de
pacientes com anemia falciforme, quando comparadeéhulas de individuos saudaveis.Na
anemia falciforme constitui um potencial biomaraade lesdo renal, considerando o quadro

inflamatorio bem descrito nessa patologia.

1.7 O papel da Hidroxiuréia

Hidroxiuréia (HU) € o principal farmaco disponiveara o tratamento de anemia
falciforme liberado pela agéncia norte-american@ARBood and Drug Administration)
(BUCHANAN et al., 2004; STUARTet al., 2004). A HU age aumentando os niveis de
hemoglobina fetal (HbF), reduzindo, portanto, arpetizagédo da HbS, e o fenbmeno vaso-
oclusivo. Alguns estudos mostram que a HU é um alode 6xido nitrico (NO) que pode ser
oxidada pela hemoglobina e formar a nitrosilhemioigla (HONO) e 0 NO (GLADWINt al.,
2002). Além disso, a HU pode se decompor quimicar@imaticamente em NO através das
enzimas peroxidase, urease e catalase. Outrososstudstram que a HU estimula a
fosforilacdo e a ativagdo da NO guanilato ciclases resultam na producdo de NO (COKIC
et al., 2008; CANALLI, 2008b).

A HU é considerada como um agente citotoxico, nmériayp, recombinogénico e
antineoplasico e esta indicada para pacientesjimad criancas, com trés ou mais episédios
de crises vaso-oclusivas; uma crise toracica agedalivante; um ou mais acidentes
vasculares encefalicos; priapismo recorrente e engnave e persistente, nos ultimos 12
meses (SILVA; SHIMAUTI, 2006).

Estudos tém demonstrado que a terapia com hidé@aiyHU) reduz em 40% os
Obitos associados a anemia falciforme. O benefa@péutico da HU baseia-se no aumento
dos niveis de hemoglobina fetal (Hb F), uma hentogéogeneticamente distinta que inibe a

polimerizacdo de hemoglobina falciforme (Hb S) dgemada, impedindo ou dificultando o
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surgimento de sintomas relacionados a esta pawI@IEINBERG, 2003; CHARACHE,
1996).

Outros mecanismos de acdo da HU estdo descritoduei: alteracdo na interacao
entre eritocitos-endotélio; melhora nos aspectasiégicos das células vermelhas, e
consequentemente do fluxo pelos vasos sanguineéelsssupressao (STEINBERG, 2003).

Um estudo de fase Ill randomizado, duplo-cego auvati uso da HU em criancas com
anemia falciforme (BEBE HUG, 2012), testando a t&pé de que a hidroxiuréia pode evitar
disfuncéo renal, reduzindo a hiperfiltracdo glonteeruO tratamento com o farmaco por 24
meses nao influenciou a TFG dos pacientes. No &ntém associado com uma melhor
capacidade de concentracéo de urina e menor tigerfisugerindo o beneficio (ALVAREZ
et al., 2012). Em outro estudo multicéntrico ndo houNereincas significantes entre o grupo
em uso de hidroxiuréia e o placebo em incidénciaindeficiéncia renal 9,2%s 9,5%
(STEINBERG et al., 2003). Outro estudo também descreve trés pasigradiatricos com
doencga falciforme e nefropatia que haviam iniciaddidores da enzima conversora
angiotensina com decréscimo da proteinuria; sulesgginente iniciaram também HU com
adicional reducdo na proteindria atingindo niveidonefroticos proximos a faixa de
normalidade (RYBICKEt al., 2003).

Além de aumentar a HbF, alguns estudos mostrana dilé € um doador de NO.
Ela pode ser oxidada pela hemoglobina e formartrasiihemoglobina (HbNO) e o NO
(GLADWIN et al., 2002). Além disso, a HU pode se decompor quimicanzimaticamente
em NO através das enzimas peroxidase, ureaselaseat@utros estudos mostram que a HU
estimula a fosforilagéo e a ativagcado da eNOS gadtean na producédo de NO (COKéEal.,
2008; CANALLI, 2008b) .

Diante desse contexto, entendemos que identificdgdmomarcadores de lesao renal
precoce e sua insercdo na pratica clinica contéibupara elucidacdo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento das sindromes remasses pacientes, facilitando o
desenvolvimento de estratégias mais eficazes neemgé@o dessas complicacdes e no

tratamento da AF.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o uso da proteina quimiotatica de monoc{td€P-1) como biomarcador de

lesdo renal precoce em pacientes adultos com Adélt'a ou n&o hidroxiureia.

2.2 Objetivos Especificos

v Avaliar o perfil clinico-epidemiolégico (manifestags clinicas, uso de
medicamentos, idade, sexo) e laboratorial (hemaograméia e creatinina

plasmaticas; taxa de filtracdo glomerular estimadtaatinina, proteina e

albumina urinaria;

v’ Verificar os niveis urinarios de MCP-1 de pacientesnparando-o com o grupo controle;
v Quantificar o malonaldeido (MDA) urinario e NOx gfaatico

v Avaliar os niveis de MCP-1 de acordo com os hgmbétdo gene da beta globina S;

v' Associar 0s niveis de MCP-1 com contagem diferémi@anondcitos, microalbumindria,

taxa de filtracdo glomerular estimada, proteinti®A e NOX, ;
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, observacioaahktico com 50 pacientes adultos
com diagnostico molecular de AF atendidos no Hakgitniversitario Walter Cantidio-

HUWC. Os pacientes foram selecionados de acordoosoenitérios de selecdo da amostra.

3.2 Selecéo da Amostra

3.2.1 Ciritérios de Inclusao

Grupo de pacientes

» Pacientes adulto$ (18 < 65 anos) de ambos os sexos com AF em uso ou nEdde
(faixa escolhida para evitar interferéncia do fadade nos resultados).

» Diagnostico de HbSS confirmado por PCR -RFLP.

» Pacientes sem crises algicas, infeccdes e tramsfissiiguineas nos ultimos trés meses
(BALLAS et al., 2012), sem historico de complicacdes renais (tlange,
hemodialise).

Grupo Controle
* Individuos adultosX 18 anos) de ambos 0s sexos;
* Individuos sem hemoglobinopatias (HbAA);

* Individuos sem alteracfes renais (sem historicto@@cas renais);

3.2.2 Critérios de Exclusao

. Pacientes que tenham realizado terapéutica traos&i$os Ultimos trés meses;
. Pacientes diabéticos, tabagistas, etilistas, psos (P.A> 14x9 mmHQ);
. Pacientes com doenca renal (ureia e creatininanglisas alteradas), submetidos ou

nao a transplante renal;
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3.3 Locais de Estudo

O estudo foi realizado no Laboratorio de PesquisaHemoglobinopatias e Genética
das Doencas Hematologicas (LPHDGH) da UFC e Latwoate Toxicologia da UFC.

3.4 Amostragem

Figura 4: Amostragem do estudo.

Pacientes Controle
gy e e
M. ™
Pacientes com Individuos sem
diagnostico molecular hemoglobinopatias e
de AF (n=30) sem alteragOes renais
(=20

o
R
H

oM Mo

20 Pacientes com 30 Pacientes
AFzemusode HU  com jtfﬂﬂl us0
de HU

3.4.1 Coleta de dados

Os pacientes com AF que preencherem os critériaaaliesdo foram convidados a
participar do estudo e assinaram o termo de cadnsemb livre e esclarecido (TCLE),
recebendo as devidas orienta¢des a respeito dioestu

Os parametros epidemioldgicos (idade, sexo, usmeldicamentos e manifestacdes
clinicas no ultimo ano) e laboratoriais (hemogramantagem de reticuldcitos, ureia e

creatinina plasméticas) foram obtidos a partir pltosituarios médicos.
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3.4.2 Coleta de amostra biolégica

Plasma

Foram coletados 4 ml de sangue periférico colhetosanticoagulante heparina, segundo
a figura abaixo.

Urina

Amostras isoladas de urina foram colhidas. As amassfioram centrifugadas para

remocao do precipitado, estocadas a -80 C°, cdodon de protease, e descongeladas no dia
da analise. O ritmo de filtragdo glomerular foiiresido a partir da equacdo do MDRD
(LEVEY; STEVENS, 2009).

Figura 5: Fluxograma de coleta de amostras bioldgicas

Q_ L"} »Proteiniiria

b AN = A »Creatinina

‘E}i _'J'f / g . :> #MDA

\ &J*—i&:{ ‘A 3 (Espectrofotometria)

*=Microalbuminina
(Turbidimetna)

»MCP-1 (ELISA)

Parametroz bioquimicos
Enzaio do NO* Reacdo de diazotizagio
Plasma em heparina Leitora de ELISA a 540 nm.

3.5 Testes Laboratoriais
3.5.1 Sumario de urina

A analise do exame de urina ou EAS foi feita ava@@os seguintes aspectos: analise
fisica, quimica e microscépica. Foram utilizaddasfireagentes (Labtest®) para analise da

densidade, hemoglobina e leucdcitos.
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3.5.2 Dosagem do malonaldeido

O método empregado para determinacdo do MDA emteasdsioldgicas foi baseado
na sua reacao com acido tiobarbiturico (TBARS).tAlesacéo, duas moléculas de TBARS
reagem estequiometricamente com uma molécula de lgddA formar um cromoforo réseo
que tem absorbancia maxima em solucéo &cida 588 arh. Apds o periodo de incubacéo, o
sobrenadante foi descartado e as células foradaBseom 1mL de Triton X-100. Entéo, 250
uL do plasma foram adicionados a tubos de vidracelhados em banho-maria a 37 °C por 1
h, seguido por adicdo de 4pQ de &cido perclérico a 35% para precipitar asenats. A
mistura foi centrifugada a 1400 g por 10 min. e il0do sobrenadante, adicionados a 200
puL de uma solucdo de acido tiobarbitarico a 0,6%miktura foi levada a banho-maria e
aquecida a 95 °C por 30 min. Apés resfriada, aréseia foi medida em um leitor de
microplacas a 560 nm (DRAPER; HADLEY, 1990).

3.5.3 Dosagem do nitrito

A concentracao de nitrito foi determinada segundwétodo de (GREENt al., 1981),
gue baseia-se na detecc¢ao de nitrito em uma anfostra, plasma, homogenato tecidual) por
uma reacgdo de diazotizagéo, formando um cromoéfercod rosea, com pico de absorbancia
de 560 nm. Para esse teste, ilD@lo reativo de Griess (sulfanilamida a 1%/ claidrde N-
(1-naftil)-etilenodiamina 0.1%) foram adicionados180 pL do plasma e incubados a
temperatura ambiente por 10 min. A curva padraelfdiorada com véarias concentracdes de
NaNG; (variando de 0,39 a 1QfM) sob as mesmas condicfes. Os brancos foram pomr
pela adicdo de 100L do reativo de Griess a 1QQL do plasma e a absorbancia medida em

leitor de microplacas em 540 nm.

3.5.4 Creatinina urinaria

A quantificacdo de creatinina foi realizada por adét colorimétrico,de reacdo em
ponto final (Labtest®). A técnica baseia-se na &acom a solugcdo de picrato em meio
alcalino, formando um complexo de cor vermelha guredico fotometricamente a 510nm
(BASQUES, 2005).
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3.5.5 Proteindria

Foi realizado por método colorimétrico. Baseia-aegacado do vermelho de pirogalol
com o molibdato de sédio formando um complexo quando combinado com a proteina em
meio &cido, desenvolve um cromdéforo azul, com oiméxde absor¢do em 600 nm. A
absorbancia resultante € diretamente proporcionabregcentracdo de proteina na amostra
(WESTGARD; BARRY; HUNT, 1981).

3.5.6 Microalbuminuria

Foi realizada por meétodo turbidimétridhabtest®). Baseia-se na reagcdo entre
anticorpo anti-albumina humana e a albumina preseat urina levando a formacao de
agregados insoluveis, que podem ser medidos gamdimetria. A intensidade da aglutinacéo,
medida em absorbancia (505nm), esta relacionadauantidqade de albumina, cuja
concentracdo € obtida através da curva de calib@@aSQUES, 2005). O valor obtido foi

convertido em mg/grama de creatinina.

3.5.7 MCP-1/CCL2

A analise foi realizada em amostras de urina poio rda técnica de imunoensaio
ligado a enzima (ELISA). Foi utilizado kit comeicda Boster Imunoassays®. A leitura foi
realizada na leitora de ELISA, Biotek ELX800. Odoves foram expressos em pg/mcg de
creatinina urinéaria. As amostras foram diluidas adifoente fornecido, na propor¢do de
(1:10), segundo orientacdes do fabricante. As staptio representadas no esquema abaixo.
A lavagem da placa foi realizada com lavadora setmmaatica, utilizando-se tampao

preparado conforme especificacdo do fornecedor.
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Figura 6: Etapas da dosagem de MCP-1 urinaria
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3.6 Aspectos Legais e Eticos

O estudo foi conduzido de acordo com o0s princifggais e éticos que orientam as
pesquisa com seres humanos, baseadas na resdd@¢€i6 do Conselho Nacional de Saude-
Ministério da Saude (BRASIL,1996).

O projeto foi submetido & apreciacéo do Comité titsafem Pesquisa da Universidade
Federal do Ceara (UFC) e aprovado sob o nimeroatiecplo 07240313.3.0000.5045.

3.7 Andlises Estatisticas

A analise estatistica foi realizada com o auxitiopdograma GraphPad Prism 5.0. Os
resultados foram expressos como média + desvid@pathx média (D.P.M.) e a comparacdo
entre as médias dos grupos foi realizada utilizantiste t de Student, e analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo Teste de Tukey. As correlacfesam analisadas através do
coeficiente de Pearson. As diferencas foram cormides estatisticamente significativas

quando p < 0.05.
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4 RESULTADOS

Os dados do estudo foram obtidos através da arddigeontuarios e de amostras de 50
pacientes com anemia falciforme. A média de idaddd 33.2 +10.3 anos, sendo 22 (73.3%)
do sexo feminino e 8 (26.7%) do sexo masculino mp@ SSHU; 10 (50%) feminino e 10
(50%) masculino no grupo SS; 14 (70%) feminino @®&%) masculino no grupo Controle.
Os pacientes apresentaram anemia moderada conadoceda¢ib e Ht. Houve uma diferenca
significativa na contagem de mondcitos entre o gropntrole e os pacientes (p<0.0001) e
entre o grupo SSHU e SS (0.039). A analise do sationurinério revelou uma reducdo na
densidade no grupo de pacientes (p<0.001) e noog8f em relacdo ao grupo SSHU
(p<0.001). A presenca de hemacias e de leucoatiosemelhante nos dois grupos. Os
parametros creatinina, ureia e proteina foram demntds entre os grupos. A taxa de filtracdo

glomerular estimada apresentou-se elevada nosnpagiem comparagao ao grupo controle

(p= 0.0024). Observou-se também um aumento na ablaumrindria dos pacientes (p

<0.0001) (Tabelal).

Tabela 1 Dados clinicos e laboratoriais dos grupos coat{o=20), SSHU (n=30) e SS

(n=20).
Média + DPM
Parametros SSHU (n=30) SS (n=20) Control (n=20) P
ldade 34.9 +10.3 31,5 +10,2 33,3+ 10,2 0.504
Sexo (M/F) 8:22 10:10 6:14 N/A
PAs (mmHQ) 11.7£0.4 11.0£1.2 10.7 £1.0 0.17
PAd (mmHg) 7.0+ 0.8 7.5+0.5 7.8+1.0 0.18
Analise Laboratorial

Hemograma
Hb (g/dL) 8,95+1,44 8,57 +1,02 15,15+2 4 a<0,001
Ht % 24,54+ 3,67 23,40 £ 5,06 415+5,6 a<0.001
Leucdcitos /mm 8567 + 2775 9540 + 4226 7.120,5 £1650,4 0.608
Mondcitos /mm 728,8 +296,3 1064 + 443,3% 420,8 +102,4 a< 0.0001; b 0.024

Plaquetas /mf

Reticuldcitos (%) 10.16 +3.39

390.417 £127.793

306.778 + 188.54

8.8+2.71

379.530 £ 15.200 0.251

1.33+0.44

a0.0001

Hb- hemoglobina; Ht- hematocrito; PAs- pressaoraltsistolica; PAd- presséo arterial diastolicagoatrolevs

pacientes; b- grupo SSH3 grupo SS; diferenga estatisticamente significgotendo p<0.05.
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Tabela 2 Avaliagao da fungéo renal dos grupos controleM=SSHUe SS (n=50).

Média + DPM

Parametros SSHU (n=30) SS (n=20) Control Valor de p
(n=20)

Hematuaria 7.96 +3.56 9.66+2.96 <5 b=0.08
/campo
Leucécitos / 9.37+3.53 11.00+3.38 <4 b=0.14
campo U
Creatinina sérica 0,69 + 0,28 0,84 +0,40 0,8+0,13 0.250
mg/dl
Ureia sérica 22,33+ 6,97 24,06 +4,01 26,136 +3,91 0.123
mg/dL
TGFe 137.9+40.7 140.1+53.9 95.9+19.92 0.0024

(ml/min/1.73m)
Proteina U mg/dL 10,61 + 8,95 10,82 +11,10 8.6P42 0.925

Albumina U 11.85+9.16 14.13+12.22  3.12+ 4?35 a<0.0001
mg/gCr

TGFe- taxa de filtracdo glomerular estimada; a-trabevs pacientes; b- grupo SSH$ grupo SS; diferenca
estatisticamente significante quando p<0.05.

O gréfico 1 mostra os niveis de MCP-1 em pg/mg@s diferentes grupos. Os
valores em média e desvio padréo para os grupasfatontrole (42.12+27.6), grupo SSHU
(166.2+ 88.37) e grupo SS (219.7 = 115.0). Houve aumento significante no grupo de
pacientes comparado ao controle (p< 0.001) e npog885 em relagédo ao grupo SSHU (p=
0.0392).

Grafico 1. Niveis de MCP-1 urinaria nos diferentes grupoalisados. Controle (n=20);
SSHU (n= 30); SS (n=20).
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O grafico 2 mostra os niveis de MDA nos grupos.va@eres em média e desvio
padrdo para os grupos foram: Controle (2.29+ 1.dR2j)po SSHU (5.25+ 2.33) e grupo SS
(6.93 £ 2.12) Observou-se um aumento nos paciesi@parados ao controle (p < 0.0001) e

entre os grupos SS em relagdo ao grupo SSHU (p3)0.00

Grafico 2: Niveis de MDA urinério nos diferentes grupos @&@alos. Controle (n=20); SSHU
(n=30); SS (=20).
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Os niveis de oxido nitrico foram dosados atravéselo metabolito, o nitrito. Os
valores em média e desvio padrdo para os grupasmfdZontrole (2.25 = 1.9), grupo SSHU
(39.12 + 10.33) e grupo SS (56.54 + 7.10). Foranoettados valores elevados nos pacientes
comparados ao controle (p < 0.0001) e entre o giBPbIU em relacdo ao grupo SS

(p=0.001). Os valores estéo representados no gréfic
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Gréfico 3: Niveis de NO plasmatico nos diferentes grupos analisados. Glenfn=20);

SSHU (n= 30); SS (=20).
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O grafico 4 mostra os niveis de MCP1 estratificad@sacordo com o haplétipos da

globinap®. Houve uma diferenca significante entre o haptoBANTU/BANTU (265,8 +
135,4) e os demais (p=0.02) e entre o BANTU/BENIMN7(9 + 74,20) e BENIN/BENIN

(145,7+ 42.24) (p=0.01)

Grafico 4: Diferencas entre as dosagens de MCP-1 segundoirusgpprs haplétipos da

globinap®.
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BANTU/BANTU (n=9); BANTU/BENIN (n=10); BENIN/BENIN(n=5).
A figura 7 apresenta as correlagcbes entre os nideisMCP-le a contagem de
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mondcitos, proteindria e albuminuria. Obteve-seatacdo positiva com os trés parametros.

Figura 7: Correlacéo entre concentracdes de MCP-1 e os padmoentagem de mondcitos,

proteinuria e albumindria.
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A figura 8 apresenta a correlagcdo entre MCP-1 @avametros: taxa de filtracdo

glomerular, MDA, e nitrito. Observou-se uma corgéla positiva apenas com o0s niveis de

MDA, nitrito e TFG.

Figura 8: Correlacéo entre concentracdes de MCP-1 e taxdtdedo glomerular (TFG),

MDA urinario e NOx plasmatico. r= coeficiente deaPsn; significancia estatistica: p<0.05.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, 0s pacientes apresentaranevalerhemoglobina e hematdcrito
reduzidos, significativamente, e reticulocitose emmparagdo com o controle. Resultados
semelhantes séo observados na literatura (GUAS@ISSNZAYAS, 2006; SUNDARAMet
al., 2011), refletindo assim o estado de hemdliSaica a que os pacientes com AF estédo
submetidos.

A ocorréncia das crises de vaso-oclusdes, primog@tie em pequenos vasos,
representa o evento fisiopatolégico determinant®ngem da grande maioria dos sinais e
sintomas presentes no quadro clinico dos paciea@sanemia falciforme. (QUINN al.,
2007). No presente ensaio, as principais mangéstaclinicas observadas foram fraqueza e
dor Ossea, sendo relatadas mais frequentementeupo de pacientes que ndo estavam em
uso de HU A hidroxiuréia tem sido usada no tratamento da @mefaciforme, tendo
demonstrado reducao na maioria das manifestact@®sas. (\WOOD; GRANDER, 2007).

Os principais medicamentos utilizados pelos paegefdram acido fdlico, dipirona e o
anti-inflamatorio AAS, estando de acordo com a @uEcdo Mundial de Saude, que
preconiza o uso de analgésico ndo opidides e #iautiiatorios ndo esteroidais (AINES) para
tratamento inicial da dor na ARVMlesmo no estado basal, os pacientes apresentaram
manifestacdes clinicas, relatadas no prontuarmaeg ha pelo menos um ano. Entretanto, ndo
houve diferenca significativa quanto a dosagem @#M, quando estratificada pela presenca
de manifestacdes e o uso de medicamentos. O quieseevou foi uma tendéncia a reducao
Nno grupo que apresentou sintomas e no grupo gigeusa de farmacos. Considerando que 0s
pacientes que apresentaram algum tipo de sinahtang citado, fizeram uso de algum dos
farmacos, pode-se sugerir que o uso do medicamen®ter atenuado o quadro inflamatorio
do paciente, levando a niveis reduzidos de MCP-1.

Quanto a avaliacdo da funcao renal, foi observamesso estudo um aumento na
TFG em relacdo ao controle e uma tendéncia a uevagdo em pacientes que nao faziam
uso de HU em comparacdo com outros grupos. Awgyah , 2013 também observou esse
aumento na taxa de filtracdo em pacientes pedigtricom AF (AYGUNet al., 2013).
Segundo Sundaram al. (2011), as complicacdes renais ndo séo identdisanas fases
iniciais da nefropatia falciforme, uma vez que asrtarcadores classicos de dano renal nao

séo informativos nesta doenga. Niveis de creatipiasmatica sdo baixos devido a excregéo
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supra- normal de creatinina na urina e aumentoeses$/eis sdo observados, portanto,
somente nos Ultimos estagios da doenca . Os pesiEambém podem apresentar maiores
taxas de filtracdo e fluxo sanguineo renal, e, @orseguinte, a depuracdo da creatinina
urinaria € elevada, devido a hiperfiltracao.

Hiperfiltragdo glomerular e microalbuminuria / potiria sdo manifestagdes iniciais
da nefropatia falciforme. A microalbuminuria fobservada em dois pacientes do grupo
SSHU (41 e 29 mg/g de creatinina) e em dois do@isP (44 e 48 mg/g de creatinina),
correspondendo a 8% do toal de pacientes. Sundasaain(2011) observaram 40.5% de
microalbumindria em pacientes com anemia falciforen&uasch, Nass e Zayas (2006),
documentaram que aproximadamente 42% dos paciedidos com anemia falciforme
apresentam microalbuminuria. A discordancia eosrelados da literatura e os do presente
estudo deve-se possivelmente a amostra, que f@0D8e 116 e 50 respectivamente. Além
desse fator, no estudo de Guasch, Nass e Zaya6)(d06am incluidos pacientes que ja
apresentavam insuficiéncia renal, onde a microaibdma foi estratificada apenas de acordo
com a idade.

Poucos estudos avaliam a MCP- 1 na anemia falodor8elvarajet al. (2003)
estudaram leucécitos de pacientes com AF e obsenvgue 0s mondcitos isolados a partir de
pacientes com AF encontram-se num estado ativatortrado pelo aumento da expressao
do gene de citocinas (TNFe-e IL - 1) , bem como quimiocinas (MCP - 1, IL,-e8MIP - 1),
em comparacdo com 0s mondocitos de individuos salsléSELVARAJ, 2003). No presente
estudo, obteve-se uma correlacdo entre a contagemoddcitos e os niveis de MCP-1. Os
pacientes que nao faziam uso de HU apresentararar@nima contagem de leucdcitos e de
mondcitos em comparagdo com o0 grupo de pacientestajuam este medicamento. Os
resultados confirmam o papel da hidroxiureia naigéd da adeséo de leucécitos e do estado
inflamatorio na AF, verificado em outros estudoA(NMFREDINI, 2008).

Estudos mostram a proteindria e microalbumindrien@amarcadores precoces de
lesédo renal em pacientes com anemia falciformerddibumindria pode ser encontrada em
pacientes pediatricos, progredindo para macroaltimai ao longo dos anos (AYGU& al.,
2011; SUNDARAMEet al., 2011). No presente estudo foi observado que ambparametros
encontravam-se dentro dos niveis de normalidada parpacientes, porém houve uma
correlacdo positiva entre os niveis de MCP-1 e as pgarametros. Evidéncias de estudos
clinicos e em modelos animais demonstram que a M@Bsempenha um papel critico na
patogénese de varias doencas renais, e a dosag®fCRe urinaria constitui um grande

potencial como um biomarcador para diagndsticogmbstico e resposta terapéutica (KIM,
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2011)

A medula renal torna-se mais susceptivel aos daaosados pela peroxidacao
lipidica, uma vez que a apresenta condicOes igeaes falcizacdo como pH e pO2 reduzidos
e hipertonicidade. @cumulo de MDA altera a organizacdo dos fosfotipida membrana,
contribuindo para o processo de degeneracéo céHIlENDEKAR et al., 2010). No presente
estudo, foi realizado a dosagem urinéria de MDAdseobservado aumento significativo nos
pacientes em relacdo ao grupo controle. Resultzgoselhantes foram obtidos com a
dosagem sérica em pacientes com AF adultos, nacestasal por Eliast al. (2012),
Hundekaret al. (2010) e Titoet al. (2004) em pacientes adultos, no estado basal.

Os pacientes em uso de HU apresentaram niveis nedenvesdos de MDA quando
comparados ao grupo SS. A atividade antioxidanteidi@xiuréia provavelmente reduziu os
danos causados por ROS, levando a uma menor pwdiegdIDA no grupo SSHU. A
associagao positiva observada com MCP-1 sugeralgomede marcador especifico de funcao
renal, MCP-1 pode refletir o dano oxidativo nas rhemas glomerulares e de células
tubulares.

No presente estudos miveis séricos de nitrito apresentaram-se sgamfemente
elevados nos pacientes com AF em relacdo ao gamoote, o que pode ser justificado pelo fato
de que na AF ocorra um aumento do consumo de N@nde aumento dos niveis dos seus
metabolitos. Resultados semelhantes foram encastrpdr Rusanovat al. (2010), e por
Hundekar et al. (2012), que observaram aumento dos niveis digon#im pacientes com AF, em
relacdo individuos saudaveis. Como metabdlito$xddo nitrico, o NO (nitrito e nitrato) sdo
marcadores de seu consumo por espécies reativasoxigénio e pela autooxidacdo da
hemoglobina, refletindo o estado de estresse axal@EIGUEREIDO, 2007)

Ainda, no presente estudo observou-se que a HU teodigfluenciado nos niveis
de 6xido nitrico, ja que os valores nesse grupanfomenores se comparados ao gruposS.
oxido nitrico (NO) é rapidamente metabolizado adptos estaveis, como nitrito e nitrato, na
maioria dos fluidos corporais, inclusive no plagfifBORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). Na
presenca de O2 -, forma ONOO-, que promove difeseafeitos bioldgicos a partir de trés
reacOes: reacdo redox direta, reacado comf@®ando CQ@e- e 4cido peroxinitroso.

Segundo Maier-Redelsperget al. (2010), o processo de hemdlise, induz a
vasoconstriccdo renal pela remocdo de NO, torngaedasn fator de risco para a
hiperfiltracao, proteindria e insuficiéncia renadmica na AF. Entretanto, também a presenca
de hiperfiltracdo parece acontecer devido a hipare&o.

Natch e Katusic (2012) propuseram que na AF, a heedor si s6 pode induzir
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a vasodilatacdo, tanto regionalmente ou sistemioten@or causa da natureza instavel de
hemoglobina S. Esta instabilidade conduz a lib&dagde heme e a inducdo da heme-
oxigenase-1 (OH-1). A OH-1 exerce efeito vaso-rahe, através da geracdo de monoxido
de carbono e de remocéo de agentes oxidantes oEsinteriores que demonstram o aumento
dos niveis plasmaticos de heme na AF (REITERI., 2012), e que heme oxigenase-1 &
robustamente induzida no endotélio e células masesillisas nas artérias renais, reforcam
essa hipotese (NATIet al., 2001). A fracdo heme liberada é pro-inflamataeiandutora de
MCP-1 (NATH et al., 2003), promovendo uma lesédo vascular (TRACZ; M;ANATH,
2007). Finalmente, o transporte de heme atravésadaira de filtracdo glomerular expde o
endotélio e poddcitos a um metabolito com efeittmtdxicos e pré-apoptaticos, prejudicando
assim a permeabilidade seletiva glomerular e calsproteintria (GONZALEZ-MICHACA

et al., 2004; BELCHERet al., 2010). Portanto, o aumento de MCP-1 esta raladio atraves
do processo de hemdlise, ao consumo de NO, e amrgegente ao aumento de seus
metabolitos.

Ao estratificar os pacientes quanto ao haplotipgldhina S, obteve-se uma diferenca
significativa nos niveis de MCP-1. Estudos sugeges o0 haplotipo Bantu esta associado a
uma maior incidéncia de complicacfes clinicas d® ginaplétipo Benin (ADORNG al.,
2008; GONCALVESet al., 2003; NAGEL, 1984; POWARS, 1991; STEINBERG, 20@EmM
nosso estudo houve diferenga estatisticamentefisajiia entre os haplotipos Bantu/Bantu,
Bantu/Benin e Bantu/Benin em relacéo aos nivei@e-1. Os trés haplotipos citados foram
0s mais frequentes, porém houve a presenca dotipapBantu/Atipico em dois pacientes.

Silvaet al. (2010) demonstraram maior presenca de crisesa@asivas e episodios
de pneumonia no haplétipo Benin/Atipico do que raplétipo Bantu/Atipico; e maior
presenca de crises de infeccdo urinaria no hapldsienin/Atipico do que no haplotipo
Benin/Benin.

Em resumo, os resultados demonstraram que, apeser ateracdes renais na anemia
falciforme se iniciarem na infancia, os pacientealiados apresentaram a fungédo renal,
segundo os parametros utilizados na pratica climeatro da normalidade, porém mesmo
nesses pacientes, os niveis de MCP-1 ja encontragtegados se comparados a individuos
saudaveis. Os pacientes com anemia falciforme senlam em um estado oxidativo que
pode afetar muitos 6rgaos, por exemplo, 0s rins.

Discretas alteracbes podem estar presentes e nadessctados pelas metodologias
comumente utilizadas. Diante do observado, MCPrésamta-se como biomarcador preditivo

MCP1 de leséo renal que pode refletir o dano caupalb estresse oxidativo presente na AF.
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A diferenca dos resultados entre os que usavanéowH, mostraram que MCP-1 além de
ser preditivo na deteccdo de lesdo renal, podeutderado na avaliacdo da resposta ao

tratamento.

6 CONCLUSOES

A idade variou de 20 a 35 anos no grupo SSHU e(da 20 anos no grupo SS. Os
pacientes apresentaram reticulocitose. Observaaugsgento na a contagem de mondcitos
elevada em relacdo ao grupo controle e no grupoc@fparada ao grupo SSHU. Os
parametros de funcdo renal proteinuria, creatiringeia foram semelhantes nos pacientes e
controles. Taxa de filtracdo glomerular estimadalleuminudria foram significantemente
diferentes entre pacientes e controles, porém samiels para os grupos SSHUe SS.

Observou-se um aumento na concentracao de MCP-pauisntes em relacdo ao grupo
controle. Para o grupo SS o aumento foi significatjuando comparado ao grupo SSHU.

Os niveis de NOx pasmatico e MDA urinario encomairase aumentados nos grupos
SSHU e SS, havendo maior no grupo SS.

Os pacientes com hapl6tipo Bantu/Bantu apresentarsrmaiores niveis de MCP-1,
seguido do haplétipo Bantu/Benin e Benin/Benin

Houve uma correlacdo positiva entre MCP-1e contadiéenencial de mondcitos, niveis

de albumina urinéria, proteindria, MDA, N@® taxa de filtragdo glomerular.
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IDENTIFICACAO

APENDICE A — QUESTIONARIO DE COLETA DE DADOS

Nome completo:

Sexo: () Feminino ( ) Masculino

52

Idade: Data de nascimento: /[
Endereco:
Cidade: Estado:
Telefone residencial: ()
Etnia: pardo ( ) negro ( ) branco ( )
Data Hb Ht Leucdcitos | Neutrdfilo | Linfécitos | Monécitos | Plaquetas
(g/dL) | (%) (/mm®) s (/mm®) (/mm) (/mm®)
(/mn)
Hidroxiuréia| Ur Cr Ferritina
(mg/dL) | (mg/dL) | (ng/mL)

APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO

Termo de Consentimento livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do prajet pesquisa intituladtso da

proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) como bimarcador de lesédo renal precoce
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em pacientes com anemia falciforme em Fortaleza-Ce&é que tem por objetivo investigar

a ocorréncia de alteracdes nos rins de individaosanemia falciforme.

O funcionamento dos seus rins sera avaliado at@deédguns testes e para isso sera

necessaria a coleta de pequena amostra de urina.

O beneficio que podera ser obtido através destguises € a descoberta de
anormalidades no funcionamento de seus rins, sarmsequentemente oferecido o
tratamento adequado pelo Servigco de Nefrologia dspial Universitario Walter Cantidio.
Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimewaiguer momento e deixar de participar
do estudo, sem prejuizo para seu tratamento nauigdb. As informacdes obtidas serdo
analisadas em conjunto com outros pacientes, mé shvulgado a identificacdo de nenhum
paciente, e a qualguer momento vocé podera ters@mcass resultados e beneficios
encontrados na pesquisa. Nao ha despesas pesa@ais participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também n&oraensacao financeira relacionada a
sua participacdo. Se existir qualquer despesaoadilciela sera absorvida pelo orcamento da
pesquisa. Os pesquisadores se comprometem arubdiziados e o material coletado somente
para esta pesquisa. Em qualquer etapa do estud@ tera acesso aos profissionais

responsaveis pela pesquisa para esclarecimentedtiais duvidas.

O principal investigador € a mestrantiyta Ellen de Jesus dos Santo¥océ pode
entrar em contato pelo telefone (85) 3366-8264ndH: ellenj 08@yahoo.com.br. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a éagaedquisa, entre em contato co@amité
de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWG- Rua Capitdo Francisco Pedro 1290, Rodolfo
Tedfilo; fone: 3366-8589 — E-mail: cephuwc@huwc.lofcCaso vocé se sinta suficientemente
informado a respeito das informacdes que leu ouapaen lidas para vocé sobre os propositos
do estudo, os procedimentos a serem realizados, desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentpse sua participacdo é voluntaria, que
ndo h& remuneracao para participar do estudo ecg&econcordar em participar solicitamos que
assine no espaco abaixo. O sr. (a) ficara com umaaste termo, e outra via ficara com o

investigador responsavel pela pesquisa.



Assinatura do paciente/representante Data

Assinatura do pesquisador Data /

/i
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
WALTER CANTIDIO/ W‘m
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Uso da proteina quimiotatica de monocitos (MCP-1) como biomarcador de lesdo renal
precoce em pacientes com anemia falciforme em Fortaleza-Ceara

Pesquisador: Talyta Ellen de Jesus dos Santos

Area Tematica:

Versédo: 3

CAAE: 07240313.3.0000.5045

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

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 291.693
Data da Relatoria: 03/06/2013

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa a ser executado junto ao programa de Pos-graduacédo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Ceara (UFC), nivel mestrado. O estudo é do tipo transversal,
observacional e analitico. Envolve pacientes adultos com diagnostico molecular de Anemia Falciforme (AF)
caracterizados pelo grupo do Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doencas
Hematologicas (LPHDGH) da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem (FFOE)/UFC. Serao
utilizadas informacdes laboratoriais dos pacientes por meio do prontuario dos assistidos, bem como, pela
analise de amostra de urina a ser coletada durante a execucéo da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Geral:Avaliar o uso da proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) como marcador de lesédo renal precoce
em pacientes adultos com AF em acompanhamento no ambulatério do Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC)/UFC.

Especificos:Avaliar o perfil hematoldgico dos pacientes em estudo;Mensurar os niveis de MCP-1 nos
pacientes com AF; Associar os haplétipos do gene da beta globina com os niveis de MCP-1;Associar os
niveis de MCP-1 com parametros bioquimicos e hematologicos, marcadores de funcéo

Endereco: Rua Capitdo Francisco Pedro, n® 1290

Bairro: RodolfoTedfilo CEP: 60.430-370
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (853)366.-3613 Fax: (853)281.-4961 E-mail: cephuwc@huwe.ufc.br
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Continuacdo do Parecer: 291.693

renal empregados na rotina do servico; Avaliar os niveis de MCP-1 em funcéo do uso de HU; Associar os
niveis de MCP-1 com os niveis de oxido nitrico nos pacientes; Avaliar a fungdo renal nos pacientes em
estudo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

A pesquisadora refere riscos minimos. No entanto foi observada a possivel incidéncia dos seguintes riscos:
descarte inadequado do material bioldgico e exposicdo das informacgdes clinicas dos pacientes.

Beneficios: Descoberta de anormalidades no funcionamento dos rins dos sujeitos da pesquisa.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
O estudo envolvera busca de informagdes no prontuario dos sujeitos do estudo bem como a analise de
amostra de urina de 50 pacientes portadores de AF e 30 individuos saudaveis.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

TCLE: foram atendidas as recomendacdes do CEP/HUWC

Folha de rosto: foi atendida a recomendag&o do CEP

O cronograma foi atualizado, condicionando o inicio da execug¢&o da pesquisa com a
disponibilidade do parecer favoravel deste (CEP/HUWC).

Os demais termos obrigatérios estdo adequados.

Recomendagodes:
Sem mais recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto adequado para execuc#o, sob o prisma Etico.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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