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RESUMO

A Anemia Falciforme é uma desordem da hemoglobina de carater genético,
mais comum em todo o mundo, caracterizada pela presenca da hemoglobina anormal
S. Os fendmenos de vaso-oclusdo e anemia caracteristicos da doenca causam danos
aos tecidos levando a lesdo de o6rgdos, entre eles os rins. Os Vérios tipos de
anormalidades renais ocorrem principalmente na medula renal. Manifestaces
clinicas de nefropatia falciforme comegcam cedo, muitas vezes antes de um ano de
idade com hiperfiltracdo glomerular, hipostenuria, acidose tubular renal distal e, ao
longo do tempo, aumento de albuminuria. A desidrogenase lactica (DHL) é
considerada um marcador Util de hemolise e seus niveis encontram-se bastante
elevados na presenca de hemdlise intravascular, sendo apontada por alguns autores
como associadas a varias complicacdes relacionadas a hemolise, inclusive
complicagdes renais. Com o objetivo de identificar variaveis laboratoriais associadas
a lesdo renal em portadores de anemia falciforme, foi realizado um estudo transversal
em criancas, adolescentes e jovens adultos, atendidos no ambulatério de hematologia
do HU-UFS, no periodo de outubro de 2010 a junho de 2011. Exames laboratoriais
foram realizados em 124 pacientes com anemia falciforme, idade média de 13,3 +
6,4 anos (2 a 32 anos), 56,5 % do sexo masculino. Observou-se uma frequéncia de
microalbumindria e proteinaria de 19,4 % e 18,5 % respectivamente. A frequéncia de
hiperfiltracdo glomerular foi de 63,7 %. Elevacdo de DHL ocorreu em 95 % dos
pacientes e correlacionou-se positivamente com a microalbumindria, com a
contagem de reticuldcitos e inversamente com taxas médias de hemoglobina. Apesar
de a andlise univariada revelar uma correlacéo positiva significativa entre 0s niveis
de DHL e microalbumindria, estes valores ndo foram significativamente diferentes
entre os pacientes com ou sem de microalbumindria, sugerindo que a associagdo com
les@o renal ndo é especifica, uma vez que houve também associacdo com marcadores
de hemolise. Conclui-se que, niveis de DHL apresentam variabilidade de forma
independente da microalbuminuria, pois niveis de DHL ndo foram capazes de

discriminar pacientes com ou sem microalbuminuria.

Descritores: Albumindria; anemia falciforme; lactato desidrogenase.



ABSTRACT

Sickle cell anemia is a disorder of genetic hemoglobin more common around
the world, characterized by the presence of abnormal hemoglobin S. The phenomena
of vaso-occlusion and anemia characteristics cause tissue damage leading to organ
damage, including the kidneys. The various types of renal abnormalities occur
primarily in the renal medulla. Clinical manifestations of sickle cell nephropathy
start early, often before one year of age with glomerular hyperfiltration,
hyposthenuria, renal tubular acidosis distal and, over time, increase in albuminuria.
The lactate dehydrogenase (LDH) is considered a useful marker of hemolysis and its
levels are very high in the presence of intravascular hemolysis, as indicated by some
authors as associated with various complications related to hemolysis, including
renal complications. In order to identify laboratory variables associated with renal
injury in patients with sickle cell anemia, a cross-sectional study was conducted in
children, teenagers and young adults treated in the hematology ward of the HU-UFS,
from October 2010 to June 2011. Laboratory tests were performed in 124 patients
with sickle cell anemia, mean age 13.3 + 6.4 years (2 - 32 years), 56.5 % were male.
There was a frequency of microalbuminuria and proteinuria 19.4 % and 18.5%
respectively. The frequency of glomerular hyperfiltration was 63.7 %. Elevation of
LDH occurred in 95 % of patients and correlated positively with microalbuminuria,
with percentages of reticulocytes and inversely with average rates of hemoglobin.
Although univariate analysis revealed a significant positive correlation between the
levels of LDH and microalbuminuria, these values were not significantly different
between patients with or without microalbuminuria, suggesting that the association
with renal injury is not specific, since it was also associated with markers of
hemolysis. It is concluded that, levels of LDH present variability independently of
microalbuminuria, because LDH levels were not able to distinguish patients with and

without microalbuminuria.

Key-words: Albuminuria; lactate dehydrogenase; sickle cell anemia.
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1 INTRODUCAO

A Anemia Falciforme é uma doenca grave, que afeta milhées em todo o
mundo e resulta de uma desordem de carater genético da hemoglobina. Caracteriza-
se pela substituicdo do &cido glutdmico pela valina na posicéo seis da cadeia beta da
hemoglobina A, dando origem a hemoglobina anormal S (HbS) que, em condigdes
de hipoxia, sofre polimerizacdo dentro dos eritrocitos, conferindo aos mesmos uma
forma alongada semelhante a de uma foice (LOPEZ e CAMPOS JUNIOR, 2010).
Esta distor¢do dos eritrocitos leva a sua propria destruicdo precoce e obstrucdo de
pequenos vasos, causando um amplo espectro de complicagdes clinicas que atingem
a maioria dos 6rgdos e aparelhos, comprometendo, muitas vezes, a funcdo de 6rgaos
vitais e a qualidade de vida dos pacientes (GUASCH et al; KLIEGMAN et al, 2006;

ZAGO et al, 2007).

Dados clinicos e patoldgicos indicam que a falcizagdo intravascular ocorre
mais facilmente nos rins do que em qualquer outro érgdo. O primeiro sinal de lesdo
renal acontece ainda nos primeiros anos de vida com um defeito na concentragédo
urinéria, o que pode resultar em polidria, enurese noturna e desidratacdo. Em alguns
casos, a doenca pode progredir para insuficiéncia renal crénica (IRC) e resultar em
doenca renal em estagio terminal (MARCONDES et al, 2004; PLATT et al, 1994).
Com isto, hd uma preocupacdo crescente com nefropatia associada a Anemia
Falciforme e também um aumento crescente no interesse nos estagios iniciais e no
reconhecimento da clinica associada aos fatores de risco para nefropatia. Os

marcadores de leséo renal, mais estudados, s&o microalbumindria, proteindria e taxa
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de filtracdo glomerular. Tanto a microalbuminiria como a proteinudria sdo bastante
comuns nos pacientes com Anemia Falciforme e elevacdo de microalbuminuria é o

primeiro sinal de lesdo glomerular.

A hiper-hemolise esta associada a diminuicdo da biodisponibilidade do 6xido
nitrico, o que favorece a vasoconstriccdo, o comprometimento da circulagédo
sanguinea local e consequente dano ao respectivo 6rgdo. A dehidrogenase lactica
(DHL) € considerada um marcador Util de hemdlise e seus niveis encontram-se
bastante elevados na presenca de hemdlise intravascular. Como um terco da hemdlise
na Anemia Falciforme ocorre intravascularmente, estudos tém demonstrado que a
DHL pode ser um marcador til de complicac@es relacionadas a hemolise na doenca
falciforme, inclusive complicacdes renais (ATAGA et al, 2006; GURKAN, et al,

2010; KATO, etal, 2007).

E de fundamental importancia a identificagdo precoce de pacientes que estdo
em risco de desenvolver nefropatia falciforme para que se possa introduzir a terapia
mais precocemente, evitando, assim, a progressdo para IRC e, consequentemente,
para doenca renal em estagio final. A identificacdo de novos biomarcadores contribui
para o delineamento de fatores de risco e pode garantir um diagndstico mais preciso
e a DHL ¢é uma enzima candidata a biomarcador de lesdo renal em individuos
portadores de Anemia Falciforme. Deste modo, se houver uma correlacdo entre 0s
niveis séricos de DHL com os marcadores de lesdo renal em pacientes com anemia
falciforme, os médicos terdo um indicador, simples e barato, para envolvimento renal
nesses pacientes, para que se possa garantir a identificacdo precoce de pacientes de

risco para insuficiéncia renal, a introducao da profilaxia e tratamento mais especifico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Anemia Falciforme

2.1.1 Fisiopatologia

A doenca falciforme é a doenca hematoldgica, de carater genético, mais
comum em todo o mundo e pode ser encontrada em todos os continentes. A doenca
caracteriza-se pela substituicdo do acido glutamico pela valina na posicdo seis da
cadeia beta da hemoglobina A (HbA), o que resulta em heranca de uma hemoglobina

anormal, a hemoglobina S (MARCONDES, et al, 2004; ZAGO, et al, 2007).

A hemoglobina S tem uma caracteristica quimica especial que, em condicgdes
de baixa saturacdo de oxigénio, hiperosmolalidade e acidose, sofre uma modificacdo
na sua conformacdo molecular desencadeando a formacdo de feixes de polimeros
dentro dos eritrocitos, aumentando sua viscosidade interna e conferindo aos mesmos
uma forma alongada semelhante a de uma foice ou meia-lua, dai 0 nome falciforme
(BARABINO et al., 2010; KLIEGMAN; PINHEIRO et al., 2006;). Ela pode se
manifestar em individuos homozig6ticos para hemoglobina S (HbSS) e em
combinacdo com outras hemoglobinas anormais, como hemoglobina C (SC), beta-
talassemia (SR) e hemoglobina D (SD) entre outras, o que pode resultar em doencas
falciformes com diversos graus de gravidade (SERJEANT et al., 2009). O termo
anemia falciforme é reservado para a forma da doenga que ocorre nos homozigotos,
ou seja, pacientes com HbSS. (LOPEZ e CAMPOS JUNIOR, 2010; ZAGO et al,

2007).
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Geralmente, quanto mais hemoglobina S presente, mais grave € a doenca.
Todas as manifestacGes clinicas da doenca falciforme sdo dependentes do grau de
desoxigenacdo, da anemia, presenca ou auséncia de hemoglobina F (HbF) e,
principalmente, da concentracdo intracelular de hemoglobina S nos eritrécitos, pois a
alta concentracao desta hemoglobina facilita a sua associacéo, condicionando assim o
fendmeno da falcizacdo (BATISTA e ANDRADE, 2005; ZAGO, et al, 2007 ).
Portanto, a forma homozigota da doenca falciforme (HbSS), ou seja, a Anemia
Falciforme, tem um quadro clinico mais grave (LOPES e CAMPOS JUNIOR, 2010;
ZAGO et al, 2007). A associagdo entre quantidade de hemoglobina S e gravidade da
doenca se explica pela facilidade desta hemoglobina de precipitar-se, quando ocorre
desoxigenacdo. Esse fenbmeno ndo acontece com 0s outros tipos de hemoglobina,
cujas presencas podem inibir o fendbmeno da falcizacdo, como ocorre com a
hemoglobina A e a hemoglobina F. Esta Gltima exerce um efeito inibidor sobre a
polimerizacdo das globinas beta S, evitando a falcizacdo (BATISTA e ANDRADE,
2005). Com isto, os recém-nascidos, por apresentarem alta porcentagem de
hemoglobina F, s6 comecam a manifestar a doenca a partir do quarto ao sexto més de
idade, periodo em que ocorre uma gradual substituicdo desta hemoglobina por
hemoglobina S e seus niveis aproximam-se dos niveis do adulto (VICKINSKI, et al,

1988).

2.1.2 Epidemiologia

De acordo com a Organiza¢gdo Mundial da Saude (WHO, 2011), a Anemia
Falciforme afeta milhGes de pessoas em todo o mundo e é particularmente comum

entre aquelas cujos ancestrais vém da Africa Subsaariana, América do Sul, Cuba,
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América Central, Arabia Saudita, india e paises do Mediterraneo como a Turquia,
Grécia e Italia. A doenca foi trazida a América atraves do comércio de escravos e €
mais frequente, portanto, onde ocorre maior concentracdo de populacdo de origem

negra.

Nos EUA, a Anemia Falciforme ocorre em um a cada 400 nascimentos na
populacédo de origem africana e um a cada 1000 a 1400 nascimentos de criancas de
origem hispanica (GUASCH et al, 2006; WHO, 2011). Nesse pais, cerca de uma a
cada 12 pessoas de origem africana carregam o alelo da Anemia Falciforme (WHO,

2011).

No Brasil, a Anemia Falciforme é, provavelmente, a comorbidade genética
mais prevalente. Estima-se o nascimento de uma crian¢a, com Anemia Falciforme, a
cada mil nascidos vivos (CANCADO e JESUS, 2007; RAMALHO et al, 2003).
Devido a grande miscigenacdo racial, a doenca distribuiu-se heterogeneamente no
pais, sendo encontrada em todas as regifes e apontada pela literatura cientifica
brasileira como um problema grave de saude publica (CANCADO e JESUS, 2007,
PINHEIRO et al., 2006). Segundo o Ministério da Salde (BRASIL, 2002), a
prevaléncia de heterozigotos para hemoglobina S, no Brasil, é de 2 % a 6 % nas
diversas regides do pais, aumentando para 6 % a 10 % na populagdo negra. Na regido
Nordeste a prevaléncia é de 4 a 6 %. Em Sergipe, recentemente, um estudo realizado
por Ferreira (2009), em puérperas nas maternidades de Aracaju, mostrou uma
prevaléncia de 4,0 % de puérperas e 4,5 % de recém-nascidos portadores de

hemoglobina S.
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2.1.3 Diagnostico

O diagnostico definitivo da Anemia Falciforme é feito atraves da eletroforese
de hemoglobina. Pela eletroforese, as cadeias B globinicas podem ser detectadas
ainda na fase fetal, a partir da 10? a 122 semana de vida intrauterina, 0 que possibilita
o diagnostico da doenca ainda na fase pré-natal (BECTON et al, 2010; KOREN et al;
SERJEANT et al., 2009; WESSON, 2002). Entretanto, muitas vezes o diagndstico
tem inicio ao se realizar alguns exames laboratoriais como o hemograma, por
exemplo, que revela a hemoglobina com valores abaixo da faixa de normalidade,
presenca de drepandcitos e eritroblastos (eritrocitos jovens) na extensao sanguinea,
além da contagem de reticulécitos elevada, caracteristica comum nas hemolises

(OLIVEIRA e NETO, 2004).

2.1.4 Manifestac0es clinicas

A polimerizacdo da hemoglobina S nos eritrocitos provoca mdltiplas
alteracbes dentro da célula, entre elas a perda de potassio, acumulo de célcio
intracelular e da membrana e alteracdo nas proteinas da membrana com formacéo de
polimeros com as mesmas (ZAGO et al, 2007). Assim, os eritrécitos perdem o poder
de se deformar, em decorréncia do enrijecimento da sua membrana, o que lhe impede
de transpor o menor diametro dos capilares da microcirculagdo, resultando em
diminuigdo de sua sobrevida. Estes fatores, associados a uma maior capacidade do
eritrocito falcizado de se aderir ao endotélio, favorecem a instalacdo de fendmenos
inflamatdrios locais e obstrucdes vasculares pela formacdo de trombos na micro e
macrocirculacdo por essas células (GUASCH et al, 2006; MARCONDES et al,

2004; ZAGO et al, 2007). Portanto, a Anemia Falciforme é uma doenga com quadro
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de anemia hemolitica grave, com consequente aumento de bilirrubina indireta,
elevacdo do numero de reticuldcitos na circulacdo periférica e hiperplasia da

linhagem eritréide da medula 6ssea (ZAGO et al, 2007).

Figura 1: AlteragBes morfoldgicas em eritrécitos de pessoa com Anemia Falciforme, por microscopia
eletronica. O eritrdcito ndo falcizado apresenta vérias lesdes morfoldgicas de membrana devido a
falcizacOes e desfalcizagBes ao longo do seu periodo de vida (Fonte: Naoum, P.C, 2011).

A ocorréncia de eventos repetitivos de vaso-oclusdo e anemia crénica causam
dor e leséo progressiva de multiplos 6rgédos como coragéo, cérebro, figado, esqueleto,
olhos, pulmdes, pele e rins (GUASCH et al; KLIEGMAN et al, 2006). Estes eventos,
que ocorrem principalmente em pequenos vasos, constituem a fisiopatologia
determinante na instalacdo da maioria dos sinais e sintomas do quadro clinico dos
pacientes com Anemia Falciforme, que é caracterizado por crises hemoliticas,
necrose avascular da medula 6ssea (crises algicas/sindrome méao-pé/necrose da

cabeca do fémur), filtracdo esplénica alterada, fibrose esplénica progressiva,

osteomielite, sindrome toracica aguda, vasculopatia cutanea (Ulceras crénicas),
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priapismo (estado de erecdo dolorosa do pénis causada pela obstrucdo dos vasos
penianos), retinopatias proliferativas, acidente vascular cerebral (AVC),
acometimento renal (tubulopatia/insuficiéncia renal cronica), sequestro de globulos
vermelhos (agudo ou cronico), anemia (Hb entre 6 e 9 ¢/100 ml),
hiperbilirrubinemia, ictericia, expansdo da medula 0ssea, crise de aplasia induzida
pelo parvovirus humano B19 (BALLAS et al., 2009; KLIEGMAN et al, 2006;
GALIZA NETO e PITOMBEIRA, 2003; ZAGO et al, 2007). Estes pacientes
também tém retardo na maturacdo sexual além de altura, peso e indice de massa
corporal diminuidos. (BALLAS et al, 2009; CIPOLOTTI et al, 2000; GUASCH et

al, 2006).

Figura 2- Radiografia termogréafica da mdo de um paciente com Anemia Falciforme,
mostrando a oclusdo vascular nos dedos e a estagnagdo de sangue (Fonte: Naoum, P.C, 2011).

Nos ultimos anos, com a melhoria na qualidade do atendimento aos pacientes
com Anemia Falciforme, ocorreu uma reducdo da taxa de mortalidade e maior
sobrevida (CANCADO, 2007). Num estudo multicéntrico realizado em 1994 por

Platt et al nos E.U.A, envolvendo mais de trés mil pacientes com a doencga, a média
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de idade de morte na década de 90 foi de 42 e 48 anos para homens e mulheres,
respectivamente. Em outro estudo de coorte realizado na Jamaica, revelou que a
prevaléncia de idade, ao morrer, era de 53 anos em homens e 58,5 anos em mulheres
(WIERENGA, 2001). No Brasil, Loureiro e Rozenfeld (2005) realizaram um estudo
das internacdes por Anemia Falciforme ocorridas nos estados de Sao Paulo, Bahia e
Rio de Janeiro durante os anos de 2000 a 2002 e observaram uma media de idade
para 6bitos de 30,0 anos. Embora bem superior aos 14,3 anos de trés décadas atras,
esta ainda se encontra muito aguém da expectativa de vida para a populacéo geral, o
que evidencia a gravidade da doenca e a necessidade de maiores investimentos e
progressos no tratamento desses pacientes (HASSELL; PRABHAKAR et al; QUINN

et al, 2010).

2.1.4.1 Manifestacgdes renais

Algumas das complicagbes da Anemia Falciforme ndo afetam diretamente a
expectativa de vida, apesar de comprometer a qualidade de vida. Porém outras
comprometem a funcéo de 6rgédos vitais, como a insuficiéncia cardiaca congestiva,
sindrome toracica aguda, AVC e insuficiéncia renal, complicacbes que estdo
associadas diretamente ao risco da vida (ZAGO et al, 2007). No estudo realizado por
Platt et al (1994), 18 % dos pacientes adultos tiveram mortes por insuficiéncia de
orgdos, principalmente insuficiéncia renal. Portanto, com o aumento da sobrevida
dos pacientes com Anemia Falciforme houve, infelizmente, um aumento nas
complicagdes em longo prazo, como a incidéncia de nefropatia e outras lesdes renais
que, frequentemente, levam a IRC e podera culminar com estagio final da doenca

renal (POWARS et al, 1991; WESSON, 2002).
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Os rins, em decorréncia de ser uma regido onde 0s eritrocitos se encontram
sujeitos a desidratacdo e a baixos niveis de oxigénio, constituem um local com
propensdo para ocorréncia de crises de vaso-obstrucdo. Assim, dados clinicos e
patoldgicos indicam que a falcizacdo das hemécias ocorre mais frequentemente nos
rins do que em qualquer outro 6rgéo e estudos tém revelado que a insuficiéncia renal
ocorre mais frequentemente em pacientes com Anemia Falciforme do que na
populacdo sem a doenca (POWARS et al, 1991; WESSON, 2002). Frequentemente,
individuos com esta doenca apresentam anormalidades renais estruturais
glomerulares, medulares e alteracbes funcionais (MARCONDES, 2004). Com isto,
hd uma preocupacdo crescente com nefropatia associada a Anemia Falciforme,
devido a possivel evolucdo para IRC e doenca renal em estagio final, onde se faz

necessaria dialise e transplante de rins.

As alteracdes renais sdao mais frequentes na medula renal e, segundo
Marcondes et al (2004), isso ocorre porque a medula € uma regido dotada de acidose,
hipdxia e hipertonicidade, enfim, todas as condi¢Bes que propiciam a falcizacdo dos
eritrocitos na vasa recta. Estas alteracGes resultam de danos vasculares, onde ha
formacdo de micro trombos, com comprometimento do fluxo sanguineo, causando
micro infartos e levando, consequentemente, a isquemia local. De acordo com esses
autores, o afoicamento das hemécias desencadeia um ciclo vicioso, com aumento da
viscosidade sanguinea, trombose, retardo do fluxo sanguineo, estase e hemdlise.
Esses fenébmenos levam a hipdxia que é, por sua vez, responsavel pela manutencéo

do transtorno falcémico.
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Provavelmente devido a anemia crénica, fluxo sanguineo renal aumentado e
eventos de vaso-oclusdo intraparenquimatoso, nos pacientes com Anemia
Falciforme, a doenca renal inicia-se ainda na infancia e progrida até a idade adulta
(MAGALHAES, 2007). A destruicio da medula renal, com consequente reducio do
nimero de vasa recta e perda da arquitetura normal, levam a um defeito na
concentracdo urinaria (hipostenaria), que comeca numa idade precoce, muitas vezes
antes de um ano de idade, sendo o primeiro sinal e a caracteristica mais consistente
de nefropatia na anemia falciforme (AYGUN, et al, 2011). Na crianca a hipostendria
pode resultar em enurese noturna, polidria e a um maior risco de desidratacdo, com
consequente perda de sodio quando privado de dgua. A desidratacdo, por sua vez
também é um fator que apresenta o potencial de desencadear eventos vaso-oclusivos,
criando um ciclo de amplificacdo da patologia, no caso de ndo se tomar os cuidados
necessarios para manter o nivel de hidratacdo (BECKER, 2011; MARCONDES et al
2004; SESSO et al 1998). Outras manifestacOes precoces de nefropatia falciforme
sdo hiperfiltracdo glomerular e acidose tubular renal distal com o desenvolvimento
de albumindria e hematdria ocasional, que envolve mais frequentemente o rim
esquerdo devido aos micro infartos e sendo associada a necrose papilar (AYGUN,

2011; NIANG, 2004).

Dentre as alteracGes glomerulares estdo, principalmente, a dilatacdo dos
glomérulos com hipercelularidade e lobulacdo dos tufos glomerulares, podendo
ocorrer também duplicagdo da membrana basal (NHLBI, 2002). Para Wesson, (2002)
a repeticdo de eventos vaso-oclusivos na medula renal pode levar a uma leséo
caracterizada por hipertrofia glomerular precoce seguida de glomeruloesclerose

segmentar focal eventual. Platt et al (1994) e Wesson (2002) afirmam que o
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desenvolvimento de glomeruloesclerose segmentar focal ou glomerulonefrite
membranoproliferativa, hiperfiltracdo, albumindria e, ainda, a deposicdo de ferro
podem contribuir para a filtracdo glomerular diminuida com o avango da idade e
resultar, muitas vezes, em doenca renal em estagio terminal que afeta muitos jovens
adultos. Powars et al (2005) afirmam que 4 a 18 % dos pacientes com Anemia
Falciforme irdo desenvolver estagio final de doenca renal. De acordo com esses
autores, a sobrevida média desses pacientes € de quatro anos e 40 % irdo a ébito apos
20 meses a partir da dialise. Esses mesmos autores, em 1991, numa coorte de 25 anos
observaram uma idade média de 23,1 anos para o aparecimento da insuficiéncia renal
na Anemia Falciforme. Assim, aumenta o interesse pelos estagios iniciais do
envolvimento renal e o reconhecimento da clinica associada aos fatores de risco para
nefropatia, pois esta, embora despercebida na fase inicial, € uma caracteristica muito
frequente entre as muitas complicagdes cronicas que acomete estes pacientes

(HAYMANN, et al, 2010).

Diversos marcadores tém sido estudados para a indicacdo de envolvimento
renal, entre eles a creatinina, microalbumindria, proteinuria e clearence de creatinina
(LEVEY et al, 2003). A creatinina ndo € um marcador muito sensivel, pois seus
niveis séricos podem ser afetados por varios fatores como massa muscular, taxa de
filtracdo glomerular e alguns medicamentos que interferem na técnica utilizada na
dosagem. Além disso, quando os niveis de creatinina sérica se elevam, ja existe um

comprometimento renal estabelecido (MAGRO e VATTIMO, 2007).

A microalbumindria e a proteindria sdo achados comuns em pacientes com

anemia falciforme, sendo manifestacfes precoces de nefropatia. A proteindria
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comeca como microalbuminudria, que é um biomarcador de triagem simples e
sensivel de lesdo renal, sendo o primeiro marcador a se apresentar alterado na
presenca de lesdo glomerular podendo progredir para macroalbuminuria (proteindria)
quando o rim apresenta danos maiores resultantes da doenca falciforme (AYGUN et
al 2011; BECKER, 2011). Para Wesson (2002), 20 a 30 % dos pacientes com
Anemia Falciforme apresentardo proteinuria, o que é um prenuncio de doenca renal
crébnica.  Portanto, a deteccdo precoce de proteinlria € importante para
monitoramento destes pacientes, pois o inicio da intervencdo terapéutica nesta fase

pode prevenir ou pelo menos retardar os danos renais.

Estudos tém mostrado pacientes com Anemia Falciforme apresentando
microalbumindria em idade precoce e sua frequéncia sendo relacionada com idade.
Num estudo envolvendo 102 criangas com Anemia Falciforme (idade de dois a 18
anos), em Michigan (EUA), Dharnidharka et al (1998) observaram 26,5 % de
pacientes, a partir de sete anos de idade, com microalbumindria. Quando separados
por faixa etaria, esses autores observaram uma frequéncia de 46 % de
microalbumindria em pacientes entre 10 e 18 anos de idade. Datta et al (2003) em
um estudo realizado em pacientes com Hb SS e idade até 14 anos, em Wardha
(india), encontraram uma frequéncia de 19,2 % de microalbuminuria. Destes, 14,3 %
eram pacientes com menos de nove anos de idade e 33,3% estavam na faixa etaria de

9 a 14 anos.

Marsenic et al (2008), em um estudo realizado também em pacientes
homozigotos, na faixa etaria de oito meses e 19 anos na Filadélfia (EUA), além de

encontrar microalbuminuria em idade mais precoce (quatro anos de idade) notaram
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que 46 % dos pacientes apresentaram aumento de excre¢do de proteindria total sem
aumento de qualquer uma das proteinas testadas, ou seja, albumina, IgG e proteina
carreadora de retinol, sugerindo que nesses pacientes devem ser testados tanto a

microalbumindria quanto a proteinuria para a detec¢do de dano renal.

Van Beers et al, (2008) e também Marsenic (2008) mostraram que a
frequéncia de microalbuminuria ocorre independente dos indicadores de gravidade
da doenca, como o numero e frequéncia de crises de dor, historia de AVC, sequestro
esplénico e transfusdo cronica o que pode, por vezes, passar despercebida e
defendem a avaliacdo rotineira dos danos causados nos 6rgaos de pacientes com

anemia falciforme a fim de evitar o atraso na introducao de medidas terapéuticas.

A taxa de filtracdo glomerular avalia a funcéo renal e, segundo Wigfall, et al
(2000) e Becker (2011) a lesdo isquémica na medula renal pode liberar substancias
vasodilatadoras, como prostaglandinas e NO, causando um aumento da taxa de
filtracdo glomerular. A hiperfiltracdo glomerular, quando prolongada, pode resultar
em lesdo renal levando ao desenvolvimento de proteindria (WIGFALL et al 2000).
Thompson (2007), num estudo de coorte realizado em pacientes jamaicanos com
Anemia Falciforme, verificou que, ao contrario do esperado, microalbumindria
estava associada com hiperfiltracdo glomerular, aumentando a possibilidade de que

taxas elevadas de filtracdo glomerular podem contribuir para a lesdo renal.

Hiperfiltragdo glomerular tem sido observada em criangas doenga falciforme
a partir de 12 meses de idade sendo associada com a idade e apresentando aumento
da frequéncia até a segunda década de vida. A partir dai a frequéncia de

hiperfiltragdo comega a diminuir e aumenta a frequéncia de taxas de filtracdo
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glomerular diminuida (WIGFALL et al, 2000). No entanto, Haymann et al (2010),
ao estudar somente pacientes adultos com Anemia Falciforme, mostraram
hiperfiltracdo glomerular em 52% de pacientes com microalbuminuria e 40 % com
macroalbuminuria nesta populacdo e uma forte correlacdo de hiperfiltracdo com
biomarcadores de hemdlise como baixas taxas de hemoglobina, valores elevados de

bilirrubina e baixas taxas de hemoglobina F.

E proposto que a hiper-hemdlise representa um novo sub-fen6tipo da Anemia
Falciforme, sendo associada com mortalidade prematura em adultos com esta
doenca. Na anemia falciforme, a hemdlise varia entre os pacientes e sua intensidade é
modulada pela presenca de hemoglobina F (TAYLOR et al.,, 2008). A hiper-
hemolise é normalmente diagnosticada quando o aumento da anemia ocorre sem a
presenca de outras causas identificaveis de destruicdo de globulos vermelhos como,
por exemplo, o sequestro esplénico ou hepatico, sendo frequentemente acompanhada
por aumento de reticulécitos e/ou de eritroblastos no sangue periférico (BALLAS et

al, 2009).

O dano do 6rgéo relacionado a hemolise é possivelmente aumentado pela
diminuicdo de Oxido nitrico, substancia vasodilatadora que regula o tbnus da
musculatura lisa vascular (O’DRISCOLL et al, 2008; ROTHER et al, 2005;
STUART e NAGEL, 2004). Durante a hemdlise ocorre liberacdo de hemoglobina e
arginase no plasma. A hemoglobina livre se liga ao 6xido nitrico e a arginase esgota
a arginina que é o substrato usado para a produgdo de 6xido nitrico pela enzima
oxido nitrico sintase. Consequentemente, ocorre uma diminuicdo da sua

biodisponibilidade (GLADWIN, 2004), favorecendo a vasoconstriccdo e
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comprometendo, assim, a fisiologia da circulacdo sanguinea local com consequente
dano ao respectivo orgao (KATO et al, 2007; MINNECI et al, 2008; REITER et al,

2002; ROTHER et al, 2005;).

A enzima DHL é considerada um marcador util de hemolise e seus niveis
encontram-se elevados na presenca de hemdlise intravascular. Essa enzima esta
presente no citoplasma de todas as células do organismo, sendo rica nos tecidos
cardiaco, hepatico, pulmonar e renal, além do musculo esquelético e eritrocitos
(MOTA, 2009). Niveis elevados de DHL, presentes em pacientes com Anemia
Falciforme, tém atraido a atencdo de varios pesquisadores. Acredita-se que sua
elevacdo identifica pacientes com Anemia Falciforme com uma sindrome de
hemolise associada a resisténcia a vasodilatacdo dependente de O6xido nitrico,
disfuncdo endotelial e vasculopatia em varios 6rgdos (KATO et al.,, 2007). Na
Anemia Falciforme, um terco da hemolise ocorre intravascularmente, liberando
hemoglobina livre no plasma. Como na préatica rotineira, é dificil avaliar 6xido
nitrico e hemoglobina livre no plasma, a importancia da dosagem de DHL tem
aumentado e vem surgindo como um marcador Util de complicacdes relacionadas a
hemolise na doenca falciforme (KATO et al, 2007). Alguns estudos, neste sentido,
tém correlacionado os niveis de DHL com Uulceras de perna, priapismo, hipertensao
pulmonar e morte precoce (ATAGA et al, KATO et al, 2006; GLADWIN et al,
2004). Recentemente, Taylor et al, (2008) e O’ Driscoll et al, (2008) encontraram

correlagdo de DHL como sendo preditiva de maior risco de AVC.

Um estudo realizado por Kato et al (2006), envolvendo 213 pacientes com

doencgas falciformes, mostrou que os valores das isoenzimas LD1 e LD2 de DHL
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estavam acima da faixa de normalidade nesses pacientes. Essas isoenzimas sao mais
dominantes nos eritrdcitos, coracdo e rim. Por outro lado esses autores observaram
também que as isoenzimas LD3, dominantes nas células linfoides e plaquetas; LD4 e
LD5, dominantes no masculo esquelético e figado, estavam com niveis abaixo da
faixa de normalidade nestes pacientes, sugerindo que as fontes de DHL, nos
pacientes com doenca falciforme, seriam os eritrécitos, 0 masculo cardiaco e o tecido
renal. Outro achado desses autores € que, apesar do musculo cardiaco ser também
uma fonte de LD1 e LD2, ndo houve correlacdo dos valores destas isoenzimas com
marcadores clinicos para lesdo cardiaca. Em relacdo ao tecido renal, Kato et al
(2006) correlacionaram valores dessas isoenzimas com a creatinina, mas esta
varidvel ndo se apresenta como um bom sinalizador de envolvimento renal, pois
apesar de ser especifica para o comprometimento renal, diversos fatores podem
influenciar os niveis de creatinina como a massa muscular e a taxa de filtracdo
glomerular (LEVEY et al, 2003; MAGRO e VATTIMO, 2007). Como 0s pacientes
com Anemia Falciforme possuem peso, altura e indice de massa corporal mais baixos
do que a populagdo em geral (CIPOLOTTI et al, 2000; GUASCH, et al, 2006) e
muitos apresentam também elevada taxa de filtracdo glomerular, a creatinina sérica
apresenta valores abaixo do esperado e adicionalmente reduzida pela hipersecrecéo
de creatinina pelos tubulos renais (LEVEY et al, 2003). Estima-se que metade dos
pacientes com filtracdo glomerular diminuida, apresentam valores de creatinina
sérica normal, o que torna esta variavel pouco precisa, tardia e pouco sensivel como

sinalizador de leséo renal (GUASCH et al, 2006; PECOITS-FILHO, 2004).

Estudos recentes realizados por Gurkan et al (2010) em 40 pacientes com

doenca falciforme (sendo 81 % com HbSS) atendidos durante um ano no Hospital
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Bristol-Myers Squibb (EUA), mostraram correlacdo entre os niveis de DHL e
microalbumindria e entre niveis de DHL e proteindria, quando feito analise
univariada de todos os pacientes com a doenca (heterozigotos e homozigotos). Esses
autores verificaram também que os niveis de DHL encontravam-se
significativamente diferentes quando os pacientes eram separados por grupo quanto a
presenca de microalbumindria e essa diferenca foi significativamente maior quando a

analise considerou apenas os pacientes portadores de HbSS com microalbuminuria.

Gurkan et al (2010) sugerem a importancia de um estudo mais aprofundado,
abrangendo um ndmero maior de pacientes, sobre o envolvimento da DHL com lesdo
renal na doenca falciforme e que, talvez, esse indicador laboratorial simples e barato,
possa ser utilizado como um indicador de dano renal nesses pacientes.
Consequentemente, poderad favorecer a indicacdo de uma terapia mais precoce no
tratamento de insuficiéncia renal em pacientes com Anemia Falciforme, prevenindo a

evolucdo desfavoravel para essa populacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Identificar variaveis laboratoriais associadas a lesdo renal em portadores de

Anemia Falciforme.

3.2 Especificos

- Determinar a frequéncia de microalbumindria e proteindria nos pacientes

portadores de Anemia Falciforme.

- Correlacionar os niveis séricos de desidrogenase lactica com microalbumindria,

proteinuria e clearence de creatinina em portadores de Anemia Falciforme.
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4 METODOS

4.1 Local e populacéo de estudo

A pesquisa envolveu todos os pacientes com Anemia Falciforme que
compareceram ao Ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Sergipe para consultas de rotina, no periodo de outubro de
2010 a junho de 2011. Este ambulatério é o servico de referéncia para
hemoglobinopatias no estado de Sergipe e atende também pacientes procedentes de

municipios vizinhos.

4.2 Desenho do estudo

Foi utilizado um modelo de estudo transversal e analitico

4.3 Amostra populacional

Foram selecionados para o estudo todos os pacientes homozigotos para

hemoglobina S com diagndéstico confirmado por eletroforese de hemoglobina.

4.4 Coleta de dados

Os prontuarios dos pacientes foram revisados para obtencdo de dados como
eletroforese de hemoglobina, progressdo da doenca, historia de esplenectomia e

infeccdes, acidente vascular cerebral (AVC) e terapia com Hidroxiuréia.
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4.5 Critérios de inclusao e exclusao

4.5.1 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo:

- Pacientes que, no momento da realizacdo dos exames ou até quatro dias anteriores

a0 exame, estavam com crises dolorosas ou crises vaso-oclusivas.

- Pacientes heterozigotos para a hemoglobina S.

- Pacientes portadores de qualquer condigdo sistémica que pudesse resultar em
glomerulopatia ndo relatada para Anemia Falciforme, como hepatites, l0pus,

artropatias inflamatdrias ou infeccéo por virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

4.6 Selecdo de Pacientes

A amostra foi ndo aleatéria (por conveniéncia), realizada de forma
consecutiva. O estudo envolveu 134 pacientes que, apds consulta de rotina foram
encaminhados ao laboratério do Hospital Universitario para exames. Atendendo aos
critérios de inclusdo e exclusdo, foram excluidos 10 pacientes: um por ser
heterozigoto para hemoglobina S, um por ser portador de hepatopatia, um por
apresentar alteracdes nas dosagens das enzimas cardiacas e sete por ndo conseguirem

colher a urina de 24 horas adequadamente.
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4.7 Variaveis laboratoriais

Os exames laboratoriais incluiram: dosagens séricas de ureia, creatinina,
DHL, bilirrubinas totais e fragdes, hemograma completo, contagem de reticuldcitos,
verificacdo dos elementos anormais e sedimentoscopia na urina (EAS),
microalbumindria, proteindria total, clearence de creatinina (CICr) e, quando
necessario a confirmacéo do tipo de hemoglobinopatia, eletroforese de hemoglobina.
Para afastar a hipdtese de aumento de DHL por problemas hepéticos ou cardiacos,
foram realizadas, também, dosagens de aspartato-transaminase (AST) e alanina-
transaminase (ALT), gamaglutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina,

creatinokinase (CK), creatinokinase fracdo mb (CKMB).

As dosagens bioquimicas, tanto séricas quanto urinarias, foram realizadas
pela metodologia da quimica seca no Sistema Vitros 5.1 FS (Ortho Clinical
Diagnostics, Johnson & Johnson Company) (Figura 3). Esta plataforma utiliza os

seguintes tipos de testes para 0s respectivos parametros:

-ALT, CKMB e DHL.: cinética de pontos multiplos;

-Ureia, Bilirrubina total e Proteinuria total: colorimétrico;

-Bilirrubina ndo conjugada: colorimétrico de ponto final (duplo comprimento de
onda);

-GGT, Fosfatase alcalina, AST e CK total: taxa de pontos multiplos;

-Creatinina: cinético de dois pontos;

-Microalbumindria: ponto final em branco.
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Figura 3: Sistema Quimico VITROS® 5,1 FS instalado no Setor de Bioquimica do Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe.

Para as dosagens séricas foi coletada uma amostra de 4 mL de sangue em
tubo contendo gel separador, sem anticoagulante. Apos coagulagdo do sangue, o tubo

foi centrifugado durante 8 minutos em 2500 rpm para a separagdo do soro.

Segundo as especificagdes do Sistema Quimico Vitros 5.1, os valores de

referéncia utilizados para as variaveis dosadas foram:

- Ureia: 15 a 43 mg/dL

- Creatinina: 0,5 a 1,25 mg/dL

- GGT: Masculino: 15 a 73 U/L
Feminino: 12 a 43 U/L

- Fosfatase alcalina: 38 a 126 U/L

- AST: 14 a59 U/L
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-ALT:09a72 U/L

- DHL: 313 a 618 U/L

- Bilirrubina Total: 0,2 a 1,3 mg/dL

- Bilirrubina Ndo Conjugada: 0,0 a 1,1 mg/dL
- Bilirrubina Conjugada: 0,0 a 0,3 mg/dL

- CK total: 30 A 170 UI/L

- CK-MB: 0 A 15 UI/L

Todos estes valores de referéncia foram obtidos através de estudos internos
realizados pela empresa envolvendo cada uma das variaveis, validados para o

Sistema Vitros 5.1.

As dosagens de microalbuminuria, proteindria e creatinina urinaria foram
realizadas utilizando urina de 24h. Os pacientes foram instruidos quanto ao modo
correto para coleta da urina de 24h em sua residéncia e trazé-la ao laboratério no
final do procedimento. Antes de serem processadas, as urinas eram medidas e o
volume total anotado. Ap6s centrifugacdo de uma aliquota, a mesma era colocada no
Sistema Vitros 5.1 para as respectivas dosagens. O termo proteinQria refere-se a
excrecdo urinaria aumentada de albumina ou qualquer outra proteina.
Microalbumindria refere-se a apenas a excrecdo de albumina que excede a faixa
normal e que esta abaixo do valor minimo detectavel nos testes para proteina total
(LEVEY et al, 2003). De acordo com recomendacdes da American Diabetes
Association considerou-se como normoalbuminudria valores menores ou iguais a 30
mg/24h; microalbuminuria valores superiores a 30 mg/24h e inferiores a 300 mg/24h

e macroalbumindria ou albumindria clinica, valores iguais ou superiores a 300
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mg/24h. Na dosagem de proteindria total foi considerado os valores de referéncia do

Sistema Vitros 5.1 de 42 a 225 mg/24h.

No laboratorio, antes da coleta do sangue, todos os pacientes foram pesados e
medidos para o calculo da superficie corporal que foi obtida utilizando-se um
nomograma que cruza valores do peso em kg e altura em cm do paciente (Anexo B).
As determinac0es da filtracdo glomerular foram realizadas utilizando-se a formula da
depuracdo da creatinina endégena na urina de 24h, cujas variaveis sdo: creatinina
sérica, creatinina urindria e volume urinario. O resultado foi ajustado para a

superficie corporal do paciente.

Férmula para calculo da CICr:
CrCl=CrUrinx VM x 1,73
Cr Sér. S
Onde: CrCI= Clearence de Creatinina
Cr Urin= Creatinina urinaria em mg/dL
Cr Sér= Creatinina sérica em mg/dL
VM= Volume urinario por minuto

S= Superficie corporal do paciente

De acordo com National Kidney Foundation, foram considerados como
valores de referéncia para o CICr:
Mulheres: 88 a 128 mL/min/1,73m?
Homens: 97 a 137 mL/min/1,73m?

Criancas: 70 a 140 mL/min/1,73 m?
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Os pacientes foram instruidos também a separar, em um frasco coletor
préprio, uma amostra da primeira urina da manhd do exame para a realizacdo do
EAS. No laboratorio essas amostras foram analisadas quanto a presenca de
elementos anormais como proteinas, substancias redutoras, corpos ceténicos,
hemoglobina, bilirrubinas, leucocitos, pH e densidade urinaria através de tiras
reativas. Logo ap6s, uma aliquota de 10 mL foi centrifugada a 3500 rpm por cinco
minutos, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento analisado, depositando-se uma
gota bem homogeneizada sobre uma lamina de microscopia e cobrindo com laminula
para a verificacdo da presenca ou ndo de leucdcitos e eritrocitos. Definiu-se como
hematiria a presenca de cinco ou mais eritrocitos por campo, numa média de dez
campos examinados em um aumento de 400x (BASTOS et al, 1998) e, como
leucocitdria, a presenca de dez leucocitos ou mais por campo, numa média também

de dez campos examinados em um aumento de 400x (SBN, 2012).

Para a realizacdo do hemograma, contagem de reticuldcitos e eletroforese de
hemoglobina foram coletados 4 mL de sangue em tubo contendo anticoagulante
EDTA. O hemograma foi realizado no contador de células, totalmente automatizado,
Cell-Dyn Ruby -Abbott Diagnostics (Figura 4). Para contagem de reticulécitos,
colocou-se uma gota do corante azul de cresil brilhante em uma gota de sangue e
incubado a 37°C por 20 min. Apos a incubacdo fez-se um esfregaco com 10 pL da
mistura e, ap6s secagem, realizou-se a contagem de reticulocitos em dez campos,
comparando-os com 0 numero de eritrocitos. Considerou-se como valores de

referéncia a percentagem de reticulécitos entre 0,5 a 1,5 %.
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Figura 4: Cell-Dyn RUBY (Abbott Diagnostics) instalado no Setor de Hematologia do Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe

O diagnostico de Anemia Falciforme foi baseado na eletroforese de
hemoglobina realizada ap6s a primeira consulta e constava nos prontuérios dos
pacientes. Nos casos de duvidas ou auséncia desta informacdo, novo exame era
realizado para confirmagdo. A técnica consiste na focalizagdo isoelétrica em gel de
agarose, realizado no aparelho da General Electric: Electrophoresis Power supply —
EPS 3501 XL, cuba eletroforética Multiphor I, scaneado pelo Scan Marker i900

Microtek — Perkin Elmer.
4.8 Consideracdes éticas

O projeto da pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para

pesquisa com seres humanos da UFS e aprovado em 05 de outubro de 2010, sob o
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numero CAAE - 4915.0.000.107-10 (Anexo A). Todos o0s pacientes ou seus
responsaveis foram esclarecidos quanto a meta e a natureza da pesquisa e assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de acordo com a Resolucao n° 196,

de 10 de outubro de 1996/CONEP (Apéndice A).

4.9 Analise estatistica

Os dados foram coletados em formulério préprio e o banco de dados inseridos
no Excel. As varidveis numéricas foram descritas como media e desvio padrdo (DP)
ou mediana, incluindo minima e maxima, para resumir os dados. Analise
exploratoria dos dados foi realizada para investigar a distribuicdo e a relagdo entre as

variaveis.

Foram utilizados os testes qui quadrado para correlacdo entre variaveis
categoricas, teste t de Student para comparacdo entre dois grupos e correlacdo de
Pearson. A analise de regressdo linear multipla, com selecdo de variaveis pelo
método "stepwise™ por um lado e backward por outro, foi utilizada para obter um
modelo parcimonioso que permitisse avaliar a correlacdo entre DHL e as variaveis
independentes. Analisaram-se 0s pressupostos do modelo, nomeadamente o da
distribuicdo normal, homogeneidade e independéncia dos erros além de diagnostico
de multicolinearidade. Considerou-se o intervalo de confianca de 95% para aceitacéo

de diferencas nos testes estatisticos e uma probabilidade de erro tipo I (¢=0,05).

Todas as analises foram efetuadas com o SPSS (v. 17; SPSS inc. Chicago).
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5 RESULTADOS

A amostra consistiu de 124 pacientes com Hb SS, com idade minima de dois
e méxima de 32 anos, sendo a maioria do sexo masculino. Observou-se que a maior
parte dos pacientes submeteu-se a colecistectomia, tiveram AVC, Uulceras de
membros inferiores e necrose asséptica. A hematdria foi pouco comum, estando
presente em 4,8 % e foi observada que 17,7 % dos pacientes estavam em terapia com

hidroxiuréia (Tabela 1).

Tabela 1- Caracterizacdo da amostra segundo dados demograficos e condigdes
clinicas de pacientes com Anemia Falciforme atendidos no Ambulatério do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Sergipe.

VARIAVEIS N (%)
Idade (anos) 13,3+6,4
Sexo M 70 56,5
F 54 43,5
Complicagdes/medicacao:
Necrose asséptica 09 7,2
Ulceras de MI 10 8,0
AVC 14 11,2
Esplenectomia 10 8,0
Colecistectomia 26 21,0
Célculos de vias biliares 07 5,6
Hematuria 06 4,8
Uso de hidroxiuréia 22 17,7

MI: Membros inferiores; AVC: Acidente VVascular Cerebral

As caracteristicas laboratoriais s&0 mostradas na tabela 2. Nenhum paciente
apresentou concentragdes sericas de uréia e creatinina elevadas. Observou-se que, 0S
niveis séricos de uréia estavam abaixo da faixa de normalidade em 50% dos

pacientes e a maioria deles (100/124) também mostrou-se com niveis séricos de
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creatinina abaixo da faixa de normalidade para idade e sexo. Os niveis séricos de
bilirrubina apresentaram-se elevados pelo aumento dos niveis de bilirrubina indireta
e reticulocitose estava presente na maioria (97,3 %) dos individuos. A média das
concentracdes séricas de hemoglobina total mostrou-se abaixo dos valores de
referéncia e a média dos niveis séricos de DHL apresentou-se bastante elevada com

uma variabilidade acentuada entre o0s pacientes.

Tabela 2- Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com Anemia Falciforme
atendidos no Ambulatério do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Sergipe.

) , INTERVALO

VARIAVEIS MEDIA + DP INTERVALO NORMAL
Uréia (mg/dL) 144 +4.4 5a25 15a43
Creatinina (mg/dL) 0,36 +0,1 0,1a0,7 0,5a1,25
Bili total (mg/dL) 4,45 + 3,0 1,3220,0 0,2a1,3
Reticuldcitos (%) 6,22 + 3,19 09a17,1 05a15
Hb (g/dL) 8,1+1,2 547 a12,2 11,1a16,0
DHL (U/L) 1464 + 658,2 476 a 3723 313 a 618
AST (U/L) 55,8+21,6 122128 14 a 59
ALT (U/L) 32,69+114 16a70 09a72
Plaquetas (x 103) 405,9 + 124,9 132 a 955 150 a 450

AST: Aspartato transaminase; AL: Alanina transaminase; H: Hemoglobina; DHL: Dehidrogenase
lactica; Bili total: Bilirrubina total

A albumindria estava presente em 26/124 pacientes. O paciente mais jovem a
apresentar microalbumindria tinha dez anos de idade e 25 % dos pacientes com
microalbumindria tinham até 15,3 anos de idade (Tabela 3). A frequéncia de
microalbumindria foi de 19,4 % (24/124) com IC 95 % de 12,9 a 26,6.

Macroalbuminduria foi observada em dois dos 26 pacientes com albumindria.
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pacientes com Anemia Falciforme com microalbumindria de

acordo com a idade atendidos no Ambulatério do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Sergipe

% Idade
5 10
10 10,5
25 15,3

50 19
75 22
90 27,5

95 31

A frequéncia da
na faixa etaria de cinco

aumentando para 20 %

microalbumindria aumentou com a idade (p< 0,02). Assim,
a 10 anos, a frequéncia da microalbumindria foi de 7,1 %

na faixa etaria de 10 a 20 anos. Apds os 20 anos de idade,

64,3 % dos pacientes apresentaram microalbumindria (Figura 5).

70 7
60
50 +
40
30 1
20
10 A

Percentual (%)

Frequéncia de microalbumindria

0as 5a 10 10a 20 >20
Faixa etaria (anos)

Figura 5- Distribuicdo da frequéncia da microalbumindria nos pacientes com Anemia Falciforme
atendidos no Ambulatério do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe, de acordo

com a faixa etaria.
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A frequéncia de proteindria total (alouminuaria + outras proteinas) foi de 18,5
% (23/124) com IC 95 % de 11,3 a 26,6. Observou-se que 11,2 % (11/98) dos
pacientes com elevacdo de proteindria total ndo apresentaram elevacdo de
microalbumindria. A média de idade destes pacientes foi de 15,4 anos com minima
de nove anos e maxima de 26 anos. Dos pacientes em uso de hidroxiuréia, 45,4 %

(10/22) apresentaram elevacdo de microalbuminuria e/ou proteinuria.

Para avaliar o comportamento das variaveis em relacdo a presenca ou nédo de
microalbumindria, os pacientes foram separados em grupos: um grupo formado pelos
pacientes que apresentaram elevacdo nos niveis de microalbuminuria e outro
formado pelos pacientes sem elevacdo de microalbumindria. Do mesmo modo
procedeu-se em relacdo a proteindria total. A média de idade foi superior nos
pacientes com microalbuminuria (p < 0,0001), com diferenca média de 7,2 + 1,3
anos, com IC 95 % de 4,6 a 9,8. A média de idade também foi superior nos pacientes
com proteinaria. N&o houve diferenca significativa na frequéncia de
microalbumindria entre os sexos masculino e feminino (p=0,10). Quanto a
proteindria total, a frequéncia entre os sexos também ndo alcancou diferenca
significativa (p = 0,65).

Em relacdo a média dos niveis séricos de DHL, ndo houve diferenca
significativa nos pacientes com ou sem microalbumindria ou com ou sem proteindria
total. Pacientes com elevacgdo nos niveis de microalbuminudria ou proteindria também
ndo apresentaram diferenga significativa quanto & meédia dos valores do CICr, em
relacdo aqueles sem elevacdo da microalbumindria (p=0,82) e sem proteinuria total

(p=0,24). O mesmo acontecendo com a média dos niveis de hemoglobina que
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também ndo apresentaram diferenca significativa nos dois grupos de pacientes

(Tabela 4).

Tabela 4- Comparacdo entre varidveis demogréaficas e bioguimicas dos pacientes
com Anemia Falciforme com e sem microalbumindria e proteindria atendidos no
Ambulatoério do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe.
Com Malb  Sem Malb Com Prot Sem Prot
VARIAVEIS  (n=24) (n=98%) P (n=23) (n=101) P

Idade (anos) 190 + 58 11,8 +5,7 <0,0001 175+51 123+5,1 <0,0001

Sexol (%) M 10(41,7)  59(60,2) 01  12,0(52,2) 58(57,4) 0,65
F 14(583)  39(398) 11,0 (47,8) 43 (42,6)

DHL (U/L) 1379,8 + 1446,0 + 0,64 1615 + 1429,7 + 0,22
646,6 614 812,9 620,8

CICr
(mL/24h/1,73) 164,9+61,2 1620+519 082 1759+614 1612+523 0,24

Hb (g/dL) 8,7+1,8 8,0+1,0 0,06 8,7+ 1,6 8,0+1,1 0,058

1 Teste qui-quadrado. Demais: Teste t de Student CICr: Clearence de Creatinina; Hb: Hemoglobina;
DHL: Desidrogenase lactica ; Malb: microalbuminuria ; Prot: Proteindria; *N&o foram incluidos 2
pacientes que estavam com macroalbumindria

Uma grande proporcao dos pacientes apresentou hiperfiltracdo glomerular. A
taxa de filtracdo glomerular estava elevada em 63,7 % (79/124), média de 194,47 +
42,78 mL/24h/1,73m?, minima 140,0 e maxima 353,0 mL/24h/1,73m?, e reduzida em
5,6 % (07/124) dos pacientes, média 81,04 + 6,0 mL/24h/1,73m2, minima 73

mL/24h/1,73m2 e maxima 88,0 mL/24h/1,73m?2 (Figura 6).
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Filtracao Glomerular

Reduzido(5,6%)

Figura 6- Frequéncia da filtracdo glomerular nos pacientes com Anemia Falciforme
atendidos no Ambulatério do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe.

Observou-se que a hiperfiltracdo glomerular comecou precocemente. A figura
7 mostra que a ocorréncia da hiperfiltracdo aumenta com a idade e, sua frequéncia
comeca a diminuir apds a segunda decada de vida, periodo em que aumenta a

ocorréncia de TFG reduzida.
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Figura 7- Distribuicdo da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) entre 0s grupos etéarios dos
pacientes com Anemia Falciforme atendidos no Ambulatdrio do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Sergipe.
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A hiperfiltracdo estava presente em 70,8 % (17/24) dos pacientes com
microalbumindria e em 73,9 % (17/23) dos pacientes com proteinuria total. Porém a
maior frequéncia de hiperfiltracdo ocorreu em pacientes sem microalbuminuria ou

proteindria total (Figura 8).
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Figura8- Distribuicdo dos pacientes com Anemia Falciforme atendidos no Ambulatdrio do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe de acordo com Taxa Filtragdo
Glomerular (TFG) e a presenca ou ndo de microalbumindria (Malb) e proteindria total
(Prot. Total). Normoalb: Normoalbumindria

Procedeu-se uma andlise de correlacdo entre os varios marcadores de lesdo
renal e diversass variaveis laboratoriais que mostrou correlacdo significativa positiva
entre os niveis de DHL com Proteindria, microalbumindria, reticuldcitos, AST,
leucdcitos, bilirrubinas total e indireta e correlagdo negativa com niveis de
hemoglobina. A microalbuminuria ndo se correlacionou com a hemoglobina e nem

com reticuldcitos (Tabela 5).
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Tabela 5: Correlagdo entre os marcadores de lesdo renal e as variaveis laboratoriais
em pacientes com Anemia Falciforme atendidos no Ambulatério do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Sergipe.

Variaveis r p
DHL x Prot 0,327 0,00002
DHL x Malb 0,294 0,001
DHL x Hemoglobina -0,441 < 0,0001
DHL x Reticulocitos 0,289 0,02
DHL x CICr 0,175 0,052
DHL x Bili total 0,387 < 0,0001
DHL x Bili indireta 0,395 < 0,0001
DHL x AST 0,730 <0,0001
DHL x ALT 0,144 0,110
DHL x Leucdcitos 0,390 < 0,0001
Malb x CICr 0,198 0,027
Malb x Prot 0,852 < 0,0001
Malb x Reticuldcitos 0,048 0,612
Malb x Hemoglobina 0,049 0,597
Prot x CICr 0,196 0,029
Prot x idade 0,367 < 0,0001
CICr x Creat -0,408 < 0,0001

Correlacdo de Pearson.  DHL: Desidrogenase lactica; Prot: proteindria;
Malb: microalbumindria; CICr: clearence de creatinina; Bili: bilirrubina;
Creat: creatinina; AST: Aspartato transaminase; ALT: Alanina transaminase

Para saber quais varidveis estariam relacionadas de modo independente com
DHL, utilizou-se 0 modelo de regressao linear multipla. Foram incluidas as variaveis
independentes: idade, microalbumindria, hemoglobina, reticuldcitos e CICr.

Observou-se que a DHL esta associada positivamente, de forma independente, com
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microalbumindria, mas também esta associada com reticulécitos e negativamente
com os niveis de hemoglobina. O coeficiente de regressao ajustado foi de 0,310
indicando que hemoglobina, reticulécitos e microalbuminuria explicam 31 % da

variabilidade da DHL.

Tabela 6: Regressdo linear maltipla ilustrando as variaveis associadas
independentemente a DHL dos pacientes com Anemia Falciforme atendidos no
Ambulatoério do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe.

Variaveis B Erro padrdo 3 padronizado p
Intercepto 2987,9 366,9 - <0,0001
Hemoglobina -227,4 40,8 -0,448 <0,0001
Microalbumindria 1,74 0,56 0,248 0,002
Reticuldcitos 445 17,5 0,205 0,01

Regressdo linear maltipla. R? ajustado: 0,310. Varidvel dependente: DHL. Varidveis independentes
incluidas: idade, clearence de creatinina, hemoglobina, microalbumindria e reticulécitos.

0,87

0,67

Sensibilidade

0,4

0,27

I I
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - especificidade

GRAFICO 1- Curva ROC mostrando a sensibilidade e a especificidade para discriminar
microalbumindria a partir dos diversos pontos de corte da DHL
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Realizou-se também wuma andlise da associacdo da presenca da
microalbumindria com os niveis de DHL, através da curva ROC que mostrou uma
area sob a curva de 0,545 + 0,066 com IC 0,415 a 0,675 e p = 0,49. Isto &, ndo existe
um ponto de corte para a DHL que discrimine, de forma significativa, a presenca de

microalbumindria.
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6 DISCUSSAO

Estudos mostraram que complicagdes renais sdo mais comuns e ocorrem em
idade mais precoce em pacientes com doenga falciforme do que na populagdo normal
(POWARS et al,1991; WESSON et al, 2002). As frequéncias de microalbuminuria e
de proteinuria observadas na amostra estudada estdo de acordo com o0s resultados de
outros autores que relataram frequéncia de microalbumindria variando de 18 a 28 %
numa populacdo de até 20 anos, (ALVAREZ et al, 2008; DATTA et al; 2003;

MCKIE, et al, 2007; MARSENIC et al, 2008).

A presenca de microalbumindria na populacdo jovem com Anemia
Falciforme pode preceder o desenvolvimento de macroalbumindria (proteindria) em
adultos (DHARNIDHARKA et al, 1998; WIGFALL et al, 2000) e, neste estudo a
microalbumindria foi observada em pacientes a partir de 10 anos de idade. Esta
precocidade na ocorréncia da microalbuminuria foi observada também por Alvarez et
al, (2008), Dharnidharka et al, (1998), Datta et al, (2003) e Marsenic et al, (2008).
Semelhantemente aos relatos desses autores, este estudo mostrou que o aumento de
idade apresentou-se como fator importante para ocorréncia de microalbumindria e
proteindria, uma vez que a frequéncia destes biomarcadores aumentou com a idade.
Os estudos de Datta et al (2003) mostraram que, dos pacientes com
microalbumindria, 14,3 % tinham menos de 9 anos e esta frequéncia subia para 33,3
% nos pacientes acima de 9 anos de idade. Essa relagdo com a idade também foi
observada por Wigfall et al (2000) que mostraram o desenvolvimento de
microalbumindria em criangas ainda mais jovens, a partir de 4 a 7 anos, e que se

desenvolveu em mais de 10 % dos pacientes adolescentes. Do mesmo modo,
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resultados sugerindo uma maior frequéncia da microalbuminiria com o avancar da
idade, foram observados por Guasch et al (2006) num estudo envolvendo 184
pacientes somente adultos com HbSS (média de idade de 32 anos). Esses autores
mostraram 42 % de pacientes com microalbumindria e 26 % com macroalbumindria
(proteinaria). Dos pacientes com proteinuria, 20 % estavam na faixa etaria de 18 a 30

anos e a frequéncia aumentava para 40 % nos pacientes acima de 40 anos de idade.

A ocorréncia de 11,2 % de pacientes apresentando proteinuria total elevada
sem alteracdo de microalbuminuria pode indicar que outros tipos de proteinas sejam
responsaveis por esta elevacao. Isto sugere que pode estar havendo proteindria de
origem ndo glomerular e a lesdo renal ndo teria sido identificada se somente
microalbumindria tivesse sido testada. Resultados semelhantes também foram
observados por Alvarez et al (2006), num estudo realizado com 120 pacientes com
doenca falciforme. Esses autores verificaram uma proporc¢édo de 14,6 % de pacientes
com elevagdo de P?microglobulina, que é uma proteina de origem tubular, sem
elevacdo da albuminuria. Do mesmo modo, Marsenic et al (2008) encontraram 41 %
de pacientes com proteinuria e, destes, 61,5 % tinham proteindria elevada sem
aumento de microalbumindria. Nesse estudo, além da albumindria, foi verificada
também a excrecdo de 1gG e proteina carreadora de retinol, que é um marcador de
disfuncdo tubular proximal. Esses autores observaram que 16 % dos pacientes com
excrecdo elevada de proteina carreadora de retinol ndo apresentaram aumento de
albumindria e 46 % dos pacientes com excrecdo elevada de proteinuria total ndo

apresentaram elevagdo de nenhuma das proteinas testadas.
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A patogénese da nefropatia falciforme é complexa e ainda ndo é bem
entendida. Relatos em adultos com Anemia Falciforme mostram que o
desenvolvimento de proteinuria pode progredir para IRC (POWARS et al, 1991), no
entanto, nem todos os pacientes irdo desenvolver proteiniria e ndo se sabe quais
pacientes com Anemia Falciforme irdo progredir para IRC. Portanto, € importante a
monitorizacdo dos biomarcadores de lesdo renal desde a infancia para identificar
criancas portadoras de HbSS com potencial de risco futuro de IRC. No presente
estudo ndo foram realizadas dosagens de outras proteinas na urina, além da
albumindria, por ndo ser o foco da pesquisa, mas os dados encontrados ampliam 0s
resultados de Alvarez et al (2006) e Marsenic et al (2008) e sugerem a necessidade
de um estudo mais abrangente sobre a ocorréncia de proteindria de origem néo
glomerular nesses pacientes, principalmente se for considerada a idade precoce (hove
anos) em que ocorreu a proteindria sem microalbuminaria. Além disso, ressalta a
necessidade de dosagens de rotina de proteindria total nos pacientes com Anemia
Falciforme para assegurar a identificacdo de lesdo renal precoce naqueles individuos
cuja microalbumindria continua na faixa de normalidade. Por outro lado, por ser este
um estudo transversal e considerando que tanto a microalbumindria e proteindria
podem sofrer variacGes individuais entre um periodo e outro de coleta, ndo é possivel
afirmar se a proteinuria elevada é persistente ou transitoria, devendo os dados serem

interpretados com cautela.

Os dados deste estudo documentam uma grande proporcdo de pacientes
apresentando taxa de filtracdo glomerular elevada que se inicia em idade precoce. A
medida do ritmo de filtracdo glomerular é a prova laboratorial mais utilizada na

avaliacdo da funcéo renal e taxa e filtracdo glomerular elevada € uma das primeiras
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manifestaces de nefropatia falciforme estando associada, provavelmente, com
hemolise cronica (HAYMANN et al, 2010). No presente estudo, a frequéncia de
hiperfiltracdo aumentou com a idade e mostrou maior frequéncia no inicio da
segunda década de vida. Apds esse periodo a ocorréncia de hiperfiltracdo comecou a
declinar e aumentou a frequéncia de taxa de filtracdo glomerular diminuida (Figura
7). Resultados semelhantes foram obtidos por Wigfall et al, (2000) e Aygun et al,
(2011) e esta reducéo da taxa de filtracdo glomerular apds a segunda década de vida
provavelmente reflete piora da funcdo filtrativa renal, apesar de alguns valores da
taxa de filtracdo glomerular, no presente estudo, ainda estarem na faixa normal ou
ainda ligeiramente elevada nesta faixa etaria. A baixa frequéncia de taxa de filtracdo
glomerular diminuida se deve a faixa etaria da populacdo ser de criancas e jovens

adultos.

Os niveis de CICr se correlacionaram com a microalbumindria e a
proteindria. Como mostrado por Haymann et al (2010), foi observado uma alta
propor¢cdo de pacientes com microalbumindria apresentando hiperfiltracdo
glomerular, aumentando a possibilidade de que hiperfiltracdo pode levar a leséo
glomerular e com o tempo resultar em proteinaria. O acompanhamento destes
pacientes seria importante para verificar se ocorrera queda da funcdo renal nestes

individuos e se estes constituem grupo de risco para IRC.

Os pacientes deste estudo apresentaram niveis de creatinina abaixo da faixa
de normalidade. Os maiores influenciadores dos niveis de creatinina séo IMC e taxa
de filtragdo glomerular. Como os pacientes com Anemia Falciforme possuem baixo

peso corporal e muitos apresentam hiperfiltracdo glomerular, os valores de creatinina
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sdo mais baixos que o esperado e adicionalmente reduzidos pela hipersecrecéo
tubular de creatinina (BALLAS et al 2009), embora alguns pacientes com IMC
normal também possuiam creatinina sérica abaixo da faixa de normalidade.
Thompson et al (2007) relataram dados semelhantes e sugerem valores de referéncia
menores para creatinina em pacientes com Anemia Falciforme, o que permitiria o

reconhecimento de insuficiéncia renal mais precocemente.

Pacientes com Anemia Falciforme tém anemia hemolitica e, como esperado,
neste estudo, os pacientes deste estudo apresentaram valores de hemoglobina abaixo
da faixa de normalidade e alta percentagem de reticuldcitos (Tabela 2). Alguns
autores como Becton et al (2010), Gurkan et al (2010) e Wigfall et al (2000) tém
observado niveis de hemoglobina significativamente menores em pacientes com
microalbumindria. Na amostra estudada, a média dos valores de hemoglobina foi
menor para os pacientes sem microalbumindria e sem proteindria total, porém esta

diferenca ndo alcancou significancia estatistica.

A maioria dos pacientes (95 %) apresentou niveis séricos de DHL elevados,
com uma variabilidade acentuada entre os individuos. A DHL é um marcador de
hemolise, que € um mecanismo apontado como responsavel por complicagdes em
varios 6rgdos na Anemia Falciforme, inclusive complicagdes renais, em razdo do
aumento do fluxo sanguineo renal, vaso-oclusdo e consequente disfuncdo do d6rgao
envolvido (STYPULKOWSKI, 2010), sendo citada por alguns autores como possivel

indicador de leséo renal nesses pacientes (GURKAN et al, 2010).

Para responder a pergunta de quais marcadores de lesdo renal estariam

associados com a DHL, a analise de correlagdo entre os varios marcadores de lesao
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renal e de hemdlise com essa varidvel laboratorial mostrou correlacdo, embora
moderada, entre os niveis de DHL e microalbumindria e proteindria. No entanto, a
analise univariada mostrou também que a DHL se correlacionou com marcadores de
hemolise. Para saber quais variaveis estariam associadas de modo independente com
a DHL, o modelo de regresséo linear maltipla mostrou uma associacéo significativa
entre os niveis de DHL e microalbuminuria, mas mostrou também uma associacéo
negativa com os niveis de hemoglobina, por conta da destrui¢do dos eritrocitos. Isto
também fica evidente pela associacdo positiva com reticuldcitos e correlacdo com
AST, refletindo a associacdo com mecanismos de hemolise. Além disso,
diferentemente do estudo realizado por Gurkan et al (2010), quando comparado por
grupo de pacientes com e sem microalbumindria ou com e sem proteindria total, a

diferenca entre os niveis de DHL nao alcancou significancia.

A origem da DHL é muito variada, pois, além dos eritrocitos e tecido renal,
esta enzima pode ser produzida por varios outros tecidos. A evolucdo da Anemia
Falciforme é marcada por um amplo espectro de complicac@es clinicas que atingem a
maioria dos orgdos e aparelhos (CANCADO, 2007; KATO et al, 2007; ZAGO et al,
2007). Deste modo, lesGes em qualquer um dos 6rgaos e tecidos que sejam fontes de
DHL, provocam elevacdes séricas significantes dessa enzima (MOTA, 2009),
podendo, portanto, ser também responsaveis pelas alteracées nos niveis de DHL nos
pacientes com Anemia Falciforme. A associacdo desta enzima, no presente estudo,
com marcadores que indicam gravidade hemolitica, sugere que a hemolise
intravascular é a fonte dominante para os niveis elevados de DHL encontrados nos
pacientes estudados. Esta afirmacdo é reforcada pela correlagdo de DHL com AST e

a ndo correlagdo com ALT, pois a AST encontra-se em maior concentragdo nas
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células vermelhas do sangue do que a ALT (MOTA, 2009), sendo também liberada
durante a hemolise.  Além disso, a andlise da associagdo da presenca da
microalbumindria com a DHL mostrou que niveis de DHL ndo sdo capazes de
discriminar de forma significativa a presenca de microalbumindria. Assim, nédo é
possivel afirmar que alteragdes nos niveis de DHL séo indicativas de lesdo renal

nestes pacientes.

Estudos realizados por O’Driscoll et al (2008) e Aygun et al (2011),
diferentemente de Gurkan et al (2010), ndo encontraram correlacdo entre
microalbumindria e DHL. Os resultados do presente estudo sugerem que os relatos
mostrados por Gurkan et al (2010) foram prejudicados pelo nimero pequeno de
pacientes estudado (40 pacientes com trés tipos de doenca falciforme: HbSS, HbSC,
HbSP). Este estudo envolveu um nimero maior de individuos e todos com HbSS,
que vem a ser a forma mais grave da doenca e, consequentemente, apresentam
valores diferentes e mais graves para 0s varios biomarcadores laboratoriais. No

entanto, estudos longitudinais talvez revelem resultados diferentes.
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7 CONCLUSAO

O estudo confirma a ocorréncia precoce de microalbumindria, proteindria e
hiperfiltracdo glomerular relatada para a populacdo com Anemia Falciforme. O
estudo mostrou também que outros tipos de proteinas podem ser responsaveis pela
proteinuria nestes pacientes ao revelar a ocorréncia de proteinUria sem elevacdo de

albumindria.

Conclui-se que a DHL se correlacionou com microalbuminuria, mas também
se correlacionou com marcadores de hemolise. Além disso, niveis de DHL
apresentaram uma Vvariabilidade acentuada de modo independente da
microalbumindria e ndo foram capazes de discriminar os pacientes com ou sem
microalbumindria, sugerindo que a associacdo com lesdo renal ndo é especifica, uma

vez que houve associacdo com marcadores de hemdlise.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Sugere-se acompanhamento em longo prazo de pacientes com Anemia
Falciforme que apresentem concomitantemente microalbumindria/proteindria com
hiperfiltragdo para verificar se haverd queda na funcao renal neste grupo especifico
de pacientes e mais estudos sobre a ocorréncia de proteiniria de origem nao

glomerular na populagédo com Anemia Falciforme.

Ha necessidade também de mais estudos, incluindo estudos longitudinais,
envolvendo a enzima DHL e marcadores de lesdo renal que, talvez, apresentem
resultados diferentes para a DHL, pois a identificacdo de novos biomarcadores de
lesdo renal é importante para o desenvolvimento de um modelo preciso de nefropatia
falciforme com o objetivo de identificar precocemente as lesdes subclinicas e 0s
pacientes em risco para doenca renal cronica. Isto possibilitaria a introducdo de

tratamentos mais especificos para impedir ou retardar a progressédo para IRC.
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ABSTRACT

Sickle cell anemia is the most common disorder of genetic hemoglobin around the
world, characterized by the presence of abnormal hemoglobin S. The phenomena of
vaso-occlusion and anemia characteristics cause tissue damage leading to organ
damage, including the kidneys. The various types of renal abnormalities occur
primarily in the renal medulla. Clinical manifestations of sickle cell nephropathy
start early, often before one year of age with glomerular hyperfiltration,
hyposthenuria, distal renal tubular acidosis and, over time, increase in albuminuria.
The lactate dehydrogenase (LDH) is considered an useful marker of hemolysis and
its levels are very high in the presence of intravascular hemolysis, as indicated by
some authors as associated with various complications related to hemolysis,
including renal complications. In order to identify laboratory variables associated
with renal injury in patients with sickle cell anemia, an across-sectional study was
conducted in children, teenagers and young adults treated in the hematology ward of
the HU-UFS, from October 2010 to June 2011. Laboratory tests were performed in
124 patients with sickle cell anemia, mean age 13.3 + 6.4 years (2-32 years), 56.5 %
were male. There was a frequency of microalbuminuria and proteinuria of 19.4 %
and 18.5%, respectively. The frequency of glomerular hyperfiltration was 63.7 %.
Elevation of LDH occurred in 95 % of patients and correlated positively with
microalbuminuria, with percentages of reticulocytes and inversely with average rates
of hemoglobin. Although univariate analysis revealed a significant positive
correlation between the levels of LDH and microalbuminuria, these values were not
significantly different between patients with or without microalbuminuria, suggesting
that the association with renal injury is not specific, since it was also associated with
markers of hemolysis. It is concluded that, levels of LDH present variability
independently of microalbuminuria, because LDH levels were notable to distinguish
patients with and without microalbuminuria.

Key-words: Albuminuria; lactate dehydrogenase; sickle cell anemia.
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INTRODUCTION

Sickle cell anemia (SCA) is a serious disease that affects millions of people
around the world and it is resulted from a genetic disorder of hemoglobin. In the
U.S., SCA occurs in one in every 400 births in the African origin population and one
from 1000 to 1400 births of Hispanic origin (GUASCH et al, 2006; WHO, 2011). In
this country, about one from every 12 people of African descent carries the allele of
SCA (WHO, 2011). SCA is characterized by the substitution of glutamic acid for
valine at position six of the hemoglobin beta chain, resulting in abnormal
hemoglobin S (HbS), which, in conditions of hypoxia, polymerizes within the red
cells, giving the man elongated form similar to a sickle (BALLAS et al, 2009;
PRABHAKAR et al, 2010).

Recent years have seen an improvement in care for patients with SCA,
improving their survival, but, unfortunately, it is noticed an increase in long-term
complications, such as the incidence of nephropathy and other renal lesions that often
lead to chronic renal failure (CRF) and may lead to end-stage renal disease
(POWARS et al, 1991; WESSON, 2002). Clinical and pathological data indicate that
intravascular sickling occurs more easily in the kidneys than in any other organ,
because the renal medulla has all the necessary conditions for the deoxygenation of
erythrocytes containing HbS, which occurs more easily (BECTON et al, 2010). The
first sign of renal damage still occurs early in life with a defect in urinary
concentration, which can result in polyuria, nocturnal enuresis and dehydration. In
some cases, the disease can progress to CRF and result in end-stage renal disease
(BECTON et al, 2010; PLATT et al, 1994). Powars et al (2005) argue that four to 18
% of patients with SCA will develop end-stage renal disease. According to these
authors, the median survival of these patients is four years and 40% will die after 20

months of dialysis.

In consequence of it, there is an increasing concern with nephropathy
associated with SCA and also an increasing interest in the early stages and in
recognition of the associated clinical risk factors for nephropathy. The most studied
markers of renal damage are microalbuminuria, proteinuria, and glomerular filtration
rate (GFR). Proteinuria begins as microalbuminuria, which is an important marker of

pre-clinical lesion, because it is the first marker to present altered in the presence of
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glomerular injury, and may progress to macroalbuminuria (proteinuria), when the
kidney has major damage resulting from sickle cell disease (AYGUN et al 2011,
BECKER, 2011).

The GFR evaluates renal function and ischemic injury in the renal medulla
may release vasodilating substances, such as prostaglandins and nitric oxide (NO),
causing an increase in GFR that, when prolonged, can result in kidney damage,
leading to the development of proteinuria (WIGFALL et al, 2000; BECKER, 2011).
Elevated GFR has been observed in children from 12 months of age, being

associated with age, with increased frequency until the second decade of life.

It is proposed that the hyper-hemolysis represents a new sub-phenotype of
SCA and is associated with premature mortality in adults with this disease. In SCA,
hemolysis varies among patients and their intensity is modulated by the presence of
HbF (TAYLOR et al., 2008). The hyper-hemolysis is associated with decreased
bioavailability of NO, which promotes vasoconstriction, impairment of blood
circulation and consequent local damage to the respective organ. The lactic
dehydrogenase (LDH) is considered an useful marker of hemolysis and its levels are
found very high in the presence of intravascular hemolysis. As one third of the SCA
hemolysis occurs intravascularly, studies have shown that LDH can be an useful
marker of complications related to hemolysis in sickle cell disease, including renal
(ATAGA et al, 2006; GURKAN, et al, 2010; KATO, et al,2007).

The objective of this study was to identify laboratory variable associated to
renal injury in patients with SCA and to correlate serum levels of LDH with markers
of injury in nephropathy in patients with sickle cell disease.

METHODS

The sample was not random, held consecutively. The cross-sectional study
involved 134 patients with SCA, who attended the outpatient clinic of the University
Hospital of Federal University of Sergipe, for routine visits during the period of
October 2010 to June 2011. This hospital is the referral center for

hemoglobinopathies in Sergipe state, and also attends patients coming from
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neighboring cities. The research project was submitted and approved to the Ethics
and Human Research Committee at the Federal University of Sergipe, and all
patients or their guardians signed a Term of Consent. We excluded all patients who
at the time of the tests revealed painful crises and suffered any systemic condition
that could result in glomerulopathy not reported for SCA, such as hepatitis, lupus,
inflammatory arthropathies, and HIV infection.

After followed inclusion and exclusion criteria, 10 patients were excluded:
one because it was heterozygous, one held hepatopathy, one due to altered cardiac
enzymes and seven because they cannot collect adequately 24 hours urine.
Laboratory tests included: serum urea, creatinine, LDH and total bilirubin and
fractions; hemogram, reticulocyte count, urinalysis, measurements of
microalbuminuria in 24h urine, total proteinuria and urinary creatinine to determine
GFR by formula clearance endogenous creatinine (Creatinine Clearance). To rule out
the hypothesis of increased LDH for heart or liver problems, serum aspartate
transaminase (AST), alanine transaminase (ALT), gamma-glutamyl transferase
(6GT), alkaline phosphatase, creatine kinase(CK) and creatinino fosfoquinase MB
fraction (CKMB) were realized. The biochemical determinations both serum and
urine were performed by dry chemistry technology in System Vitros 5.1 (Johnson's
Company). According to recommendations of the American Diabetes Association, it
was considered as normoalbuminuria, values less than or equal to 30mg/24h;
microalbuminuria, values greater than 30mg/24h and less than 300 mg/24h; and
macroalbuminuria, values greater than 300mg/24h. For total proteinuria were
considered reference values from Vitros System 5.1, 42 to 225mg/24h. According to
National Kidney Foundation, were considered as reference values for Creatinine
Clearance (CrCl): women: 88-128ml/min/1,73m2; men: 97-137ml/min/1,73mz2; and
children: 70-140ml/min/1,73 m2.

The medical records of patients were reviewed to obtain data such as
hemoglobin electrophoresis, disease progression, hydroxyurea therapy, infections,

cerebrovascular accident (CVA) and a history of splenectomy.
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Statistical analysis

Data were collected in the appropriate form and the database entered in Excel.
Numerical variables were described as mean and standard deviation (SD) or median,
including minimum and maximum, to summarize the data. Exploratory data analysis
was performed to investigate the distribution and the relationship between the
variables. Chi square test were applied for correlation between categorical variables,
Student's t test for comparison between two groups and Pearson correlation. A
multiple linear regression analysis with variable selection by the "stepwise” on one
side and back ward on the other, was used to obtain a parsimonious model that
assessed the correlation between LDH and the independent variables. The range of
95 % was considered for acceptance of differences in statistical tests and a
probability of type I error (a =0.05). All analyzes were performed using SPSS (v. 17,
SPSS inc. Chicago).

RESULTS

The final sample consisted of 124 patients with HbSS, aged two and a
maximum of 32 years, the majority was male. It was observed that majority patients
were submitted to cholecystectomy, were stroke, leg ulcers and aseptic necrosis.
Therapy with hydroxyurea was observed in 17.7 % of patients and hematuria was
present in 4.8 % (Tablel).
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Table 1- Characterization of the sample according to demographic and clinical
conditions of patients with sickle cell anemia treated at the Hospital Clinic of the
Federal University of Sergipe.

VARIABLES n (%)
Age (years) 13.3+6.4
Sex M 70 56.5
w 54 43.5
Complications/medication:
Aseptic necrosis 09 7.2
Leg Ulcers 10 8.0
Stroke 14 11.2
Splenectomy 10 8.0
Cholecystectomy 26 21.0
Calculations of the biliary tract 07 5.6
Hematuria 06 4.8
Use of hydroxyurea 22 17.7

The laboratories characteristics are shown in Table 2. No patient revealed
serum urea and creatinine elevated. It was observed that 50 % of patients had serum
urea under the normal range and most of them (100/124) was shown with serum
creatinine levels under the normal range for age and sex. The serum bilirubin levels
were elevated due to the increased levels of indirect bilirubin. Reticulocytosis was
present in majority of individuals (97.3 %). The mean serum levels of total
hemoglobin was found to be below the reference values and the mean serum levels

of LDH values become quite elevated with an accentuated variability in patients.

Table 2- Laboratory characteristics of patients with sickle cell anemia treated at the
Hospital Clinic of the Federal University of Sergipe.

VARIABLES Mean+ SD Range Normal range
Urea (mg/dL) 144 +4.4 5a25 15a43
Creatinine (mg/dL) 0.36 +0.1 0.1a0.7 0.5a1.25
Total Bili (mg/dL) 445+ 3.0 1.3a20.0 0.2a13
Reticulocytes (%) 6.22 + 3.19 09a17.1 05a15

Hb (g/dL) 81+12 5.47a12.2 11.1a16.0
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LDH (U/L) 1464 + 658.2 476 a 3723 313 a 618
AST (U/L) 55,8 + 21,6 122128 14 a 59
ALT (U/L) 32.69+11.4 16a70 09a72
Platelets (x 10%) 405.9 +124.9 132 a 955 150 a 450

AST: Aspartate transaminase; ALT: Alanine transaminase; Hb: Hemoglobin; LDH: Lactate
Dehidrogenase; Total Bili: Total Bilirrubin

Albuminuria was present in 26 from 124 patients. The youngest patient with
microalbuminuria was ten years old and 25 % of patients with microalbuminuria
were up to 15.3 years of age. The frequency of microalbuminuria was 19.4 %
(24/124) with 1C 95 %, from 12.9 to 26.6. Macroalbuminuria was observed in two of
26 patients with albuminuria. The frequency of total proteinuria (urinary albumin +
other proteins) was 18.5 % (23/124) with IC 95 %, from 11.3 to 26.6. To evaluate the
behavior of the variables for the presence or absence of microalbuminuria, the
patients were divided into two groups: one comprised patients who had elevated
levels of microalbuminuria and the other comprised patients without elevation of
microalbuminuria. Similarly, proceeded out in relation to the total proteinuria. The
mean age was higher in patients with microalbuminuria (p <0.0001), with a mean
difference of 7.2+1.3 years, with IC 95 %, from 4.6 to 9.8. There was no significant
difference in the frequency of microalbuminuria and total proteinuria between males
and females (p =0.10 and p=0.65). In the mean serum levels of LDH, this was shown
higher in patients without microalbuminuria and in patients with total proteinuria,
although this increase has not reached statistical significance. Patients with elevated
levels of microalbuminuria also revealed no significant difference in mean values of
CrCl, compared to those without elevation of microalbuminuria (p = 0.82), as were
patients with or without total proteinuria (p = 0 24). Hemoglobin levels were more
elevated in patients with elevated microalbuminuria and those with elevated

proteinuria (Table 3).
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Table 3- Comparison of demographic and biochemical variables of patients with
sickle cell anemia with and without microalbuminuria and proteinuria treated at the

Hospital Clinic of the Federal University of Sergipe

Without
With Malb Malb
VARIABLES (n=24) (n=98)

p

With Prot
(n=23)

Without
Prot
(n=101) p

Age (years) 19.0+ 5,8 11.8+5.7
Sex' (%) M 10(41.7) 59 (60.2)
F 14 (58.3)  39(39.8)

LDH (U/L) 13798+  1446.0 +

646.6 614
CrCl 1649+ 1620+
(ML/24h/1,73)  61.2 51.9

Hb (g/dL) 87+18 80+1.0

<0.0001 17.5+5.1

0.1

0.64

0.82

0.06

12.0 (52.2)
11.0 (47.8)
1615 +

812.9

175.9 +
61.4

8.7+16

12.3+5.1 <0.0001

58 (57.4)  0.65
43 (42.6)
14297+ 022

620.8

161.2 +
52.3 0.24

80+1.1 0.02

L Chi square test. The other: Student's t test CrCl: Creatinine Clearance; Hb: Hemoglobin; LDH:
Lactate Dehidrogenase; Malb: microalbumindria; Prot: Proteindria

It was observed that 11.2 % (11/98) of patients with elevated total proteinuria

did not show elevation of microalbuminuria and the average age of these patients

was 15.4 years with a minimum of nine years and a maximum of 26 years. From

patients using hydroxyurea, 45.4% (10/22) revealed elevation of microalbuminuria

and/or proteinuria.

The frequency of microalbuminuria increased with age (p <0.02). Thus, aged

five to 10 years, the frequency of microalbuminuria was 7.1 %, increasing to 20 % of

those aged 10-20 years. After 20 years of age, 64.3 % of patients had

microalbuminuria (Figure 1).
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Figurel- Distribution of microalbuminuria frequency in patients with sickle cell anemia treated at the

Hospital Clinic of the Federal University of Sergipe, according to age.

A large proportion of the patients showed glomerular hyperfiltration. The
glomerular filtration rate was elevated in 63.7 % (79/124), an average of 194.47 +
42.78mL/24h/1,73m2, minimum of 140.0 and maximum of 353.0mL/24h/1,73m?,
and reduced by 5.6 % (07/124) of patients, mean 81.04+6.0mL/24h/1,73m2,
minimum of 73mL/24h/1,73m2and maximum of 88.0mL/24h/1,73m (Figure 2).

Glomerular Filtration

Reduced (5,6 %)

Figure 2-Frequency of glomerular filtration in patients with sickle cell anemia treated at the
Hospital Clinic of the Federal University of Sergipe,

It was observed that the glomerular hyperfiltration started early. Figure 3

shows that the occurrence of hyperfiltration increases with age and, the frequency
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begins to decrease after the second decade of life and increases the occurrence of

reduced GFR.

35

30

25

20
m Hiperfiltration

15
m Normal GFR

N° of patients

10
® Reduced GFR

02to4 S5to8 9tol12 13-19 20-32

aged (yearss)

Figure 3- Distribution of Glomerular Filtration Rate (GFR) between the age groups of

patients
with sickle cell anemia treated at the Hospital Clinic of the Federal University of Sergipe.

The hyperfiltration was present in 70.8 % (17/24) of patients with
microalbuminuria and 73.9% (17/23) of patients with total proteinuria. However, the
highest frequency of hyperfiltration occurred in patients without microalbuminuria or

total proteinuria (Figure 4).

50 -

40 -

30 1 ® Hiperfiltration
20 A B Normal GFR
10 - = Reduced GFR

N° of patients

> & &
v &

%O &0

Figure 4-Distribution of patients with sickle cell anemia treated at the Hospital Clinic of the Federal
University of Sergipe according to Gromerular Filtration Rate (GFR) and the presence or absence of
microalbuminuria (Malb) and total proteinuria (Total prot).
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We carried out a correlation analysis between the various markers of renal
damage and hemolysis that showed a significant moderate positive correlation
between levels of LDH with proteinuria, microalbuminuria, and weakly positive with
CrCl, but no significance was found. Univariate analysis also revealed a significant
positive correlation with total bilirubin, indirect bilirubin, reticulocytes and a
negative correlation with hemoglobin levels (Table 5).

Table 5: Correlation between markers of renal damage and hemolysis in patients
with sickle cell disease treated at the Hospital Clinic of the Federal University of
Sergipe.

Variables r p

LDH x Prot 0.327 0.00002
LDH x Malb 0.294 0.001
LDH x Hb -0.441 < 0.0001
LDH x Reticulocytes 0.289 0.02
LDH x CrCl 0.175 0.052
LDH x Bili total 0.387 <0,0001
LDH x Bili indireta 0.395 < 0.0001
LDH x AST 0,730 <0,0001
LDH x ALT 0,144 0,110
LDH x Leucaocitos 0,390 <0,0001
Malb x CrCl 0.198 0.,027
Malb x Prot 0.852 < 0.0001
Malb x Reticulocytes 0,048 0,612
Malb x Hb 0,049 0,597
Prot x CrCl 0.196 0.029
Prot x age 0.367 <0.0001
CrClI x Creat -0.408 < 0.0001

Pearson's correlation. LDH: lactate dehydrogenase; Prot: proteinuria; Malb: microalbuminuria, Hb:
hemoglobin, CrCl : creatinine clearance, Bili: bilirubin; Creat: creatinine; AST: aspartate
transaminase; ALT: alanine transaminase
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Using multiple linear regression model, including independent variables, such
as age, microalbuminuria, hemoglobin, reticulocytes and CrCl and LDH as the
dependent variable, we found that LDH is positively associated independently with
microalbuminuria, but is also associated with reticulocyte, and negatively with
hemoglobin levels. The adjusted regression coefficient was 0.310, indicating that
hemoglobin, reticulocytes and microalbuminuria explain 31% of the variability of
LDH (Table 6).

Table 6: Multiple linear regression illustrating the variables independently associated
with LDH in patients with sickle cell disease treated at the Hospital Clinic of the
Federal University of Sergipe.

Variables B Standard error Standardized P
Intercepto 2987,9 366,9 - <0,0001
Hemoglobin -227,4 40.8 -0.448 <0.0001
Microalbuminuria 1,74 0.56 0.248 0.002
Reticulocytes 44,5 17.5 0.205 0.01

Multiple linear regression. R? adjusted: 0.310. Dependent variable: lactate dehydrogenase.
Independent variables included: age, creatinine clearance, hemoglobin, microalbuminuria e
reticulocytes.

0,87

0,67

Sensibilidade

0,4+

0,27

T I T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - especificidade

Figure 1- ROC curves showing sensitivity and specificity to discriminate microalbuminuria
from the various cutoffs of LDH
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The analysis of the association of microalbuminuria with the levels of LDH,
using the ROC curves revealed an area under the curve 0.545+0.066 with CI 0.415 to
0.675 and p =0.49. So, there was not found a cutoff point for LDH to discriminate,

significantly, the presence of microalbuminuria.

DISCUSSION

Studies have shown that renal complications are more common and occur at
an earlier age in patients with SCA than in normal population (POWARS et al,
1991;WESSON et al, 2002). This study attempted to identify laboratory variables
associated with injury of kidney, to determine the frequency of lesion markers in
sickle cell nephropathy and to correlate with laboratory markers of renal injury. The
frequency of microalbuminuria and proteinuria observed in the present study are in
agreement with the results of other authors who reported frequency of
microalbuminuria ranged from 18 to 28% in a population up to 20 years (ALVAREZ
et al, 2008; DATTA et al, 2003; McKie, et al, 2007; MARSENIC et al, 2008).

The presence of microalbuminuria in young people with SCA may precede
the development of macroalbuminuria (proteinuria) in adults (DHARNIDHARKA, et
al, 1998; WIGFALL et al, 2000) and in this study the microalbuminuria was
observed in patient from ten years of old. This early occurrence of microalbuminuria
has been observed also by Alvarez et al (2008), Dharnidharka et al, (1998), Datta et
al (2003) and Marsenic et al, (2008). Similar to these reports, this study showed that
increasing age presented as an important factor for the occurrence of
microalbuminuria and proteinuria, since the frequency of these biomarkers increased
with age. The studies by Datta et al (2003) showed that patients with
microalbuminuria, 14.3% had less than 9 years and this rate rose to 33.3% in patients
older than 9 years of age. This relationship with age was also observed by Wigfall et
al (2000) that showed the development of microalbuminuria in very young children,
from 4-7 years and the microalbuminuria developed more than 10% of adolescent
patients. Same, results suggesting a higher frequency of microalbuminuria with
increasing age were observed by Guasch et al (2006) in a study involving 184 adult

patients with HbSS, mean age 32 years (19-71 years). Those authors found a high
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frequency (42%) to 26% for microalbuminuria and macroalbuminuria (proteinuria).
The frequency of macroalbuminuria (proteinuria) was 20% for patients aged 18 and
30 years, but increased to 40% in patients older than 40 years.

The finding of 11.2% of patients with elevated total proteinuria without
alteration of microalbuminuria indicate that other types of proteins be responsible for
this increase, suggesting that there may be non-glomerular proteinuria, and kidney
damage would not have been identified if only microalbuminuria had been tested.
This was also observed by Alvarez et al (2006) found that a proportion of 14.6% of
patients with elevated protein tubular in origin (2 microglobulin) without elevation
of albuminuria, on a study with 120 sickle cell disease patients. Similar results were
also reported by Marsenic et al (2008) found that 41% of patients with proteinuria,
and of these, 61.5% had elevated total proteinuria without increased
microalbuminuria. In this research were also verified the excretion of 1gG and retinol
binding protein, which is a marker of proximal tubular dysfunction. Those authors
observed that, 16% of patients with elevated excretion of retinol binding protein,
were not show increase in albuminuria. Those authors also observed that 46% of
patients with high excretion of total proteinuria did not have elevation of any of the
proteins tested.

The pathogenesis of sickle cell nephropathy is complex and still is not well
understood. Reports in adults with SCA show that proteinuria may progress to CRF
(POWARS et al, 1991), but it is unknown which patients with SCA will progress to
CRF, being important the monitoring biomarkers of kidney injury from childhood to
identify children with SCA with potential future risk of CRF. In the present study
there were no measurements of other proteins in the urine, and albuminuria, because
this was not the focus of research, but our data extend the results of Alvarez et al
(2006) and Marsenic et al (2008) and suggest the need for further study about the
occurrence of non-glomerular proteinuria in these patients, especially if one
considers the young age (nine years) that there was the increase of total proteinuria.
Moreover, it highlights the need for routine measurements of total proteinuria in
patients with sickle cell disease to ensure early identification of kidney damage in
those individuals whose microalbuminuria remains in normal range. However,
because this is across-sectional study it is not possible say whether the elevated

proteinuria is persistent or transient, data should be interpreted with caution.



88

Data from this study document a large proportion of patients with elevated
GFR that begins at an early age. The measurement of glomerular filtration rate is the
most widely used laboratory tests in the evaluation of renal function and high GFR is
one of the first manifestations of sickle cell nephropathy being associated probably
with chronic hemolysis (HAYMANN et al, 2010).

In this study, the frequency of hyperfiltration increased with age and showed
a higher frequency at the beginning of the second decade of life. After this time the
occurrence of elevated GFR began to decline and increase the frequency of GFR
decreased (Figure 3). Similar results were obtained by Wigfall et al, (2000) and
Aygun et al, (2011), who observed a reduction in GFR after the second decade of
life. The lower levels of GFR after the second decade of life probably reflect
worsening of renal filtration function, although some values of GFR in the present
study, are still in the normal range or slightly elevated at this age. The low frequency
of decreased GFR is due to the age of the population being of children and young
adults.

The CrCl levels were correlated with microalbuminuria and proteinuria. As
shown by Haymann et al (2010), we observed a higher proportion of patients with
microalbuminuria presenting glomerular hyperfiltration, increasing the possibility
that hyperfiltration can lead to glomerular injury and in time results in proteinuria.
The monitoring of these patients would be important to verify that occur decline of
renal function in these individuals and whether they constitute a risk group for IRC
(Figure 4). The monitoring these patients in the long term would be important to
detect whether there will be decline in renal function in this group of individuals.

Patients in this study had creatinine levels below the normal range. The most
influential creatinine levels are BMI and glomerular filtration rate. As patients with
SCA have low body weight and many have glomerular hyperfiltration, creatinine
values are lower than expected and further reduced by creatinine tubular
hypersecretion (BALLAS et al, 2009), although some patients in this study with
normal BMI also had low serum creatinine. Thompson et al (2007) reported similar
data and suggest lower reference values of creatinine for patients with SCD which

would allow the recognition of earlier renal insufficiency.
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Patients with SCA have hemolytic anemia and, as expected, in this study, the
patients showed Hb values under the normal range and high percentage of
reticulocytes (Table 2). Some authors such as Becton et al (2010), Gurkan et al
(2010) and Wigfall et al (2000) have observed significantly lower hemoglobin levels
in patients with microalbuminuria. In the sample studied, the mean hemoglobin was
lower in patients without microalbuminuria and without proteinuria, but this

difference was not statistically significant.

The majority of patients (95%) showed elevated serum LDH levels, with a
marked and significant variation between individuals. LDH is a marker of hemolysis,
which is identified as a mechanism responsible for various complications in SCA,
including renal complications, due to the increase in renal blood flow, vascular
occlusion and subsequent dysfunction of the respective organ involvement (KATO et
al, 2006), being cited by some authors as a possible indicator of renal damage in
these patients (GURKAN et al, 2010).

To answer the question of which markers of renal injury are associated with
LDH, the correlation analysis between various markers of renal damage and
hemolysis with this variable laboratory showed a correlation, although moderate,
between the levels of LDH and microalbuminuria and proteinuria. However,
univariate analysis also showed that LDH correlated with markers of hemolysis. To
know which of these variables would be independently associated with LDH, the
multiple linear regression model showed a association between LDH levels and
microalbuminuria, but also showed that there was a negative association with levels
of Hb, due to the destruction of erythrocytes. This is also evident by the positive
association with reticulocytes and AST, reflecting the association with mechanisms
of hemolysis. Moreover, unlike the study by Gurkan et al (2010) compared to the
group of patients with and without microalbuminuria or total proteinuria, the
difference between the LDH levels did not reach significance.

The origin of the enzyme LDH is varied, because, apart from red cells and
kidney tissue, can be produced by various other tissues. The evolution of the SCA is
characterized by abroad spectrum of clinical complications that affect most organs
and systems (KATO et al, 2007; ZAGO et al, 2007). Thus, damage in any of the



90

organs and tissues that is a source of LDH, cause significant elevations in serum of
this enzyme and can therefore be also responsible for alterations in levels of LDH in
patients with SCA. In this addition, the association of this enzyme in the present
study, with markers indicating severity of hemolytic suggests that intravascular
hemolysis is the dominant source responsible for the elevated levels of LDH found in
the patients studied. This assertion is supported by correlation of LDH with AST and
no correlation with ALT, explained by the higher concentration of AST in
erythrocytes, released during hemolysis. Similarly, analysis of the association of
microalbuminuria with LDH showed that LDH levels are not able to discriminate
significantly microalbuminuria. Thus, it is not possible to affirm that alterations in

LDH levels are indicative of renal damage in these patients.

Studies by O'Driscoll et al (2008) and Aygun et al (2011), unlike Gurkan et al
(2010) found no correlation between microalbuminuria and LDH. The results
showed by a study conducted by Gurkan et al (2010) suggest that the impaired the
very small number of patients studied (40 patients with three types of sickle cell
disease: HbSS, HbSC, HbSPB). This present study involved a greater number of
individuals and all with HBSS, which is the most serious form of the disease and,
therefore, presents different values and more serious for several biomarkers

laboratory, however, longitudinal studies may reveal different results.

CONCLUSION

The study confirms the early occurrence of microalbuminuria, proteinuria,
and glomerular hyperfiltration reported for people with SCA. The study also showed
that other proteins may be responsible for proteinuria in these patients to reveal the

occurrence of proteinuria without elevation of albuminuria.

It is concluded that LDH correlated with microalbuminuria, but also
correlated with hemolysis markers. In addition, levels of LDH presented an
accentuated variability independently of microalbuminuria and they were notable to

discriminate patients with and without microalbuminuria, suggesting that the
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association with renal injury is not specific as it was associated with hemolysis

marker.

FINAL THOUGHTS

Suggest long-term monitoring of patients with SCA that present concomitant
microalbuminuria/proteinuria with hyperfiltration to see if there will be decline in
renal function in this patient population. There is also a need for further studies with
LDH, including longitudinal studies, these studies that perhaps present different
results for LDH, because the recognition of new biomarkers for detection of renal
damage is important for the development of an accurate model of sickle cell
nephropathy, with objective of early detection of subclinical lesions and patients at
risk for chronic kidney disease. This would enable the introduction of more specific

treatments to prevent or retard the progression of CRF.
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