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Resumo

Objetivo: realizar dosagens de biomarcadores de fun¢do renal ndo convencionais em pacientes com anemia falciforme e associar com os niveis séricos
de vitamina D. Métodos: trata-se de um estudo observacional, analitico de corte transversal. Participaram do estudo 51 pacientes adultos com anemia
falciforme, e o grupo controle foi composto por 17 adultos saudaveis doadores de sangue. Os niveis séricos de 25- hidroxi-vitamina D foram determinados
por imunoensaio quimioluminecente de microparticulas (CMIA), e a func¢do renal foi avaliada pelas dosagens de molécula-1 de lesdo renal (KIM-1) e
proteina-1 quimiotatica de mondcitos (MCP-1). Os resultados foram expressos como mediana (intervalo interquartil). Os testes t-Student de amostras
independentes, analise de variancia de Welch e teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foram realizados para comparar as diferencas entre os grupos.
Resultados: os pacientes apresentaram niveis séricos de vitamina D superiores ao grupo controle, além de uma maior prevaléncia de suficiéncia de vitamina
D. Os niveis urindrios de KIM-1 e MCP-1 estavam aumentados nos pacientes em relagdo ao grupo controle. Nao houve relagdo entre baixos niveis séricos de
vitamina D e a probabilidade de desenvolvimento de doenca renal. Conclusdes: este estudo fornece dados importantes sobre a prevaléncia da deficiéncia
de vitamina D em pacientes com anemia falciforme e demonstra nao haver relagdo entre baixos niveis de vitamina D e desenvolvimento de doenga renal.
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Abstract

Objective: to measure non-conventional renal function biomarkers in patients with sickle cell anemia and associate them with serum levels of vitamin D.
Method: this is an observational, analytical, cross-sectional study. Fifty-one adult patients with sickle cell anemia participated in the study, and the control
group consisted of 17 healthy adult blood donors. Serum levels of 25-hydroxyvitamin D were determined by chemiluminescent microparticle immunoassay
(CMIA), and renal function was assessed by measuring urinary Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) and Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1). Results
were expressed as median (interquartile range). Student’s t-test, Welch analysis of variance, and non-parametric Kruskal-Wallis test were performed to
compare differences between groups. Results: patients had higher serum levels of vitamin D than the control group, besides a higher prevalence of vitamin
D sufficiency. Urinary levels of KIM-1 and MCP-1 were increased in patients compared to the control group. There was no relationship between low serum
vitamin D levels and the likelihood of developing kidney disease. Conclusions: this study provides important data on the prevalence of vitamin D deficiency
in patients with sickle cell anemia and demonstrates that there is no relationship between low levels of vitamin D and the development of kidney disease.

Keywords: hemoglobinopathy; acute kidney injury; vitamin D deficiency.

INTRODUCAO

A A anemia falciforme (AF) é uma doenca genética hereditaria,
causada por uma mutacdo de ponto no gene da B-globina.
Como consequéncia, ha substituicdo de acido glutdmico por
valina, formando a hemoglobina S (HbS) que, em condi¢des
de hipdxia, adquire a capacidade de se polimerizar e altera a
conformacdo da hemacia para a forma de foice®.

A polimeriza¢do da HbS resulta no enrijecimento da membrana
da hemacia, que provoca a diminuicdo da sua sobrevida na
circulagdo e contribui para os processos inflamatérios pela
adesdo ao endotélio celular. Dessa forma, ha diminuicdo do

fluxo sanguineo local, levando a vaso-oclusdo e dano por
isquemia-reperfusdo. Como consequéncia desses processos, as
manifesta¢des clinicas da doenga sdo bastante heterogéneas,
e, entre as complicagdes, estdo as infecgdes do trato urinario,
lesdo renal aguda (LRA) e insuficiéncia renal cronica®**.

A progressdao da lesdo renal na AF se d3, principalmente,
pela auséncia de detecgdo em seus estdgios iniciais devido a
sensibilidade e a especificidade dos exames convencionais. A
creatinina sérica, considerada como padrdo laboratorial para
a detecgdo de lesdo renal, é um biomarcador tardio e pouco
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especifico®®.

A deficiéncia de vitamina D é comum entre criangas e adultos
e estd relacionada, principalmente, com a baixa densidade
mineral éssea que aumenta as chances de fraturas, osteonecrose
e osteoporose’®. Na anemia falciforme, ela é potencializada
pela exposi¢cdo solar diminuida, com a prevaléncia da etnia
negra ou parda, ma nutri¢do, diminuicao de absorgdo intestinal
e presenca de lesdes renais®. Portanto, nesses individuos, a
deficiéncia de vitamina D é uma condigdo nutricional comum
que estd associada ao aumento de risco de suas complicagdes,
estando, inclusive, relacionada a LRA™,

A busca por biomarcadores ndo convencionais para detectar
precocemente a LRA tem sido alvo de estudos nos ultimos
anos. A molécula-1 de lesdo renal (KIM-1) é uma proteina
transmembrana expressa em células epiteliais tubulares
desdiferenciadas apds LRA isquémica ou nefrotdxica, que
possui uma forma soltvel detectavel na urina cuja expressao
ndo ocorre em rins normais’**%. A proteina-1 quimiotatica
de mondcitos (MCP-1) é uma potente quimiocina produzida
nos rins, expressa, principalmente, por células glomerulares
e epiteliais tubulares em resposta a lesdo por isquemia-
reperfusdo®*®. Dessa maneira, essas duas proteinas apresentam
caracteristicas que as tornam potenciais biomarcadores de LRA,
sobretudo em pacientes com AF.

Portanto, uma vez que a forma ativa da vitamina D é processada
nos rins e individuos com anemia falciforme, frequentemente,
sdo acometidos com deficiéncia dessa vitamina, além de
complicagdes renais, a avaliagdo de biomarcadores ndo
convencionais que possam diagnosticar, precocemente, essas
lesdes nesses individuos é extremamente necessaria. Assim,
o objetivo do estudo foi realizar dosagens de biomarcadores
de fungdo renal ndo convencionais em pacientes com anemia
falciforme e associar com os niveis séricos de vitamina D.

METODOS

Trata-se de um estudo observacional, analitico de corte
transversal. Participaram do estudo 51 pacientes adultos
com anemia falciforme que estiveram em acompanhamento
no Servico de Hematologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio - HUWC no periodo de dezembro de 2017 a maio
de 2018. O grupo controle foi composto por 17 adultos
saudaveis, doadores de sangue que compareceram ao Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE) durante o
periodo do estudo.

Os critérios deinclusdo para os pacientes abrangeramidade igual
ou superior a 18 anos, diagndstico confirmado por eletroforese
de hemoglobina e/ou cromatografia liquida de alta eficiéncia
e estado estacionario da doencga: auséncia de episddios de
dores agudas e/ou doengas infecciosas, admissdo hospitalar
e transfusdo sanguinea nos quatro meses precedentes ao
estudo®. Foram excluidas as pacientes gestantes, com doenga
hepatica ou doenga renal cronica e em suplementagdo com
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vitamina D.

Os critérios de inclusdo para o grupo controle incluiram idade
igual ou superior a 18 anos e perfil de hemoglobina HbAA.
Consideraram-se inelegiveis individuos etilistas, obesos e
fumantes.

Obtiveram-se os dados epidemioldgicos (idade e sexo) por
consultaem prontuarios. Coletaram-se 4 mLde sangue periférico
em tubo com gel separador para a dosagem de vitamina D e
10mL de urina para a quantificagdo dos biomarcadores de
fungdo renal.

Os niveis séricos de 25-hidroxi-vitamina D (25(0OH)D) foram
determinados por imunoensaio quimioluminecente de
microparticulas (CMIA) e classificados em deficiéncia <20 ng/
mL; insuficiéncia 20-29 ng/mL; e suficiéncia = 30 ng/mL"*.

Avaliou-se a fungdo renal por meio da dosagem de KIM-1
(DY1750B-Duoset, R&D Systems) e MCP-1 (DYI279-Duoset, R&D
Systems) por meio da técnica de imunoensaio ligado a enzima
(ELISA) sanduiche, seguindo os protocolos fornecidos pelos
fabricantes. Para a avaliagdo da sensibilidade e especificidade
dos biomarcadores (KIM-1 e MCP-1), construiu-se uma curva
ROC em que se adotaram os niveis de vitamina D como
suficiente (30-100 ng/mlL) e insuficiente (<30 ng/mL).

Utilizou-se o programa IBM SPSS v22 para realizar as analises
estatisticas, e os resultados foram expressos como mediana
(intervalo interquartil). Realizaram-se os testes t-Student de
amostras independentes, andlise de variancia de Welch e teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar as diferengas
entre os grupos. Avaliou-se a correlagdo entre os niveis urinarios
dos biomarcadores (KIM-1 e MCP-1) e séricos de vitamina D por
meio do teste de correlagdo de Spearman. Foi estabelecido o
nivel de significancia p <0,05.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa
do Hospital Universitario Walter Cantidio — HUWC - da
Universidade Federal do Ceara e obteve aprovagdo sob Parecer
n? 1.228.634. Todos os participantes foram informados sobre os
objetivos da pesquisa e concordaram em participar ao assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

RESULTADOS

Os pacientes com anemia falciforme apresentaram, em média,
idade de 32,59 +1,40 anos e os individuos do grupo controle
28,65 +2,41 anos. Houve prevaléncia do sexo feminino em
ambos os grupos, com frequéncia relativa de 60,78% (30/51) e
82,35% (14/17), respectivamente.

Os pacientes apresentaram niveis séricos de vitamina D
superiores ao grupo controle além de uma maior prevaléncia de
suficiéncia de vitamina D. Em contrapartida, ndo foi observada
diferenga quanto a prevaléncia de insuficiéncia e deficiéncia de
vitamina D entre os grupos (tabela 1).
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Tabela 1. Niveis séricos de vitamina D em pacientes e grupo controle. Fortaleza, dezembro de 2017 a maio de 2018.

Vitamina D (ng/mL)
Deficiéncia, n (%)

Insuficiéncia, n (%)

Pacientes (n = 51) Controle (n =17) valor de p*
33,70 (23,30 -49,70) 25,30 (20,80 - 33,30) 0,001
7 (13,72%) 3(17,66%) 0,277

16 (31,37%) 7 (41,17%) 0,862

28 (54,91%) 7 (41,17%) 0,003

Suficiéncia, n (%)

Dados apresentados como mediana (intervalo interquartil) e frequéncia relativa (%).

*: Teste t-Student de amostras independentes.

Os pacientes apresentaram niveis elevados de KIM-1 e MCP-1
em comparagdo ao grupo controle (tabela 2). Além disso, os ni-
veis de KIM-1 ndo diferiram entre as concentragdes de vitamina
D (F(2,15,41) = 0,776; p >0,05) (figura 1a). Ndo houve diferenca
nos niveis de MCP-1 no que diz respeito aos niveis séricos de
vitamina D (x2(2) = 0,895; p >0,05) (figura 1b).

Ndo houve correlagdo entre as concentragdes de vitamina D e
KIM-1 (p = 0,012, p = 0,921) e MCP-1 (p = - 0,088, p = 0,476)
(figura 2). Ndo houve relagdo entre baixos niveis séricos de vita-
mina D e a probabilidade de desenvolvimento de doenga renal
(KIM-1: AUC=0,536; EP 0,082; p > 0,05; MCP-1: AUC=0,576; EP
0,083; p > 0,05 (figura 3).

Tabela 2. Niveis urinarios de KIM-1 e MCP-1 em pacientes e grupo controle. Fortaleza, dezembro de 2017 a maio de 2018.

KIM-1 (pg/mL-Cr)

Pacientes (n = 51) Controle (n=17) valor de p*
1437,37 (986,51 — 2142,02) 588,38 (469,77 — 821,46) 0,000213
97,14 (58,98 — 193,13) 57,93 (15,58 — 93,72) 0,004

MCP-1 (pg/mL-Cr)

Dados apresentados como mediana (intervalo interquartil) e frequéncia relativa (%).

*: Teste t-Student de amostras independentes.

Figura 1. Relacdo entre status da vitamina D e os niveis
urindrios de KIM-1 (a) e MCP-1 (b) em pacientes com anemia
falciforme.
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Figura 2. Correlagdo entre vitamina D sérica e niveis urindrios
de KIM-1 (a) e MCP-1 (b) em pacientes com anemia falcifor-
me.
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Figura 3. Sensibilidade e especificidade dos biomarcadores de fungdo renal nao
convencionais KIM-1 e MCP-1 em pacientes com anemia falciforme com defici-

éncia de vitamina D.
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DISCUSSAO

A frequéncia do sexo feminino entre os pacientes com anemia
falciforme foi predominante, o que esta em consonancia com os
achados previamente descritos na literatura® &%,

Os niveis séricos de vitamina D apresentados pelos pacientes
com anemia falciforme foram superiores aos reportados na
literatura® 1718 19 AlJama et al'’. reportaram medianas de
10,1 ng/mL e 15,7 ng/mL em pacientes com crise algica e
pacientes em estado estaciondrio da doenca, respectivamente.
No estudo desenvolvido nos Estados Unidos, pacientes de dois
centros médicos distintos apresentaram medianas de 7 ng/mL
e 11,5 ng/mL'®. Segundo Binkley et al.?°, as varia¢es dos niveis
séricos de vitamina D podem-se dar por fatores como quest&es
culturais e climaticas de cada localidade.

Os métodos de dosagem de vitamina D sdo varidveis e,
portanto, apresentam precisdo e acuracia distintos, dificultando
a sua comparagdo entre estudos*. Um fator relevante para
essa variacdo é a especificidade do anticorpo utilizado nos
imunoensaios??. Entre os métodos utilizados, CMIA pode
superestimar os niveis de 25(0OH)D devido a reacdo cruzada com
24R,25(0H),D,. Portanto, acredita-se que os valores medianos
de vitamina D sérica neste estudo podem estar superestimados
devido a técnica utilizada.

A prevaléncia de deficiéncia de vitamina D em pacientes com
anemia falciforme foi inferior a alguns estudos!®*®°, Embora
tenha sido inferior, esse foi um resultado esperado, visto que
é possivel encontrar uma variagdo de 11,4% a 96% %%, O uso
de diferentes cut-offs para a determinacdo de prevaléncia
de deficiéncia de vitamina D dificulta comparacdes entre
populagcbes distintas, o que pode ter contribuido para esse
resultado.

Os niveis urinarios de KIM-1 foram superiores nos pacientes
com anemia falciforme em relagdo ao grupo controle. Segundo
Liangos et al.?%, tem sido estudada a KIM-1 como biomarcador
de lesdo renal aguda em pacientes com insuficiéncia renal,
nos quais seus niveis aumentados estiveram associados com
morte hospitalar. Em estudos com individuos com anemia
falciforme, os niveis de KIM-1 se apresentaram elevados, sendo
relacionados com albuminuria e hemoglobina na urina, o que
revelou ser um potencial biomarcador precoce de lesdo renal
nesses pacientes?2%27,

Os niveis urinarios de MCP-1 deste estudo estiveram
aumentados nos pacientes em relagdo ao grupo controle,
estando de acordo com os resultados de Santos et al.?®. Em

pacientes com doengas associadas a inflamacdo glomerular,
a MCP-1 urinaria esteve elevada, havendo correlagdo com
proteindria®. Na anemia falciforme, niveis elevados de MCP-1
urindria foram reportados em criancas com albuminuria, um
indicativo que a medicdo dessa proteina pode ser realizada,
precocemente, nesses pacientes®®. Embora haja estudos
que indiquem a eficacia de MCP-1 como indicador de lesGes
glomerulares, estudos longitudinais ainda se fazem necessarios
para avaliar sua potencialidade como um biomarcador de LRA.

Embora ambos os biomarcadores (KIM-1 e MCP-1)
apresentaram altos niveis nos grupos deficiente e insuficiente,
respectivamente, ndo houve diferenca em relagdo aos outros
grupos. Dessa forma, as areas sob a curva ndo alcancaram
valores desejaveis como indicativo de boa atividade. Assim, o
uso dos biomarcadores ndo foi conclusivo na previsido de lesdo
renais em pacientes com anemia falciforme deficientes de
vitamina D.

O estudo possuiu algumas limitagGes como a quantidade de
participantes e baixa prevaléncia de deficiéncia de vitamina D.
Juntos, esses fatores podem ter contribuido para a auséncia
de relagOes significantes encontradas. Dessa forma, outros
estudos com um maior nimero de participantes, diferentes
métodos de dosagem de vitamina D e de carater longitudinal
sdo necessarios para elucidar o uso desses biomarcadores
como preditores de lesdo renal.

CONCLUSAO

A avaliacdo de biomarcadores inovadores de lesdo renal em
pacientes com anemia falciforme é de extrema relevancia
para a previsdo de lesGes renais, principalmente devido a
possibilidade de complicacGes renais associadas a doenca.
Além disso, é importante investigar possiveis associagdes com
deficiéncia de vitamina D ja que sua forma ativa é processada
nos rins. Dessa forma, este estudo fornece dados importantes
sobre a prevaléncia da deficiéncia de vitamina D em pacientes
com anemia falciforme e demonstra ndo haver relagdo entre
baixos niveis de vitamina D e desenvolvimento de doenca renal.
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