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RESUMO

Introducdo: A anemia falciforme (AF) caracteriza-se por fenbmenos inflamatorios
cronicos exacerbados por episddios agudos de falcizacdo e vaso-oclusdo. O uso
correto da hidroxiureia (HU) leva a estabilizacdo do paciente, reduzindo a frequéncia
de crises e internacdes hospitalares. Diante das complica¢des associadas a patologia
e baixa adesdo ao HU, ha necessidade de buscar parametros que identifiguem
alteracdes recentes no status do paciente. Os Parametros Clinicos Avancados do
hemograma (PCAs) permitem uma analise precoce da hematopoiese. O objetivo
desse estudo foi tracar o perfil demografico de pacientes com AF ndo aderentes ao
tratamento e avaliar os PCAs (IG, NRBC, IRF, IPF, RET-He e PLT-F) como medida
de adesédo a HU. Metodologia: Em um estudo transversal, alocamos 83 individuos
com AF nos seguintes estratos etarios: Criancas (<12 anos) e Adolescentes/Adultos
(212 anos). Os pacientes foram acompanhados no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) e tratados com HU, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019. As
variaveis analisadas foram obtidas por meio de consulta ao banco do equipamento
Sysmex XN-9000, prontuarios eletrénicos dos pacientes no sistema do HCPA e
consulta ao sistema de registro de retirada de comprimidos da farmacia. Resultados:
A amostra apresentou taxa de adesao geral de 84%. Os adolescentes foram menos
aderentes ao tratamento e efeitos adversos aos medicamentos impactaram
negativamente a adeséo no grupo de Adolescentes/Adultos. Pacientes nao aderentes
desse grupo tiveram aumento significativo de leucécitos, na contagem absoluta de
neutrdfilos, linfécitos, mondcitos e baséfilos, RBC, RET, RDW e PLT, e diminui¢édo
significativa do VCM e HCM. Individuos do grupo Adolescentes/Adultos com a
contagem absoluta de IG = 0,035 células/mm3 tiveram o RR para baixa adesao
aumentado em 4,6x (p=0,014). Nesses individuos, o indice de inflamacéo imune
sistémica (SII) também foi significativamente maior (p=0,042). Conclusédo: A
contagem absoluta de IGs mostrou utilidade clinica na identificagdo precoce da baixa
adesdo ao tratamento com HU, principalmente quando combinada com outros
parametros. Sugerimos o uso dos PCAs, pois podem ser facilmente implementados

na rotina laboratorial.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Parametros avancados do hemograma. Adesao
ao tratamento.



ABSTRACT

Introduction: Sickle cell anemia (SCA) is characterized by chronic inflammatory
phenomena exacerbated by acute episodes of sickling and vaso-occlusion. The
correct use of hydroxyurea (HU) leads to patient stabilization, reducing the frequency
of crises and hospital admissions. Given the complications associated with the
pathology and low adherence to HU, there is a need to seek parameters that identify
recent changes in the patient's status. The Advanced Clinical Parameters of the blood
count (ACPs) allow an early analysis of hematopoiesis. Objectives: To draw the
demographic profile of non-adherent patients with SCA and to verify the usefulness of
ACPs as a measure of adherence to HU. Methodology: cross-sectional study
comprising 83 individuals divided into Children (<12 years old) and Adolescents/Adults
(212 years old). The patients were followed at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) and treated with HU, between January 2018 and December 2019. The
variables analyzed were obtained by consulting the Sysmex XN-9000 database,
electronic medical charts in the HCPA system, and consults to the pharmacy's pill-
taking registration system. Results: The sample had an overall adherence rate of 84%.
Adolescents were less adherent to treatment and adverse effects to medication
negatively impacted adherence in the Adolescents/Adults group. Patients = 12 years
old had significantly increased WBC, absolute counts of neutrophils, lymphocytes,
monocytes, and basophils, RBC, RET, RDW, and PLT, and significantly decreased
MCV and MCH. Subjects in the Adolescent/Adult group with an absolute IG count =
0.035 cells/mm3 had the RR for low adhesion increased by 4.6 times (p=0.014). In
these individuals, the systemic immune inflammation index (SlI) was also significantly
higher (p=0.042). Conclusion: Absolute IG count has shown clinical utility in early
identification of non-adherence, especially when combined with other parameters. We
suggest the use of ACPs, as they can be easily implemented in laboratory routines.

Keywords: Sickle Cell Anemia. Advanced Clinical Parameters. Treatment adherence.
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1. INTRODUCAO

As globinas, em conjunto com suas combinacdes tetraméricas, geram diversos
tipos de hemoglobinas (Hb) que sdo expressas em diferentes fases da vida
embrionéria, fetal e adulta (KATO et al., 2018). Apesar de algumas Hbs funcionarem
como mondmeros, aquelas presentes nos eritrocitos de mamiferos sdo montadas a
partir de maltiplas subunidades (GELL, 2018).

Elas sdo formadas por uma estrutura quaternaria (Fig. 1), contendo duas
cadeias de globina do tipo a (a1 e a2) e duas do tipo B (B1 e B2) que sé&o
estruturalmente semelhantes e aproximadamente do mesmo tamanho (AHMED;
GHATGE; SAFO, 2020). Cada subunidade também contém um grupo prostético
(heme) que esta ligado a um atomo de Ferro (Fe2*), possibilitando a ligacdo do
oxigénio (O2) as hemacias (AHMED; GHATGE; SAFO, 2020; PERUTZ et al., 1960)
(Fig. 1).

Figura 1 - Estrutura tetramérica de uma hemoglobina

Hemoglobina

: Lamina basal
Eritrocito Pericito

\
\

Capilar

Endotélio

Fonte: Adaptado de ABOZENADAH et al. (2017). Traduzido pelo autor.
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A Hb é o principal transportador de O2 no sangue, levando-o do pulmé&o aos
tecidos de forma cooperativa (AHMED; GHATGE; SAFO, 2020), contudo ela é uma
molécula polifuncional. Portanto, além de transporte, ela desempenha funcdes
cataliticas, reprogramacao metabdlica, regulacdo do pH e manutencéo do equilibrio
redox (AHMED; GHATGE; SAFO, 2020; KOSMACHEVSKAYA; TOPUNQV, 2018).

As hemoglobinopatias sdo amplamente subdivididas naquelas que prejudicam
a producao das subunidades de globina (talassemias) e nas que produzem globinas
estruturalmente anormais (variantes de Hb) (DULIN INIGUEZA et al., 2003; KATO et
al.,, 2018; THOM et al.,, 2013). Embora mais de 700 variantes estruturais da
hemoglobina tenham sido identificadas, apenas trés (Hb S, Hb C e Hb E) atingem altas
frequéncias (WEATHERALL; CLEGG, 2001). A hemoglobina A (HbA) € a forma
normal mais abundante (>90%) de Hb na fase adulta (KATO et al., 2018). Uma
substituicdo pontual de timina para adenina no 17° nucleotideo do gene que codifica
a B globina da HbA (HBB) resulta no alelo falciforme BS e na produgdo de uma
hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S (HbS) (KATO et al., 2018) (Fig. 2).

A doenca falciforme (DF) é causada pela heranca desses alelos anormais e a
forma mais comum e grave € a anemia falciforme (AF). Ela é representada pelo estado
homozigotico (HbSS) devido a heranga de BS de ambos os pais, com a formacéo do
tetr@mero patolégico da hemoglobina falciforme (a2pS2, HbS) (WARE et al., 2017). O
traco falciforme (HbAS) é determinado pela presenca de heterozigose para a HbS e é
assintomatico (BRAGA et al., 2016; WEATHERALL et al., 2006).

Sob condicGes de desoxigenacao, as moléculas de HbS podem polimerizar e
resultar na falcizacao dos eritrécitos, identificados como “drepandcitos” (KATO et al.,
2018). As manifestac@es clinicas apresentadas pelos pacientes falcémicos devem-se
principalmente ao fenébmeno da oclusdo vascular seguida de infarto tecidual, e a
hemodlise crénica e seus mecanismos de compensacéo (BRAGA, 2007).

O tratamento com hidroxiureia (HU) impacta positivamente na qualidade de
vida dos pacientes com AF ao reduzir o numero de hospitaliza¢des, tempo de
internacdo, ocorréncia de Sindrome Toracica Aguda (STA) e, possivelmente, de
eventos neurologicos agudos (CANCADO; JESUS, 2007). Em decorréncia das
diversas complicacbes associadas ao desenvolvimento da patologia e do
monitoramento da adesdo a terapia medicamentosa com HU, exprime-se a
necessidade do acompanhamento regular dos pacientes com o apoio de equipes
multidisciplinares (LUNYERA et al., 2017).
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Figura 2 - Alteracfes genéticas em HBB
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7z

O hemograma é amplamente utilizado na rotina clinica para o
acompanhamento hematoldgico destes individuos. Contudo, o hemograma tradicional
ndo oferece informagbes em tempo real acerca de parametros importantes em
doencas hemoliticas, tais como a AF (DAHMANI et al., 2016). Portanto, este estudo
procura analisar os resultados dos parametros clinicos avancados do hemograma
(PCAs) que sinalizem, em tempo real, as condicbes medulares e sanguineas de
pacientes portadores de AF e verificar sua possivel utilidade clinica na avaliacdo da
adesdo a HU. Assim, novos parametros poderdo ser inseridos no acompanhamento
dos pacientes, colaborando no monitoramento da adesdo, a fim de indicar a

necessidade de intervencdes para fidelizacéo ao tratamento.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Historia natural e distribuicdo da doenca

N&do existem muitas informacbes sobre a historia natural das DFs,
especialmente em areas de alta prevaléncia (KATO et al., 2018). Sabe-se que
estiveram presentes na Africa por pelo menos cinco mil anos e s&o conhecidas por
diversos nomes em muitas linguas tribais (WARE et al., 2017).

A primeira observacdo de falcizacdo eritrocitaria ocorreu no ano de 1904
(SAVITT; GOLDBERG, 1989), contudo, a descricdo da patologia foi realizada pela
primeira vez em 1910 por James B. Herrick (HERRICK, 1910) (Fig. 3). No Brasil, o
primeiro registro de um paciente com AF foi feito por Castro em 1933 (COSTA,
CONRAN; FERTRIN, 2013). Em 1949, foi inaugurado o capitulo da medicina
conhecido como “Moléstias Moleculares”, a partir da identificacdo de uma
hemoglobina anormal em individuos que possuiam AF, pela auséncia de duas cargas
negativas na hemoglobina (PAULING et al., 1949).

A distribuicdo geografica do alelo BS pode ser atribuivel aos efeitos da selegédo
natural e € impulsionada principalmente por dois fatores: a endemicidade da malaria
e 0S movimentos populacionais (KATO et al., 2018; WEATHERALL et al., 2006;
WEATHERALL; CLEGG, 2001). O comércio de escravos foi um grande contribuinte
dessa disseminacdao, particularmente na América do Norte e Europa Ocidental (PIEL
etal., 2013a). H4 ainda fortes evidéncias de que portadores do traco falciforme (HbAS)
possuem uma protecdo contra casos graves de malaria causada pelo P. falciparum, o
que elucida a alta frequéncia do alelo BS em regides endémicas (PIEL et al., 2010).
Nesses locais, como a Africa, a malaria causa cerca de 450.000 mortes/ano,
promovendo de certa forma uma “selecao natural” do alelo Bs, de modo a garantir a
continuidade da doenca (ARIEY; GAY; MENARD, 2013).
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Figura 3 — Hemacias em foice registradas por J. B. Herrick em 1910.

Fonte: HERRICK (1910).

Essas doencas apresentam um alto grau de morbimortalidade (DULIN
INIGUEZA et al., 2003) e constituem o erro congénito mais comum em populacdes da
Africa, regido do Mediterraneo, Asia, Caribe, América Central e América do Sul
(NEWBORN SCREENING FOR SICKLE CELL DISEASE AND OTHER
HEMOGLOBINOPATHIES, 1987; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Apesar de
nao existirem dados oficiais mundiais, estimativas de recém-nascidos sugerem
consistentemente que cerca de 300.000 bebés nascem com AF ao ano, sendo 75%
na Africa Subsaariana (PIEL et al., 2013a) (Fig. 4). Segundo Kwaku Ohene-Frempong
(presidente da Sickle Cell Foundation of Ghana e coordenador nacional da American
Society of Hematology’s Consortium on Newborn Screening in Africa - CONSA),
poucos paises africanos possuem programas de triagem neonatal e somente uma

pequena porcentagem de bebés é testada para DFs (MAKONI, 2021).
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Figura 4 - Mapa do numero estimado de nascidos com anemia falciforme

Nascidos com
anemia falciforme
a cada 100.000
nascimentos

B 501-1,000
® 1,001-1,659
NA

Fonte: Adaptado de KATO et al. (2018). Traduzido pelo autor.

No Brasil, a distribuicio das DFs é dependente da composicao
afrodescendente e caucasiana da populacdo, sendo mais prevalente nas regides
Norte e Nordeste (CANCADO; JESUS, 2007; FEUCHTBAUM et al., 2012,
MINISTERIO DA SAUDE, 2018; OJODU et al., 2014; PIEL; STEINBERG; REES,
2017). Admite-se que as DFs chegaram ao Brasil devido ao massivo niumero de
africanos desenraizados de suas origens pelo trafico escravo, provocando a
miscigenacdo de racas e a chegada dos diversos haplétipos (sitios polimorficos de
endonucleases de restricdo, localizados no interior e ao redor do gene da cadeia 3
mutante do gene da AF) ao pais: Banto, Benin, Asiatico, Cameroon, sendo a Banto
de maior prevaléncia no pais (ANVISA, 2001). Portanto as DFs foram incluidas nas
acOes da Politica Nacional de Atencéo Integral a Saude da Populacdo Negra e nos
artigos 187/188 da Portaria MS/GM n° 2.048, de 3 de setembro de 2009 que
regulamenta o SUS (BRASIL, 2014).

Estima-se que haja cerca de 30.000 individuos com DFs em todo o pais (KATO
et al., 2018), com a prevaléncia do alelo BS no Brasil variando de 1,2% a 10,9%,
dependendo da regido (BRAGA, 2007; BRASIL, 2014; LERVOLINO et al., 2011,
LOBO et al., 2014; SILVA et al., 2016) (Tabela 1). Em 2014, a incidéncia de DFs foi
de cerca de 1 em 650 recém-nascidos no estado da Bahia, 1 em 1.300 no estado do
Rio de Janeiro e 1 em 11.000 no estado do Rio Grande do Sul (BRASIL, 2014).
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Tabela 1 - Numero de casos novos para doenca falciforme (DF) registrados no
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), 2014 a 2019, Brasil.

Casos Casos Casos Casos Casos Casos
UE Novos Novos Novos Novos Novos Novos
DF - DF - DF - DF — DF - DF -
2014 2015 2016 2017 2018 2019
AC 4 5 5 5 5 9
AL 12 10 17 13 16 25
AM 4 5 3 5 0 6
AP NR NR 3 NR NR NR
BA 185 184 219 203 161 202
CE 20 21 21 13 19 23
DF 42 44 22 39 38 29
ES 17 29 29 30 37 32
GO 38 29 44 40 37 33
MA 84 54 22 29 37 59
MG 166 185 152 161 143 238
MS 8 8 7 8 5 9
MT 17 14 12 19 31 23
PA 27 10 4 13 6 NR
PB 1 11 7 9 1 7
PE 21 47 39 35 57 63
Pl 24 34 58 21 23 35
PR 10 10 12 8 10 11
RJ 127 112 85 44 120 103
RN 14 7 5 5 7 3
RO 7 10 13 7 15 9
RR 4 2 0 0 18 6
RS 13 21 32 33 28 22
SC 3 6 4 11 4 13
SE 28 12 18 11 12 21
SP 281 258 231 190 249 223
TO 9 21 7 7 4 10
Brasil 1.166 1.149 1.071 959 1.083 1.214

Fonte: PNTN-CGSH/DAET/SAES/MS, Relatorio Anual de Dados do

PNTN, 2014-2019.

Nota: NR = Relatério ndo encaminhado pelo estado ao Ministério de
Saulde. Fendtipos englobados no grupo de doenca falciforme — Hb FS,

Hb FSC, Hb FSD e Hb FS/Beta talassemia.

No Rio Grande do Sul (RS), entre 2004 e 2014, o Servico de Referéncia em
Triagem Neonatal (SRTN) realizou 1.165.818 Testes do Pezinho em recém-nascidos,

pelo Sistema Unico de Salde (SUS), e encontrou 17.562 perfis hemoglobinicos
alterados, dentre eles 14.220 portadores de Hb AS e 95 portadores de AF (CARDOSO

et al., 2017).
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Existem poucos estudos acerca da mortalidade por DF no Brasil. ARDUINI;
RODRIGUES & MARQUI (2016) constataram gque as mortes ocorreram
majoritariamente em pacientes com AF, que é o0 gendtipo mais comum e causa a
manifestacdo clinica mais grave da doenca. Os dados apontaram altos indices de
mortalidade decorrentes de complicacbes secundarias a DF, como pneumonia e
septicemia. O estudo também mostrou que a triagem neonatal para DF nao foi
suficiente para reduzir significativamente os indices de mortalidade nos estados
abrangidos (Maranhao, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul),
enfatizando a necessidade de mais estudos publicados para que se possa tracar o
perfil dos portadores e desenvolver estratégias de atendimento mais efetivo a esses
individuos.

Devido a dados limitados nas areas de alta prevaléncia de DF, é dificil avaliar
com precisdo os impactos futuros na saude e economia (KATO et al., 2018). No Brasil,
o orcamento disponibilizado para o aperfeicoamento do SUS visando a implantacdo e
manutencdo de politicas e programas de atencdo hematoldgica, hemoterépica e de
triagem neonatal biologica, passou de R$234.334.520 em 2004, para 1.378.538.497
em 2019. Esses dados demonstram o avanco em relacdo a importancia do
diagndstico, tratamento e acompanhamento destes pacientes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).

Com o advento da globalizacdo, as migragfes internacionais contribuirdo
fortemente para a distribuicdo do alelo BS (WEATHERALL, 2010) e as projecées
demograficas estimam que o numero de recém-nascidos, ao ano, com AF
globalmente excedera 400.000 até 2050 (PIEL et al., 2013b).

Em paises desenvolvidos, este crescimento reflete 0 aumento da expectativa
de vida dos individuos afetados resultante de interven¢des como triagem neonatal e
tratamento com HU (QUINN et al., 2010). Atualmente, as taxas de mortalidade infantil
s&o proximas daquelas verificadas para populagdo em geral (LE et al., 2015) e a
sobrevida média é superior a 60 anos (GARDNER et al., 2016).

Apesar disso, a expectativa de vida dos pacientes com DF é reduzida em cerca
de 30 anos, mesmo com os melhores cuidados médicos, quando comparada a de
individuos sem a doenca (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). Em paises em
desenvolvimento este problema é agravado, pois um numero maior de bebés e
criancas afetadas agora sobrevivem até a idade adulta, exigindo diagnostico e

tratamento. Contudo, a falta de infraestrutura basica de salde em muitas regides torna
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a prevencdo e o manejo da DF extremamente dificeis (PIEL; STEINBERG; REES,
2017).

2.2 Fisiopatologia da doenca

As DFs sao multissistémicas e quase todos os 6rgédos do corpo podem ser
afetados (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). As moléculas de Hb sdo complexas,
sofrem mudancas conformacionais em resposta ao oxigénio e sao afetadas por
mudancas ambientais, efetores alostéricos e mutacbes. Sob condi¢cdes de
desoxigenacao, as moléculas de HbS podem se alinhar por ligacdes ndo covalentes
e polimerizar, resultando na falcizacdo dos eritrécitos, identificados como
“drepandcitos” (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013; KATO et al., 2018).

Os polimeros sdo compostos por 14 moléculas de HbS cada. Eles
primeiramente agrupam-se em fibras e, em seguida, formam hastes paralelas capazes
de modificar a aparéncia e funcionalidade da célula (HARRINGTON; ADACHI;
ROYER, 1997; KUYPERS, 2014; STEINBERG, 1998). Esse fendbmeno depende de
numerosas variaveis, tais como concentracdo de oxigénio, pH, concentracao de HbS,
temperatura, pressao, forca ibnica e presenca de hemoglobinas normais (COSTA;
CONRAN; FERTRIN, 2013).

A mutacao ocorre na superficie da molécula de hemoglobina, ndo provocando
alteracOes significativas em sua conformacao global, de forma que a HbS, quando
oxigenada, é isomorfa a HbA (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013). Todavia, em
solugBes concentradas de desoxi-HbS e desoxi-HbA, elas diferem grandemente
(COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013). A HbS possui afinidade reduzida pelo oxigénio,
em comparacao com HbA, o que exacerba sua polimerizacdo, que por sua vez reduz
ainda mais a afinidade oxigénio/HbS (SEAKINS et al.,, 1973). A reoxigenacao
eritrocitaria quebra o polimero HbS e restaura a forma celular normal (WARE et al.,
2017). No entanto, a repeticdo frequente desse processo provoca lesdes de
membrana até que ela ndo seja mais flexivel, de modo que a célula mantém a rigidez
e a configuragdo de foice apds a reoxigenacdo (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013;
WARE et al., 2017).

A polimerizagéo de HbS se correlaciona diretamente com a concentragéo de
HbS dentro do eritrécito e também com a composi¢cdo de outras hemoglobinas que
podem participar na formacgéo dos polimeros (NOGUCHI; SCHECHTER, 1985). Ela

altera direta ou indiretamente a bicamada lipidica tipica e as proteinas da membrana
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eritrocitaria, levando a reducdo da hidratacdo celular, aumento da hemdlise e
interacbes anormais com outras células sanguineas (KUYPERS, 2014).
Adicionalmente, a polimerizacdo de HbS também pode ocorrer em reticuldcitos, que
representam cerca de 20% dos glébulos vermelhos em individuos com AF (KATO et
al., 2018).

A deformacdo estrutural da célula também faz com que ela apresente
anormalidades na homeostase catidnica, resultando em desidratacdo celular. H&
diminuicdo das concentracdes de potassio (K*) devido a ativagdo do canal de K* e do
canal co-transportador de cloro/K* (BRUGNARA, 2018).

Esses glébulos vermelhos alterados sdo mais instaveis e possuem menor
sobrevida na circulacao (ALAYASH, 2018; QUINN et al., 2016). Esse tdpico esta sob
constante discussdo, com estudos identificando o tempo de sobrevida dos
drepandcitos como sendo de 12 dias (SOLANKI et al., 1988), 15 dias (MCCURDY,
1969; MCCURDY; SHERMAN, 1978), 36 dias (QUINN et al., 2016) ou 42 dias
(LONDON et al., 1949).

Apesar da hemdlise acontecer principalmente por meio de fagocitose
extravascular por macrofagos, aproximadamente um terco ocorre intravascularmente
(CROSBY, 1955; KATO et al., 2018; WARE et al., 2017). Ela é simultaneamente a
causa e efeito do elevado estresse oxidativo nesses pacientes (KATO et al., 2018) ao
contribuir para o dano da membrana celular, envelhecimento prematuro dos eritrocitos
e 0 aumento de hemdlise (ALAYASH, 2018). O estresse mecéanico na membrana e o
dano induzido pela oxidacdo afetam a interacdo do eritrocito com o0 microambiente,
incluindo células endoteliais, leucocitos e plaguetas (KUYPERS, 2014).

Os eritrécitos falcizados tém uma tendéncia a bloquear pequenos vasos
sanguineos e o estresse oxidativo vascular (estimulado pela Hb extracelular e o heme
livres no plasma) auxilia na promogéo da vasoconstricdo (ALAYASH, 2018). A auto-
oxidacao continua da Hb extracelular produz o ion superoxido, que se transforma em
peréxido de hidrogénio (H202) (uma fonte de espécies oxidativas potentes, dentre elas
o ion ferrila, que promove vasoconstricdo) (ALAYASH, 2018; KATO et al., 2018). Aléem
disso, a Hb extracelular diminui a biodisponibilidade do éxido nitrico (NO — potente
vasodilatador), eliminando-o cerca de 1.000 vezes mais rapidamente do que a Hb
citoplasmatica (REITER et al., 2002).

As manifestacoes clinicas apresentadas pelos pacientes falcémicos devem-se

principalmente ao fenbmeno da oclusdo vascular seguida de infarto tecidual, e a
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hemolise cronica e seus mecanismos de compensacao (BRAGA, 2007) (Fig. 5). Esses
processos promovem uma cascata de eventos patologicos, que, por sua vez, levam a
uma ampla gama de complicagbes (PIEL; STEINBERG; REES, 2017).

Figura 5 - Complicagdes clinicas da doenca falciforme
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Fonte: Adaptado de KATO et al. (2018, p. 12). Traduzido pelo autor.

Os episddios dolorosos representam as manifestacdes agudas caracteristicas
das DF. A frequéncia e a gravidade das crises variam consideravelmente entre
pacientes, ou até no mesmo paciente, sofrendo modificacdes durante diferentes
periodos da vida (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013). Geralmente afetam as
extremidades, torax e costas, e sdo a causa mais comum de hospitalizacdo para
individuos com AF (KATO et al., 2018). Os fatores desencadeantes sdo multivariados
e incluem infecgéo, desidratacéo e tensédo emocional (COSTA; CONRAN; FERTRIN,
2013).

O tratamento é geralmente orientado pela intensidade da dor (geralmente
autorreferida por meio de escalas de intensidade) e a maioria desses eventos séo
gerenciados em casa com anti-inflamatoérios ndo esteroides (AINES) ou analgésicos
opioides orais sem prescri¢cdo e sem o envolvimento do profissional de saude (KATO

et al., 2018).
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A STA é a segunda causa mais comum de hospitalizacdo em pacientes com
DF nos Estados Unidos e uma das principais causas de morte (COSTA; CONRAN;
FERTRIN, 2013; KATO et al., 2018). Muitas vezes esta associada/segue-se apds um
evento de dor aguda e sua gravidade aumenta com a idade (KATO et al., 2018;
NOVELLI; GLADWIN, 2016). Tanto a STA quanto o Acidente Vascular Cerebral (AVC)
sdo potencialmente fatais e requerem uma acao estruturada e rapida, de modo a
fornecer atendimento emergencial e especializado (WARE et al., 2017). Criangas com
AF tém um risco 300 vezes maior de sofrer um AVC e, aos 45 anos de idade, um em
cada quatro adultos com AF ja teve ao menos um AVC (OHENE-FREMPONG et al.,
1998). Eles podem ocorrer de maneira independente ou como uma complicacdo da
STA (KATO et al., 2018).

Complicacdes agudas sdo raramente letais para criancas em paises
desenvolvidos (COUQUE et al., 2016). Todavia, as complicacbes cronicas
decorrentes de lesdes progressivas dos tecidos e 6rgdos podem ser fatais em adultos
(ELMARIAH et al., 2014; KATO et al., 2018). Geralmente na terceira década, grande
parte dos pacientes com AF atinge um estagio no qual elas se tornam a principal causa
de morbimortalidade (WARE et al., 2017). Dentre elas, encontram-se Ulceras de
perna, retinopatia, necrose avascular, declinio neurologico, asplenia funcional
progressiva e priapismo recorrente (COVAS et al., 2004; WEATHERALL; CLEGG,
2001); todavia, a disfuncdo renal e a doenca cardiopulmonar sdo as mais letais
(DRAWZ et al., 2016; HAMIDEH; ALVAREZ, 2013).

Esses individuos também séo altamente propensos a infec¢des, principalmente
durante a primeira infancia. Estima-se que 50-90% das criancas com AF que vivem
na Africa Subsaariana morrem até os 5 anos de idade, majoritariamente devido a
infecgbes (GROSSE et al., 2011; MCAULEY et al., 2010; WILLIAMS et al., 2009). Até
a década de 1990, cerca de 30% das crian¢as estadunidenses com AF morriam de
infec¢des, predominantemente devido a bactérias encapsuladas (GASTON et al.,
1986). Isso deve-se a danos no baco durante a infancia, consequente de constantes
falcizacdes intraparenquimatosas (GASTON et al.,, 1986; WARE et al.,, 2017). A
introducdo da penicilina de forma profilatica diminuiu a incidéncia de bacteremia
pneumocécica em 85% (GASTON et al.,, 1986) e o auxilio dos programas de
vacinacao reduziu ainda mais a mortalidade por doencas infecciosas (KATO et al.,

2018). Apesar da profilaxia levantar preocupagdes sobre o desenvolvimento de
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resisténcia a penicilina (COBER; PHELPS; OHIO, 2010), ela ainda é considerada

segura e benéfica em pacientes de até 5 anos de idade (KATO et al., 2018).

2.3 Variabilidade genética e impacto ambiental na sintomatica

A grande diversidade fenotipica apresentada pelos portadores de AF é
parcialmente explicada por fatores ambientais e variantes genéticas (PIEL.;
STEINBERG.; REES., 2017; WILLIAMS; THEIN, 2018). Certos fendtipos apresentam
distribuicdo geografica especifica e estdo associados a variantes conhecidas
(SERJEANT, 2013) e alguns subfenétipos se agrupam epidemiologicamente unidos
por um biomarcador comum que pode sugerir algum mecanismo especifico (KATO et
al., 2018). Todavia, esses fenotipos existem como um espectro, ndo sendo
mutuamente exclusivos e podendo mudar de acordo com a idade do individuo (KATO
et al., 2018).

2.3.1 Subfendtipo vaso-oclusivo: se caracteriza por um hematdcrito mais elevado
(quando comparado a outros portadores de AF) e baixas concentracbes de
hemoglobina fetal (HbF), que promove maior viscosidade do sangue (BALLAS;
GUPTA; ADAMS-GRAVES, 2012; KATO et al., 2018). Individuos com esse fendtipo
estdo mais predispostos a crises vaso-oclusivas (CVO), STA e osteonecrose. A co-
heranca de a-talassemia auxilia na reducéo da concentracao intracelular de HbS, que
retarda a polimerizacdo da HbS e a hemolise (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).
Esse traco existe em até 30% dos pacientes de origem africana com DF (HIGGS et
al., 1982).

2.3.2 Subfendtipo hemolitico e de vasculopatia: é caracterizado por um
hematocrito mais baixo do que o encontrado em individuos com o subfenotipo vaso-
oclusivo, e possui niveis mais elevados de lactato desidrogenase e bilirrubina sérica,
gue indicam anemia hemolitica mais grave (KATO et al., 2018; LANDBURG et al.,
2010). Os individuos desse grupo apresentam risco maior de AVC isquémico,
hipertensdo pulmonar, Ulceras na perna, calculos biliares, priapismo e nefropatia
(KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007). As complicacbes vasculopaticas estao
fortemente associadas a diminuicdo da biodisponibilidade do NO e & exposicdo do
heme (KATO et al., 2018; LANDBURG et al., 2010). Além disso, a anemia grave



27

decorrente da hemdélise também promove alto débito cardiaco como um mecanismo
compensatorio, e é possivel que esse fluxo sanguineo excessivo estimule

vasculopatia no rim e em outros 6rgaos (KATO et al., 2018).

2.3.3 Subfendtipo de HbF alto: o nivel de HbF é provavelmente o modulador
fenotipico mais importante da AF (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013). A primeira
variante genética associada ao seu aumento na AF foi um polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP) (rs7482144) na regidao promotora HBG2 (NAGEL et al.,, 1985). O
determinante critico do efeito da HbF no fenotipo da doenca é a sua concentracdo em
cada eritrocito (AKINSHEYE et al., 2011). A HbF interrompe a polimerizacdo da HbS
desoxigenada, uma vez que nao faz parte do polimero de HbS (AKINSHEYE et al.,
2011). A expressao consistente dessa hemoglobina na faixa de 10% a 25% da Hb
total reduz a gravidade do quadro de AF (LETTRE; BAUER, 2016; PLATT etal., 1994).
Se os niveis chegarem a 25-50% por eritrocito, pode haver uma grande melhora na
sintomatologia da doenga (STEINBERG et al., 2014), o que justifica o interesse no

desenvolvimento de farmacos que induzam sua producao.

2.3.4 Subfenétipo de dor: Testes sensoriais quantitativos para sensibilidade a dor
sdo usados para caracterizar funcionalmente os subfenétipos de dor em AF
(BRANDOW et al., 2013). Individuos com esses fenGtipos experienciam as dores de
maneira diferente, o que pode ser devido a mudancas neurofisiol6gicas em suas vias
de percepcéo da dor (KATO et al.,, 2018). Um exemplo de um modificador de dor
herdado € o gene GCHL1 (GTP ciclo-hidrolase 1), que esta associado a sensibilidade
a dor em individuos saudaveis, enquanto as variantes do GCH1 estdo associadas a
frequéncia de dor intensa na AF (BELFER et al., 2014).

Outros possiveis influenciadores da variacdo fenotipica da AF s&o os
polimorfismos do gene da 3 -globina que definem os haplétipos da AF. Os hapl6tipos
Senegal e Arabe-Indiano estfo associados com niveis elevados de HbF, enquanto os
haplotipos Benin e Bantu, com niveis menores de HbF. No Brasil, existe certa
heterogeneidade na frequéncia dos diversos haplétipos entre as diferentes regides
geograficas, mas predominam os haplétipos Bantu e Benin (COSTA; CONRAN;
FERTRIN, 2013).

Apesar dos fatores ambientais serem mal caracterizados, eles podem dar

origem a uma grande quantidade de variabilidade fenotipica (REES; WILLIAMS;
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GLADWIN, 2010). Associacdes entre clima frio e complicacfes agudas das DFs foram
descritas pela primeira vez nos Estados Unidos em 1924 (GRAHAM, 1924). Em paises
com o clima temperado, o frio e a chuva podem ter impacto na vasoconstricdo, mas
seus efeitos ndo sdo bem documentados (JONES et al., 2005). Climas ventosos ja
foram associados a um aumento da ocorréncia de dor e estudos sugerem que altas
concentracfes de o0zdnio podem estar associadas a CVOs (MITTAL et al., 2009;
YALLOP et al., 2007). No entanto, a importancia das concentragdes atmosféricas de
NO e monédxido de carbono é desconhecida (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).
Estudos em Paris e Londres mostraram que niveis atmosféricos mais elevados de
monoxido de carbono foram associados a diminuicdo das internacdes hospitalares por
CVO (YALLORP et al., 2007), embora o efeito oposto tenha sido encontrado em Séo
Paulo (BARBOSA et al., 2015). Além disso, a altitude elevada tem sido associada a
varias complicacdes na DF, provavelmente devido aos niveis mais baixos de oxigénio
nessas regides (PIEL; STEINBERG; REES, 2017), sendo que CVOs também parecem
ser mais comuns em pacientes que vivem em grandes altitudes (MAHONY; GITHENS,
1979).

E também provavel que o ambiente doméstico seja um dos determinantes
majoritarios na saude dos pacientes com DF (PIEL; STEINBERG; REES, 2017).
Entretanto, esse fator permanece vastamente inexplorado, exceto por poucos estudos
gue sugerem a influéncia da exposicédo a fumaca de tabaco nos resultados clinicos e
complicacbes da doenca (SADREAMELI et al., 2016).

2.4 Diagnéstico

No Brasil, a portaria no 822/01 do Ministério da Saude incluiu as
hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), permitindo
assim o diagndstico ja ao nascimento (BRASIL, 2001). Adicionalmente, a rotina para
a promocao e manutencdo da saude dos individuos com AF deve ser iniciada ja nos
primeiros meses de vida (BRAGA, 2007).

As abordagens de diagnéstico da AF comumente utilizadas em paises
desenvolvidos incluem eletroforese capilar ou baseada em gel, cromatografia liquida
de alto desempenho e focalizacdo isoelétrica (WILLIAMS; THEIN, 2018). A maioria

dos programas de triagem neonatal envolve testes realizados durante a primeira
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semana de vida, quando a expressdao de HbS ainda € baixa, o que pode levar a
problemas com sensibilidade reduzida (WILLIAMS; THEIN, 2018). Portanto, novas
técnicas estédo sendo aperfeigcoadas, incluindo analise de sequenciamento de proxima
geracao, espectrometria de massa in tandem e diagndstico de DNA (incluindo Tagman
PCR e andlise de sequéncia de genes HBB amplificados) (MOAT et al., 2017;
SHOOTER et al., 2015; TRAEGER-SYNODINOS; HARTEVELD, 2014). Contudo,
esses métodos cada vez mais sofisticados ndo estéo prontamente disponiveis para a
maioria dos pacientes em regides de baixa renda.

O diagnostico precoce, programas de conscientizagdo e educacao,
profissionais de salde experientes nesta area, profilaxia com penicilina, prevencao
primaria de AVC e tratamento com HU é refletido no aumento da expectativa de vida
desses individuos (KATO et al., 2018; PIEL.; STEINBERG.; REES., 2017). Dados do
Reino Unido mostram uma sobrevida mediana de 67 anos em pessoas com HbSS e
superior naqueles com HbSC (GARDNER et al.,, 2016). Na Jamaica, numeros
identificaram sobrevida mediana de 53 anos para homens e 58,5 anos para mulheres
com HbSS (WIERENGA; HAMBLETON; LEWIS, 2001).

Quando néo diagnosticada durante a triagem neonatal (teste do pezinho), a AF
pode se manifestar em hemogramas nao caracteristicos da doenca, com ou sem
reticuldcitos elevados e com anemia normocitica normocrémica (ZUNIGA C. et al.,
2018). Ao suspeitar da AF, o clinico geralmente encaminha o paciente a um
hematologista e, muitas vezes, devido a auséncia de drepandcitos no esfregaco
sanguineo, é necessario realizar o teste de falcizacdo. Para isso, utiliza-se uma
substancia redutora (metabissulfito), capaz de reduzir a quantidade de Oz, induzindo
a falcizacao eritrocitaria (SEHOP, 2010). A analise da hemoglobina por meio de
eletroforese em pH alcalino (Fig. 6), em conjunto com os demais achados, corrobora

para o diagndéstico completo.
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Figura 6 - Eletroforese de hemoglobina
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Fonte: Adaptado de ZUNIGA C. et al. (2018, p. 04).

Alguns padrdes eletroforéticos de AF podem se assimilar ao de associacfes
entre a HbS e outras hemoglobinas anormais, tais como: Hb S/Btal., Hb S/5 tal. e Hb
S/PHHF (Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal). Nestes casos, é necessaria
a realizacdo de exames laboratoriais especificos (ALAPAN et al., 2016), sendo que,
para o auxilio na distincdo destas alteracdes, pode-se utilizar quantificacbes de HbA2
e HbF. Quando h& suspeita de associacdo com PHHF, sugere-se a realizacdo da
pesquisa de distribuicdo intraeritrocitaria de Hb Fetal nos pais do paciente.

Em geral, em casos de associagdes com [3° tal., a HbA2 aparece aumentada
(>3,5%) e diminuida em pacientes com Hb S/5B. Cerca da 20% das DF estédo
associadas com alfa-talassemia e, de fato, o diagnostico s6 é possivel através da
utilizacéo de técnicas de genética molecular como reacao em cadeia pela polimerase
(PCR) e southern blotting. O Volume Corpuscular Médio (VCM) e Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM) podem estar reduzidos nestes casos. Também ha
possibilidade de analise de espectrometria de massa e analise de DNA (WARE et al.,
2017).

2.5 Hidroxiureia no tratamento na AF

A melhora do prognéstico pediatrico na AF esta relacionada a introdugéo da
triagem neonatal, cuidados pediatricos abrangentes e precoces, profilaxia com
penicilina, vacinagdo para reduzir infeccdes potencialmente fatais e prevencgao

primaria de AVC por meio de triagem Doppler transcraniana (COSTA; CONRAN;
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FERTRIN, 2013; KATO et al., 2018; NEVITT; JONES; HOWARD, 2017). Em adultos,
a base do tratamento é a prevencdo de fatores que causam CVO (incluindo
desidratacdo, infeccbes e resfriados) e tratamento sintomatico desses episoédios
(NEVITT; JONES; HOWARD, 2017).

A HU também é conhecida como hidroxicarbamida, e € uma substancia quimica
de composicdo CH4N202. Foi sintetizada primeiramente na Alemanha em 1869
(DRESLER; STEIN, 1869), porém somente cerca de 60 anos depois, em 1928, os
efeitos biolégicos deste composto foram relatados nas células do sangue de coelhos
(ROSENTHAL; WISLICKI; KOLLEK, 1928). Ela se apresenta como um po
essencialmente insipido, de coloracdo branca a cristalina e bloqueia reversivelmente
a sintese de DNA ao inibir a ribonucleotideo redutase, mantendo as células em fase
S (sintese) (ALVINO et al., 2007; BALLAS; DOVER; CHARACHE, 1989; KATO et al.,
2018) (Fig. 7).

Figura 7 - Inibicdo induzida por hidroxicarbamida da ribonucleotideo difosfato
redutase em células em proliferacdo para inibir a sintese de DNA

Célula em Fase S

Hidroxiureia

DNA sendo
replicado

= i
i’ Desoxinucleotideo
‘;, Ribonucleotideo

Fonte: Adaptado de SPIVAK & HASSELBALCH (2011, p. 03). Traduzido pelo autor.

Até a década de 1980, a Unica terapia disponivel para AF eram transfusfes

intermitentes de eritrocitos, que, por seu alto risco, eram comumente reservadas
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somente para complicacdes agudas em que 0s pacientes corriam risco de vida
(MCGANN; WARE, 2015). Apesar do uso de HU em protocolos de tratamento ter inicio
nessa mesma década (SCOTT et al., 1996), sua aprovacdo pela Food and Drug
Administration (FDA) ocorreu somente em 1998 e pela Agéncia Europeia de
Medicamentos (AEM) em 2007 (KATO et al., 2018). No Brasil, normatizacdo da sua
dispensacdo em centros de referéncia para tratamento das DF ocorreu em 2002
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Na década de 1960, realizou-se uma triagem de farmacos em grande escala
gue mostrou as acdes antitumorais da HU, revelando seu potencial antineoplasico
(STEARNS; LOSEE; BERNSTEIN, 1963). Até hoje ela é utilizada rotineiramente no
tratamento de neoplasias, em particular as que afetam as células sanguineas,
incluindo leucemia mieléide crénica e policitemia vera (BALLAS; DOVER,;
CHARACHE, 1989; SPIVAK; HASSELBALCH, 2011). Seu espectro terapéutico
também foi expandido para doencas infecciosas, incluindo a supressao de virus e
bactérias (NOZAKI et al., 2010; ROSENKRANZ; GUTTER; BECKER, 1973).

E uma substancia solivel em agua, propriedade importante que possibilita sua
diluicdo para administracdo em criancas (MARAHATTA; WARE, 2017). Apesar de
seus mecanismos de acdo ndo serem integralmente compreendidos (COKIC et al.,
2003; COVAS et al., 2004; KATO et al., 2018), o aumento na concentracao de HbF e
na porcentagem de células vermelhas que contenham HbF (células F) sdo aceitos
como majoritariamente responsaveis pelos efeitos benéficos deste medicamento
(COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013; COVAS et al.,, 2004; REES; WILLIAMS;
GLADWIN, 2010).

A HbF (a2y2) é a principal hemoglobina antes do nascimento e é responsavel
por 60—80% da hemoglobina total nos recém-nascidos (SOTOUDEH; SOTOUDEH,
2020). A partir dos 3-6 meses ap0s o0 nascimento, o percentual de HbF diminui, sendo
substituida gradativamente pela HbA (devido a mudanca da expressao do gene y para
B - globina) e representando menos de 1% da Hb em adultos saudaveis (DANGANA
et al., 2018; SOTOUDEH; SOTOUDEH, 2020; STEINBERG et al., 2018; ZAGO et al.,
1979). Em portadores de DF, as manifestagdes clinicas costumam aparecer de acordo
com o decréscimo desses niveis (NEVITT; JONES; HOWARD, 2017).

A HbF residual normalmente ndo é distribuida uniformemente entre os
eritrocitos. Ela € concentrada em um subconjunto de células conhecido como células

F, nos quais cerca de 20% do conteudo total de hemoglobina é a HbF (LETTRE;
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BAUER, 2016). E, embora a HU aumente os niveis de HbF na maioria dos pacientes,
sua distribuicdo nos eritrocitos falciformes continua sendo heterogénea (PIEL;
STEINBERG,; REES, 2017). Adicionalmente, a melhora causada por seu aumento nao
€ igual para todos os subfendtipos da doenca. Em heterozigotos para HbS e
persisténcia hereditaria de HbF, onde o HBB é deletado, a HbF constitui
aproximadamente 30% da hemoglobina total e € homogeneamente distribuida na
populacdo de globulos vermelhos, com cada célula contendo cerca de 10 pg - o que
é suficiente para uma melhora consideravel dos sintomas (PIEL; STEINBERG; REES,
2017).

A inducdo de HbF pela HU diminui a falcizacdo eritrocitica e reduz
significativamente o percentual de hemolise e VOC (COSTA; CONRAN; FERTRIN,
2013; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Um menor percentual de hemolise pode
reduzir o consumo de NO intravascular que normalmente é sequestrado pelas Hb
expostas, facilitando a dilatacdo vascular e aumentando a producéo de HbF (COKIC
et al., 2003; COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013; COVAS et al., 2004; GLADWIN et
al., 2002) (Fig. 8). Os eritrocitos com contetudo de HbF mais alto sdo maiores (maior
VCM) e mais deforméaveis (melhor reologia) (MCGANN; WARE, 2015). A Fig. 9 mostra
as diferencas marcantes entre um esfregaco de sangue periférico de uma crianca com
AF antes e ap0Os a terapia com HU. A HU também causa reducdo benéfica na
contagem de leucécitos, ja que eles participam de forma significativa na inflamacao e
na oclusdo fisica dos vasos (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013; KATO et al., 2018).
O estado inflamatério cronico inerente da doenca exerce um papel fundamental na
ativacdo de células endoteliais e sanguineas, em especial, dos leucoécitos (COSTA;
CONRAN; FERTRIN, 2013). Plaquetas e eritrocitos falciformes se ligam a neutrofilos
ja aderidos ao endotélio, reduzindo assim o fluxo sanguineo e promovendo a vaso-
oclusdo (ELMARIAH et al., 2014; KATO et al., 2018).
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Figura 8 - Multiplos mecanismos de acdo da HU para AF
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Legenda: (1) Inducdo de hemoglobina fetal por meio da ativagdo da guanilil ciclase soltvel e cinética
eritréide alterada; (2) menor contagem de neutrdfilos e reticulécitos pela inibicdo da ribonucleotideo
redutase e citotoxicidade da medula éssea; (3) adesividade diminuida e reologia melhorada de
neutréfilos e reticuldcitos circulantes; (4) reducdo da hemolise por meio de hidratagéo eritrocitaria
melhorada, macrocitose e reducéo da falcizagdo intracelular; e (5) liberagéo de 6xido nitrico (NO) com
potencial vasodilatagéo local e resposta vascular melhorada

Fonte: Adaptado de McGANN & WARE (2018, p. 04). Traduzido pelo autor.

O tratamento causa diminuicao de reticuldcitos e elevag¢édo na concentracédo de
hemoglobina, na porcentagem de células F e no VCM (BRIDGES et al., 1996; COVAS
et al., 2004; MCGANN; WARE, 2015). O aumento do VCM pode resultar da hidratacéo
celular promovida pelo medicamento (BRIDGES et al., 1996; ORRINGER et al., 1991).
Adicionalmente, a terapia com HU esta indiretamente associada a uma diminui¢éo na
expressdo das moléculas de adeséao na superficie de eritrocitos e leucécitos (COSTA;
CONRAN; FERTRIN, 2013). A expressdo de fosfatidilserina na superficie de
eritrocitos e plaquetas, assim como a expressao de moléculas de CD36, CD49d e
CD71 nos eritrocitos é reduzida e o sistema imune inato acaba sofrendo menos
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ativacbes (COVAS et al., 2004; GLADWIN et al., 2002; KATO et al., 2018;
STEINBERG et al., 2003).

Figura 9 — Mudancas no esfregaco de sangue periférico a partir da terapia com HU.
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Fonte: Adaptado de McGANN & WARE (2018, p. 05). Traduzido pelo autor.

A HU possui eficacia oral e é bem tolerada (REES; WILLIAMS; GLADWIN,
2010), impactando positivamente na qualidade de vida desses pacientes ao reduzir o
namero de hospitalizactes, tempo de internacao, ocorréncia de STA e, possivelmente,
de eventos neuroldgicos agudos (CANCADO; JESUS, 2007). Entretanto, exige-se 0
monitoramento frequente do hemograma do individuo para controle de toxicidade
(NEVITT; JONES; HOWARD, 2017). A toxicidade mais comumente encontrada inclui
citopenia leve e reversivel, que € um resultado esperado e utilizado para determinar a
dose maxima a ser ingerida (MCGANN; WARE, 2015).

Dentre outros efeitos adversos do farmaco a curto prazo, destacam-se a
anemia, erupcdo cutanea, cefaléia e ocasionalmente nadusea (DAVIES; GILMORE,
2003), que sao facilmente reversiveis com manejo de dose ou suspensao do uso
(NEVITT; JONES; HOWARD, 2017). Sugere-se também a possibilidade de a HU
predispor carcinogenicidade, teratogenicidade e fertilidade reduzida, contudo existem
poucas evidéncias que apoiem essas concepcdes (KATO et al., 2018; REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

A HU é subutilizada por causa das deficiéncias da infraestrutura ou burocracia
dos servicos de saude até mesmo em paises desenvolvidos (KATO et al., 2018;
MCGANN; WARE, 2015). Ainda hoje, a FDA dos Estados Unidos da Ameérica (EUA)
€ altamente restritiva, indicando HU apenas para pacientes adultos com AF, que
tenham CVOs recorrentes de moderadas a graves (a0 menos trés episddios nos
altimos 12 meses) (MCGANN; WARE, 2015). Apesar disso, com o0 avancgo dos
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estudos, o uso do medicamento esta em crescimento. Estudos de coorte ao longo dos
anos mostram que em clinicas especializadas em DF, localizadas em paises
desenvolvidos, até 63% dos pacientes com AF fazem o uso de HU (ATAGA et al.,
2017). Em 2014, o Instituto Nacional do Coracao, Pulmé&o e Sangue (National Heart,
Lung, and Blood Institute — NHLBI) lancou novas diretrizes clinicas para o0 manejo de
pacientes com AF e passou a recomendar que todas as criancas afetadas devem
receber terapia com HU, comegando aos 9 meses de idade (incluindo casos
assintomaticos) (YAWN et al., 2014).

Em contraste, na maioria dos paises africanos, a porcentagem em uso do
medicamento € muito proxima de zero (MCGANN et al., 2016). Um importante fator
limitante é a falta de acessibilidade. Hoje, em uma farmécia na Tanzéania, o preco
médio de uma dose diaria de HU é de aproximadamente US$ 1,20, que se torna caro
por se tratar de um medicamento de uso crénico (LUZZATTO; MAKANI, 2019). Devido
a disponibilidade limitada, varios tratamentos e procedimentos fitoterapicos,
principalmente provenientes de tradigbes culturais e de seguranca nao comprovada
sdo comumente usados para tratar a AF em toda a Africa (MCGANN et al., 2016).
Ainda assim, & medida que os Ministérios da Salde na Africa Subsaariana comecam
a lidar com o crescente impacto da AF em seus paises, estima-se que o uso de HU e
seu monitoramento sejam compensados por economias em hospitalizacbes e
tratamento de complicacdes clinicas (MCGANN et al., 2016). Nos EUA, cerca de 230
mil interna¢des/ano séo relacionadas a AF, tendo um custo de $2.4 bilhdes de délares
(LANZKRON; PATRICK CARROLL; HAYWOOD, 2013).

Além da HU, novos tratamentos estdo sendo desenvolvidos em diversas frentes
da doenca (Tabela 2). O transplante de células-tronco hematopoéticas (HSCT) tornou-
se uma importante opcao terapéutica. Atualmente, existem cerca de 35 ensaios
clinicos no ClinicalTrials.gov estudando o transplante alogénico em pacientes com DF
(CISNEROS; THEIN, 2020). Quando realizado a tempo, ele promove eritropoiese
doador-derivada e € capaz de estabilizar ou até mesmo restaurar a fungcdo em orgaos
afetados pela doenca (WALTERS et al., 2010).

Adicionalmente, existem outras opc¢bes farmacologicas que visam a
polimerizacao da HbS e ainda estdo em fase experimental. Estudos moleculares sobre
a y-globina identificaram elementos regulatorios na expressao génica e subsequente

producdo de HbF. As moléculas: histona desacetilase (HDAC), DNA metiltransferase
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1 (DNMT1), BCL11A e SOX6 tém sido exploradas como possiveis opcdes
terapéuticas (CISNEROS; THEIN, 2020).

A forma farmacologica da L-glutamina (Endari), que tem como alvo os eventos
de vaso-oclusao, foi aprovada pelo FDA para uso em pacientes com DF acima de 5
anos de idade (NIIHARA et al., 2018). A expectativa € que ela possa ser utilizada em
uma terapia de combinacdo com HU no futuro (MINNITI, 2018). Outro farmaco é o
Crizanlizumab, um anticorpo monoclonal contra a P-selectina, e seu mecanismo de
acdo € o de bloquear a adesdo de eritrocitos ativados, neutrofilos e plaquetas
(CISNEROS; THEIN, 2020). Em um estudo de fase 2, multicéntrico, randomizado,
duplo-cego controlado por placebo, o Crizanlizumab (com ou sem combinacdo com
HU) mostrou que o0s pacientes no grupo de tratamento tiveram uma taxa
significativamente menor de crises de dor relacionada a falcizacdo, em comparacao
ao grupo placebo, e possuiram uma menor incidéncia de eventos adversos (ATAGA
et al., 2017).

Finalmente, a imunoglobulina intravenosa (IVIG) e as estatinas foram
estudadas por seus efeitos anti-inflamatérios em neutréfilos e adesdo de mondcitos
(CISNEROS; THEIN, 2020). A Sinvastatina, por exemplo, reduz a adesdo dos
glébulos brancos e, em combinacdo com a HU, diminui o nimero de crises de dor e

marcadores de inflamacao (HOPPE et al., 2017).
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Identificador

Alvo Farmaco Mecanismos de acéo ClinicalTrials.gov Status (fase)
Glutamina Aumento de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) NCT01179217 Completo (3)
NAC Aumento de glutationa NCT01849016 Completo (3)
Injuria oxidativa Omega-3 FA Antioxidante NCT02947100 Em andamento (1 e 2)
Acido Alfalipéico Aumento de glutationa NCT02604368 Em andamento (3)
Acetil L-Carnitina Diminuigdo de peroxidagao lipidica NCT01054768 Completo (2)
Crizanlizumab Anticorpo monoclonal contra P-selectina NCT01895361 Completo (2)
Rivapansel Inibidor de P-selectina NCT02187003 Em andamento (3)
Adesio IVIG Inibidor de ativagdo/adeséao leucocitaria NCT01757418 Em andamento (1 e 2)
Heparina Inibidor de P-selectina NCT02098993 Em andamento (2)
Propranolol Inibidor de adeséao de eritrécitos no endotelio mgigig%%g E;farrzzlgrii?]t(j)(a
Decitabina Desmetilagéo/ativagédo do gene da a-globina NCT01685515 Em andamento (1)
Indutores de HbF . . _— . .
Pomalidomida Inibi¢&o da histona desacetilase NCT01522547 Completo (1)
Metilbutirato Inibi¢do da histona desacetilase NCT01322269 Completo (2)
Aes-103 Mudar Oxi-Hb NCT01597401 Completo (1)
GBT440 Curva de dissociacao para esquerda NCT03036813 Em andamento (3)
INCB059872 Agente hipometilante, aumenta HbF NCT03132324 Em andamento (1)
Outros agentes Panobinostat Inibic&o da histona desacetilase, aumenta HbF NCT01245179 Em andamento (1)
antifalcizantes :
Senicapoc Inibidor de desidratacéo celular “g%g%g%z 'I;:egm;;llz?: ((32))
Sanguinate Agente de liberagdo de mondxido de carbono/transferéncia de oxigénio NCT02411708 Em andamento (2)
SCD-101 Agente antifalcizante, mecanismo desconhecido NCT02380079 Em andamento (1b)
Prasugrel NCT01794000 Terminado (3)
Terapia antiplaquetéaria Ticagrelor Inibidor de ativagéo plaquetaria NCT02482298 Completo (2)
Eptifibatide NCT00834899 Terminado (1 e 2)
Agentes Sinyastatina Ativa a s_intese endotel_ial de ON NCT01702246 Completo (1)
antiinflamatérios Zileuton Inibidor de leucotrienos NCT01136941 Completo (1)
Regadenoson Antagonista de receptores de adenosina NCT01788631 Em andamento (2)
N Magnésio Aumenta o ténus vascular NCT01197417 Completo (2 e 3)
Ténus vascular .
L-arginina Substrato para ON NCT02447874 Em andamento (1 e 2)
Mecanismos Rivaroxiban Inibidor da cascata de coagulagao NCT02072668 Em andamento (2)
anticoagulantes Apixaban Inibidor da cascata de coagulagao NCT02179177 Em andamento (2)

Fonte: Adaptado de KAPOOR; LITTLE; PECKER (2018).
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2.6 Acompanhamento Laboratorial

A portaria conjunta n°05, de 19 de fevereiro de 2018 aprovou o0 Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas da DF (MINISTERIO DA SAUDE, 2018),
especificam os exames e 0s parametros clinicos convencionais para monitoramento
dos pacientes com AF, como o hemograma com contagem de plaquetas e percentual
de reticulécitos. O hemograma representa entre 45-62,3% de todos os pedidos
médicos que dao entrada em laboratorios de andlises clinicas (FAILACE;
FERNANDES, 2015) e é considerada a primeira avaliacdo realizada em portadores
de AF (SAVAGE et al., 2015). Ele possibilita inferir as anormalidades que indicam
potenciais patologias instaladas, tais como processos infecciosos (aos quais esses
pacientes possuem alta susceptibilidade) e a mielossupressédo, que pode ser
desencadeada pelo tratamento com HU (COVAS et al., 2004; DAVIES; GILMORE,
2003).

Nos ultimos 20 anos, com o avanco de novas tecnologias, a automatizacao
laboratorial excluiu quase completamente os métodos classicos (CELKAN, 2020) e,
portanto, surgiram novas possibilidades diagnodsticas. Tais ferramentas vém
auxiliando na confeccdo de resultados cada vez mais rapidos e confiaveis,
promovendo agilidade, padronizacéo, alta sensibilidade, preciséo e menos chances
de erros humanos e riscos de contaminacao amostral (FAILACE; FERNANDES, 2015;
SUMITA et al., 2017).

Os Parametros Clinicos Avancados (PCAs) configuram uma modernizacdo na
automacao do hemograma ao conceder informacdes detalhadas sobre certos
aspectos clinicos, auxiliando em diagnosticos diferenciais e na otimizacdo da
requisicdo de testes adicionais, impactando na reducdo dos custos hospitalares e
laboratoriais (SUMITA et al., 2017). Entre os beneficios dos PCAs, destaca-se a
analise do grau de maturidade celular, que permite uma avaliacdo precoce de
alteracdes na hematopoiese.

Os PCAs incluem os seguintes parametros: Fracdo de Reticuldcitos Imaturos
(Immature Reticulocytes Fraction - IRF), Fracdo de plaquetas imaturas (Immature
Platelet Fraction - IPF), Eritrocitos Nucleados (Nucleated Red Blood Cells - NRBC),
Contetudo de Hemoglobina dos Reticulécitos (RET-HE), Plaquetas Fluorescentes
(PLT-F) e Granuldcitos Imaturos (Immature Granulocytes - I1G) (SUMITA et al., 2017).
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O IRF auxilia na avaliacéo do grau de maturidade dos reticulécitos, enquanto o
IPF auxilia na avaliacdo da maturidade das plaguetas. Esses parametros sao
importantes marcadores de alteragdes na eritropoiese e trombocitopoiese,
respectivamente. O funcionamento e atividade medular pode ser avaliado pelo NRBC
por meio da mensuracao do numero de eritroblastos presentes no sangue periférico.
Ja a PLT-F permite a realizacdo de contagens exatas em amostras com apenas
20.000x10%/uL plaquetas (de comum utilizagdo em pacientes com purpura
trombocitopénica idiopéatica) (PAGE et al., 2017; SCHOORL et al., 2013). O RET-He
€ um importante indicador da qualidade dos reticulocitos produzidos em niveis de
medula Ossea, pois pode identificar quadros de anemia antes mesmo das
manifestacdes clinicas (UCAR et al., 2019). O IG é capaz de quantificar a presenca
de leucdcitos imaturos, indicando a presenca de um desvio a esquerda. Além disso,
ele € um importante marcador de sepse, que € uma complicacdo recorrente em
pacientes com AF (KARON et al.,, 2017; NAVALKELE et al., 2017; PAYNE et al.,
2013).

A citometria de fluxo é o padrdo ouro para contagem de células sanguineas e
o principal método usado para medir os PCAs. Esta tecnologia permite leituras
individuais de varios parametros para cada célula em um meio liquido salino
tamponado. O principio envolvido na técnica esta relacionado a disperséao de luz e
emissao de fluorescéncia que ocorre a partir da luz da fonte de excitagdo (comumente
um feixe de laser) incidindo em diferentes angulos na célula (Fig. 10) (ADAN et al.,
2017). Assim, fornece-se informacdes sobre a complexidade, tamanho e
granularidade celular e, adicionalmente, leitura do pulso por um detector de fosfodiodo
e fotomultiplicadores que os interprete como graficos (ScatterGraph) (BUTTARELLO
et al.,, 2020; CORBERAND, 1996; PIVA et al.,, 2015; TANAKA et al.,, 2014;
TANTANATE; KHOWAWISETSUT; PATTANAPANYASAT, 2017; WANG et al., 2003).
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Figura 10 — O principio do funcionamento de um citémetro de fluxo.
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Fonte: Adaptado de ADAN et al. (2017, p. 03). Traduzido pelo autor.

2.6.1 — Fracdo de Reticuldcitos Imaturos - IRF

A medula éssea é estimulada pela eritropoietina (EPO), um hormonio secretado
pelos rins. Ela atua principalmente nas células progenitoras dos eritrécitos e
precursores da eritropoiese, e € responsavel por estimular as unidades formadoras de
colonias de eritrocitos (UFC-E) (NANDAKUMAR; ULIRSCH; SANKARAN, 2016),
aumentando a producdo de reticulocitos. Os niveis de EPO normalmente se
encontram elevados por trés a quatro dias antes de ocorrer um aumento na contagem
de reticuldcitos (RILEY et al., 2001).

Os reticulécitos representam uma etapa evolutiva no processo eritropoiético.
Eles séo eritrocitos imaturos produzidos na MO, onde se desenvolvem por um periodo
de um a trés dias (RAI; WILSON; MOOSAVI, 2020). Ao serem liberados na corrente
sanguinea, possuem uma vida Gtil de um a dois dias, onde passam por diversas
mudancas estruturais antes de se tornarem hemacias maduras (MAST; BLINDER,;

DIETZEN, 2008). Quando comparados a elas, os reticuldcitos possuem maior volume,
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maior contetdo de Hb e menor concentracao de Hb (RAI; WILSON; MOOSAVI, 2020).
Ao entrar no sangue periférico, eles tém o conteudo maximo de Hb possivel, pois s6
podem sintetiz4-la enquanto se encontram na medula 6ssea (PIVA et al., 2015).

Reticulécitos sdo um indicador clinico atil de resposta da medula 6ssea a
anemias. Portanto, um aumento ou diminuicdo na sua contagem pode assinalar
atividade ou falha da eritropoiese, especialmente em relacdo a disfuncdo da medula
O0ssea (BUTTARELLO, 2016; PIVA et al., 2015; RILEY et al., 2001; SCHAPKAITZ,
2018).

A partir de 1940, o método tradicional para avaliacdo do numero de reticulocitos
passou a ser a contagem manual por microscopia, utilizando-se corantes supra-vitais
(UPPAL et al., 2020). A coloracdo permite que as células sejam reconhecidas pelo
precipitado intracitoplasmético azul, variando da aparéncia de granulos a uma rede de
material reticular (PIVA et al., 2015). Entretanto, a contagem de reticulocitos por esse
meio ndo € mais comumente utilizada devido a sua baixa reprodutibilidade e néo
confiabilidade com um coeficiente de variagdo de 25% a 48% (PRELOZNIK-ZUPAN;
CERNELC; ZONTAR, 2000). A implantagcdo da citometria de fluxo e dos corantes
fluorescentes iniciou-se na década de 1990 e levou a automacdo da contagem
reticulocitaria.

Analisadores hematoldgicos automatizados equipados com parametros para
contagem de reticuldcitos e citbmetros de fluxo podem ser utilizados para a avaliacéo
deste parametro (UPPAL et al., 2020). Os analisadores hematolégicos automatizados
utilizam corantes fluorescentes ou nao-fluorescentes que se ligam ao &acido
ribonucleico (RNA) dos reticuldcitos e, subsequentemente, os enumera com base em
diversos principios como impedancia, dispersao ou fluorescéncia (UPPAL et al.,
2020). O citometro de fluxo utiliza-se somente de corantes fluorescentes e analisa um
maior numero de eventos, minimizando o viés estatistico inerente ao método
tradicional (CORBERAND, 1996; UPPAL et al., 2020).

A citometria de fluxo € o método mais comumente utilizado para a contagem
de reticulocitos (RAI; WILSON; MOOSAVI, 2020). A primeira etapa do processo € a
coloragdo dos reticuldcitos pela mistura da solucdo de laranja de tiazol (TO) com
sangue total. Essa solugdo é mantida no escuro, incubada em temperatura ambiente
e, em seguida, exposta ao feixe de laser. A coloracdo adere ao RNA ribossomal
(rRNA), que permite a diferenciacdo quanto ao estadiamento dos reticulécitos (RAI,
WILSON; MOOSAVI, 2020). O grau de imaturidade esta diretamente relacionado ao
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grau de fluorescéncia emitido por estas células; quanto mais RNA intracelular houver,
mais imaturo sera o reticulécito e maior sera a fluorescéncia (JOAO; PINTO; COSTA,
2008). A contagem sera determinada pela porcentagem dos reticulocitos na
quantidade total de hemé&cias.

Existem trés categorias que representam seus diferentes estagios de
maturidade: LFR (reticulocitos de baixa fluorescéncia - reticulocitos "maduros™), MFR
(reticulocitos de fluorescéncia média - reticuldcitos "semi-maduros”) e HFR
(reticuldcitos de alta fluorescéncia - reticulécitos "imaturos"). O IRF € definido como a
soma das regifes de média e alta fluorescéncia (HFR e MFR) e é também referido

como o "indice de maturacédo de reticuldcitos” (Fig. 11).

Figura 11 — Scattergram mostrando a dispersao dos diferentes estagios de
maturacao reticulocitaria.

=
SFL

Fonte: PEREZ-ECIJA & GARCIA (2021, p. 03).

O IRF possui grande utilidade em pacientes com leucemia em quimioterapia ou apos
transplante de MO, determinando a atividade regenerativa da medula 6ssea durante
e depois do tratamento (MORKIS et al., 2015). Um dos efeitos da HU € diminui¢c&do na

producgdo reticulocitaria, causando uma diminuicdo na contagem dessas células.
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Portanto, € necessario o monitoramento frequente de reticuldcitos durante o uso deste

medicamento.

2.6.2 - Fracao de Plaguetas Imaturas - IPF

Plaquetas imaturas sao plaquetas recém-liberadas da medula O0ssea por
megacariocitos (IMPERIALI et al., 2018) e tém uma vida util de menos de 24 horas
(HOFFMANN, 2014). Em comparacdo com as plaguetas maduras, essas plaguetas
sdo maiores, mais reativas e contém mais RNA (BUTTARELLO et al.,, 2020;
IMPERIALI et al., 2018).

Inicialmente, as plaquetas imaturas (anteriormente também conhecidas como
“reticuladas”) eram mensuradas por meio do uso de citbmetros de fluxo e corantes
fluorescentes que se ligam ao RNA (BUTTARELLO et al., 2020). Entretanto, os
intervalos de referéncia especificados por diferentes autores eram inconstantes,
variando de 2% a 17% da contagem total de plaquetas (MATIC et al., 1998; RINDER
et al., 1993). Esse fenbmeno pode ser explicado pela falta de padronizacao
metodoldgica, principalmente devido a: (i) diferentes fontes comerciais e
concentracfes de corantes fluorescentes, (ii) absorcéo inespecifica de corantes de
RNA pelos granulos presentes no citoplasma plaquetario, (iii) tempo e temperatura de
incubacéao e (iv) andlise dos dados (BUTTARELLO et al., 2020).

Para a determinacdo das plaquetas imaturas, os laboratorios de pesquisa
adotaram majoritariamente técnicas com uso de corante TO e citometria de fluxo,
aprimoradas ap0s a introducdo do gating (MATIC et al., 1998). Gating em citometria
de fluxo é identificacdo sequencial e refinamento de uma populacédo celular de
interesse usando um painel de marcadores (REYNOLDS, 2020). O corante TO é
extensivamente para a coloracéo e deteccéo de plaquetas imaturas, pois € excitavel
a 488 nm, pode ser usado com a maioria dos citbmetros de fluxo e trespassa
prontamente a membrana celular (BUTTARELLO et al., 2020).

Nos ultimos anos, novos parametros relacionados a funcéo plaquetéaria foram
desenvolvidos, como a Fragcao de Plaquetas Imaturas (IPF) (KO et al., 2015; LI et al.,
2020) como um método inovador de aferir a atividade medular quanto a produgéo de
novos trombdcitos (DUSSE; FREITAS, 2014). Assim como os reticulécitos, as
plaguetas imaturas podem ser relatadas como porcentagem ou um numero absoluto
(x10°L) (BUTTARELLO et al., 2020).
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Atualmente a analise da IPF é totalmente automatizada ao ser integrada aos
analisadores hematolégicos de rotina. Em analisadores hematologicos Sysmex,
incluindo sistemas XE-2100 e XE-5000 (Sysmex, Kobe, Japao), a IPF é medida no
canal de plaquetas Opticas usando um corante fluorescente e um sistema de
passagem cuidadosamente projetado (JUNG et al., 2010; KO et al., 2015; MEINTKER
et al., 2013). Um feixe de diodo semicondutor passa através das células coradas e
mede-se a dispersdo direta resultante (volume da célula) e intensidade de
fluorescéncia (principalmente devido ao conteddo de RNA) (BUTTARELLO et al.,
2020). A partir disso, um algoritmo de computador discrimina entre as plaquetas
maduras e a IPF. Esse indice pode ser relatado como porcentagem de IPF (%IPF) e
IPF absoluto (A-IPF) (IMPERIALI et al., 2018).

Outros analisadores como o Abbott Cell-Dyn Sapphire (Abbott) se referem a
IPF como “plaquetas reticuladas” (retPLT/RP) e a medem como parte da analise
reticulocitaria, utilizando o corante fluorescente CD4K530. O analisador realiza o
registro da luz dispersa (em um angulo de 7°) e da fluorescéncia, e um algoritmo
separa as plaquetas das hemécias. Por fim, o gating de retPLT é definido com
correcdo para fluorescéncia de fundo size-dependent (BUTTARELLO et al., 2020;
HOFFMANN; VAN DEN BROEK; CURVERS, 2013).

Similarmente, o analisador Mindray BC-6800 (Mindray) realiza a deteccdo de
%IPF junto com os reticulécitos por meio de um corante a base de cianina para
coloracdo de RNA. A IPF é derivada de dispersao direta versus grafico de dispersao
de fluorescéncia lateral e o0s resultados sdo expressos em porcentagem
(BUTTARELLO et al., 2020).

As comparac0fes entre o RP obtido com métodos de citometria de fluxo usando
TO e IPF obtido com o XE-2100/5000 mostram certa correlacao entre os parametros
e que, tanto nos controles quanto nas diferentes categorias de doencas (doenca
coronariana cronica, bypass pos-coronariano, trombocitopenia periférica, doenca
renal), os valores encontrados foram maiores para RP (BUTTARELLO et al., 2020;
IBRAHIM et al., 2016; SAKURAGI et al., 2015). Algumas explicacdes para essas
diferencas nos resultados podem estar relacionadas as estratégias de gating ou as
variacdes dos corantes disponiveis comercialmente (ou ainda se a preparacao ocorre
no proprio laboratorio) (BUTTARELLO et al., 2020).

Dentre as limitacoes deste parametro esta a falta de definicdo de valores
normais em individuos saudaveis (JOERGENSEN; BATHUM, 2016; JUNG et al.,
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2010; KO et al., 2013). KO et al. (2013) encontraram um intervalo de confianca geral
de 0.5-3.3% utilizando o analisador hematolégico Sysmex XE-2100. Ja
JOERGENSEN & BATHUM (2016) estabeleceram um intervalo de 1.3—9.0% por meio
do analisador Sysmex XE-5000.

Adicionalmente, nos analisadores Sysmex XE-2100/5000, certos fragmentos
de leucdcitos contendo maiores quantidades de RNA podem interferir na medicéo da
IPF. Além disso, ligagdes ndo especificas entre os corantes e fragmentos eritrocitarios
sdo possiveis interferentes (SAKURAGI et al., 2015). Analisadores Sysmex XN de
nova geracao estdo demonstrando maior sensibilidade e especificidade para medicao
de IPF% (BRIGGS et al., 2012); entretanto, a maioria dos estudos ainda é realizada
em hemocitdmetros Sysmex XE (VAN DE WYNGAERT et al., 2020).

Em pacientes com AF, por serem maiores, mais densas e mais ativas no
processo de formacéo do trombo hemostatico, as plaquetas imaturas contribuem para
a instalacdo e manutencdo de processos vaso-oclusivos (MCCABE et al., 2004,
NORONHA et al., 2007). A asplenia funcional presente na doenca compromete o
sequestro esplénico das células senescentes ou danificadas, alargando o tempo de
permanéncia das plaguetas circulantes (WUN et al., 1997). O IPF demonstra um
aumento mais precoce quando comparado com a contagem classica de plaquetas no
transplante de medula 6ssea (MORKIS et al., 2015; SAXON et al., 1998). O estudo
deste parametro pode verificar se ele apresenta essa mesma caracteristica em outras

doencas, como a AF.

2.6.3 - Eritrécitos nucleados — NRBC

Os “nucleated red blood cells” (NRBC) sao precursores eritrocitarios e sao
fisiologicamente confinados a medula 6ssea (BUORO et al., 2015). Recém-nascidos
saudaveis tém NRBCs circulantes que desaparecem rapidamente algumas semanas
apos o nascimento (MAY et al., 2019; WANG et al., 2003). No entanto, essas células
podem retornar a circulacdo em diversas situa¢des patoldgicas (BUORO et al., 2015;
DANISE et al., 2012).

Perdas sanguineas agudas ou hemolise acelerada podem causar a liberacéo
de NRBCs na corrente sanguinea, conforme ocorre o aumento da eritropoiese, em
uma tentativa de compensar a anemia aguda (MAY et al., 2019). Danos ou estresse

na medula 6ssea também fazem com que os NRBCs estejam presentes no sangue
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periférico, como costuma ser o caso em doengas hematolégicas (BUORO et al., 2015;
DANISE et al., 2012; MAY et al., 2019).

Por muito tempo a contagem de NRBCs era realizada utilizando a analise
manual de esfregagcos sanguineos, pois os analisadores hematolégicos ndo eram
capazes de corretamente diferenciar NRBCs de pequenos linfocitos (HWANG et al.,
2016). Contudo, falhas de reprodutibilidade intra e interobservador, aliadas ao
pequeno numero de células contadas (100 células). culminaram na restricdo da
exatiddo e precisdo do método (DANISE et al., 2012; HWANG et al., 2016). Além
disso, essas contagens eram trabalhosas e caras (DANISE et al., 2012).

A série de hemocitbmetros Sysmex XE (2100 e 5000; Sysmex Co., Kobe,
Japéao) analisa as NRBCs (absoluto e porcentagem) em um canal especifico por meio
de uma combina¢do de um sistema O6ptico de fluorescéncia, associado a um agente
lisante (BUORO et al., 2015; HWANG et al., 2016). Como resultado do processo de
lise seletiva dos eritrdcitos, os nucleos das NRBCs e leucdcitos permanecem intactos
e seus acidos nucleicos (DNA e RNA) sdo corados com o corante fluorescente de
polimetina (BUORO et al., 2015). As diferentes intensidades de coloragéo entre os
nacleos das NRBCs e dos leucdcitos, em conjunto com seus diferentes volumes, sao
detectadas por um laser semicondutor usando luz dispersa direta e fluorescéncia
(BRIGGS et al., 2011; HWANG et al., 2016; URRECHAGA; BORQUE; ESCANERO,
2009). As organelas intracitoplasmaticas e o ndcleo de leucdcitos sédo corados com
bastante forca, enquanto a coloracdo de NRBCs é fraca, permitindo uma diferenciacédo
clara entre as contagens (BRIGGS et al., 2012).

Nos analisadores Sysmex, a maioria dos hemocitbmetros da série XE-5000
reporta automaticamente a contagem NRBC para todas as amostras. Contudo, alguns
modelos somente realizam a contagem dessas células quando recebem um flag, de
modo a economizar corante (BRIGGS et al., 2011). Quando um flag para NRBC é
acionado, as amostras sdo executadas novamente no modo NRBC para enumera-los
e corrigir a contagem de leucocitos e o diferencial (BRIGGS et al., 2011).

O analisador XN Modular (Sysmex) foi lancado em 2011. Ao avaliar as
caracteristicas de desempenho dos novos métodos e compara-los com a série XE-
2100, BRIGGS et al. (2012) verificaram que dentre as novas atualiza¢gdes, a contagem
de NRBC é realizada em todas as amostras; ndo ha mais necessidade de repetir a
contagem no canal NRBC como antes. Dentre as limitacbes dos analisadores mais

antigos, também esta a sensibilidade e precisdo limitadas para a contagem de NRBC
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em amostras com valores baixos e em condicdes em que 0s eritrOcitos possuem
sensibilidade alterada ao processo de lise (BUORO et al., 2015; GULATI et al., 2007;
PIPITONE et al., 2012).

Apesar de saber-se que a presenca de NRBCs no sangue periférico esta
associada a distarbios hematolégicos, a primeira aplicacéo clinica derivada de sua
contagem foi publicada apenas em 1969 (DANISE et al., 2012; PIOMELLI; DANOFF;
BECKER, 1969). Atualmente, sabe-se que esse parametro possui um valor
prognostico significativo (BUORO et al., 2015), podendo otimizar transfusbes em
pacientes com beta talassemia major (DANISE et al., 2009; KARAKUKCU et al.,
2015).

Esse pardmetro é considerado um importante preditor de aumento da
morbidade e mortalidade entre adultos hospitalizados (BALLANTINE; KWON; LIEM,
2019). NARCI et al. (2020) investigaram a predicdo de NRBCs em 204 pacientes que
morreram de causas ndo traumaticas e, durante a andlise de regressao logistica
multivariada, ele foi associado a todas as causas de mortalidade em pacientes
admitidos na emergéncia. Ja PURTLE et al. (2017) levantaram a hipétese de que a
presenca de NRBC em pacientes que sobreviveram a cuidados intensivos estaria
associada a resultados adversos apoés a alta hospitalar. Eles encontraram que o risco
absoluto de mortalidade em 90 dias pés-alta foi de 5,9%, 11,7%, 15,8% e 21,9% em
pacientes com O/ul, 1-100/ul, 101-200/pl e mais de 200/yl de NRBC,
respectivamente.

ATAGA & ORRINGER (2000) descreveram trés casos de pacientes com DF e
necrose de medula éssea e 0 curso clinico em todos foi caracterizado por altos
nameros de NRBC. Adicionalmente, o seu aumento em pacientes com DF pode refletir
0 aumento da eritropoiese. BALLANTINE; KWON & LIEM (2019) encontraram uma
associacdo entre o aumento nas contagens de NRBC e o desenvolvimento de
STA/necessidade de transfusdo em criangas com DF hospitalizadas por CVO,
sugerindo que NRBCs podem representar um biomarcador util para prever
complicagbes nesses pacientes. Entretanto, seu significado prognostico em adultos
ou criangas com DF ainda ndo € bem compreendido e ha a necessidade de estudos
mais profundos (BALLANTINE; KWON; LIEM, 2019).
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2.6.4 - Contagem de Plaquetas por Fluorescéncia— PLT-F

Alta exatiddo e precisao na avaliagéo plaquetaria sdo essenciais para decisdes
clinicas apropriadas, especialmente em amostras com baixa contagem de plagquetas
(SCHOORL et al.,, 2013). A primeira geracdo de contadores de plaguetas
automatizados foi desenvolvida ha quase meio século para substituir a contagem
manual de rotina (RAPPAPORT et al., 1988).

Sistemas de primeira geracdo aprimorados, como Plaguetas por impedancia
(PLT-1) (Sysmex, Kobe, Japao), LH-750 (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) e CDS-I
(Abbott Laboratories, North Chicago, IL, EUA), ainda sao utilizados em laboratorios
clinicos por estarem instalados em modernos analisadores hematolégicos (WADA et
al., 2015). Contudo, vérios fatores influenciam a precisdo das contagens. Particulas
nao plaquetarias, como eritrocitos e leucdcitos fragmentados, ndo sdo corretamente
distinguidos, pois esses sistemas diferem apenas os tamanhos das particulas, que
sdo medidos usando impedancia elétrica (TANAKA et al., 2014; WADA et al., 2015).
Isso resulta em resultados de andlise falsamente elevados (TANAKA et al., 2014).

Como solucéo, desenvolveu-se um método preciso de contagem utilizando
anticorpos monoclonais especificos anti-CD61 (DICKERHOFF; VON RUECKER,
1995; HARRISON et al., 2001; TANAKA et al., 2014). Apesar de ter se tornado
referéncia em contagem de plagquetas, devido a um custo operacional elevado e
volume amostral de =21ml, o método imunolégico néo se tornou padrao em laboratoérios
clinicos gerais (TANAKA et al., 2014; WADA et al., 2015).

Os analisadores hematoldgicos de segunda geracdo foram desenvolvidos
embasados na citometria de fluxo. Esses sistemas, como as plaquetas Opticas (PLT-
O - Sysmex), CDS-O (AlinlQ Clinical Decision Support - Abbott) e método de contagem
Optica ADVIA (Siemens), sao instalados em analisadores hematolégicos
automatizados (WADA et al., 2015). A contagem plaquetaria é fidedigna na maioria
das amostras, com excecao para aquelas com baixa concentracdo de plaquetas ou
aguelas contendo células anormais, como megatrombodcitos (DIQUATTRO et al.,
2009; HONG et al., 2009; TVEDTEN, 2010).

A Contagem de Plaquetas por Fluorescéncia (PLT-F) representa a ultima
geracdo em métodos de contagem automatica plaquetaria. Ele se baseia em
marcacdo fluorescente e citometria de fluxo. Os analisadores hematolégicos

automatizados da série XN (Sysmex) sdo equipados com um canal PLT-F onde a
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quantificacdo plaquetaria € realizada com o uso do corante Fluorocell fluorescente
(oxazina), com tempo e volume de contagem prolongados com o intuito de diminuir o
namero de interferéncias durante a contagem (WADA et al., 2015).

Durante o processo de lise, as membranas plaquetarias séo perfuradas pelo
reagente, mas permanecem praticamente intactas. Posteriormente, o marcador de
fluorescéncia marca especificamente o RNA dentro das plaquetas, evitando
interferéncias com outras células ou fragmentos de tamanho semelhante. Usando a
luz dispersa direta e fluorescéncia, as plaquetas sédo separadas dos eritrocitos e
leucdcitos (SYSMEX, [s.d.]) (Fig. 12). O sistema PLT-F € superior aos dois métodos
de rotina existentes: o PLT-O de segunda geracao e Plaquetas por impedancia (PLT-
I) de primeira geracdo (WADA et al., 2015) e correlaciona-se altamente com o método
imunolégico, mesmo para amostras com baixas concentracbes de plaguetas
(BRIGGS et al., 2012; SCHOORL et al., 2013; SEO; LEE; KIM, 2015; TANAKA et al.,
2014).

Figura 12 — Scattergram do canal PLT-F com uma distribuicdo normal de células

FSC

SFL

Fonte: Sysmex Europe website, 2021.
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Os analisadores da série XN também sdo equipados com um canal PLT- |
baseado em um método de impedancia elétrica e o canal PLT-O baseado em um
método Optico (TANAKA et al., 2014). Ao comparar os sistemas PLT-F, PLT-O e PLT-
I, WADA et al. (2015) utilizaram sangue artificial contendo plaguetas e altas
concentracfes de eritrocitos fragmentados. O sistema PLT-F mostrou apenas um
aumento de 15-17% na contagem de plaquetas, enquanto os sistemas PLT-O e PLT-
| mostraram aumentos de mais de 300%.

O PLT-F mostrou possuir alta reprodutibilidade principalmente em amostras
com severa trombocitopenia (<50.000x10%/pL) (WILLIAMSON et al.,, 2013), se
comparado aos métodos tradicionais PLT-O e PLT-l1 (SCHOORL et al., 2013). Um
estudo recente comparou as trés metodologias (PLT-I, PLT-O e PLT-F) em pacientes
com talassemia, e encontrou significativa diferenca entre os tipos de talassemia na
plaguetometria realizada pela PLT-F, enquanto nas outras metodologias ela néo foi
encontrada (TANTANATE; KHOWAWISETSUT; PATTANAPANYASAT, 2017).
Apesar de n&o haver relatos na literatura que explorem esse parametro na AF, por ser
uma doenca hemolitica, é possivel que as contagens plaquetérias estejam alteradas,

causando falsas impressodes das reais contagens sanguineas.

2.6.5 - Conteudo de Hemoglobina no Reticuldcito - RET-He

Analisadores hematologicos evoluiram consideravelmente nos ultimos anos,
disponibilizando novos parametros que fornecem informagdes a nivel celular sobre a
disponibilidade de ferro para eritropoiese (LEVY; SCHAPKAITZ, 2018). Dentre eles
estdo a porcentagem de heméacias microciticas (% Micro-R), porcentagem de
hemacias hipocrémicas (% Hypo-He) e o conteido de hemoglobina dos reticulécitos
(RET-He).

O RET-He é o mais amplamente estabelecido e fornece uma medida indireta
do ferro disponivel para a produgéo de novos eritrocitos nos ultimos 3-4 dias (BRIGGS
et al., 2012). Como os reticul6citos tém uma vida util mais curta (1-2 dias) do que as
hemacias maduras, o RET-He fornece uma indicacéo precoce de deficiéncia de ferro
(TOKI et al., 2017).

LEVY & SCHAPKAITZ (2018) mediram o RET-He de mulheres gravidas em

analisadores Sysmex XN-9000. Para a analise desse parametro, as células sao
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coradas por meio de um corante de &cido nucléico, no canal de reticuldcitos, e
analisadas por citometria de fluxo fluorescente. A luz dispersa direta versus
fluorescéncia € representada como um scattergram mostrando eritrocitos e
reticulocitos maduros. Os autores encontraram que o desempenho do RET-He foi
superior aos parametros hematoldgicos padréao.

Nos analisadores ADVIA 120 e 2120 (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY) o
pardmetro equivalente ao RET-He é o CHr (conteido médio de Hb celular dos
reticuldcitos). Ele é medido no Hematology System Reticulocyte Count (RETIC)
juntamente com a concentragéo e porcentagem de reticulocitos (#RETIC e %RETIC,
respectivamente) (ADVIA®, 2010).

Os estoques de ferro no corpo existem principalmente na forma de ferritina e,
em contraste com a Hb, ndo sao afetados por elevacfes acima do nivel do mar ou
pelo fumo. Contudo, de acordo com guidelines da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a ferritina € uma proteina de resposta de fase aguda e tem suas concentracdes
aumentadas durante a inflamacéo, tornando a interpretacao clinica dos resultados
dificil ou impossivel (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). O diagnostico de
deficiéncia de ferro utiliza uma combinacéo de diversos parametros além da ferritina,
incluindo a saturacdo de transferrina, ferro sérico e o VCM. Na AF, as reacdes
inflamatorias decorrentes das CVOs podem influenciar esses testes. Desse modo,
esse é um possivel nicho de atuacdo do RET-He.

UIJTERSCHOUT et al. (2014) analisaram as associa¢Oes entre o RET-He,
ferritina, receptor de transferrina soltuvel (sTfR), VCM e hemoglobina (Hb) em criancas
com idades entre 0,5 e 3 anos. A hipotese inicial era de que criancas pequenas com
deplegéo de ferro (usando o ponto de corte da OMS para ferritina <12 pg/l), teriam
menor RET-He e maiores concentragdes de sTfR em comparagdo com criangas com
ferritina >12 ug/l. Apesar do estudo mostrar que o RET-He diminuiu com niveis baixos
de ferritina e que seus niveis foram significativamente correlacionados com a ferritina,
VCM e Hb, isso aconteceu somente quando o0s estoques de ferro estavam
severamente esgotados (ferritina: <8 ug/l).

O potencial clinico do RET-He para o diagnostico de deficiéncia de ferro &
limitado pela falta de intervalos de referéncia bem estabelecidos (LOFVING et al.,
2018). Em 2018, VAZQUEZ-LOPEZ et al. (2019) avaliaram a utilidade do RET-He,
STfR e o indice de sTfR/log (sTfR-F) como um meio de identificar deficiéncia de ferro

em criangas sem anemia e em adolescentes saudaveis. Os autores também
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procuraram obter pontos de corte especificos por idade e sexo, e propor uma definicao
alternativa de deficiéncia de ferro com base nessas novas medidas. Embora
comparavel aos parametros classicos, o valor de RET-He sozinho n&o foi considerado
suficientemente indicativo nas fases iniciais da deficiéncia de ferro (AUC 0,68, IC 95%
0,61-0,74). Isso pode ser explicado pelo fato de que individuos com anemia ferropriva
foram excluidos deste estudo, e que esse parametro sO passa a apresentar alteracdes
quando a producédo de Hb esta comprometida.

Apesar disso, os autores consideraram que o RET-He melhora a eficiéncia
diagnéstica, se utilizado em conjunto com outros marcadores. Seu cutoff foi de <27 pg
(1-5 anos) e <28.5 pg (6—16 anos). Embora ndo exista um padrdo ouro, os autores
tracaram suas definicdes para a deficiéncia de ferro sem a presenca de anemia como:
(a) esgotamento do estoque de ferro: ferritina baixa; (b) eritropoiese com deficiéncia
de ferro: alto indice sTfR-F (que refletiria situacdes com sTfR alto e ferritina baixa e
também condicbes em que ha deplecdo do estoque de ferro, mas nenhum impacto
sobre sTfR); (c) ou a combinagéo de =2 parametros entre ferritina baixa, CHr baixo e
STfR alto.

J4 AHMED; FAYEK & SALEM (2020) procuraram avaliar o papel do RET-He
no diagndstico de anemia ferropriva em 102 pacientes utilizando o analisador Sysmex
XN1000. O grupo com anemia apresentou niveis de RET-He significativamente mais
baixos do que os do grupo controle com um cutoff de 26,5 pg com sensibilidade de
80% e especificidade de 90%.

Em 2014, o uso de RET-He para descartar rapidamente a eritropoiese por
deficiéncia de ferro na presenca de anemias complexas, decorrentes de cancer, foi
demonstrado. Usando um cutoff de 32 pg/célula, esse parametro descartou a
deficiéncia de ferro na populacdo do estudo (n = 209) e em uma subpopulacéo de
pacientes com baixa contagens de reticulécitos (n = 19) com um valor preditivo
negativo (VPN) de 98,5% e 100%, respectivamente para essas populagcbes. Em
comparacao, o VPN dos parametros tradicionais do hemograma (Hb <11 g /dL; VCM
<80 fL) foi de apenas 88,5% (PEERSCHKE; PESSIN; MASLAK, 2014).

A etiologia da anemia em pacientes com cancer é complexa, envolvendo
citopenias secundérias a quimioterapia, insuficiéncia da MO, doenga cronica/
inflamacdo (PEERSCHKE; PESSIN; MASLAK, 2014). Pacientes com AF
compartiliham algumas dessas caracteristicas devido a natureza inflamatéria da

doenca. Adicionalmente, eles podem sofrer citopenias secundarias o uso de HU e
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supressdo da MO. Desse modo, apesar de esse parametro nao ter sido avaliado no
cenario das DF, é relevante o seu escrutinio em cenarios multifacetados.

Devido ao turnover lento dos eritrécitos (~120 dias), os parametros tradicionais
do hemograma acerca dos indices de eritrécitos maduros (VCM, HCM e amplitude de
distribuicdo dos glébulos vermelhos [RDW]) podem n&o detectar os efeitos da
deficiéncia de ferro precoce na eritropoiese. Esse fato, juntamente com a capacidade
do RET-He de fazer parte da analise automatizada do hemograma, indica que esse
parametro pode melhorar significativamente o manejo do paciente, particularmente
em um ambiente ambulatorial (LOFVING et al., 2018).

2.6.6 - Indice de Granul6citos Imaturos — IG

Em resposta aos estimulos inflamatérios sinalizados a medula 6ssea durante o
estresse ou infeccdo, formas de neutréfilos menos maduras podem entrar na
circulacdo. Isso é conhecido como desvio a esquerda, que € definido como uma
propor¢cdo elevada de granuldcitos imaturos/totais ou uma contagem elevada da
neutroéfilos bastonetes (CORNBLEET, 2002; PARK et al., 2011).

A contagem de granulécitos imaturos (IGs) refere-se a soma de promieldcitos,
mielécitos e metamieldcitos que amadurecem junto com a série mieloide a partir de
células-tronco multipotentes localizadas na medula 6ssea (INCIR; KANT CALTI,
PALAOGLU, 2020). Esse parametro é expresso como contagem absoluta de células
e como porcentagem dos leucdcitos.

A quantificacdo de IGs na contagem diferencial apesar de ser ainda
considerada util, especialmente em pacientes leucopénicos, € um teste demorado e
trabalhoso. Portanto, é necessaria uma selecao cuidadosa do paciente (WILE et al.,
2001). Atualmente, pode-se utilizar analisadores hematolégicos automatizados. Eles
permitem a quantificacdo simples, rapida e barata dos IGs como um marcador da
atividade da medula 0ssea, sem a necessidade de coleta de amostras de sangue
extras (VAN DER GEEST et al., 2014).

Nos analisadores ADVIA (Siemens), uma estimativa da porcentagem de IGs é
fornecida subtraindo a porcentagem de células polimorfonucleares (PMN) da soma da
porcentagem de neutrdéfilos e porcentagem de eosindfilos. Se o resultado for igual ou

maior que 5%, a flag para IGs é acionada.
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[(% NEUT +% EOS) -% PMN] 25,0%

Os valores padrdo de acionamento das flags de acordo com os niveis de
gravidade séo:
+ [(BNEUT + %EOS) - %PMN] = 5.0% a 7.4%
++ [(BNEUT + %EOS) - %PMN] = 7.5% a 10.0%
+++ [(WNEUT + %EOS) - %PMN] > 10.0%

Nos analisadores Sysmex XE-2100, a medicdo IGs (incluindo promieldcitos,
mieldcitos e metamieldcitos, mas ndo bastonetes ou blastos), € realizada no canal
diferencial. As membranas de leucocitos maduros sdo rompidas por um agente de
lise, deixando os ndcleos “nus”, enquanto as células mieloides imaturas com baixo
teor de lipidios na membrana permanecem intactas. A permeabilidade aumentada dos
leucdcitos permite a entrada de corante de polimetina com alta afinidade para o acido
nucléico. Posteriormente, as células sdo analisadas por meio da fluorescéncia dos
acidos nucleicos e side scatter. A vantagem desses analisadores é o fornecimento de
uma contagem de IGs absoluta e diferencial e ndo apenas a presenca de flags.

Na série XN-9000 da Sysmex utiliza-se o canal XN-DIFF, com a analise
realizada por meio de citometria de fluxo fluorescente e o novo método SAFLAS
(Sysmex Adaptive Flagging Algorithm based on Shape-recognition). Ele baseia-se na
discriminacao linear de agrupamentos de células no diagrama de dispersdo WDF
(WBC differential fluorescence) usando a forma e o posicionamento de diferentes
populagBes de células mononucleares (SYSMEX AMERICA INC., 2016) (Fig. 13).

Em 1994, ARDRON; WESTENGARD & DUTCHER demonstraram que
precursores de granulocitos menos maduros foram relatados como preditores
melhores de infeccdo do que as contagens de bastonetes. Embora os mecanismos
de sua regulacé&o ndo serem completamente elucidados, estudos continuam a mostrar
os IGs como um novo parametro preditivo para detectar a inflamacgéo ou infeccbes
bacterianas (HENRIOT et al., 2017; UEDA; KONDO; KELSOE, 2005).

AYRES; SGNAOLIN & MUNHOZ (2019) demonstraram que 1G% <2,0% séo
Uteis na exclusédo do diagnéstico de sepse com especificidade alta (90,9%). Ja INCIR;
KANT CALTI & PALAOGLU (2020) evidenciaram que a combinacdo de IGs, C-
reactive protein (CRP) e outros indicadores inflamatorios do hemograma pode ajudar
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a detectar pacientes que estdo na fase aguda de resposta a uma infeccdo ou

inflamacéo.

Figura 13 - Clusters formados pelas células sanguineas, utilizando a metodologia
SAFLAS.
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Fonte: SYSMEX AMERICA INC. (2016, p. 04)

Recentemente, (HUANG et al., 2019) investigaram a relacédo entre IG% e a
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) em pacientes com pancreatite
aguda (PA). Eles encontraram que a combinacéo do escore de avaliacao de gravidade
de doenca APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation), e 1G% foi
considerada o método ideal para prever SDRA entre pacientes com PA,
demonstrando a diversidade de usos do parametro.

Os pacientes com AF frequentemente apresentam episodios infecciosos devido
aos processos de vasculopatia e vaso-oclusdo (NUZZO; FONSECA, 2004).
Adicionalmente, ja é bem documentado na literatura que criangas portadoras da
doenca possuem um risco aumentado de infec¢cdes bacterianas invasivas,
particularmente de organismos encapsulados como Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae tipo b (MCGANN; HERNANDEZ; WARE, 2017; PEARSON,
1977).
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O baco desempenha um papel fundamental no aumento da suscetibilidade a
certas infeccdes bacterianas (CANNAS; MERAZGA; VIROT, 2019). A partir de
episédios repetidos de falcizagdo e dano isquémico, o baco de individuos com DF
encolhe a um pequeno remanescente e eles tornam-se asplénicos. A formagédo
prejudicada de anticorpos e a decorrente opsonizacao deficiente devido a um defeito
na via alternativa do complemento foi demonstrada por JOHNSTON; NEWMAN &
STRUTH (1973). Adicionalmente, as lesdes continuas ao intestino e 0ossos devido a
CVOs repetitivas somadas a i) saturacdo do sistema macrofagico por produtos de
degradacédo dos eritrocitos da hemolise crbnica e ii) disfuncéo esplénica e hepatica
subjacente, predispdem a infeccdes por salmonela (ONWUBALILI, 1983). Criancas
com menos de cinco anos de idade apresentam maior risco de meningite e septicemia,
enquanto a osteomielite por salmonela é provavelmente comum a todas as faixas
etarias (MAAKARON; TAHER, 2021; ONWUBALILI, 1983).

LOBO et al. (2014) desenvolveram um estudo com criangas cariocas
portadoras de DF nascidas entre 2000 e 2010. Os autores encontraram uma elevada
presenca de processos infecciosos na amostra estudada, sendo que a causa de 31%
das mortes foi sepse. Similarmente, SABARENSE et al. (2015) acompanharam 2.576
criancas com DF em Minas Gerais nascidas entre 1998 e 2012 e constataram que

45% das mortes ocorreram devido a infecgoes.

2.7 Adesao ao Tratamento

De acordo com a OMS, a adesdo ao tratamento compreende diversos
comportamentos relacionados a saude, que vao além de somente o uso dos
medicamentos prescritos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). O conceito
descrito por REZENDE (2011) a define como “O comportamento de um paciente
diante das recomendacdes médicas ou de outros profissionais de salde quanto ao
uso de medicamentos, adogao de dietas ou mudancgas do estilo de vida”.

O manejo de doencas cronicas geralmente requer um plano de cuidados de
longo prazo, que é fundamental para alcancar melhores resultados, qualidade de vida
e boa relacéo custo-beneficio (HAMINE et al., 2015; VISWANATHAN et al., 2012). A
OMS estima que a ndo adesédo aos tratamentos de longo prazo na populacéo geral é
de aproximadamente 50% (HAYNES et al., 2002; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
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2003). No caso de pacientes com AF, a administracdo diaria correta da HU é
determinante no tratamento.

No Brasil, estudos com representatividade nacional sobre a prevaléncia de
baixa adesdo em portadores de doencas crbnicas sdo escassos. Em geral, as
publicacdes utilizam amostras locais/regionais, subgrupos populacionais ou focam em
doencas cronicas especificas. De acordo com um estudo produzido por (TAVARES et
al. (2016), a prevaléncia de baixa adesao ao tratamento medicamentoso para doencgas
crénicas no Brasil foi de 30,8%. A baixa ades&@o se mostrou maior em individuos mais
jovens (20-39 anos). Ja DIMATTEO (2004), identificou que a adesao ao tratamento
parece ser um desafio maior para adolescentes com doencas cronicas em
comparacao com criangas e adultos (HANGH@J; BOISEN, 2014).

Apesar dos resultados positivos trazidos pela HU, ela permanece subutilizada
pelos pacientes e provedores (BRANDOW; PANEPINTO, 2010). O desenvolvimento
de estudos que buscam a criagcdo de intervencfes acerca da ndo adesdo ao
tratamento com HU estdo aumentando (LOISELLE et al., 2016). Contudo, quando
comparados aos trabalhos dedicados a outras doengas cronicas, 0s estudos que
teorizam sobre a adeséo nas DFs ainda estdo sub-representados (HODGES et al.,
2020).

As multiplas causas para a ndo adesédo ao tratamento podem ser divididas em
intencionais e nao intencionais. O abandono néo intencional caracteriza-se quando
fatores que estdo fora do dominio do paciente o impedem de seguir o tratamento
proposto, como a falta de compreenséo ou recordacdo das instru¢cées ou nao tomar
0os medicamentos por esquecimento (CONTE et al., 2015; NATIONAL INSTITUTE
FOR HEALTH AND CLINICAL EXCELLENCE, 2009). Esses aspectos descritos sao
multifatoriais, derivando da doenca (esquema terapéutico, efeitos adversos dos
medicamentos e cronicidade da doenca), do paciente (dificuldades financeiras,
polifarmécia), do sistema de saude (dificuldade de acesso ao farmaco, inadequagéo
da relagcdo médico-paciente e orientacdes confusas), e de nuances sociais e culturais
(suporte social e familiar) (GIROTTO et al., 2013; SGNAOLIN; FIGUEIREDO, 2012,
TAVARES et al., 2016).

A ndo-adesao intencional coloca os pacientes como atores principais na
tomada de decisOes referentes ao seu tratamento, podendo aderir, modificar ou
desconsiderar as instrucbes dadas pelos profissionais de saude (LEHANE;

MCCARTHY, 2007). Os fatores subjacentes as suas decisbes variam desde a
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experiéncia de efeitos adversos (HANGH@J; BOISEN, 2014) até suas percepcoes da
necessidade do tratamento prescrito (LEMAY et al., 2018).

Os conceitos de nao adesdo “intencional” e “n&o intencional” referentes

especificamente a DFs ndo sdo facilmente encontrados na literatura atual. Essa
lacuna contribui para um eufemismo a respeito da complexidade da tomada de
decisbes sobre aderir ou ndo a um regime de HU (HODGES et al., 2020).
LOISELLE et al. (2016) constataram que as taxas meédias de adesdo a terapia
medicamentosa em criangcas com DF sdo de 55-74%. Segundo o Modelo Pediétrico
de Autogestdo (Pediatric Self- Management Model) os fatores que interferem sobre
0s comportamentos de adesdo e autogestdo da terapia medicamentosa em criancas
se estabelecem em mudltiplos niveis (MODI et al., 2012; SHIH; COHEN, 2020).

Dentre as barreiras enfrentadas pelos pacientes pediatricos, especialmente
para as criancas mais jovens, encontra-se a dificuldade em engolir comprimidos. A
falta de conhecimento dos cuidadores também é frequentemente citada como grande
influéncia na baixa adesdo, podendo se manifestar de diversas formas, como
interrupcdo prematura da administracdo do farmaco porque os sintomas da doenca
nao sao aparentes e a dosagem incorreta (LOISELLE et al., 2016; OYEKU et al., 2013;
WALSH et al., 2014).

Adicionalmente, quanto mais a idade se aproxima da adolescéncia ha uma
piora na adesdo, fator comumente encontrado em outras condi¢gdes crbnicas
(HANGH@J; BOISEN, 2014; LOISELLE et al., 2016). Por mais que o0 esquecimento
seja considerado o fator mais impactante para a ndo adesdo nesses individuos
(BADAWY; THOMPSON; LIEM, 2016), conflitos familiares e déficits de conhecimento
ao fazer a transicdo para uma autogestdo mais independente e relagdes sociais
também interferem no tratamento (HANGH@J; BOISEN, 2014; MODI et al., 2012).
BADAWY et al. (2017) identificaram que pacientes com baixa adesao relataram taxas
mais elevadas de isolamento social. Similarmente, no estudo de THORNBURG et al.
(2010), as familias de criancas/adolescentes com AF apontaram o apoio social como
um facilitador da administracao regular de HU (SHIH; COHEN, 2020), ja que uma das
maiores barreiras ao tratamento é o sentimento de diferenca e o desejo de
normalidade (HOEGY et al., 2020).

A literatura também constata que interacfes negativas com profissionais da
salude possuem impacto na adesdo ao tratamento. A ndo obtencdo do apoio

adequado de profissionais de salde parece estar relacionado especialmente a ma
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comunicacdo com os medicos, discriminacdo racial, étnica e socioecondémica
(HANGH@J; BOISEN, 2014; HAYWOOD et al., 2014). Dentre os 273 pacientes com
DF investigados por HAYWOOD et al. (2014), aqueles que relataram experiéncias de
discriminagdo no sistema de saude foram 53% mais propensos a também relatar ndo
adesdo ao tratamento.

Assim como em criancas e adolescentes, o envolvimento cada vez maior de
médicos na atencdo primaria melhora o bem-estar dos adultos com DF (ADAMS-
GRAVES; BRONTE-JORDAN, 2016). No estudo desenvolvido por HODGES et al.
(2020), o abandono intencional foi menos frequente do que o ndo intencional entre os
participantes (70% e 30%, respectivamente), sugerindo que a maioria das barreiras a
adesdo nao sao resultantes de uma tomada de decisdo consciente por parte do
paciente.

As razdes mais comuns ao abandono intencional incluem a averséo a tomar
qualquer medicamento, incertezas quanto a eficacia da HU, percepcao de que a HU
causa mais resultados negativos relacionados a DF e repulsa aos efeitos adversos do
medicamento (BRANDOW; PANEPINTO, 2010; HODGES et al., 2020). Ja alguns
motivos por tras do abandono néo intencional do tratamento parecem ser comuns a
todas as faixas etarias. A expressiva maioria dos relatos recaem no esquecimento de
tomar o medicamento (HODGES et al., 2020). A dificuldade de acesso ao sistema de
saude decorrente de moradias rurais ou distantes dos centros de atendimento também
ja foram descritas na literatura (TELFAIR et al., 2003), assim como o dificil manejo da
doenca em familias de baixa renda (HILL, 1994; MADANI et al., 2018).

Adicionalmente, alguns pacientes apontam a complexidade de um regime de
tratamento com multiplos farmacos como um fator que contribui para o esquecimento
de tomar HU (HODGES et al., 2020; MARCUM; GELLAD, 2012). Embora ndo haja um
consenso geral, a OMS adota que a polifarmacia é definida como o uso simultaneo de
quatro farmacos (ISMP, 2018). Em 2012, COLEMAN et al. realizaram uma meta-
regressao multivariada e constataram que regimes de dosagem de duas, trés e quatro
vezes ao dia tiveram taxas de adesdo meédias significativamente menores em
comparacdo com os regimes de Unica dose. O modelo proposto por MARCUM &
GELLAD (2012) explora as vias potenciais da influéncia da polifarmacia para a nao
adesao a farmacos, onde ela é potencialmente mediada por diversos fatores que

envolvem o paciente, o sistema de saude/provedor do medicamento (Fig. 14).
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Figura 14 - Modelo conceitual do efeito de diferentes fatores na adeséo a farmacos
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Fonte: Adaptado de MARCUM & GELLAD (2012, p. 05). Traduzido pelo autor.

A verificagdo da adesdo em tratamentos cronicos pode ser realizada de
maneira direta, a partir da avaliacdo de parametros laboratoriais e de metabdlitos de
farmacos, e de maneira indireta, como por exemplo, a partir de métodos de contagem
de comprimidos ou de questionarios autorrelatados (Teste de Morisky-Green — TMG,
Brief Medication Questionnaire — BMQ, Simplified Medication Adherence
Questionnaire - SMAQ), registros de retirada de medicamentos em farmacias, dentre
outros (CONTE et al., 2015; FAUSTINO; SEID, 2010; GIROTTO et al., 2013).

Dos parametros convencionais do hemograma, o VCM é reconhecido por
muitos autores como um excelente parametro de avaliacdo direta da adesédo a HU
(BADAWY et al., 2017; BARTOLUCCI et al., 2016; KATO et al., 2018; SILVA-PINTO
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et al., 2013). Na andlise indireta, pode correlacionar-se o comportamento de adesao
do paciente com informacdes fornecidas por ele proprio, ou estima-la, como na
contagem de comprimidos e registro de dispensacdo. Na contagem manual de
comprimidos se verifica a quantidade de comprimidos utilizada pelo paciente em um
determinado intervalo de tempo e a quantidade que deveria ter sido utilizada neste
intervalo. Ja no controle de dispensacéo, pode-se obter a Medication possession ratio
(MPR) e a Proportion of days covered (PDC) que indicam a propor¢éo do periodo em
que a quantidade de medicamento disponibilizada abarca e o numero de dias que o
paciente esta coberto pelo farmaco em relacdo ao numero total de dias no periodo,
respectivamente.

Cada método indireto possui vantagens e limitacdes proprias. Questionarios
auto-relatados possuem menor custo e sdo faceis de usar, contudo podem
superestimar a adesdo do paciente ser influenciado por recall bias (quando os
participantes ndo se lembram de eventos ou experiéncias anteriores com precisao ou
omitem detalhes). A contagem de comprimidos e o registro de dispensacdo sao de
simples utilizacdo, porém ndo garantem a ingesta do medicamento (ANGHEL;
FARCAS; OPREAN, 2019).

Embora ndo haja consenso na literatura, para ser considerado aderente ao
tratamento, o paciente precisa ter utilizado no minimo 80% da quantidade prescrita
para o intervalo de tempo (LEE et al., 1996). A adesdo moderada foi definida como a
administragdo dos medicamentos prescritos entre 60% e 80% e a baixa adesao
guando esta for menor do que 60% (WALSH et al., 2014). Todavia, deve-se realcar
gue em muitos casos esse numero € apenas arbitrario. Adeséao inferior a 80% pode
ser suficiente para o sucesso de certos tratamentos, mas as vezes, uma maior taxa
de adesdo € necesséria para garantir resultados ideais. Para o tratamento de HIV, por
exemplo, considera-se tradicionalmente 95% como o nivel minimo de adesao
necessario para o paciente ser considerado aderente ao tratamento (PATERSON et
al., 2002).

No Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), a HU é dispensada ap0s as
consultas regulares com o hematologista. No momento da dispensagdo é
contabilizado o intervalo de tempo até a proxima consulta, para que o paciente receba
0 numero adequado de medicamentos para todo o periodo. Quando o paciente retorna
para nova dispensacdo € questionada a quantidade de medicamento que ele ainda
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dispde e essa informacéo ratifica a adequada identificacdo do perfil de adesdo do
paciente junto aos registros de dispensacéao realizados na Farmacia.

A HU é integrada ao grupo de medicamentos que compdem a Politica Nacional
de Assisténcia Farmacéutica (PNAF). Portanto, o acesso a ela se d& por meio do
Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica (Ceaf) de acordo com o0s
critérios definidos no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Doenca
Falciforme publicado pelo Ministério da Salde (MINISTERIO DA SAUDE.
SECRETARIA DE CIENCIA, TECNOLOGIA, 2020; MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

O acesso a medicamentos € um dos grandes desafios das politicas de saude,
especialmente para doencas crénicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). A
Pesquisa Nacional sobre Acesso, Utilizacdo e Promocdo do Uso Racional de
Medicamentos (PNAUM) foi um marco no Brasil como a primeira investigacao de
ambito nacional com foco no acesso e utilizacdo de medicamentos, caracterizando a
organizacdo dos servicos de assisténcia farmacéutica na Atencdo Béasica do SUS
(ALVARES et al., 2017). Os dados coletados serviram de base para inimeros estudos
subsequentes, onde baixa ades&o em doencas crbnicas foi associada a perfis de
pacientes que devido a regido demogréafica ou a tratamentos ndo inteiramente
gratuitos, possuiam dificuldades de acesso ao tratamento (TAVARES et al., 2016). A
disponibilidade do medicamento de forma acessivel ou gratuita ao usuario impacta
positivamente para o comprometimento do paciente com o tratamento. Portanto,
irregularidades em sua distribuicdo contribuem para o abandono nao intencional
(FRITZEN; MOTTER; PANIZ, 2017; TAVARES et al., 2016).

Usualmente, pacientes com DF que tem menor adesdo necessitam de
atendimentos em emergéncias com maior frequéncia e internagcbes mais longas
(BADAWY et al., 2018). Em decorréncia das diversas complicagdes associadas ao
desenvolvimento da patologia e do monitoramento da adesdo destes pacientes,
exprime-se a necessidade do acompanhamento regular dos mesmos com o apoio de
equipes multidisciplinares. O uso correto da HU conduz a estabilidade do paciente,
diminuindo a frequéncia de crises agudas e internacdes hospitalares, melhorando a

qualidade de vida desses individuos e atenuando o custo do tratamento.
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4. JUSTIFICATIVA

A Anemia Falciforme é a doenca hereditaria monogénica mais comum no
Brasil, possuindo altos indices de morbimortalidade. Ela € caracterizada por
fendmenos inflamatoérios cronicos (tais como crises hemoliticas e lesdes progressivas
dos tecidos e 6rgaos) exacerbados por episédios agudos de falcizacdo, dor 6ssea e
vaso-oclusdo. Em decorréncia das diversas complicagcbes associadas ao
desenvolvimento da patologia e do monitoramento da adeséo ao tratamento (HU)
destes pacientes, exprime-se a necessidade do acompanhamento regular dos
pacientes com o apoio de equipes multidisciplinares. A identificacdo da doenca em
seu estagio inicial e seus fatores de risco, assim como o encaminhamento agil e
apropriado para o atendimento especializado, sdo essenciais para um melhor
resultado terapéutico. A alta taxa de desinformacdo sobre a doenca, por parte dos
pacientes, € atribuida ao seu baixo nivel socioecondmico e de escolaridade, afetando
diretamente sua adeséo e sendo associada a um pior progndstico. O uso correto da
HU conduz a estabilidade do paciente, diminuindo a frequéncia de crises agudas e
internacbes hospitalares, melhorando a qualidade de vida desses individuos e
atenuando o custo do tratamento.

Este estudo procura analisar os resultados de novos parametros hematoldgicos
(parametros avancados do hemograma - PCAs) que sinalizem, em tempo real, as
condicbes medulares e sanguineas de pacientes portadores de AF e verificar a sua
possivel utilidade clinica na avaliacdo da adesdao a HU. Assim, novos parametros
poderdo ser inseridos no acompanhamento dos pacientes, colaborando na
identificagcdo daqueles com m& adesdo, a fim de indicar a necessidade de

intervencdes para fidelizacdo ao tratamento.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Verificar a utilidade dos pardmetros clinicos avancados do hemograma (PCAS)
como avaliacdo da adesao a hidroxiureia (HU) em pacientes portadores de Anemia

Falciforme.

5.2 — Objetivos especificos

Em pacientes portadores de AF:

e Verificar o perfil demogréfico, a polifarmacia e os parametros hematologicos
dos pacientes;

e Avaliar a adesdo a HU por meio de método direto (volume eritrocitario
corpuscular meédio) e método indireto (registro de retirada de
comprimidos/adesédo autorrelatada);

e Comparar os dois métodos (direto e indireto) para medida de adesdo a HU em
pacientes portadores de AF;

e Comparar os resultados obtidos entre os distintos métodos de avaliacdo da
adesao com os PCAs (RET-He, NRBC e IRF, IPF e PLT-F, IG);

e Verificar a associacdo entre os parametros hematoldgicos classicos e adesdo
a HU

e Verificar a associacdo entre adesdo a HU e variaveis demograficas;

e Verificar a associacdo entre dose e adesao a HU;

e Verificar a associagao entre frequéncia de uso e adesao a HU;

e Verificar a associacao entre efeitos adversos e adesao a HU;

e Estabelecer um ponto de corte para os parametros hematoldgicos associados

a adesao.



88

6. ARTIGO ORIGINAL

Advanced Clinical Parameters — a complementary hydroxyurea adherence
evaluation in sickle cell anemia treatment

Isabela Delfino Moreiral, Carem Luana Machado Lessa? Gueverson Leonardo
Goncalves Rochal3, Laura Dewes Schmitz4, Viviane Schmitt Jahnke®, Laura Maria
Fogliatto?, Maria Cristina Werlang?, Liane Nanci Rotta!

1 Graduate Program in Health Sciences, Federal University of Health Sciences of
Porto Alegre, Porto Alegre/RS, Brazil.

2 Graduate Program in Pathology, Federal University of Health Sciences of Porto
Alegre, Porto Alegre/RS, Brazil.

3 Clinicas Hospital of Porto Alegre/RS, Brazil.

4 Undergraduate Program in Pharmacy, Federal University of Health Sciences of
Porto Alegre, Porto Alegre/RS, Brazil.

5 Vale do Rio dos Sinos University (UNISINOS), Porto Alegre/RS, Brazil

*Corresponding author

Liane N. Rotta

Sarmento Leite, 245 — Centro Histoérico
CEP: 90.050-170 - Porto Alegre/RS — Brasil
e-mail: Inrotta@ufcspa.edu.br

Phone +55 51 3303 8889



89

ABSTRACT

Objectives: Given the complex pathology of sickle cell anemia (SCA) and low
adherence to Hydroxyurea (HU) treatment, there is a need to seek parameters that
identify recent changes in patient status. The Advanced Clinical Parameters (ACPS)
allow an early analysis of hematopoiesis. We aimed to draw the demographic profile
of non-adherent SCA patients and to verify the use of ACPs as a measure of HU
treatment adherence.

Method: In a cross-sectional study, we divided 83 SCA subjects treated with HU into
Children (<12 years old) and Adolescents/Adults (212 years old). Their hemogram with
the PCAs, electronic medical charts and pharmacy claim data were analyzed.
Results: Non-adherent =2 12 years old patients had significantly increased WBC,
absolute neutrophil, lymphocyte, monocyte, and basophil counts, RBC, RET, RDW,
and PLT, and significantly decreased VCM and HCM. Subjects in the Adolescent/Adult
group with 1IGt = 0.035 cells/mm3 had the RR for non-adherence increased by 4.6
times (p=0.014), and the systemic immune inflammation index (SII) of non-adherent
patients was also significantly higher (p=0.042).

Conclusion: IGt presents clinical utility in early identification of non-adherence to HU,
especially when combined with other parameters, suggesting the evaluation of ACPs
in laboratory routine, as they can be easily implemented.
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Introduction

Sickle cell disease (SCD) is a group of inherited hemoglobin (Hb) disorders that
affects the shape and function of red blood cells (RBC) (1). They were first described
by Herrick in 1910 (2) and are caused by abnormal beta-globin alleles carrying the
sickle mutation on the HBB gene (Glu6Val, BS). The incidence of SCD varies by
country, race, and ethnicity and amounts to approximately 3.2 million cases worldwide
and 300,000 births every year (3,4).

The most common and severe disease form is Sickle Cell Anemia (SCA),
characterized by homozygosity for the mutated Hb variant - HbS. Intraerythrocytic
deoxygenation in tissues with high oxygen demand prompts intracellular HbS
polymerization, disrupting cell architecture and flexibility (1,5,6). The damaged
erythrocytes display flawed rheologic features and expression of adhesion molecules.
It leads to hemolytic anemia and cycles of microvascular vaso-occlusion, resulting in
repeated organ ischemia-reperfusion injury (5-7).

Hydroxyurea (HU) is an inhibitor of the enzyme ribonucleoside diphosphate
reductase and the only medication approved for SCD/SCA treatment. It has multiple
physiological effects, including an increase in HbF expression and a decrease in
platelet and white cell counts (7,8). However, despite the consequential reduction in
morbidity/mortality and improved quality of life, the hydroxyurea adherence remains
suboptimal (9,10).

The etiology of chronic treatment non-adherence is multifactorial. It
encompasses a plethora of intentional and unintentional barriers (11) and translates to
poor outcomes and consequent additional burdens for healthcare systems (12). The
traditional Complete Blood Count (CBC) is routinely used to monitor SCA patients;
however, there is a need to search for innovative parameters that identify recent
changes in patient status. The Advanced Clinical Parameters (ACPs) of the CBC
depict an improvement in hematological automation. They allow an early analysis of
erythropoiesis, granulopoiesis, and thrombocytopoiesis (13). Accurate estimates of
treatment compliance assist in highlighting possible predictors and risk factors, along
with the development of strategies/interventions to improve medication adherence.
The aim of this study was to evaluate the ACPs as a measure of adherence to
hydroxyurea in patients with SCA.
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Methods

Patient enrollment

This is a single-institution cross-sectional study conducted between January
2018 and December 2019 using a honprobability convenience sampling methodology.
All patients assisted at Clinicas Hospital of Porto Alegre (HCPA)/Brazil were eligible if
they (i) had a diagnosis of SCA (HbSS) confirmed with hemoglobin electrophoresis, (ii)
were 22 years old, and (iii) initiated HU at least 6 months before study entry. Our
exclusion criteria included patients without (i) the investigated parameters in their CBC,
(ii) self-reported adherence in their medical chart, and (iii) pharmacy claim databases.
The selected patients were classified as children (2-11 years old) and adolescents and
up (=12 years old).

This study was registered and approved by HCPA’'s Research Ethics
Committee. Informed consent was obtained from all participants and children’s legal
guardians and all experimental procedures were performed according to the
Declaration of Helsinki.

Adherence measure and medical records review
We evaluated HU adherence using the records on HCPA’s pharmacy claim
database and self-reported adherence through a medical chart review. Hydroxyurea
(500mg) was provided to patients in bottles with a hundred capsules. The days until
the next hematological appointment were calculated and the patients were supplied
with the correct amount of medication. When the patient returned for the follow-up and
new prescription refilling, the Proportion of Days Covered (PDC) by the amount of
hydroxyurea was calculated using the following formula (12,14):
PDC = Total Days of Drug Available X 100
Days until Follow Up

A cut-off point of 280% covered days categorized the patients as being adherent
(14). However, this method does not prove actual drug intake. Therefore, patient
electronic medical records were reviewed to obtain their self-reported adherence
information. If the patient PDC was 280%, but they claimed not to take the medication
regularly, they were automatically lowered to the non-adherent category.
Sociodemographic characteristics and polypharmacy data were also collected. Our
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polypharmacy criteria followed the World Health Organization guideline as to the use

of four or more medications at the same time by an individual (15).

Laboratory data

Peripheral venous blood specimens were collected into K2ZEDTA-containing
tubes, and classic CBC parameters (WBC — white blood cells; absolute () and
percentual (%) count of neutrophil (N), lymphocyte (L), monocyte (M), eosinophil (E)
and basophil (B); RET - reticulocytes; RBC —red blood cells; Hb - haemoglobin; Htc —
hematocrit; MCV — mean corpuscular value; MCH- mean corpuscular haemoglobin;
MCHC - mean corpuscular hemoglobin concentration; RDW — red cell distribution
width, PLT — platelet count; MVP — mean platelet value) and PCAs (IRF — immature
reticulocyte fraction; IPF — immature platelet fraction; 1G — immature granulocytes,
RET-He - Reticulocyte haemoglobin equivalent; PLT-F — fluorescent platelet count)
were determined using a Sysmex XN-9000® blood analyzer (Sysmex Corporation,
Kobe, Japan). All tests were performed within four hours of peripheral blood collection
and the blood analysis was carried upon laboratory-established quality control
procedures. If the patient had more than one CBC registered during the study period,
the first one was selected for analysis. We additionally calculated the patient’s platelet-
lymphocyte ratio (PLR), neutrophil/lymphocyte ratio (NLR), and Systemic immune-

inflammation index (SII - plateletxneutrophil/lymphocyte counts) (16).

Statistical Analysis

All data were analyzed using SPSS Statistics® version 25.0.0.0 (IBM
corporation, New York, NY, USA). Sample distributions were estimated using the
Shapiro-Wilk normality test. Medians between groups were analyzed using the Mann-
Whitney U test, and variables were described as median and interquartile range.
Pearson’s chi-square test was used for comparisons between qualitative variables.

Pearson’s correlation coefficient and receiver-operating characteristic (ROC)
plots were used to determine the specificity and sensitivity of significant variables as
possible markers. The optimal cutoff point was defined using the Youden method. In
addition, the relative risk (RR) of statistically significant variables to non-adherence
was calculated. Correlation analyses between markers were performed using
Spearman’s correlation coefficient. Significant differences were defined according to

an a-value of 5% (p<0.05).
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Results

This study was originally comprised of 106 patients. We excluded 23 patients
for the following reasons: six had undergone chronic transfusion in the last two months,
seven did not have records in the pharmacy claim database, nine did not have the self-
reporting adherence in their medical chart, and one had initiated HU less than six
months before the study. The goal sample was estimated at 34 patients, expecting to
find a correlation between HU adherence and VCM similar to that observed in Badawy
et al. (2017) of r=0.42 with a power of 80% and 5% significance.

Of the remaining 83 patients, 48.19% (n=40) were male and 51.81% were
female (n=43). 69.88% of the total sample were Black and “Pardo (brown-skinned)”
and the remaining 30.12% were Caucasian. They were divided into two groups:
Children (<12 years old) and Adolescent/Adult (=12 years old). Our primary age
divisions did not associate with high or low adherence (p=0.428). However, when we
stratified the subjects into multiple age categories, we found that the group
corresponding to 12 — 18 years old was associated with nonadherence (p=0.030). All
clinical and sociodemographic data are shown in Table 1.

Children group

In this group, the median age was four years old. Of the 27 patients, only three
were classified as non-adherent. No sociodemographic parameters were significantly
associated with high or low adherence (Table 1).

Although not statistically significant (p=0.446), the median dose for the non-
adherent children was slightly higher than the adherent group dose, 25.1 mg/kg/day
(IQR 18.2-30.3) and 22.22 mg/kg/day (IQR 18.5-26.6), respectively. The following
classic hematological parameters, RBC (p=0.017), Hb (p=0.013) and Htc (p=0.009)
were significantly lower in the non-adherent group (Table 2). Due to the small number
of non-adherent children, the cutoffs resulted from the ROC curves were not analyzed.

Additionally, we assessed possible connections between the hematological
parameters and sociodemographic data regardless of adherence category (data not
shown). Black/Pardo children presented higher levels of HbA2 (p=0.021) and HbSS
(p=0.007), while displaying lower MCV (p=0.013) and MCH (p=0.017). RET-He was
the only ACP that show a difference between groups, with Caucasian children
exhibiting statistically significant higher levels (p=0.05). When divided into sex



94

categories, the female patients presented lower N% (p=0.028) and NLR
(neutrophil/lymphocyte ratio, p=0.045).

Polypharmacy was observed in 12 subjects, including two of the three non-
adherent cases. Total platelet count was lower in children displaying polypharmacy
regardless of adherence (p=0.049). 16 children (59.3%) took HU diluted in water due
to difficulty in swallowing the pills. Furthermore, most of children did not present drug-
related side effects to the HU treatment, and it was not related to patient adherence.
However, the two cases that underwent drug-related side effects exhibited significantly
lower WBC (white blood cells, p=0.026) and Lt (absolute lymphocyte count, p=0.042).

Finally, we aimed to draw possible correlations between parameters. HbA2
showed a positive strong correlation with HbSS (r=0.759, p<0.001) and strong negative
correlation with HbF% (r=-0.703, p<0.001). Of the PCAs, IGT (absolute immature
granulocytes) was strongly correlated with WBC (r=0.767, p<0.001), Nt (r=0.812,
p<0.001), and Mt (r=0.722, p<0.001). RET-He also presented a strong positive
correlation with VCM (r=0.758, p<0.001) and HCM (r=0.762, p<0.001) (Supplementary
Figure 1).

Adolescent/Adults group

The median age for the adolescent/adult group was 33 years old. Black and
“Pardo” patients were more adherent to treatment (p=0.017), with Caucasian
adolescents/adults presenting a relative risk (RR) of 3.65 to being non-adherent (Table
5). Patients displaying drug-related side effects had significantly lower adherence
(p=0.002) with an RR of 5.0. Surprisingly, patients in the use of polypharmacy exhibited
higher HbF% levels (p=0.027, regardless of adherence category), and higher
adherence rate (p=0.047) with a RR of non-adherence 66% lower. Polypharmacy was
not related to school years (p=0.257). Distance to the hospital and marital status were
not significant for treatment adherence (Table 1).

Female patients presented lower levels of HbA (p=0.022), and Caucasian
patients exhibited higher Mt (p=0.032) regardless of adherence category. Cases
displaying drug-related side effects had significantly higher RDW (p=0.039) and higher
pill count/day (p=0.035) (Data not shown).

Table 3 shows the hematological and HU parameters for the Adolescent/Adult
group. Despite not significant, similarly to the children group, adolescents/adults with

low adherence rates also were under higher HU doses (Table 3). Non-adherent



95

patients had significantly higher levels of WBC, Nt, L1, Mt, Bf, RBC, RDW, PLT, and
RET and lower MCV and MCH. The absolute immature granulocyte count (IGt) was
the only PCA to present statistical significance between groups, with higher levels in
cases with low adherence rates (p=0.008). We also assessed the Sll (a composite
indicator integrating platelet, neutrophil, and lymphocyte counts) of patients, and it was
significantly higher in low adherence subjects (p=0.042).

Figure 1 shows the established cutoffs for the significant parameters in addition
to their ROC curves. The higher AUCs were WBC (0.824), MCV (0.820), Mt (0.816)
and MCH (0.813). Except for MCV and MCH, values equal to or higher than the cutoff
predicted low treatment adherence. Sll presented the highest RR for low-adherence,
9.3 times for cases with S11=2394.41. Patients with MCV<96.7 (fL) have the RR of low
adherence increased 9.1 times. As for cases with an IGt = 0.035 (cells/mm3), the RR
is increased by 4.6 times (Table 5).

Table 4 shows the accuracy diagnostic of the CBC parameters. Lt, Bt, and
HCM displayed 100.0% sensibility, and RBC exhibited the highest specificity (97.8%).
WBC showed the highest combined sensitivity and specificity, 80.0% and 87.0%,
respectively, and IG# presented sensibility of 70.0% and specificity of 75.0%. All
parameters demonstrated a higher negative predictive value (NPV >88.2%) with lower
positive predictive value (PPV: 28.6% to 80.0%). RBC showed the highest accuracy
(87.5%) and highest combined NPV and PPV (88.2% and 80.0%, respectively).

Pearson’s correlation test showed a strong negative correlation between HbF%
and both HbA2 (r=-0.811, p<0.001) and HbSS (r=-0.798, p<0.001). IGt strongly
correlated with WBC (r=0.773, p<0.001), and Nt (r=0.737, p<0.001) and RET-He had
a strong positive correlation with MCH (r=0.720, p<0.001) and moderate with MCV
(r=0.673, p<0.001), and MCHC (r=0.643, p<0.001). In the platelet parameters, IPF
showed strong positive correlation with MVP (r=0.773, p<0.001) and PLT-F strongly
correlated with PLT (r=0.986, p<0.001) (Supplementary Figure 1).

Discussion

It has been decades since the identification of HU benefits on HbF production
(18), erythrocytes rheological properties (19), pain reduction (20), and overall
improvement in quality of life (8). According to the World Health Organization, the non-
adherence to long-term treatments in the general population is approximately 50%
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(21), and monitoring of patient adherence is pivotal for planning interventions and
policy-making (22).

Our sample population had an overall medication adherence rate of 84%, similar
to that found by Inoue et al. (2016) in a feasibility study (24). The authors conducted a
study using an electronic medication container device to track adherence and showed
that the median adherence rate for the 12 patients evaluated was 85%. Even as
caucasians account for 76.7% of the population in southern Brazil (24), our patients
were majorly black/pardo (70%), evidencing the disease’s ties to ethnicity.
Furthermore, similarly to a previous review study regarding medication adherence
among pediatric patients with SCD and a model of pediatric self-management that
found poor adherence in adolescents with SCD (25,26), we identified significantly
lower adherence in the 12-18 age category (p=0.030). Forgetfulness, supportiveness
of peer relationships, and shifts in treatment dynamics are common barriers for
chronically ill adolescents (27).

Following national guidelines for HU dosage (28), the initial recommended
dosing was 15 mg/kg/day based on the patient’s actual or ideal weight, whichever was
lower. The dose was increased five mg/kg/day every four weeks, and patients were
monitored for CBC parameters and drug-related side effects according to Brazilian
protocols (28). Eighty-one patients were under the maximum tolerated dose (MTD) for
hydroxyurea (35 mg/kg/day). The two patients with HU over the MTD (39 mg/kg/day
and 44.4 mg/kg/day) were in the adolescent/adult group and did not have any clarifying
information in their medical charts regarding the dosage.

The difficulty to differentiate between treatment inefficacy and non-adherence is
among the many challenges associated with HU treatment. There is a wide interpatient
pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) variability due to different genetic,
metabolic, and physiological profiles. It can affect patient’'s MTD and possibly result in
underdosing, or overdosing (29) .

We observed only three cases (11.11%) of low adherence in the children group.
Rates of medication adherence in the pediatric population are variable and pose
unique challenges (30). Whether or not a child receives their prescribed therapy
depends not only on themselves but also on the parent/caregiver, who is often
responsible for giving the medication. In our pediatric sample, we found high
compliance of parents regarding the treatment of their child. According to our research,

electronic charts of children were more in-depth when compared to the
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adolescent/adult group. This finding might be associated with the parents’ behavior of
worrying more about their children’s health than their own.

Non-adherent children presented significantly lower erythrocyte parameters
RBC, Hb, and Htc. Discontinuing the HU treatment may activate the bone marrow.
However, our unexpected findings regarding this group are either suggestive of a
possible hemolysis rise, as previous studies have shown the beneficial effects of HU
on intravascular hemolysis markers in SCA patients (31,32), or it resulted from our
small number of non-adherent cases. Furthermore, black and pardo children presented
higher HbA2 and HbSS, and lower MCV, MCH and Ret-He. A study researched
hematologic differences between african-americans and Caucasians, and found that
african-americans exhibited lower MCV (33). However, no other studies are
investigating this parameter in SCA or SCD patients, regarding CBC differences
related to ethnicities. In addition, the higher HbA2 and HbSS might promote less cell
hydration and impact the lower MCV, MCH, and Ret-He. The lower NLR exhibited by
girls will require further research. To our best knowledge, there is no recording of
difference in hematological parameters in children solely based on sex. Therefore,
studies with larger pediatric samples are required.

Only two children (7.41%) presented drug-related side effects to the medication.
One child exhibited stomachache upon taking the HU, and the other experienced hair
loss. Gastrointestinal issues are common HU drug-related side effects (34), and,
although more unusual, the hair loss appeared to be transient. These two children also
had lower WBC and Lt. However, since there are only two cases, it is not
recommended to make assumptions about possible connections.

Of the 27 children, 16 (59.3%) took HU diluted in water due to age and difficulty
swallowing pills. The liquid and capsule formulations of HU are bioequivalent (35).
However, the correct preparation of the solution relies on the parents/caregivers and
the HU adherence of the children is directly connected to the parents' compliance with
treatment. Overall, HU was well tolerated among our pediatric patients, and our sample
exhibited high adherence rates.

The adolescent/adult group was composed of 56 individuals, with 31 women
and 25 men. Like our children group, the dose of non-adherent patients was higher
when compared to high adherence patients (25.00 mg/kg/day and 21.50 mg/kg/day,
respectively). In addition, the negative impact of drug-related side effects on patient

adherence has been previously described (36). Of the ten non-adherent patients, four
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exhibited gastrointestinal discomfort upon taking HU. It is one of the most commonly
reported clinical drug-related side effects of HU therapy (34) and highly impacted
adherence rates. Surprisingly, polypharmacy was higher in adherent patients. We
believe this finding may be a result of comprehending disease severity or more contact
with the healthcare system.

Our non-adherent patients presented significantly higher RBC counts,
reticulocytes, and RDW, alongside lower MCV and MCH. The high erythrocyte count
may be related to more active bone marrow. These patients are not taking HU
regularly, and this behavior might dampen its decreasing effect on bone marrow
function. These results also indicate that the erythrocytes are less hydrated and
emphasize the anisocytosis due to the probable presence of more sickling cells.
Furthermore, their higher platelet count may predispose them to pulmonary arterial
hypertension due to in situ thrombosis promotion (37).

The immune system of adolescent/adult non-adherent patients also seems to
be more active and may be evidence of the inflammatory traits of the disease. The
higher WBC count might also represent greater disease severity, as high leukocyte
counts are a risk factor for acute chest syndrome (ACS) and hemorrhagic stroke
(38,39). Our results further support the claim that innate immune cells are protagonists
of SCD pathophysiology (40). It is known that HU reduces neutrophil count and lowers
the expression of adhesion markers on these cells (41); therefore, the medication’s
irregular use possibly increases its production and activation.

Additionally, our findings of significantly lower absolute monocyte, lymphocyte,
and basophil counts in adherent patients(p=0.002, p=0.042, and p=0.006,
respectively) are further evidence of HU’s effect on dampening the bone marrow.
Wongtong et al. (2015) found a correlation between absolute monocyte count and
hemoglobin in SCD patients (42). However, we did not observe the same in our
population. As evidence of the inflammatory effects promoted by HU intermittent
taking, non-adherent patients also presented a significantly higher systemic immune-
inflammation index (Sll). This finding may indicate a perpetuating chronic inflammatory
state affecting blood flow and leading to vaso-occlusive crisis and other complications
such as leg ulcers, autosplenectomy, nephropathy, pulmonary hypertension, and
stroke (43).

The IGt count was the only ACP to differ in adherent and non-adherent patients

from the adolescent/adult group (p=0.008). This parameter has been studied for sepsis
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prediction in a plethora of situations (44,45). In our study, it exhibited a prediction of
non-adherence above the cutoff value of 0.04 cells/mm3 with a sensibility of 70.0%
and specificity of 75.0%. The NPV of 91.7% indicates a high probability of identifying
adherent patients when the IG count is under the cutoff. Lower levels of HU may
stimulate the bone marrow and emphasize the inflammatory nature of SCA, promoting
recruitment into the circulation of immature neutrophils.

HbF and MCV are currently in use for assessing adherence, both of which
increase with HU treatment. Given the sickle cell lifespan of 31.9 days (ranging from
14.1 to 53.6 days) (46), it can take several weeks for these biomarkers to reflect
adherence changes. It impacts clinical decisions regarding patient adherence and
rightful dosage, as it becomes difficult to differentiate between treatment inefficacy and
non-adherence. This indicates a need for biomarkers that provide early information
about patient status.

It is logical to pursue the identification and implementation of clinically valuable
parameters. The presence of IG in the peripheral blood of non-pregnant individuals
may indicate a stimulus to the bone marrow, such as a response to infection or
inflammation. The relatively short lifespan of immature granulocytes in circulation
(even if prolonged when compared to mature ones) (47) grants the IGt count
advantage over the traditionally used parameters (HbF and MCV). The early detection
of changes in IG counts may improve patient care by assisting in earlier poor
adherence detection and possibly complement the already stablished biomarkers on
treatment intervention. Additionally, the Sl presented the highest RR for low-
adherence, 9.3 times for cases with S112394.41 (p=0.028). The significant IGt and SlI
findings indicate a higher systemic inflammation in non-adherent adolescent/adult
patients. Therefore, our study suggests that these parameters can support adherence
monitoring in SCA patients, especially if combined.

The majority of SCD/SCA patients have low education and socioeconomic
levels (48,49). It may lead to misinformation concerning the disease, directly affecting
their adherence, and associating with a worse prognosis. Hydroxyurea treatment can
reduce the disease’s clinical symptoms and allows them a higher quality of life.
Therefore, the discovering of new hematological parameters is paramount. The ACPs
are available in a variety of analyzers, and their use remains suboptimal. Research to
further extend their usability is necessary to meet market demands and support cost-

effective patient care.
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The findings of this study have to be seen in the light of some limitations and
challenges. Our research was faced with limited access to data. We depended on the
previously recorded clinical information, and it led to the exclusion of several patients.
Our children group presented a small number of non-adherent cases; therefore, we
were unable to properly analyze the proposed variables. Additionally, we were able to
identify a gap in the literature regarding HU adherence monitoring in SCA patients
based on validated markers such as HbF and MCV, further emphasizing the relevance
of this study.

Going forward, we encourage future researchers to explore the PCAs in other
aspects of SCD/SCA disease, especially the IGt count as a biomarker for infection
prediction. In Brazil, the non-adherence to chronic illnesses treatment is relevant and
requires the support of multidisciplinary teams (50). Therefore, we highlight the need
to assess patient demands, develop and implement new approaches in public health

planning to relieve the global burden of SCA.

Conclusion

This study provides evidence of the absolute IG count clinical utility, especially
when combined with other parameters. It can help the understanding of HU adherence
obtained by indirect means, such as the pill count. Additionally, we present insights
into the sociodemographic and hematological aspects of pediatric and adult SCA
patients. The absolute IG count can complement the already established adherence
biomarkers in early identification of non-adherence. We highly suggest the use of all
advanced clinical parameters as they can be easily implemented and performed in

laboratory routines.
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Table 1. Clinical and sociodemographic characteristics of the 83 SCA patients

treated with HU at HCPA.

General sample

Total Adherence

count . p-value
Age (years) High, n (%) Low, n (%)
<12 27 24 (88.9) 3(11.1) 0.428
212 56 46 (82.1) 10 (17.9)
Stratified age groups
(years)
<12 27 24 (88.9) 3(11.1) 0.030*
12-18 11 6 (54.5) 5 (45.5)
19-29 10 8 (80.0) 2 (20.0)
30-139 20 17 (85.0) 3(15.0)
240 15 15 (100.0) 0 (0.0)

Children (<12 years)
Sex
Male 15 14 (93.3) 1(6.7) 0.430
Female 12 10 (83.3) 2(16.7)
Race/Ethnicity
Black/Pardo 14 13 (92.9) 1(7.1) 0.509
Caucasian 13 11 (84.6) 2 (15.4)
Distance from hospital
Same city 13 10 (76.9) 3(12.0) 0.098
Other cities 14 14 (100.0) 0(0.0)
Side effects
Yes 25 22 (88.0) 3(12.0) 1.0
No 2 2 (100.0) 0 (0.0)
Polypharmacy
Yes 11 10 (90.9) 1(9.1) 0.599
No 12 10 (83.3) 2(16.7)
Adolescents and adults (=12 years)

Sex
Male 25 22 (88.0) 3(12.0) 0.320
Female 31 24 (77.4) 7 (22.6)
Race/Ethnicity
Black/Pardo 44 39 (88.6) 5(11.4) 0.017*
Caucasian 12 7 (58.3) 5(41.7)
Distance from hospital
Same city 22 16 (72.7) 6 (27.3) 0.150
Other cities 34 30 (88.2) 4 (11.8)
Marital status
Single 46 36 (78.3) 10 (21.7) 0.266
Married 8 8 (100.0) 0 (0.0)
Divorced 2 2 (100.0) 0 (0.0)
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Education level

Middle school
(Incomplete/Complete)
High School or above
(Incomplete/Complete)

Side effects
Yes
No

Polypharmacy
Yes
No

31

24

11
12

24 (77.4)

21 (87.5)

22 (88.0)
2 (100.0)

10 (90.9)
10 (83.3)

7 (22.6)

3 (12.5)

3 (12.0)
0(0.0)

1(9.1)
2(16.7)

105

0.351

1.0

0.599

HCPA, Clinical Hospital of Porto Alegre; SCA, sickle cell anemia.

Variables were calculated using Pearson's chi-square test.

*p-value <0.05
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Adherence category

Parameter High Low p-value
n Median (IQR) n Median (IQR)

HbA T 24 45 (13.8) 3 0.4 (0.7) 0.649
HbA2 24 2.7 (2.2-3.1) 3 2.6 (1.8-3.2) 0.671
HbF% 24 18.9 (13.7-26.4) 3 20.9 (16.5-35.6) 0.512
HbSS 24 75.8 (66.9-81.2) 3 76.5 (61.4-80.3) 0.758
WBC 24 10.6 (8.1-14.3) 3 13.3 (6.9-17.4) 0.643
N% 24 42.4 (34.6-50.9) 3 47.4 (33.4-47.9) 0.817
Nt 24 4.1 (3.1-6.6) 3 6.28 (2.29-8.35) 0.758
L% 24 41.1 (36.0-54.6) 3 37.74 (31.23-54.37) 0.589
Lt 24 4.3 (2.9-6.1) 3 5.00 (3.73-5.44) 0.758
M% 24 8.2 (6.5-9.3) 3 6.79 (4.08-10.28) 0.487
M+t 24 0.9 (0.6-1.2) 3 0.90 (0.28-1.79) 1.000
E% 24 2.7 (1.6-6.6) 3 7.73 (7.17-10.10) 0.064
Et 24 0.2 (0.2-0.7) 3 0.95 (0.53-1.76) 0.076
B% 24 0.5 (0.3-0.7) 3 0.46 (0.44-0.91) 0.589
Bt§ 24 0.06 (0.03-0.09) 3 0.080 (0.030-0.120) 0.535
RBC 24 2.6 (2.4-2.9) 3 2.06 (1.57-2.36) 0.017*
HGB 24 8.6 (7.8-9.2) 3 6.60 (6.40-7.40) 0.013*
Htc 24 24,1 (21.9-26.1) 3 18.20 (17.90-20.10) 0.009**
MCV 24 92.9 (82.3-99.9) 3 97.6 (77.1-114.0) 0.589
MCH 24 33.4 (28.2-36.5) 3 35.9 (27.1-42.0) 0.537
MCHC 24 35.6 (34.5-36.4) 3 36.8 (35.2-36.9) 0.334
RDW 24 17.2 (15.9-20.5) 3 18.2 (17.3-29.5) 0.280
PLT 24  380.5 (223.0-496.0) 3 402.0 (316.0-485.0) 0.589
MVP 22 9.8 (9.4-10.8) 3 9.8 (9.8-10.1) 0.867
IG% 24 0.3 (0.2-0.4) 3 0.3 (0.1-0.4) 0.937
IGT§ 24 0.03 (0.02-0.05) 3 0.05 (0.01-0.05) 0.969
NRBC% 23 0.6 (0.0-1.4) 3 1.5 (1.1-3.7) 0.063
NRBCt 23 0.1 (0.0-0.2) 3 0.1 (0.1-0.7) 0.124
RET% 17 8.5 (5.9-10.3) 3 11.0 (9.4-12.6) 0.223
IRF 17 35.7 (27.9-40.1) 3 41.9 (32.7-51.5) 0.138
RET-He 17 35.5 (30.9-37.1) 3 39.5 (27.1-49.0) 0.368
PLT-F 23  378.0 (252.0-524.0) 3 427.0 (305.0-478.0) 0.748
IPF 22 15 (1.1-2.3) 3 1.6 (1.5-3.2) 0.314
IPFt 23 5.7 (3.5-7.5) 3 7.6 (4.6-13.7) 0.214
HU dose 23 22.2 (18.5-26.6) 3 25.1 (18.2-30.3) 0.446
Number of HU pills 23 100.0 (100.0-200.0) 3 100.0 (100.0-300.0) 0.963
claimed
Days between 24 112 (75-132) 3 126 (105-133) 0.536
medical
apppointments
HU pills/day 24 1.0 (1.0-1.0) 3 1.0 (1.0-2.0) 0.596
NLR 24 1.1 (0.6-1.4) 3 1.3 (0.6-1.5) 0.700
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PLR 24  76.8 (53.2-106.2) 3 73.9 (63.2-130.0) 0.817
sl 24 320.3 (201.1-537.3) 3 396.90 (297.76- 0.396
617.04)

B, basophil; E, eosinophils; Hb, hemoglobin; HCT, hematocrit; HU, hydroxyurea; IG, immature
granulocytes; IPF, immature platelet fraction; IQR, interquartile range; IRF, immature reticulocyte
fraction; L, lymphocytes; LDH, lactate dehydrogenase; M, monocytes; MCH, mean corpuscular
hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; MCV, mean corpuscular
volume; MVP, mean platelet volume; N, neutrophils; n, number of patients; NRBC, nucleated red
blood cells; PLT: platelet count; PLT-I, platelet counts by impedance; PLT-F, platelet counts by
fluorescence; RBC, red blood cells; RDW, red cell distribution width; RET, reticulocytes; RET-He,
reticulocyte hemoglobin equivalent; WBC, white blood cell; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio;
PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SCA, sickle cell anemia; SlI, systemic inflammation index.

1 Absolute count (cells/mm3)

% Differential count

T Parameter represented by mean (standard deviation - SD) due to median and IQR being zero.
§ Parameter with added decimal places.

Variables were calculated using Shapiro-Wilk normality test and Mann—Whitney U test.

*p-value <0.05

** p-value <0.01



108

Table 3. Hematological parameters of the 83 patients with SCA in the Adolescent/Adult

Group.
Adherence category
Parameter High Low p-value
n Median (IQR) n Median (IQR)

HbAt 46 2.1 (9.6) 10 0.3 (1.0 0.755
HbA2 46 2.9 (2.3-3.3) 10 3.1 (2.5-3.6) 0.362
HbF% 46 19.8 (12.2-27.3) 10 17.5 (12.4-22.9) 0.398
HbSS 46 75.6 (69.3-83.3) 10 79.8 (74.2-84.5) 0.252
WBC 46 7.4 (5.7-8.8) 10 11.1 (9.7-12.3) 0.001**
N% 45 44.9 (40.1-57.4) 10 48.3 (45.9-58.7) 0.275
Nt 45 3.1 (2.4-4.9) 10 5.8 (4.5-7.3) 0.006**
L% 45 42.9 (31.3-49.0) 10 32.6 (27.4-43.2) 0.077
Lt 45 2.7 (2.1-3.3) 10 3.3 (3.73-4.7) 0.042*
M% 45 8.7 (6.8-10.7) 10 10.1 (8.4-10.7) 0.222
Mt 45 0.6 (0.4-0.9) 10 1.0 (0.28-1.79) 0.002**
E% 45 1.4 (1.0-2.0) 10 2.1 (1,2-6.5) 0.064
Et 45 0.1 (0.1-0.2) 10 0.2 (0.1-1.9) 0.101
B% 45 0.5 (0.3-0.7) 10 0.6 (0.5-0.7) 0.295
Bt§ 45 0.04 (0.02-0.06) 10 0.06 (0.05-0.08) 0.006**
RBC 46 2.2 (1.9-2.6) 10 2.5 (2.2-3.6) 0.041*
HGB 46 8.7 (7.8-9.7) 10 8.9 (7.6-9.8) 0.797
Htc 46 23.8 (22.2-26.9) 10 24.8 (21.2-28.9) 0.684
MCV 46 106.1 (98.4-117.3) 10 92.7 (85.1-95.9) 0.002**
MCH 46 38.6 (35.6-43.3) 10 34.0 (28.5-34.7) 0.002**
MCHC 46 36.3 (35.4-37.1) 10 35.6 (35.1-35.9) 0.076
RDW 46 15.8 (15.2-17.5) 10 17.9 (17.6-20.9) 0.012*
PLT 46 319.5 (223.0-404.0) 10 430.5 (377.0-535.0) 0.022*
MVP 46 10.3 (9.7-10.9) 9 9.9 (9.8-10.3) 0.290
IG% 45 0.3 (0.2-0.4) 10 0.4 (0.3-0.6) 0.105
IGT8 44 0.02 (0.01-0.04) 10 0.05 (0.03-0.07) 0.008**
NRBC% 46 3.7 (1.1-7.5) 10 1.3 (0.4-2.1) 0.072
NRBCt 45 0.3 (0.1-0.5) 10 0.1 (0.1-0.2) 0.197
RET% 38 5.5 (4.5-8.8) 9 11.4 (10.7-15.3) 0.003**
IRF 38 33.8 (26.6-38.0) 9 31.2 (24.9-34.5) 0.508
RET-He 38 36.6 (33.5-40.7) 9 35.4 (29.0-37.0) 0.160
PLT-F 40  346.5 (255.0-395.0) 9 435.0 (348.0-508.0) 0.096
IPF 40 3.0 (1.9-4.4) 9 2.3 (1.8-3.6) 0.510
IPFt 39 9.5 (6.6-12.9) 9 9.3 (7.8-14.6) 0.833
HU dose 41 21.5 (16.39-26.2) 8 25.0 (20.8-26.6) 0.180
Number of HU pills 45  300.0 (200.0-400.0) 9 200.0 (200.0-400.0) 0.398
claimed
Days between 46 147 (98-154) 5 87 (48-123) 0.386

medical
apppointments



HU pills/day 46
NLR 45
PLR 45
Sl 45

2.4 (2.0-3.0)

1.1 (0.8-1.9)
111.0 (77.4-158.9)
341.8 (186.8-764.6)

10
10
10
10

2.4 (2.0-3.0)

1.5 (1.1-2.1)
116.0 (94.7-151.9)
747.1 (429.9-801.2)

0.733
0.116
0.777
0.042*
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B, basophil; E, eosinophils; Hb, hemoglobin; HCT, hematocrit; HU, hydroxyurea; IG, immature
granulocytes; IPF, immature platelet fraction; IQR, interquartile range; IRF, immature reticulocyte
fraction; L, lymphocytes; LDH, lactate dehydrogenase; M, monocytes; MCH, mean corpuscular
hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; MCV, mean corpuscular
volume; MVP, mean platelet volume; N, neutrophils; n, number of patients; NRBC, nucleated red
blood cells; PLT: platelet count; PLT-I, platelet counts by impedance; PLT-F, platelet counts by

fluorescence; RBC, red blood cells; RDW, red cell distribution width; RET, reticulocytes; RET-He,

reticulocyte hemoglobin equivalent; WBC, white blood cell; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio;
PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SCA, sickle cell anemia; SllI, systemic inflammation index.
1 Absolute count (cells/mm3)

% Differential count

T Parameter represented by mean (standard deviation - SD) due to median and IQR being zero.
§ Parameter with added decimal places.

Variables were calculated using Shapiro-Wilk normality test and Mann—Whitney U test.

*p-value <0.05
** p-value <0.01
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Table 4. Diagnostic measures of CBC parameters to adherence in SCA

adolescent/adult patients (values = the cutoff of the parameters are predictors of low

adherence).
Parameter  Sensibility Especificity PPV NPV  Accuracy p-value
WBC 80.0 87.0 57.1 95.2 gs.7  0.001*
Nt 80.0 71.1 38.1 94.1 72,7 0.006*
Lt 100.0 44.4 28.6 100.0 545  0.042%
Mt 70.0 84.4 50.0 92.7 g1.g  0.002*
Bt 100.0 46.7 29.4 100.0 56.4  0.007*
RBC 40.0 97.8 80.0 88.2 g7,5 0041
RDW 80.0 78.3 44.4 94.7 786 0012
PLT 70.0 78.3 41.2 92.3 76.8 0.022*
IGt 70.0 75.0 38.9 91.7 741  0.009*
RET% 7.8 84.2 53.8 94.1 g3.0  0.004*
MCVi 80.0 80.4 47.1 94.9 go.4  0.002*
MCHZ 100.0 58.7 34.5 100.0 66.1  0.002*
Sli 90.0 60.0 33.3 96.4 655  0.042%

The results are expressed as percentual (%). Bt, absolute basophil count; CBC,
complete blood count; IGf, absolute immature granulocyte count; L1, absolute
lymphocyte count; Mt, absolute monocyte count; MCH, mean corpuscular
hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; N, absolute neutrophil count; NPV,
negative predictive value; PLT, platelet count; PPV, positive predictive value; RBC,
red blood cells; RDW, red blood cells distribution width; RET, reticulocyte count; SCA,
sickle cell anemia; SlI, systemic inflammation index; WBC, white blood count.

T Absolute count (cells/mm3)

% Differential count

I Values < the cutoff are predictors of low adherence.

*p-value <0.05

** p-value <0.01
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Table 5. Relative risk of CBC and qualitative parameters to adherence in SCA

Adolescent/Adult patients.

Adherence
High Low RR 1C95% o -value
n % n %
> II\:A:rlr?ale 3421 33:2 ? 25:2 1.:;8 (0.54-6.54) 0.320
Ethnicity Black/Pardo 39 88.6 5 11.4 1
Caucasian 7 583 5 417 367 @127-1061) 5019
Distance to hospital ~ Same city 16 72.7 6 27.3 1
Other cities 30 88.2 4 11.8 043 (0.14 - 1.36) 0.150
Marital status Single 36 78.3 10 217 0.266
Married 100.0 0 0.0
Divorced 100.0 0 0.0
Educational level Up to 12th Grade 24 77.4 7 22.6 1
High School or 21 875 3 125 055 (0.16-1.92) 0.351
above
Adverse effects to No 40 88.9 5 111 1
HU Yes 444 5 556 500 (182-1376) ¢ o0ou
Polypharmacy N&o 60.0 4 40.0 1
Sim 38 86.4 6 136 0.34 (0.12-0.99) 0.047*
WBC <9.62 40 95.2 2 4.8 1
29.62 6 42.9 8 571 120 (2.88-49.97)
0 0.001*
Nt <4.46 32 94.1 2 5.9 1
=4.46 13 61.9 38.1 6.48 (1.52-27.63) 0.012*
Lt t <255 20 1000 0 0.0 0.009%*
2255 25 71.4 10 28.6 0.012*
Mt <0.94 38 92.7 3 7.3 1
>0.94 7 500 7 500 683 (04-2289 0.002**
Bt t <0.035 21 1000 0 0.0 0.009%*
=>0.035 24 70.6 10 294 0.002**
RBC <3.18 45 88.2 6 11.8 1
>3.18 1 200 4 800 680 (285-16.23) 0.000**
RDW < 17.55 36 94.7 2 5.3 1
=17.55 10 55.6 8 444  8.44 (1.99 - 35.80) 0.004**
PLT <412 36 90.0 4 10.0 1
=412 10 62.5 6 375 3.75 (1.22-11.54) 0.021*
IG <0.035 33 91.7 3 8.3 1 (137 - 15.94)
>0.035 11 61.1 7 38.9 4.67 ’ ' 0.014*
RET <10.64 32 94.1 2 5.9 1
>10.64 6 46.2 7 53.8 9.15 (2.18 - 38.47) 0.003**
Sl <394.41 27 96.4 1 36 1 (1.27 - 68.77)



= 394.41 18

VCM > 96.7 37
<96.7 9

HCM > 37.6 27
<37.6 19

66.7
94.9
52.9
100.0
65.5

33.3
51

47.1
0.0

34.5
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9.33 0.028*
L 0a7-3877)

918 & : 0.003**

0.001**

0.003**

B, absolute basophil count; CBC, complete blood count; HU, hydroxyurea IGt, absolute immature
granulocyte count; L, absolute lymphocyte count; Mt, absolute monocyte count; MCH, mean
corpuscular hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; N, absolute neutrophil count; NPV,
negative predictive value; PLT, platelet count; PPV, positive predictive value; RBC, red blood cells;
RDW, red blood cells distribution width; RET, reticulocyte count; RR, relative risk; SCA, sickle cell

anemia; SllI, systemic inflammation index; WBC, white blood count.

T Significant association with low adherence, but it is not possible to calculate the RR.

*p-value <0.05
** p-value <0.01
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Fig 1 — ROC curve CBC parameters to adherence in SCA Adolescent/Adult patients.
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04 0.6 0.8 1.0
Specificity

Parameters  Area E?:gf- 1C95% CutOff  p-value
WBC 0.824 008 0656 0992 9.62 0.001
N 0780 0083 0616 0944 4.46 0.006
Li 0.707 0.080 0551 0.863 255 0.042

t 0816 0069 0680  0.951 0.94 0.002
Bt 0777 0067 0644 0.909 0.04 0.007
RBC 0708 0093 0525 0.890 3.18 0.041
RDW 0757 0089 0583 0930 1755 0.012
PLT 0733 0081 0573 0892 41200 0.022
IGT 0766 0090 0590 0942 0.04 0.009
RET 0816 0081 0657 0975 1064  0.004
Sl 0707 0073 0564 0849 39441 0042
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0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Specificity
P Std. "
arameters  Area Errors 1C95% CutOff  p-value
MCV 0.820 0.062 0698  0.941 96.7 0.002
HCM 0813 0.060 0695  0.931 376 0.002
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— HCM
— VCM

B+, absolute basophil count; CBC, complete blood count; IGt, absolute immature granulocyte count; Lt, absolute lymphocyte
count; M+, absolute monocyte count; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; N, absolute
neutrophil count; PLT, platelet count; RBC, red blood cells; RDW, red blood cells distribution width; RET, reticulocyte count;
SCA, sickle cell anemia; SllI, systemic inflammation index; WBC, white blood count.
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Supplementary Fig. 1 - Correlation heatmap between parameters
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo da anemia falciforme em seu estagio inicial, assim como o
monitoramento apropriado sdo essenciais para um melhor resultado terapéutico. A
Hemoglobina fetal (HbF) e o Volume Corpuscular Médio (VCM) sédo os parametros
utilizados atualmente para avaliar a adesao ao tratamento com hidroxiureia (HU),
ambos se elevando com tratamento continuo.

Contudo, dado o tempo de vida inferior do eritrocito falciforme na circulacéo,

pode-se passar varias semanas para que esses biomarcadores reflitam as mudancas
de adeséo dos pacientes. Isso pode impactar nas decisdes clinicas tomadas acerca
de mudancas no tratamento e até mesmo na dosagem do medicamento, pois torna-
se dificil diferenciar entre a ineficacia do tratamento e a baixa adeséo.
Isso indica a necessidade de parametros que fornecam informagdes precoces sobre
o estado do paciente. Este estudo procurou verificar a possivel utilidade clinica dos
Parametros Avancados do Hemograma (PCAs) como medida de adesdo ao
tratamento com hidroxiureia em uma populacdo pediatrica e adolescente/adulta de
individuos com anemia falciforme.

A partir dos nossos resultados, a contagem absoluta de Granulécitos Imaturos
(IG#) mostrou significativa diferenga entre pacientes com alta e baixa adesé&o
pertencentes ao grupo adolescentes/adultos. A presenca de granulécitos imaturos no
sangue periférico de individuos pode indicar um estimulo a medula 6ssea, como uma
resposta a infeccéo ou inflamacao. Irregularidades na continuidade do tratamento com
HU podem estimular a medula 6ssea e enfatizar a natureza inflamatéria da doenca,
promovendo o recrutamento dos granulocitos imaturos para a circulagdo.
Adicionalmente, seu tempo de vida relativamente curto na circulacdo confere a eles
uma vantagem sobre os parametros tradicionalmente usados, auxiliando na deteccao
precoce da baixa adeséao.

Como evidéncia dos efeitos inflamatérios promovidos pelo uso intermitente de
HU, os pacientes adolescentes/adultos ndo aderentes também apresentaram um
indice de inflamacao sistémica (IIS) significativamente maior. Esse achado pode
indicar um estado inflamatorio crénico que pode levar a crises vaso-oclusivas e outras
complicagoes.

Os PCAs estao disponiveis em uma variedade de analisadores hematoldgicos

e podem ser facilmente incorporados a rotinas laboratoriais. Ao serem inseridos no
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acompanhamento dos pacientes, esses parametros podem ser indicativos precoces
de ndo adesdo ao tratamento se utilizados em conjunto com o0s parametros ja
estabelecidos (HbF e VCM).

O uso correto da HU conduz a estabilidade do paciente, diminuindo a
frequéncia de crises agudas e internacdes hospitalares, melhorando a qualidade de
vida desses individuos e atenuando o custo do tratamento. O baixo nivel
socioecondmico e de escolaridade dos pacientes falcémicos pode afetar diretamente
sua adesdo, conduzindo-os a um pior prognostico. Portanto, encoraja-se a
continuidade de estudos que possam expandir e aprofundar o uso dos PCAs na
anemia falciforme, assim como o desenvolvimento de projetos de extensdo que

englobem essa populacao.
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8. ANEXOS

Anexo A — Termo de Consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N° do CAAE: 80087817.7.0000.5327

Titulo do Projeto: Avaliacdo dos parametros avangados do hemograma em
pacientes com Anemia Falciforme

Vocé ou o paciente pelo qual vocé é responsavel esta sendo convidado
(a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo &€ avaliar alguns parametros
novos do exame de hemograma, que podem fomecer informagdes adicionais,
com o intuito de predizer a ocorréncia de crises associadas a anemia
falciforme. Na hematologia, 0 hemograma € um exame amplamente utilizado
na avaliacao dos pacientes. A solicitacao dos parametros clinicos avancados
no exame de hemograma pode fomecer informacdes mais detalhadas sobre o
quadro clinico dos pacientes.

Esta pesquisa esta sendo realizada no ambulatério de Hematologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) em parceria com a Universidade
Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre (UFCSPA).

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, os procedimentos
envolvidos sao os seguintes:

Nareqmso;aopamareaiza;aodoexamedehemogamademuna,o
médico assistente também solicitara a avaliagao de alguns parametros novos
que serao estudados na pesquisa. Nao serdo necessarias coletas de sangue
adicionais, além daquelas previstas para a realizacdo do hemograma de rotina.
Este procedimento de solicitar parametros a mais no exame de hemograma
sera realizado nas trés proximas consultas de rotina e os dados obtidos serdao
analisados pela equipe de pesquisa. Para analisar adequadamente os dados
obtidos no exame, também sera necessario realizar uma consulta ao prontuario
eletronico para buscar informacgdes relacionadas a doenca faiciforme (evolugdo
clinica, ocomréncia de vasculopatias, uso de hidroxiuréia e outros
medmmenbs)emonnagoeseomosexoeidade. Por isso, solicitamos a sua
autorizagao para realizar este acesso.

N3o sdo conhecidos riscos pela participacdo na pesquisa, exceto a
possibilidade de quebra da confidencialidade dos dados. Os pesquisadores
tomarao o cuidado para que isto ndo ocorra, utilizando sempre um codigo para
identificacdo dos participantes. Este estudo sera apenas de revisdo de registros
em prontuanos e analise de resultados de exames, nao havendo nenhuma
interferéncia no tratamento clinico, que sera o mesmo independentemente de
vocé concordar ou ndo com a participacao na pesquisa.

A participacdo nesta pesquisa ndo ftrara beneficios diretos aos
participantes neste momento. Contudo, os dados gerados através desta
pesquisa poderao auxiliar futuros pacientes e até mesmo o proprio participante,
se for comprovada a eficacia destes novos parametros em predizer crises da
doenca. Os médicos poderao agir com antecedéncia, minimizando os danos
causados pelas crises.

A participacao na pesquisa € totaimente voluntaria, ou seja, nao é
obrigatoria. Caso vocé decida nao autorizar a participagado, ou ainda, refirar a
autorizacdo apds a assinatura desse Termo, ndo havera nenhum prejuizo ao
Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pigina 1 de 2
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)




TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

atendimento que o pariicipante da pesquisa recebe ou possa vir a receber na
instituicdo.

l".E?Nﬁooesta'puavist)nenhm\tt)odepagamentopelapanit:';aat;iona
pesquisa e nao havera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos

Caso ocomra alguma intercoméncia ou dano, resultante de sua
participacdo nesta pesquisa, o participante recebera todo o atendimento
necessano, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serao sempre ftratados
confidencialmente. Os resultados serao apresentados de forma conjunta, sem
a identificacdo dos participantes, ou seja, 0 nome nao aparecera na publicacdo
dos resultados.

Caso vocé tenha dividas, podera entrar em contato com a
pesquisadora responsavel, Dra. Laura Fogiiatto, pelo telefone (51) 3359-6335,
ou com o pesquisador Gueverson Rocha, pelo telefone (51) 3359-6335 ou com
o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), pelo telefone (51) 3359-7640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de
segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante (e
seu responsavel) e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa
Data:
Assinatura
Nome do responsavel (Se aplicavel)
Data:
Assinatura
Nome do pesquisador que aplicou o Termo
Data:
Assinatura
Nome da testemunha imparcial (Se aplicavel)
Data:
Assinatura
Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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Anexo B — Parecer de aprovacao do comité de ética do HCPA

UFRGS - HOSPITAL DE
CLINICAS DE PORTO ALEGRE W“\"
DA UNIVERSIDADE FEDERAL

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo dos parametros avancados do hemograma em pacientes com Anemia
Falciforme

Pesquisador: Laura Maria Fogliatto

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 80997817.7.0000.5327

Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.474.953

Apresentagao do Projeto:

Estudo vinculado a Mestrado do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude da UFCSPA, a
pesquisadora responsavel no HCPA é co-orientadora. A doenca falciforme esta dispersa na populagao de
forma heterogénea, com prevaléncia mais alta nos estados com maior concentragdo de afro descendentes.
No Brasil, a maior prevaléncia encontra-se na populacdo baiana. O processo vaso-oclusivo decorrente da
falcizagdo eritrocitaria acontece quando os produtos resultantes do stress ocasionado pela doenga entram
na corrente sanguinea: os reticulécitos jovens, flexiveis e maleaveis, que carregam em sua estrutura
moléculas de adesdo e também agregados de banda, causados pela oxidacdo da HbS. Estes reticuldcitos
fixam-se as paredes do endotélio e das vénulas poés-capilares, reduzindo o fluxo sanguineo. Por fim, os
eritrocitos falcizados, densos e ndo deformaveis, se agregam aos reticulécitos que ja se encontravam
aderidos a parede do vaso, ocasionando uma obstrucdo estavel e, consequentemente, danos isquémicos
aos diversos tecidos. Os parametros clinicos avangados (PCAs) representam um upgrade da automagéo no
hemograma, fornecendo informacgdes detalhadas sobre alguns aspectos clinicos, ou seja, constituem um
passo a mais nas possibilidades diagnoésticas, podendo reduzir o tempo para a definicao terapéutica. A
tecnologia beneficia paciente, e pela agilidade, auxilia os médicos indicando o tipo de abordagem diante de
diferentes situacdes. Isso impacta na redugdo dos custos hospitalares e laboratoriais. Os PCAs incluem os
seguintes parametros: IPF — Fracdo de plaquetas imaturas, IRF — Fragcdo de Reticulécitos Imaturos, NRBC —
Eritrécitos Nucleados, RET - He — Contetido de Hemoglobina nos

Enderegco: Rua Ramiro Barcelos 2.350 sala 2227 F

Bairro: Santa Cecilia CEP: 90.035-903
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3359-7640 Fax: (51)3359-7640 E-mail: cephcpa@hcpa.edu.br
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Reticulécitos, IG — Granulécitos Imaturos e PLT-F — Plaquetas Fluorescentes. Estes parametros podem ser
importantes auxiliares na rotina laboratorial, ajudando no diagnéstico diferencial de algumas condicdes
clinicas e na otimizacdo da requisicdo de testes adicionais, o que pode significar economia de tempo e
dinheiro, com beneficio para o paciente que tera a conduta terapéutica aplicada em menor espaco de
tempo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral:

Avaliar o poder preditor dos PCAs (IPF, IRF, IG, RET-He, NRBC e PLT-F) no desenvolvimento de eventos
vaso-oclusivos e vasculopatias na anemia falciforme.

Objetivos especificos

- Correlacionar os PCAs (IPF, PLT-F, IRF, IG, RET-He e NRBC) em pacientes com anemia falciforme com a
ocorréncia de eventos vaso oclusivos e vasculopatias (crise algica, hipertensdo pulmonar, isquemia
cerebral);

- Comparar o desempenho dos PCAs na anemia falciforme;

- Avaliar o comportamento dos PCAs (IPF, PLT-F, IRF, IG, RET-He e NRBC) em pacientes falcémicos com
piora clinica aguda;

- Comparar os PCAs de pacientes com adesao farmacolégica a hidroxiureia, com os dados de pacientes
com ma adesdo, no que diz respeito a predi¢cdo da ocorréncia de fendmenos vaso-oclusivos e vasculopatias.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Possiveis Riscos: Ndo sdo conhecidos riscos pela participagdo na pesquisa, exceto a possibilidade de
quebra da confidencialidade dos dados. Os pesquisadores tomardo o cuidado para que isto ndo ocorra,
utilizando sempre um cédigo para identificagcdo dos participantes. Este estudo sera apenas de revisdo de
registros em prontuarios e analise de resultados de exames, ndo havendo nenhuma interferéncia no
tratamento clinico, que sera o mesmo independentemente de vocé concordar ou ndo com a participacdo na

pesquisa.

Possiveis Beneficios: A participacdo nesta pesquisa néo trara beneficios diretos aos participantes neste
momento. Contudo, os dados gerados através desta pesquisa poderdo auxiliar futuros pacientes e até
mesmo o proprio participante, se for comprovada a eficacia destes novos parametros em predizer crises da
doenca. Os médicos poderdo agir com antecedéncia, minimizando os danos causados pelas crises.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Delineamento: Estudo de coorte, prospectivo.

Acompanhamento: Os pacientes serdo acompanhados durante o periodo de um ano, sendo que, as
consultas no HCPA ocorrem a cada trés meses. Serdo realizados trés hemogramas, com espagamento de 3
meses entre eles. As caracteristicas clinicas descritas nos prontuarios, bem como, sinais e sintomas vaso-
oclusivos presentes serdo correlacionados com os resultados obtidos no hemograma e com os parametros
que se busca avaliar, realizados na data vigente.

Critérios de inclusdo, exclusdo e amostragem: Serdo critérios para inclusdo no estudo, todos os pacientes
com diagnéstico de anemia falciforme que sdo acompanhados no Servico Hematologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, no periodo de margo de 2018 a margo de 2019. Serdo excluidos deste estudo
pacientes que ndo possuirem hemograma com os parametros que se busca investigar. Atualmente o
ambulatério de Hemoglobinopatias do HCPA esta atendendo, regularmente, cerca de 120 pacientes com
doenca falciforme. Incluir-se-do pacientes ambos os sexos, independentemente da idade.

Processamento das amostras: As amostras serdo analisadas no Laboratério de Analises Clinicas do HCPA.
Serao realizados hemogramas assistenciais e sera incluso os PCAs como exames de pesquisa, os quais
estdo descritos no orcamento.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Folha de rosto, formulario de delegagdes de funcdo e TCLE adequados.

Recomendagoées:

Nada a recomendar.

Concluso6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer 2.453.409 foram adequadamente respondidas pelos
pesquisadores, conforme carta de respostas, nova versdo de projeto e de TCLE adicionadas em
16/01/2018. N&o apresenta novas pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovacgao (versdo do projeto de 16/01/2018, TCLE de 16/01/2018 e demais
documentos que atendem as solicitagdes do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos e
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metodolégicos do projeto.

Os pesquisadores devem atentar ao cumprimento dos seguintes itens:

a) Este projeto esta aprovado para inclusdo de 97 participantes no Centro HCPA, de acordo com as
informagdes do projeto ou do Plano de Recrutamento apresentado. Qualquer alteragdo deste numero
devera ser comunicada ao CEP e ao Servico de Gestdo em Pesquisa para autorizagdes e atualizagdes
cabiveis.

b) Para que possa ser realizado, o projeto deve estar cadastrado no sistema WebGPPG em razdo das
questdes logisticas e financeiras.

c) O projeto somente podera ser iniciado apoés aprovagao final da Comissao Cientifica, através do Sistema
WebGPPG.

d) Qualquer alteragdo nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagéo do CEP. Informamos que
obrigatoriamente a versdo do TCLE a ser utilizada devera corresponder na integra a versao vigente
aprovada.

e) Deverao ser encaminhados ao CEP relatérios semestrais e um relatério final do projeto.

f) A comunicagdo de eventos adversos classificados como sérios e inesperados, ocorridos com pacientes
incluidos no centro HCPA, assim como os desvios de protocolo quando envolver diretamente estes
pacientes, devera ser realizada através do Sistema GEO (Gestédo Estratégica Operacional) disponivel na
intranet do HCPA.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/01/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1050876 .pdf 17:25:17
Declaracao de Carta_resposta_CEP.doc 16/01/2018 | GUEVERSON Aceito
Pesquisadores 17:24:34 |LEONARDO

GONCALVES

ROCHA
Declaracao de Carta_Resposta_CEP.PDF 16/01/2018 | GUEVERSON Aceito
Pesquisadores 17:23:50 |LEONARDO

GONCALVES

ROCHA
Projeto Detalhado / [PROJETO_MESTRADO_REVISADO.do| 16/01/2018 | GUEVERSON Aceito
Brochura cX 17:22:45 |LEONARDO
Investigador GONCALVES
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RBranl

ma

Projeto Detalhado / [PROJETO_MESTRADO_REVISADO.do| 16/01/2018 |ROCHA Aceito

Brochura cx 17:22:45

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_revisado.doc 16/01/2018 | GUEVERSON Aceito

Assentimento / 17:21:33 |LEONARDO

Justificativa de GONCALVES

Auséncia ROCHA

Orgcamento Orcamento.xlsx 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito
16:36:34

Declaragéao de Delegacao_atividades_ HCPA.PDF 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito

Pesquisadores 16:20:02

Projeto Detalhado / |PROJETO_MESTRADO_editavel.docx 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito

Brochura 16:19:46

Investigador

TCLE / Termos de | Termo_amostras_HCPA.PDF 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito

Assentimento / 16:19:33

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |(TCUD.PDF 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito

Assentimento / 16:19:23

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE.doc 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito

Assentimento / 16:19:12

Justificativa de

Auséncia

Cronograma Cronograma.docx 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito
16:19:01

Declaragéo de Submissao_inicial_e_declaracoes_edita | 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito

Pesquisadores vel.docx 16:18:47

Declaragédo de Submissao_inicial_e_declaracoes.pdf 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito

Pesquisadores 16:18:35

Folha de Rosto Folha_rosto.PDF 11/12/2017 |Laura Maria Fogliatto| Aceito
16:18:19

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Néao

Endereco:
Bairro: Santa Cecilia
UF: RS

Telefone: (51)3359-7640

Municipio:

Rua Ramiro Barcelos 2.350 sala 2227 F

CEP: 90.035-903
PORTO ALEGRE

Fax: (51)3359-7640 E-mail:

cephcpa@hcpa.edu.br
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PORTO ALEGRE, 26 de Janeiro de 2018

Assinado por:
Marcia Mocellin Raymundo

(Coordenador)
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Anexo C — Aprovacdo da Comissao de Pesquisa da UFCSPA (ComPesq)

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAO

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE
COMISSAO DE PESQUISA

Atestado

Atestamos que o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo dos
pardmetros avangados do hemograma em pacientes com anemia falciforme”
esta registrado na Comissao de Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre com o niimero 024/2018, sob responsabilidade de

Liane Nanci Rotta.

Salientamos que este registro ndo autoriza o pesquisador a coletar ou

analisar dados oriundos de sujeitos de pesquisa.

Salientamos ainda que este registro ndo garante a concessido de

recursos financeiros por parte da UFCSPA a este projeto de pesquisa.

Porto Alegre, 27 de margo de 2018.

dro Dal Lago
Coordenador de Pesquisa
UFCSPA

Pagina 1de 1
Rua Sarmento Leite, 245 ¢ Porto Alegre, RS ¢ CEP 90050-170 * Fone: 0 xx 51 3303 9000 * Fax: 0xx 51 3303.8810 * www.ufcspa.edu.br
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Anexo D — Aprovacédo do projeto pelo Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacao (GPPG)
do HCPA

It HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPG DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ

CARTA DE APROVAGAD

Projate: 170454
Data da Versdo do Projeto: | §101/2018

Pesqulsadores:
LALIRA MARIS FOGLIATTO
GUEVERSCH LEONARDC DONGALVES ROUHA

Thula:  Ayalagdo dos pardmatros avangades do hemograma en patiertes cam Anamia
Falciforme

Eata projato foi APROVADO ery seys sspacios éficos, metodologicos, nglaticon & firancmros peca
sar raalizada no Hosp tal do Crnicas do Porto Mogre

F.ltnP apmim;lu estd baseada nos parece'es dok respectives Com ide de Elics & do Servico de Gastio
am Peagguiss,

» {18 pes Jigarores vincu@aios a3 propto o pamicipamm de qualquer stepe do oropeaan de avalicio de
LAL S praja@tos.

- O pasquisador deverd apiesentar relatdvios semestias de acampanhanents & re-atono flnal aa Grupo
de Pesqiisa & Pos-Graduagdo (GPPE)

| Pario Alegre, 18 de abnAl de 2018

-

P-of*. Palficia Ashion Prolla
Coondenadora GPPGHCPA



Anexo E — Author guidelines do periédico European Journal of Haematology

Author Guidelines

Contents

. Submission
. Aims and Scope
. Manuscript Categories and Requirements
. Preparing Your Submission
. Editorial Policies and Ethical Considerations
. Author Licensing
. Publication Process After Acceptance
. Post Publication
. Editorial Office Contact Details

1. SUBMISSION

Authors should kindly note that submission implies that the content has not been published or
submitted for publication elsewhere except as a brief abstract in the proceedings of a scientific
meeting or symposium.

00 |~ |3 U0 R LD R =

o

New submissions should be made via the Research Exchange submission portal
https://submission.wiley.com/journal/ejh Should your manuscript proceed to the revision stage, you
will be directed to make your revisions via the same submission portal. You may check the status of
your submission at anytime by logging on to submission.wiley.com and clicking the “My Submissions”
button. For technical help with the submission system, please review our FAQs or contact
submissionhelp@wiley.com.

Data protection

By submitting a manuscript to or reviewing for this publication, your name, email address, and
affiliation, and other contact details the publication might require, will be used for the regular
operations of the publication, including, when necessary, sharing with the publisher (Wiley) and
partners for production and publication. The publication and the publisher recognize the importance
of protecting the personal information collected from users in the operation of these services and
have practices in place to ensure that steps are taken to maintain the security. integrity, and privacy of
the personal data collected and processed. You can learn more at
https://authorservices.wiley.com/statements/data-protection-policy.html.

Preprint policy

This journal will consider for review articles previously available as preprints on non-commercial
servers such as ArXiv, bioRxiv, psyArXiv, SocArXiv, engrXiv, etc. Authars may also post the submitted
version of a manuscript to non-commercial servers at any time. Authors are requested to update any
pre-publication versions with a link to the final published article.

For help with submissions, please contact: eur-j-haematology@wiley.com

2. AIMS AND SCOPE

Eurapean journal of Haematology is an international journal for communication of basic and clinical
research in haematology. The journal welcomes manuscripts on molecular, cellular and clinical
research on diseases of the blood, vascular and lymphatic tissue, and on basic molecular and cellular
research related to normal development and function of the blood, vascular and lymphatic tissue. The
journal also welcomes reviews on clinical haematology and basic research, case reports, and clinical
pictures.

3. MANUSCRIPT CATEGORIES AND REQUIREMENTS

When submitting your paper, please provide a novelty statement concerning your presented findings
using the questions below. Please include this on the title page of your manuscript. Upon acceptance,
they will be presented within the article.
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1. What is the new aspect of your work?
2. What is the central finding of your work?
3. What is (or could be) the specific clinical relevance of your work?

MAMNUSCRIPT TYPES
European journal of Haematology accepts the following manuscript types:

Original Articles

Manuscripts containing original research from all fields in haematology are considered for publication.
It is understoad that neither the article nor any of its essential parts has been or will be published
elsewhere, with the exemption of presentations at scientific meetings. For organization of the
manuscript see below. Manuscripts must not exceed 4,000 words excluding abstract, references,
tables, figures and legends. A maximum of 50 references is allowed. A maximum of six figures or
tables is allowed. Additional figures/tables must be clearly marked as supplemental and will be
published as such only electronically.

Please include the following information in the title page of your manuscript

1. What is the NEW aspect of your work? (ONE sentence)
2. What is the CENTRAL finding of your work? (OMNE sentence)
3. What is (or could be) the SPECIFIC clinical relevance of your work? (ONE sentence)

Review Articles

Review articles on recent developments or history of haematology may be solicited by the Editor-in-
Chief. suggestions are welcomed in the form of a one-page synopsis. Review articles must be
exhaustive and should include appropriate reference to the literature. Review articles will go through
the usual peer-review process before a final decision regarding publication is made. Manuscripts must
not exceed 6,000 words excluding abstract, references, tables, figures and legends. A maximum of 80
references is allowed.

Letters to the Editor

Eurapean fournal of Haematology welcomes critical or ancillary comments to manuscripts published in
the journal. These should be addressed to the Editor-in-Chief, indicating that they are regarded as a
“letter to the editor” and not as an original article. They may contain one table or figure and should not
be maore than 500 words. The editor reserves the right to edit the letters for clarity. A title must
accompany the letter. If you wish to submit a response to a published letter please select the category
‘Response’.

Case Reports

Eurapean fournal of Haematology accepts a very limited number of case reports. These must provide
fundamental new infermation on a relevant topic. Sole descriptions of unusual or rare clinical cases
without a clear impact for future research are not sufficient to be published in this category. Reports
must be instructive and contain a critical review of the literature related to the presented case. Case
reports must not exceed 1,000 words excluding references, tables, figures and legends. A maximum of
2 tables or figures and 5 references is allowed.

Clinical Pictures
As of 01.03.2015 this manuscript category will be closed and no submissions accepted.
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4. PREPARING YOUR SUBMISSION

Cover Letters
A covering letter must be included, signed by the corresponding author and stating on behalf of all the
authars that the work has not been published and is not being considered for publication elsewhere.

Submission format

Submissions via the new Research Exchange portal can be uploaded either as a single document
{containing the main text, tables and figures), or with figures and tables provided as separate files.
Should your manuscript reach revision stage, figures and tables must be provided as separate files.
The main manuscript file can be submitted in Microsoft Word (.doc or .docx) or LaTex (.tex) formats.

If submitting your manuscript file in LaTex format via Research Exchange, select the file designation
“Main Document — LaTeX .tex File” on upload. When submitting a Latex Main Document, you must also
provide a PDF version of the manuscript for Peer Review. Please upload this file as *Main Document -
LaTeX PDF.” All supporting files that are referred to in the Latex Main Document should be uploaded
as a “LaTeX Supplementary File.”

Cover Letters and Conflict of Interest statements may be provided as separate files, included in the
manuscript, or provided as free text in the submission system. A statement of funding (including grant
numbers, if applicable) should be included in the “Acknowledgements” section of your manuscript.
Title page

The title page should contain an informative title, author(s)'s names and their affiliations. Name,
address, telephone and fax numbers and e-mail address of the corresponding author. If the title
exceeds 40 characters (letters and spaces) a running title of no maore than 40 characters must be
supplied. The following information is also required on the title;

* Abstract word count

s Manuscript word count

s Number of references

* Number of figures and tables

¢ Number of supplemental illustrations/tables

Authorship
On initial submission, the submitting author will be prompted to provide the email address and
country for all contributing authors.

Acknowledgments

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed, with
permission from the contributor, in an Acknowledgments section. Financial and material support
should also be mentioned. Thanks to anonymous reviewers are not appropriate.

Conflict of Interest Statement

Authors will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission process. For
details on what to include in this section, see the ‘Conflict of Interest’ section in the Editorial Policies
and Ethical Considerations section below. Submitting authors should ensure they liaise with all co-
authors to confirm agreement with the final statement.

Abstract and Keywords

The abstract must not exceed 200 words and should be arranged in a structured fashion (to include
objectives, methods, results and conclusions.) It should state the purpose of the study. basic
procedures (study subject /patients/animals and methods), main findings (specific data and statistical
significance), and principal conclusions. Below the abstract, provide 3-10 key words that will assist
indexers in cross-indexing the article. Keywords should be taken from those recommended by the US
Mational Library of Medicine's Medical Subject Headings (MeSH) browser list at
https://www.nlm.nih.gov/mesh/.




Main body of text

* As papers are single-blind peer reviewed, the main text file should not include any information
that might identify the authors.

* The journal uses British/US spelling; however, authors may submit using either option, as
spelling of accepted papers is converted during the production process.

* Footnotes to the text are not allowed and any such material should be incorporated into the text
as parenthetical matter.

Methods and Materials

If a method or tool is introduced in the study, including software, questionnaires, and scales, the
author should state the license this is available under and any requirement for permission for use. If
an existing method or tool is used in the research, the authors are responsible for checking the license
and obtaining the permission. If permission was required, a statement confirming permission should
be included in the Methods and Materials section.

References

Mumber references consecutively in the order in which they are first mentioned in the text. Identify
references in text, tables and legends by Arabic numerals (in parentheses). All references cited, and
only these, must be listed at the end of the paper. References should be according to the style used in
Index Medicus and the International List of Periodical Title Word Abbreviations (150 833). All authors
must be listed.

Examples:

Standard journal articles

1. International Steering Committee. Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical
journals. N Engl | Med 1997; 336: 309.

2. Cieutat AM, Lobel P, August JT, Kjeldsen L, Sengelov H, Barregaard M, Bainton DF. Azurophilic
granules of human neutrophilic leukocytes are deficient in lysosome-associated membrane proteins
but retain the mannose 6-phosphate recognition marker. Blood 1558; 91: 1044-1058.

Chapter in a book
3. Philips DJ. Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, eds. Hypertension:
pathophysiclogy, diagnosis, and management, 2nd ed. New York: Raven Press, 1995: 465-478.

Proceedings
4, Rausch C, Murgatroyd PW, Schnickelheim Z, eds. Cerebral glucose utilization testing. New York:
Medical Press, 1989%:141-149.

Endnotes

Endnotes should be placed as a list at the end of the paper only, not at the foot of each page. They
should be numbered in the list and referred to in the text with consecutive, superscript Arabic
numerals. Keep endnotes brief; they should contain only short comments tangential to the main
argument of the paper.

Footnotes

Footnotes should be placed as a list at the end of the paper only, not at the foot of each page. They
should be numbered in the list and referred to in the text with consecutive, superscript Arabic
numerals. Keep footnotes brief; they should contain only short comments tangential to the main
argument of the paper and should not include references.

Tables

Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in the text.
They should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends should be concise but
comprehensive — the table, legend, and footnotes must be understandable without reference to the
text. All abbreviations must be defined in footnotes. Footnote symbols: 1. $. & ¥, should be used (in
that order) and *, #*, *** should be reserved for P-values. Statistical measures such as 5D or SEM
should be identified in the headings.
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Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive — the figure and its legend must be understandable
without reference to the text. Include definitions of any symbals used and define/explain all
abbreviations and units of measurement.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-review
purposes, a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted.

Click here for the basic figure requirements for figures submitted with manuscripts for initial peer
review, as well as the more detailed post-acceptance figure requirements.

Color figures.

Figures submitted in color will be reproduced in color free of charge. Authors are encouraged to
consider the accessibility of their figures to readers with color-blindness or other visual impairments. If
greyscale or monochrome figures are not possible, authors should consider limiting the use of color
and avoid palettes that cause difficulty for readers with colour-blindness, such as green/red.

It is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied in black and white' however,
where greyscale or monochrome figures are not possible, authors should consider limiting the use of
colour and avoid palettes that cause difficulty for readers with color-blindness, such as green/red.

Data Citation

In recognition of the significance of data as an output of research effort, Wiley has endorsed In
recognition of the significance of data as an output of research effort, Wiley has endorsed the
FORCE11 Data Citation Principles and is implementing a mandatory data citation policy. Wiley
journals require data to be cited in the same way as article, book, and web citations and authors are
required to include data citations as part of their reference list.

Data citation is appropriate for data held within institutional, subject focused, or more general data
repositories. It is not intended to take the place of community standards such as in-line citation of
GenBank accession codes.

When citing or making claims based on data, authors must refer to the data at the relevant place in the
manuscript text and in addition provide a formal citation in the reference list. We recommend the
format proposed by the Joint Declaration of Data Citation Principles:

[dataset] Authors; Year; Dataset title; Data repository or archive; Version (if any); Persistent
identifier (e.g. DQI)

Additional Files

Appendices

Appendices will be published after the references. For submission they should be supplied as separate
files but referred to in the text.

Supporting Information

Supparting information is information that is not essential to the article but provides greater depth
and background. It is hosted online and appears without editing or typesetting. It may include tables,
figures, videos, datasets, etc.

Click here for Wiley's FAQs on supporting information.

Mote: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the paper are
available via a publicly available data repository, authors should include a reference to the location of
the material within their paper.

General Style Points
The following points provide general advice on formatting and style.
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* Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are used repeatedly, and
the abbreviation is helpful to the reader. Initially, use the word in full, followed by the
abbreviation in parentheses. Thereafter use the abbreviation only.

* Units of measurement: Measurements should be given in 51 or Sl-derived units. Visit the Bureau
International des Poids et Mesures (BIPM) website for more information about SI units.

* MNumbers: numbers under 10 are spelt out, except for: measurements with a unit (8mmaol/); age
(6 weeks ald), or lists with other numbers (11 dogs, 9 cats, 4 gerhils).

* Trade Names: Chemical substances should be referred to by the generic name only. Trade
names should not be used. Drugs should be referred to by their generic names. If proprietary
drugs have been used in the study, refer to these by their generic name, mentioning the
proprietary name and the name and location of the manufacturer in parentheses.

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing manuscripts for
submission available here. In particular, we encourage authors to consult Wiley's best practice tips on
Writing for Search Engine Optimization.

Article Preparation Support

Wiley Editing Services offers expert help with English Language Editing, as well as translation,
manuscript formatting, figure illustration, figure formatting, and graphical abstract design — so you can
submit your manuscript with confidence.

Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance about writing and
preparing your manuscript.

5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS

Peer Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its significance
to our readership. Except where otherwise stated, manuscripts are single-blind peer reviewed. Papers

will only be sent to review if the Editor-in-Chief determine that the paper meets the appropriate quality
and relevance requirements.

Wiley's policy on confidentiality of the review process is available here.

Guidelines on Publishing and Research Ethics in Journal Articles Please review Wiley's policies
surrounding human studies, animal studies, clinical trial registration, biosecurity, and research
reporting guidelines here.

Species Names

Upon its first use in the title, abstract, and text, the commaon name of a species should be followed by
the scientific name (genus, species, and authority) in parentheses. For well-known species, however,
scientific names may be omitted from article titles. If no common name exists in English, only the
scientific name should be used.

Genetic Nomenclature

Sequence variants should be described in the text and tables using both DNA and protein designations
whenever appropriate. Sequence variant nomenclature must follow the current HGVS guidelines; see
http://varnomen.hgvs.org/, where examples of acceptable nomenclature are provided.

MNucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major
collaborative databases: DDBJ, EMBL, or GenBank. It is only necessary to submit to one database as
data are exchanged between DDEJ, EMBL, and GenBank on a daily basis. The suggested wording for
referring to accession-number information is: ‘These sequence data have been submitted to the
DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession number U12345", Addresses are as follows:



s DMNA Data Bank of Japan (DDBJ) www.ddbj.nig.ac.jp
s EMBL Nucleotide Archive: ebi.ac.uk/ena
* GenBank www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

Proteins sequence data should be submitted to either of the following repositories:

* Protein Information Resource (PIR): pir.gecrgetown.edu
» SWISS-PROT: expasy.ch/sprot/sprot-top

Conflict of Interest

The journal requires that all authors disclose any potential sources of conflict of interest. Any interest
or relationship, financial or otherwise that might be perceived as influencing an author's objectivity is
considered a potential source of conflict of interest. These must be disclosed when directly relevant or
directly related to the work that the authors describe in their manuscript. Potential sources of conflict
of interest include, but are not limited to, patent or stock ownership, membership of a company board
of directors, membership of an advisery board or committee for a company. and consultancy for or
receipt of speaker's fees from a company. The existence of a conflict of interest does not preclude
publication. If the authors have no conflict of interest to declare, they must also state this at
submission. It is the responsibility of the corresponding author to review this policy with all authors
and collectively to disclose with the submission ALL pertinent commercial and other relationships.

Funding

Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are responsible for
the accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the Open Funder Registry for the
correct nomenclature: http://www.crossref.org/fundingdata/registry.html

Authorship
The journal follows the ICMJE definition of authorship, which indicates that autharship be based on
the following 4 criteria:

s Substantial contributions to the conception or design of the work; or the acquisition, analysis, or
interpretation of data for the work; AND

* Drafting the work or revising it critically for important intellectual content; AND

* Final approval of the version to be published; AND

* Agreement to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to
the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and resolved.

In addition to being accountable for the parts of the work he or she has done, an author should be
able to identify which co-authors are responsible for specific other parts of the work. In addition,
authors should have confidence in the integrity of the contributions of their co-authors.

All those designated as authors should meet all four criteria for authorship, and all who meet the four
criteria should be identified as authors. Those who do not meet all four criteria should be
acknowledged. These authorship criteria are intended to reserve the status of authorship for those
who deserve credit and can take responsibility for the work. The criteria are not intended for use as a
means to disqualify colleagues from authorship who otherwise meet authorship criteria by denying
them the opportunity to meet criterion #s 2 or 3. Therefore, all individuals who meet the first criterion
should have the opportunity to participate in the review, drafting, and final approval of the
manuscript.

Data Sharing and Data Accessibility

The journal encourages authors to share the data and other artefacts supporting the results in the
paper by archiving it in an appropriate public repository. Authors should include a data accessibility
statement, including a link to the repository they have used, in order that this statement can be
published alongside their paper.

Data Citation

Please also cite the data you have shared, like you would cite other sources that your article refers to,

in your references section. You should follow the format for your data citations laid out in the Joint
Declaration of Data Citation Principles, https://www.forcel1.org/datacitationprinciples:
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[dataset] Authors; Year; Dataset title; Data repository or archive; Version (if any); Persistent
identifier (e.g. DOI)

Human subject information in databases. The journal refers to the World Health Medical
Association Declaration of Taipei on Ethical Considerations Regarding Health Databases and
Biobanks.

Publication Ethics

This journal is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). Note this journal uses
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Guidelines can be found here,
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