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RESUMO

Criangas com anemia falciforme frequentemente procuram servigos de emergéncia para
tratamento de crises vaso-oclusivas (CVO). As complicacdes de longo prazo da VOC incluem
danos a multiplos 6rgdos além reduzir consideravelmente a qualidade de vida e aumentar o
risco de morte. Acles preventivas para CVO poderiam contribuir para um melhor
atendimento destes pacientes. Diante disso, este estudo monitorou as alteragdes dos exames
hematologicos e bioquimicos em criancas (menores de 18 anos) com anemia falciforme
(HbSS) durante a ocorréncia de CVO. Dados relacionados ao hemograma como niimero de
hemadcias, concentragdo de hemoglobina (Hb), hematocrito (HCT), volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), amplitude de distribui¢do dos globulos vermelhos (red cell distribution width
- RDW), contagem de reticuldcitos, numero de leucéceitos e nimero de plaquetas, bem como
dosagem de bilirrubinas e lactato desidrogenase (LDH) foram analisados. Estes mesmos
exames foram avaliados nas duas consultas que precederam a crise, nas quais o paciente nao
apresentava queixa de dor ou outras complicacdes. Os pacientes foram subdivididos quanto ao
uso ou nao de hidroxiureia. Durante o periodo avaliado, foram identificados 133 episddios de
atendimento de urgéncia sendo que destes, 76 estavam relacionados a CVO. Foi observada
uma diminuicdo no numero de hemacias, hematdcrito, niveis de hemoglobina, HCM,
plaquetas, eosinodfilos e um aumento do nimero de leucdcitos totais, neutrofilos, monocitos,
niveis de bilirrubina direta na CVO em comparagdo ao encontrado na consulta de rotina.
Pacientes que ndo estavam em uso de hidroxiureia apresentaram menores valores de
hematodcrito, VCM e maiores indices de RDW durante as consultas de rotina, bem como
niveis mais baixos de hematdcrito e VCM, maior numero de monocitos e linfocitos e niveis
mais elevados de bilirrubina direta durante os episoddios de crise, em comparagao aqueles que
estavam em uso da medica¢ao. Valores de CHCM, RDW, bilirrubina direta ¢ LDH
aumentaram significativamente na consulta que precedeu a CVO, comparada a consulta de
rotina anterior a essa, sugerindo que estes marcadores poderiam ser indicativos de um
prentincio de crise. Diante dos achados relacionados aos parametros hematologicos e
bioquimicos de criangas com anemia falciforme durante a CVO, principalmente sobre o uso
da hidroxiureia, acreditamos que conseguimos ajudar a entender a fisiopatologia da doenca.
Cabe estender as analises aqui apresentadas para estabelecer se estes parametros poderiam ser
considerados preditores de CVO em toda a populacdo de pacientes com anemia falciforme.

Palavras-chave: anemia falciforme; crise vaso-oclusiva; hemograma; bilirrubina; lactato
desidrogenase; biomarcadores.



ABSTRACT
Children with sickle cell anemia frequently seek emergency services for treatment of vaso-
occlusive crises (VOC). The long-term complications of VOC include damage to multiple
organs, considerably reduced quality of life, and increased risk of death. Preventive actions
for VOC could contribute to better care for these patients. Given this, this study monitored
changes in hematological and biochemical tests in children (under 18 years of age) with sickle
cell anemia (HbSS) during the occurrence of VOC. Blood count data such as red blood cell
count, hemoglobin concentration (Hb), hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV),
mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC),
red cell distribution width (RDW), reticulocyte count, leukocyte count and platelet count, as
well as bilirubin and lactate dehydrogenase (LDH) levels were analyzed. These same tests
were assessed at the two appointments preceding the crisis, at which the patient had no
complaints of pain or other complications. Patients were subdivided according to whether or
not they used hydroxyurea. During the period evaluated, 133 episodes of emergency care
were identified, 76 of which were related to VOC. A decrease was observed in the number of
red blood cells, hematocrit, hemoglobin levels, MCH, platelets, and eosinophils and an
increase in the number of total leukocytes, neutrophils, monocytes, conjugated bilirubin levels
in the VOC compared to that found in the routine consultation. Patients who were not taking
hydroxyurea had lower hematocrit and MCV values and higher RDW indices during routine
consultations, as well as lower hematocrit and MCV levels, higher numbers of monocytes and
lymphocytes and higher levels of direct bilirubin during crisis episodes, compared to those
who were taking the medication. Values of MCHC, RDW, conjugated bilirubin, and LDH
increased significantly in the consultation that preceded the VOC, compared to the routine
consultation before it, suggesting that these markers could be indicative of a harbinger of
crisis. Because of the findings related to the hematological and biochemical parameters of
children with sickle cell anemia during VOC, especially regarding the use of hydroxyurea, we
believe that we have been able to help understand the pathophysiology of the disease. The
analyses presented here should be extended to establish whether these parameters could be

considered predictors of VOC in the entire population of patients with sickle cell anemia.

Keywords: anemia, sickle cell; vase-occlusive crisis; blood cell count; bilirubin; lactate

dehydrogenase; biomarkers.
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1. INTRODUCAO

O termo “doenga falciforme” refere-se ao grupo das hemoglobinopatias relacionadas a
presenca da hemoglobina S (HbS). A HbS ¢ caracterizada por uma muta¢do missense na
posi¢do 6 da cadeia B, na qual o aminoacido 4cido glutimico ¢ substituido por valina (B6 -V
— VAL) Pode ocorrer na forma homozigodtica, ocasionando a anemia falciforme (HbSS), mas
também pode ocorrer a combinagdo da HbS com outros tipos de hemoglobinas alteradas,
como a hemoglobina C e a beta-talassemia (NAGEL ef al., 1985; SEAKINS et al., 1973).

A anemia falciforme (AF) ¢ a forma mais grave das doencas falciformes e de maior
prevaléncia no pais, afetando cerca de 0,1% a 0,3% da populacdo negra. Em virtude da alta
taxa de miscigena¢do, um aumento na ocorréncia de anemia falciforme tem sido observado na
populagdo caucasiana brasileira. Estimativas indicam que 5% a 6% da populagdo carrega o
gene da HbS e que a incidéncia fica em torno de 700 — 1000 novos casos por ano (ALMEIDA,
BERETTA, 2017).

A dor ¢ uma complicacdo da AF e ¢ geralmente aguda, frequente e grave. Esta
manifestagdo ¢ consequéncia da fisiopatologia subjacente da crise vaso-oclusiva, uma vez que
quando as hemacias adquirem forma de foice, em situacdes de estresse e baixa de oxigenacao,
tornam-se mais aderentes ao endotélio e obstruem vasos sanguineos causando isquemia,
dando inicio a um processo inflamatdrio no local (RAMSAY, 2021).

Pacientes com AF sofrem desde o nascimento com morbidades e limitagdes que uma
doencga cronica causa. Levando isso em consideracdo, ha uma necessidade da realizagdo de
pesquisas que busquem ndo s6 a longevidade, mas também uma melhor qualidade de vida a
estes pacientes (LINO et al., 2021).

Uma vez que a maioria das complicagdes da doenga esté relacionada a frequéncia de
crises vaso-oclusivas e que estas poderiam ter relacdo direta com parametros hematologicos, a
presente proposta visa avaliar se alteragdes nos exames laboratoriais como hemograma,
contagem de reticulocitos e dosagens de bilirrubinas e lactato desidrogenase (LDH) poderiam

ser fatores preditivos de crises vaso-oclusivas em criangas com AF.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 Anemia falciforme - conceitos

Doencga falciforme (DF) ¢ um termo que engloba um grupo de doencas genéticas
hereditarias do sangue, sendo a anemia falciforme (AF - HbSS) a forma mais comum e mais
grave. Outras formas de doenca falciforme incluem a hemoglobina SC (HbSC) e a
hemoglobina SP-talassemia. A hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina tetramérica composta por
diferentes associagdes de subunidades de globina, cada subunidade da globina esté4 ligada ao
cofator heme, que pode levar uma molécula de oxigénio. A hemoglobina ¢ a principal
proteina intracelular da hemadacia e também esta presente nos reticuldcitos (hemacias
imaturas). Varios genes codificam diferentes tipos de proteinas globinas, e suas muitas
jungdes tetraméricas criam varios tipos de Hb, que sdo produzidas em diferentes fases da vida
— embrionadria, fetal e adulta. A hemoglobina A (HbA) e a forma mais frequente no organismo,
que representa mais 90% da Hb adulta. E composta por duas subunidades de o-globina
(codificadas pelos genes HBAI e HBA2 duplicados) e duas subunidades de B-globina (NEEL,
1949; KATO et al., 2018).

Quando ocorre a troca de um unico nucleotideo no gene que codifica a hemoglobina,
surge o alelo falciforme BS. A proteina alterada criada a partir deste alelo é a subunidade
falciforme da B-globina. Quando ha baixa concentracdo de oxigénio ou quando esta Hb ndo
estd ligada ao oxigénio, os tetrameros que juntam duas dessas subunidades falciformes
mutantes da -globina polimerizam e fazem com que os eritrocitos adquiram uma forma de
meia lua ou foice (BUNN, 1997)

Quando uma pessoa herda o alelo do gene da hemoglobina S de ambos os pais, esta
manifesta a anemia falciforme, exibindo assim o gendtipo HbSS. Quando herda um gene 5%
de um dos pais e um gene HbAI do outro, ela é portadora do trago falciforme (HbAS).
Individuos com o trago falciforme geralmente ndo apresentam os sintomas da anemia
falciforme, uma vez que as hemécias raramente se tornam falciformes, ja que a quantidade de
HbS ¢ menor que a de HbA, o que dificulta a alteragcdo estrutural da molécula. Entretanto,
estes individuos podem transmitir o gene mutado para seus filhos. Ja a jungdo da HbS com
outras hemoglobinas pode alterar a estrutura, como por exemplo, a HbD e a HbC.

(WINTROBE, 1981).
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2.1.2 Dados epidemiolégicos

Em torno de 300.000 criangas nascem por ano no mundo com a forma homozigdtica e
mais grave da doenga falciforme (HbSS), sendo que mais da metade ocorre na Nigéria, India e
Republica Democratica do Congo (KAVANAGH et al., 2022).

No Brasil, entre 2014 e 2020, a média anual de novos casos de criancas diagnosticadas
com doenga falciforme registrada pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal foi de 1.087,
com uma incidéncia de 3,78 a cada 10 mil nascidos vivos. Estima-se que, atualmente, ha entre
60 mil e 100 mil pacientes com doenga falciforme no pais. A distribui¢do no Brasil ¢ bastante
heterogénea, sendo a Bahia, o Distrito Federal e o Piaui as unidades federadas de maior
incidéncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Nos estados brasileiros, a distribui¢do ¢ maior
onde a populagdo negra ¢ mais predominante, apesar de a doenga ocorrer também entre
brancos (PEREIRA et al., 2008).

Em estados como Santa Catarina e Parana hd uma incidéncia menor comparada a do
resto do pais, de um recém-nascido diagnosticado com a doenga falciforme para cada 13.500
nascimentos, muito provavelmente porque a populagdo negra ¢ menor na regido sul do pais.
No estado de Sao Paulo, a incidéncia da doenga falciforme pode chegar a 1:4.000, no Espirito
Santo 1:1.800, em Goias 1:1.300, e até¢ 1:650 na Bahia (SILVA, 2016). No estado de Minas,
segundo os dados do Programa de Triagem Neonatal, a incidéncia da doenca falciforme ¢ de

um caso para cada 1.400 recém-nascidos, sendo mais da metade HbSS (PTN-MG, 2016).

2.1.3 Diagnostico

Alguns paises como os Estados Unidos da América (EUA) realizam o rastreio
neonatal de todas as criangas; ja em outros paises, o rastreio ¢ opcional ou realizado de forma
seletiva, resultando potencialmente na negligéncia do diagnostico da doenga falciforme em
alguns pacientes (CDC, 2012).

No Brasil o diagnostico da anemia falciforme geralmente ocorre na Atencdo Basica,
por meio da triagem neonatal (“teste do pezinho”), realizado entre o 3° e 5° dia poés-
nascimento. Quando o teste ¢ positivo, ¢ realizado o encaminhamento para o Servigo de
Atencao Especializada da regido. A triagem ¢ realizada em amostras de sangue obtidas por
puncdes no calcanhar da crianga, visando detectar a presenca de variantes de hemoglobina.
Cromatografia liquida de alto desempenho ou testes de focalizagdo isoelétrica sdo utilizados
para detectar a presenca de variantes de hemoglobina e o diagnéstico ¢ confirmado pela

eletroforese de hemoglobina (Ministério da Saude, 2018).
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Quando a anemia falciforme ndo ¢ identificada na triagem neonatal, pode ser
diagnosticada como parte da avaliagdo de uma anemia com ou sem ocorréncia de dor aguda.
A deteccdo de HbS e suas associagdes com outras hemoglobinas variantes ¢ realizada por
eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose (eletroforese alcalina) e/ou eletroforese de
hemoglobina em agarose (eletroforese 4dcida). Além disso, ¢ realizada e dosagem dos tipos de

hemoglobina, incluindo a hemoglobina fetal (HbF) (DUARTE, 2014).

2.1.4 Fisiopatologia e complicacoes

A fisiopatologia da anemia falciforme (AF) inicia-se na polimerizacdo das moléculas
de HbS em condigdes de falta oxigenacdo, causando a alteragdo da forma da hemacia. Essa
variagdo estrutural do eritrécito € conhecida como “falcizagdo” (SUNDD et al., 2019). Esse
processo de falcizacdo pode ser revertido quando se aumenta a pressdo parcial de O2;
entretanto quando ocorrem repetidas falcizagdes, esse processo altera de forma irreversivel a
estrutura da membrana da hemacia (FERREIRA e GOUVEA, 2018).

A hemolise recorrente dos eritrocitos, combinada com o aumento da viscosidade
devido a deformacao nestas células promove aderéncia anormal ao endotélio que associados a
cascata inflamatéria causam vaso-oclusdes, que culminam em crises dolorosas, podendo se
apresentar de forma aguda recorrente, levando a disfun¢do multiorganica significativa e
mortalidade prematura (CONRAN et al., 2009; CARDEN et al., 2019; SUNDD et al., 2019).
A vaso-oclusdo gera uma isquemia no local, causando dor aguda, podendo variar sua
intensidade de leve a insuportavel (SIL et al., 2016).

Além da dor, as complicagdes de longo prazo da vaso-oclusdo incluem danos a
musculos e/ou 0ssos e a 6rgaos vitais como o figado, bago, rins e cérebro. Esta dor intensa
ligada as crises vaso-oclusivas também tem um efeito importante na piora da qualidade de
vida destes individuos, sendo a principal causa de procura a servicos de urgéncia e
hospitalizagdoes (BALLAS, 2007; OSUNKWO et al., 2020).

O acometimento pulmonar ¢ uma das principais complicacdes na AF que resulta em
significativa morbimortalidade na faixa pediatrica. A sindrome toracica aguda (STA) ¢ a
segunda causa de hospitalizagdo na doenca falciforme e ¢ responsavel por até 25% das causas
de obito. Apds o primeiro episddio, ha muitas chances de recorréncia, sendo imperativo o
diagnéstico preciso. E importante salientar que episodios repetidos estio associados ao

desenvolvimento de doenga pulmonar cronica e mortalidade precoce (STOUSE et al., 2008).
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O segundo 6rgao mais afetado em pacientes com anemia falciforme sdo os ossos. Pode
ocorrer osteonecrose asséptica da cabeca do fémur, necrose avascular do quadril, necrose
epifisaria superior do fémur por isquemia ou infarto 6sseo, que podem afetar entre 20 e 50%
dos pacientes falciformes (DALTRO et al., 2018).

A hemdlise intravascular crénica representa o maior fator de risco para o
desenvolvimento de Hipertensdo Arterial Pulmonar que leva a vasoconstricio da arteriola
pulmonar. A doenga pulmonar obstrutiva pode ser observada em 16% das criangas e 8% dos
adultos enquanto a doenca pulmonar restritiva pode ser observada em até 28% dos adultos e
7% das criangas (COHEN et al., 2016).

Complicagdes do sistema nervoso central ocorrem com aumento da adesdo falciforme
dos globulos vermelhos e ativacdo endotelial causada por hemodlise a mudanga do tonus
vasomotor e os acidentes vasculares cerebrais se tornam evidente nestes pacientes (SWITZER
et al., 2006). Os acidentes vasculares cerebrais manifestam-se como fraqueza ou paresia,
disartria ou afasia, convulsdes, déficits sensoriais, cefaleias ou alteracdo do nivel de
consciéncia, enquanto os infartos cerebrais silenciosos estdo associados a déficits cognitivos e
desempenho académico prejudicado (DEBAUN et al., 2020).

Devido a grande quantidade de hemolise na AF, o bago aumenta o volume e agrava o
quadro de anemia e hipovolemia. A asplenia funcional ocorre quando o sequestro esplénico
das hemacias ¢ reincidente, tornando-o fibrético e calcificado (BRUNETTA et al., 2010). O
sequestro esplénico ¢ uma complicacdo potencialmente fatal. Ocorre mais comumente antes
dos cinco anos de idade, mas pode ocorrer em qualquer idade. Uma opgao € a esplenectomia
eletiva ou terapia transfusional cronica (BECK et al., 2022).

As complicagdes renais geralmente ndo promovem sintomas no inicio, mas tendem a
piora com a idade. A hiperfiltragao leva ao aumento da albumina e ocorre um aumento
absoluto na taxa de filtracdo glomerular que pode ser observada em 43% das criangas com
doenga falciforme (LEBENSBURGER et al., 2019).

A retinopatia tem apresentacao silenciosa, sendo necessarios exames periddicos, pois
tem incidéncia de 3% na AF. J4 a retinopatia falciforme proliferativa se desenvolve em 14%
dos pacientes. A incidéncia da retinopatia tende a aumentar com a idade e podendo levar a

10% da perda visual destes pacientes (DOWNES ef al., 2005).

2.1.5 Alteragoes laboratoriais na crise vaso-oclusiva em pacientes com anemia falciforme
No hemograma, a drepanocitose eritrocitaria (aumento de hemécias falcizadas),

caracteristica da AF, pode ser observada por meio de microscopio Optico. O aparelho
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automatizado de hemograma fornece informagdes complementares por meio dos indices
hematimétricos e da contagem de leucocitos e plaquetas, que tém importancia na avaliagdo da
evolucao da doenga (NOGUEIRA et al., 2013). O paciente com AF pode apresentar RDW
(amplitude de distribuig¢do dos eritrocitos) indice relacionado ao tamanho eritrocitario,
consideravelmente alto (acima de 19%), apesar de apresentar CHCM (concentracdo de
hemoglobina corpuscular média) normal ou até mesmo aumentado, por conta da desidratagao
celular. O aumento dos reticuldcitos ¢ indicativo de atividade proliferativa compensatdria da
medula 6ssea frente ao aumento de hemolise (ARAI et al., 2011). A presenga de leucocitose
pode indicar aumento de hemolises, processo pelo qual os monocitos destroem as hemacias
através da fagocitose (PRUDENCIO et al., 2000).

Alguns trabalhos relatam que a contagem total e diferencial de leucocitos, eritrocitos e
reticulocitos t€ém utilidade clinica limitada como fator preditivo de crise. Frush e
colaboradores (1995) analisaram 146 visitas de pacientes pediatricos com anemia falciforme a
um pronto-socorro por febre ou controle da dor e concluiram que a contagem de leucocitos e a
contagem absoluta de neutrdfilos ndo eram preditivas de admissao.

Ja Chapman e colaboradores (2004) relataram posteriormente 86 visitas de criangas
com anemia falciforme ao pronto-socorro devido a crises de dor. O estudo ndo demonstrou
diferenga significativa na contagem de leucocitos, diferenciais, contagens de reticulocitos e
contagens absolutas de neutréfilos entre cursos hospitalares complicados € nao complicados.
Por outro lado, encontraram uma pequena, mas estatisticamente significativa mudanga nos
valores de hemoglobina entre os pacientes que receberam alta do pronto-socorro e aqueles que
necessitaram de internacdo. Os pacientes que receberam alta hospitalar demonstraram um
aumento da hemoglobina de 0,2 g/dL em relacdo & hemoglobina em estado estacionario,
enquanto aqueles admitidos apresentaram uma queda de 0,2 g/dL em relagdo ao estado
estacionario. Embora a diferenca tenha se mostrado estatisticamente significativa, os autores
do artigo acreditam que sua utilidade clinica ¢ limitada, sendo necessarios mais estudos sobre
o tema.

Ao avaliar preditores clinicos e laboratoriais da frequéncia de crises dolorosas entre
pacientes com anemia falciforme na Nigéria, Ugwu e colaboradores (2017) observaram que
os valores médios dos pardmetros hematoldgicos, incluindo concentracdo de hemoglobina,
contagem de leucdcitos, contagem de plaquetas e contagem de neutrdfilos, foram
significativamente maiores naqueles com crises graves do que nas crises leves a moderadas.

Em meados da década de 1970, alguns estudos foram conduzidos em pacientes adultos

e concluiram que a contagem de plaquetas tem quedas estatisticamente significativas durante
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os momentos de crise (GORDON et al, 1974; FREEDMAN e KARPATKIN, 1975;
ALKJAERSIG et al., 1976; IBANGA, 2003). Existe um corpo de literatura que sugere que as
plaquetas desempenham um papel significativo na doenga das células falciformes. A maioria
desses estudos enfoca a funcdo plaquetdria, incluindo alteracdes na ativacdo, agregacdo e
mediadores plaquetérios, durante o estado estaciondrio (sem crise) da doenca com o objetivo
de revelar novas opgdes terapéuticas para pacientes envolvendo antiplaquetarios, intervengdes
tromboliticas e de anticoagulagio (FRANCIS, 1991; WUN et al., 1997, ATAGA e
ORRINGER, 2003).

Os marcadores hemoliticos e a concentragdo sérica de lactato desidrogenase (LDH)
estdo elevados na AF, sobretudo em episddios de sindrome toracica aguda. As concentragdes
de bilirrubina total e indireta também aparecem elevadas e pode ser associada a

hepatomegalia (CERQUEIRA et al., 2010).

2.1.6 Tratamento de pacientes com anemia falciforme na crise vaso-oclusiva

O tratamento durante a CVO envolve hidratacdo venosa e analgesia. Quando a dor ¢
leve, analgésicos como dipirona e paracetamol sdo administrados por via oral e, em casos
mais graves, o uso de opidides endovenosos como a morfina se faz necessario. Entretanto, o
uso de opioides aumenta a chance de pacientes apresentarem dor toracica seguida de febre,
dispnéia e hipoxemia caracterizando a sindrome toracica aguda, complicacdo que conduz a
um maior indice de mortalidade na doenca falciforme (ZAGO et al., 2007).

A transfusdo ndo ¢ a primeira op¢do para tratamento de CVO, entretanto, quando
evolui para sindrome toracica aguda ou o paciente apresenta Hb<S5g/dL, passa a ser uma
escolha e, dependendo da gravidade, pode ser associada a exsanguinea. A escolha entre
transfusdo simples ou transfusdo de troca dependerd dos niveis de hemoglobina (Hb) do
paciente. Os valores de hemoglobina pds-transfusionais devem ser maiores ou iguais a 10g/dL
(GLASSBERG, 2011).

A hidroxiureia (HU) ¢ um inibidor da ribonucleotideo redutase que induz a produgao
de hemoglobina fetal (HbF), que normalmente é suprimida logo apds o nascimento. E um
agente citotoxico que além de aumentar a producdo de HbF, promove o aumento do volume
corpuscular médio, aumento da hidratacdo da hemécia e melhora os niveis de hemoglobina
(FIGUEIREDO et al., 2007). A hidroxiureia também aumenta as concentra¢des de 6xido
nitrico (um potente vasodilatador) e diminui a adesdo das hemadcias (que contribui para a
vaso-oclusdo). Um outro aspecto favoravel que tem sido observado no tratamento com HU ¢ a

diminui¢do da expressao de moléculas de adesdo tais como fosfatidilserina da superficie
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eritrocitaria e plaquetdria, bem como a diminui¢do das proteinas receptoras localizadas em
células endoteliais, contribuindo desse modo para a reducdo das crises vaso-oclusivas
(COVAS et al, 2004). A hidroxiureia ¢ indicada como medica¢do de primeira linha e deve
ser prescrita a partir dos 9 meses de idade (BRASIL, 2018).

Apesar disso, os pacientes com AF frequentemente apresentam eventos de CVO,
sendo tratados apenas os sintomas da crise. Assim, torna-se necessaria a realizacao de estudos
que visem compreender o mecanismo patoldgico do processo vaso-oclusivo com o objetivo
de reduzir a frequéncia e gravidade das crises e, por conseguinte, diminuir a lesdo aos tecidos
e Orgaos.

A expectativa de vida ¢ aproximadamente de 47 anos, 20 anos inferior a da populacao
em geral, podendo ser afetada por varios fatores do individuo e do meio. Os fatores
intrinsecos incluem frequéncia de crises, cronicidade das complicacdes e dindmica
psicoldgicas os fatores socioculturais; relacionamentos, emprego e educacdo. Tem ainda o

acesso a saude, opgoes terapéuticas e os fatores estruturais (KAVANAGH et al., 2022).

2.2 JUSTIFICATIVA

Criangas com doenca falciforme frequentemente procuram servicos de emergéncia
para tratamento de CVO. Além disso, pesquisas mostram que pacientes com anemia
falciforme correm maior risco de dependéncia de opioides do que outras populagdes de
pacientes (OSBORNE ef al., 2021). O acompanhamento e tratamento precoce das criancas
com anemia falciforme ¢ imprescindivel para minimizar as morbidades resultantes das crises
vaso-oclusivas que tém sua ocorréncia ja nos primeiros meses de vida. De acordo com o local
da oclusdo, o dano pode ser leve e reversivel como uma dactilite (inflamag¢ao das maos), ou
até grave e irreversivel como um AVC, que poderd afetar todo o seu desenvolvimento
neuropsicomotor. Portanto, se faz necessaria a intervencao cada vez mais adiantada, para que
estes pacientes possam chegar a idade adulta e com o minimo de lesdes possiveis.

Uma vez que atualmente contamos apenas com o tratamento da sintomatologia na
maioria dos casos de CVO, fica claro que pesquisas que visam uma atuacdo preventiva da
CVO podem contribuir para um melhor atendimento destes pacientes. A literatura cientifica
ainda ndo chegou a um consenso se parametros laboratoriais poderiam auxiliar como
preditores de crise. Entretanto, ¢ preciso realizar a monitorizagdo das alteragdes de exames
hematologicos e bioquimicos ndo s6 no momento da crise, mas também em situacdes em que
ndo haja sintomatologia para determinar realmente se alteragdes laboratoriais podem indicar

um prentncio de CVO.
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2.3 HIPOTESE

Alteragdes de exames laboratoriais relacionados ao hemograma e a dosagem de
bilirrubinas e lactato desidrogenase podem ser fatores preditivos para a ocorréncia de crises

vaso-oclusivas em criangas com anemia falciforme.
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2.4 OBJETIVO GERAL

Analisar as alteragdes de exames laboratoriais relacionados ao hemograma e a
dosagem de bilirrubinas e lactato desidrogenase de criancas com AF com crises vaso-

oclusivas e verificar se existe algum fator preditor para esta complicacao.

2.4.1 Objetivos especificos

1. Analisar quais as alteragdes no hemograma e na dosagem de bilirrubinas e lactato
desidrogenase de criangas com AF ocorrem nas crises vaso-oclusivas.

2. Comparar as alteracdes dos resultados quanto ao uso de hidroxiureia, em exames pré-crise
e durante a crise vaso-oclusiva em criancas com AF.

3. Determinar a existéncia de fatores preditivos da ocorréncia de crises vaso-oclusivas em

criancas com AF.
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2.5 MATERIAIS E METODOS

2.5.1 Caracterizacio do estudo e aspectos éticos

Trata-se de um estudo primario, observacional, transversal de coorte. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM por meio da Plataforma Brasil (CAAE:
CAAE: 63873722.8.0000.8667) (Anexo 1).

2.5.2 Caracterizacao da amostra

Foram incluidos no estudo pacientes com anemia falciforme (homozigotos SS),
menores de 18 anos, que buscaram pronto atendimento no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC/UFTM) por crise-vaso oclusiva, no periodo
de 2016 a 2022.

Foram excluidos da pesquisa os casos em que o atendimento no HC/UFTM se deu por
infecdo ou febre a esclarecer, aqueles que faziam acompanhamento ambulatorial onde o
intervalo entre as consultas foi superior a cinco meses € os pacientes que receberam

transfusdo de sangue antes de 1 més de sua consulta ou visita ao pronto-atendimento.

2.5.3 Dados avaliados

Foram analisados os resultados dos exames hemograma, dosagem de bilirrubinas e
LDH dos pacientes em todos os episodios de crise-vaso oclusiva atendidos no HC/UFTM, no
primeiro dia de atendimento, por meio dos seus prontuarios eletronicos.

Dados relacionados ao hemograma como numero de hemécias, concentracdo de
hemoglobina (Hb), hematécrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
amplitude de distribuicdo dos globulos vermelhos (red cell distribution width - RDW),
contagem de reticulocitos, numero de leucdcitos e nimero de plaquetas, bem como dosagem
de bilirrubinas e LDH foram coletados e inseridos em planilha eletronica para posterior
analise. Estes mesmos exames foram também avaliados nas duas consultas que precederam a
crise, nas quais o paciente ndo apresentava queixa de dor ou outras complicagdes. Os

pacientes foram subdivididos quanto ao uso ou nao de hidroxiureia.

2.5.4 Analise estatistica
A analise descritiva dos dados foi apresentada em valores absolutos e porcentagens.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk.
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As estatisticas comparativas do mesmo paciente, em dois momentos (ultima consulta vs. crise
ou entre as duas ultimas consultas) foram realizadas com os testes t pareado ou Wilcoxon, de
acordo com a normalidade dos dados. Analises comparando o uso de hidroxiureia foram
realizadas por meio dos testes t student (para os dados paramétricos) ou o teste Mann-
Whitney (para os ndo paramétricos). Todas as andlises foram realizadas com o software
GraphPad Prism versao 9.5.1 (San Diego, CA), sendo as diferencas consideradas

significativas quando p<0,05.
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2.6 RESULTADOS

Todos diagndsticos com doenga falciforme pelo teste do pezinho sdo encaminhados ao
Hemocentro Regional de Uberaba - Fundagdo Hemominas e, entre os anos 2016 e 2022,
foram documentados 77 casos de doenca falciforme em menores de 18 anos. Destes, 17
apresentavam HbS associada a HbC (HbSC) e seis HbS associada a beta-talassemia, sendo os
restantes 54 pacientes com anemia falciforme (HbSS). Quatorze deles nunca haviam
procurado o atual Servigo de Saude. Outros quatro compareceram apenas a uma ou duas
consultas ¢ ndo deram continuidade ao tratamento. Dos demais, um paciente fez
acompanhamento em servigo privado de saude, dois ndo tiveram crise registrada e outros dois

tiveram crise constante, portanto ndo foi possivel coletar dados no periodo estacionario (fora

de crise) durante as consultas, como delimitado na metodologia.

77 pacientes
com doenca
falciforme

17 HbS 6 HbS associada
associada a HbC a beta-talassemia
W,
54 pacientes com
anemia falciforme
L (Hbrss )
14 nao
compareceram ao ‘ ’ é N
Servigo de Saude 4 interromperam o
tratamento
- ~ ~ d
1 optou por servico | o 4 P -
privado 2 ndo apresentaram
~ ~ *—= | crise vaso-oclusiva
p ~ L documentada
2 apresentavam —
crises constantes®
L S
A J

Figura 01. Fluxograma de sele¢do da amostra de pacientes de o a 18 anos avaliada na presente
pesquisa. *Dois pacientes que apresentavam crises vaso-oclusivas constantes foram excluidos do estudo, uma

31 pacientes

incluidos no
estudo

vez que ndo seria possivel coletar dados no periodo estacionario (fora de crise).
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Dos 31 pacientes avaliados, 19 eram (61,3%) do sexo masculino e 12 (38,7%) do sexo
feminino. Quanto ao tratamento, 23 (74,2%) faziam uso continuo de hidroxiureia e 8 (25,8%)
ndo faziam uso da medicagdo, sendo que dois pacientes interromperam o tratamento por conta
propria. Todos estavam em acompanhamento com intervalo maximo de 5 meses entre as
consultas.

No periodo avaliado, foram identificados 302 episddios de atendimento de emergéncia
para esses pacientes. Em 133 casos foi possivel obter dados de exames laboratoriais
realizados em consultas de acompanhamento anteriores a esse evento, quando os pacientes
ndo apresentavam queixas clinicas. Destes, 76 atendimentos estavam relacionados a crises
vaso-oclusivas. Os demais estavam relacionados a outros motivos, sobretudo processos
infecciosos. O numero de dias de internagdo variou de 1 a 30 dias.

Numa analise posterior, incluimos as visitas de pacientes nos quais foi possivel analisar
duas visitas de rotina subsequentes seguidas de um episodio de CVO, para determinar

preditores de crise.

2.6.1 Alteracoes laboratoriais nas crises vaso-oclusivas

Para identificar as alteracdes laboratoriais mais significativas nos eventos de CVO, os
valores basais da ultima consulta de rotina foram comparados com aqueles obtidos no
momento da crise.

De acordo com os valores do hemograma encontrados, no momento da CVO, houve
diminui¢do do numero de hemacias (p<0,0001), do hematodcrito (p<0,0001), dos niveis de
hemoglobina (p<0,0001) e da HCM (p=0,0423).

Além disso, foi possivel observar aumento significativo no niamero de leucdécitos totais
(p<0,0001), neutréfilos (p<0,0001), mondcitos (p=0,0003) e diminuigdo de eosinodfilos
(p=0,0026), em relacdo aos valores encontrados em testes de rotina. A contagem de plaquetas
diminuiu significativamente (p=0,0001).

Em relacdo aos pardmetros bioquimicos, os niveis de bilirrubina direta aumentaram
durante a CVO (p=0,0310), enquanto a bilirrubina indireta diminuiu (p=0,0405). Os demais

parametros nao diferiram significativamente entre os dois periodos (Tabela 01).
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Tabela 01. Comparacdo dos indices relacionados aos niveis de hemograma, bilirrubinas e
lactato desidrogenase (LDH) em criancas com anemia falciforme durante a crise vaso-
oclusiva (CVO) e a consulta de acompanhamento antes do evento.

Consulta de

acompanhamento CvVO
Média (£ DP) Média (= DP)

Parametro Mediana (min - max) Mediana (min - max) p
Hemacias (x10 3 /uL) 2745 (2050-3870) 2530 (1570-3650) <0,0001
Hemoglobina (g/dL) 8,4 (5,8-11,6) 7,6 (5,0-12,5) <0,0001
Hematocrito (%) 23,6 (17,9-34,4) 22,0 (13,9-36,9) <0,0001
VCM 87,5 (66,7-113,6) 85,2 (68,1-111,5) 0,5339
HCM 29,8 (21,5-41,4) 29,4 (22,8-41,1) 0,0423
CHCM 36,76 (32,3-37,7) 34,25 (28,5-40,0) 0,2149
RDW 21,2 (£3,7) 21,7 (£3.,7) 0,1348
Reticulocitos 8,2 (x2,7) 8,0 (£2,1) 0,4945
Leucocitos (/uL) 11070 (5800-29910) 17020 (5870-31830) <0,0001
Neutrofilos (/uL) 4863 (1690-15760) 9632 (2583-26460) <0,0001
Eosindfilos (/ulL) 405 (60-3962) 290 (63-1715) 0,0026
Mondcitos (/uL) 958 (253-2758) 1194 (176-3583) 0,0003
Linfocitos (/uL) 4464 (1246-20094) 4120 (754-27268) 0,8924
Plaquetas (/uL) 465500 (+ 149600) 394100 (£170400) 0,0001
Bilirrubina nao conjugada 1,4 (0,6-4,3) 1,3 (0,3-4,9) 0,0405
Bilirrubina conjugada 0,5 (0,3-1,3) 0,6 (0,2-2,2) 0,0310
Bilirrubina total 2,1(0,9-9,7) 2,3 (0,5-9,8) 0,4401
LDH 617,8 (£211,7) 665,7 (£220,2) 0,1984

DP: desvio padrio; min: minimo; maximo: maximo; VCM: volume corpuscular médio; HCM:
hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragcdo média de hemoglobina corpuscular; RDW: faixa de
distribui¢do das hemacias; LDH: lactato desidrogenase. Foram utilizados o teste t pareado (dados
paramétricos) e o teste de Wilcoxon (dados ndo paramétricos). As diferengas foram consideradas
significativas quando p<0,05.

2.6.2 Influéncia do uso da hidroxiureia nas alteracdes laboratoriais antes e durante
crises vaso-oclusivas

Para avaliar a influéncia do uso da hidroxiureia nos pardmetros de hemograma,
bilirrubina e niveis de LDH de criangas com AF, foram considerados os valores desses
exames realizados na consulta de rotina antes da crise, quando ainda ndo apresentavam sinais
e sintomas, ¢ no momento do CVO foram comparados. Avaliando a consulta de
acompanhamento pré-crise, foi possivel constatar que os pacientes que nao estavam em uso
de hidroxiureia apresentaram menores valores de HCT (p=0,0028), menor VCM (p=0,0104) e
maior RDW (p=0,0032), ¢ um maior nimero de mondcitos (p=0,0133). Os valores dos

demais testes ndo diferiram significativamente (Tabela 02).
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Tabela 02. Comparacdo dos indices relacionados aos niveis de hemograma, bilirrubinas e

lactato desidrogenase (LDH) de criancas com anemia falciforme na consulta de

acompanhamento antes do evento de vaso-oclusdo de criangas com anemia falciforme que

estavam ou ndo usando hidroxiureia.

Hidroxiureia Sem hidroxiureia
Média (= DP) Média (= DP)

Parametro Mediana (min - max) Mediana (min - max) p
Hemacias (x10 3/uL) 2807 (£397) 2759 (£427) 0,7085
Hemoglobina (g/dL) 8,6 (£1,3) 7,8 (£0,6) 0,0677
Hematocrito (%) 25,0 (£3,8) 21,7 (£2,3) 0,0028
VCM 90,3 (+10,8) 82,2 (£7,8) 0,0104
HCM 31,0 (#4,2) 30,0 (£2,0) 0,4428
CHCM 34,4 (32,4-37,7) 35,5 (32,3-37,7) 0,0990
RDW 20,6 (£3,4) 23,7 (£3,7) 0,0032
Reticulocitos 8,0 (£3,2) 8,0 (x1,5) 0,9891
Leucocitos (/uL) 11050 (5800-28300) 11810 (7600-29910) 0,2959
Neutrofilos (/ulL) 4724 (1690-15760) 4956 (3567-10469) 0,7061
Eosindfilos (/uL) 343 (60-1988) 776 (152-1999) 0,1285
Mondcitos (/uL) 894 (253-2758) 1262 (649-1795) 0,0133
Linfocitos (/uL) 4039 (1311-20094) 4775 (2886-8477) 0,0210
Plaquetas (/ul) 469500 (159800 ) 466100 (=100800) 0,9418
Bilirrubina nio conjugada 1,3 (0,6-4,0) 1,5 (0,6-4,3) 0,6380
Bilirrubina conjugada 0,5(x0,1) 0,5 (£0,1) 0,6834
Bilirrubina total 2,0 (1,1-4,6) 2,2 (0,9-4,7) 0,7057
LDH 666,0 (225-1440) 488.,5 (371-1040) 0,0918

DP: desvio padrio; min: minimo; maximo: maximo; VCM: volume corpuscular médio; HCM:

hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo média de hemoglobina corpuscular; RDW: faixa de

distribui¢do das hemadcias; LDH: lactato desidrogenase. Foram utilizados teste t de Student (dados

paramétricos) e teste de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos); ns: ndo significativo. As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.

Na analise durante a VOC, os pacientes que ndo tomaram a medicacdo apresentaram
menor hematdcerito (p=0,0353), menor VCM (p=0,0298), maior nimero de mondcitos
(p=0,0084) e linfocitos (p<0,0001) e maiores niveis de bilirrubina (p=0,0271) do que aqueles
em uso de hidroxiureia (Tabela 03).
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Tabela 03. Comparacdo dos indices relacionados aos niveis de hemograma, bilirrubinas e
lactato desidrogenase (LDH) no evento de vaso-oclusdo em criangas com anemia falciforme
em uso ou ndo de hidroxiureia.

Hidroxiureia Sem hidroxiureia
Média (= DP) Média (= DP)

Parametro Mediana (min - max) Mediana (min - max) p

Hemacias (x10 3/ul) 2530 (1570-3650) 2500 (2300-3590) 0,6403
Hemoglobina (g/dL) 7,9 (£1,5) 7,3 (£0,8) 0,2315
Hematdcrito (%) 23,3 (#4,6) 20,3 (£5,3) 0,0353
VCM 87,5 (71,0-111,5) 81,7 (68,1-97,5) 0,0298
HCM 29,7 (22,8-41,0) 28,7 (25,8-32,7) 0,5174
CHCM 34,4 (£1,7) 34,8 (£3,0) 0,5369
RDW 21,3 (£3,5) 22,4 (£3,4) 0,3054
Reticuldcitos 8,0 (£2,8) 8,0 (£1,5) 0,9981
Leucécitos (/ul) 16801 (+6181) 16800 (x4773) 0,9940
Neutrofilos (/uL) 9740 (+4607) 9869 (£2471) 0,9254
Eosinoéfilos (/ul) 322 (x£209) 480 (+342) 0,0995
Monécitos (/ulL) 1072 (176-3501) 1672 (1134-2551) 0,0084
Linfécitos (/ul) 894 (253-2758) 2105 (890-5376) <0,0001
Plaquetas (/ulL) 393300 (£162500) 414900 (£134700) 0,6568
Bilirrubina nio conjugada 1,2 (0,2-2,9) 1,4 (0,4-2,6) 0,9236
Bilirrubina conjugada 0,5 (£0,2) 0,7 (£0,2) 0,0271
Bilirrubina total 2,0 (£0,9) 2,1 (£1,1) 0,7190
LDH 661,1 (£206,4) 734,3 (£333,3) 0,3585

DP: desvio padrio; min: minimo; maximo: maximo; VCM: volume corpuscular médio; HCM:
hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragcdo média de hemoglobina corpuscular; RDW: faixa de
distribui¢do das hemadcias; LDH: lactato desidrogenase. Foram utilizados teste t de Student (dados
paramétricos) e teste de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos); ns: ndo significativo. As diferengas foram
consideradas significativas quando p<0,05.

2.6.3 Determinacao de fatores preditivos para ocorréncia de crises vaso-oclusivas

Neste estudo, avaliamos se alteragdes em algum dos parametros laboratoriais avaliados
poderiam fornecer alguma indicagdo subclinica da ocorréncia de CVO. Foram comparados os
valores laboratoriais de duas consultas de acompanhamento antes de um evento de CVO,
entre as quais o paciente ndo apresentou complicagdes. A partir de 58 andlises (visita 1 vs.
visita 2), constatou-se que a CHCM aumentou significativamente na visita mais proxima da
crise (35,4 vs. 35,6; 0,0425), assim como os valores de RDW (medianas 19,2 vs. 19,9; p=
0,0397), bilirrubina direta (mediana 0,5 vs. 0,6; p=0,0450) ¢ LDH (mediana 596,5 vs. 618,0;

p=0,0174). Os demais pardmetros ndo diferiram significativamente (Tabela 04).



— =

27

1 Tabela 04. Comparagdo dos indices relacionados aos niveis de hemograma, bilirrubinas e
2 lactato desidrogenase (LDH) nas duas ultimas consultas de acompanhamento anteriores a
3 crise vaso-oclusiva (CVO) evento em criangas com anemia falciforme.

Consulta de

Consulta de acompanhamento
acompanhamento antes da CVO
Média (£ DP) Média (= DP)

Parametro Mediana (min - max) Mediana (min - max) p

Hemacias (x10 3/uL) 2700 (1900-3,560) 2670 (1970-3630) 0,4222
Hemoglobina (g/dL) 8,3 (£1,2) 8,3 (£1,3) 0,8451
Hematocrito (%) 24,2 (14,8-30,8) 24,1 (14,8-31,8) 0,7108
VCM 88,7 (£9,2) 88,4 (£9,5) 0,7159
HCM 31,2 (£3,4) 31,2 (£3,6) 0,6882
CHCM 35,4 (31,9-37,9) 35,6 (32,3-37,8) 0,0425
RDW 19,2 (14,3-25,4) 19,9 (13,5-30,1) 0,0397
Reticulocitos 7,9 (3,6-12,5) 7,8 (3,3-16,0) 0,1971
Leucocitos (/uL) 10070 (4670-25090) 11060 (5800-27360) 0,8073
Neutrofilos (/uL) 3999 (1382-11756) 4563 (1396-11180) 0,2516
Eosindfilos (/ulL) 3855 (778,0-12796) 4505 (776,0-12263) 0,4858
Mondcitos (/ul) 977 (x426) 1004 (£367) 0,6225
Linfocitos (/uL) 3770 (1541-10843) 3487 (1631-11062) 0,3314
Plaquetas (/uL) 488400 (£143800) 472500 (+128200) 0,4748
Bilirrubina nio conjugada 2,0 (£0,9) 2,0 (£0,9) 0,8529
Bilirrubina conjugada 0,5 (£0,1) 0,6 (£0,1) 0,0450
Bilirrubina total 2,0 (£0,9) 2,0 (+0,9) 0,8529
LDH 571,4 (£141,6) 614,7 (£173,6) 0,0174

DP: desvio padrio; min: minimo; maximo: maximo; VCM: volume corpuscular médio; HCM:
hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo média de hemoglobina corpuscular; RDW: faixa de
distribui¢do das hemacias; LDH: lactato desidrogenase. Foram utilizados o teste t pareado (dados
paramétricos) e o teste de Wilcoxon (dados ndo paramétricos). As diferencas foram consideradas
significativas quando p<0,05.
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2.7 DISCUSSAO

Em pacientes com AF, a diminuicdo na taxa de hemoglobina total juntamente com
acentuada reticulocitose caracteriza a gravidade da anemia hemolitica. Na amostra avaliada,
foi observada durante a CVO uma diminui¢do no numero de hemacias, hematdcrito, niveis de
hemoglobina, HCM, plaquetas e um aumento do niimero de leucocitos totais, neutrofilos,
monocitos e niveis de bilirrubina direta, demonstrando as extensas alteragdes laboratoriais
decorrentes deste processo.

Enquanto alguns trabalhos na literatura relatam alteracdes na contagem total e
diferencial de leucocitos, hemacias e reticuldcitos, outros afirmam que alguns destes
pardmetros ndo sdo preditivos de admissdo em pronto-atendimento (FRUSH et al., 1995;
CHAPMAN et al., 2004). Entretanto, a diminui¢do dos niveis de hemoblobina e da contagem
de plaquetas durante a crise ja foi bastante documentada (FREEDMAN, KARPATKIN, 1975;
ALKJAERSIG et al., 1976; FRUSH et al.,1995; IBANGA, 2003).

Chapman e colaboradores (2004) avaliaram 86 visitas de criangas com anemia
falciforme ao pronto-socorro por crises dolorosas e encontraram uma pequena, mas
estatisticamente significativa mudanca nos valores de hemoglobina entre os pacientes que
receberam alta do pronto-socorro e aqueles que necessitaram de internagdo. Os pacientes que
receberam alta hospitalar apresentavam um aumento da hemoglobina de 0,2 g/dL em relacdo
a hemoglobina em estado estacionario, enquanto aqueles admitidos apresentaram uma queda
de 0,2 g/dL. Embora a diferen¢a tenha se mostrado estatisticamente significativa, os autores
do artigo acreditam que sua utilidade clinica ¢ limitada, sendo necessarios mais estudos sobre
o tema.

Em relagdo a série leucocitaria, sabe-se que a presenca de leucocitose pode ser um
indicativo da presenca de hemdlise, processo pelo qual os monocitos destroem as hemacias
através da fagocitose (PRUDENCIO et al., 2000). Monodcitos de pacientes com AF estdo
geralmente ativados e podem aumentar a vaso-oclusdo através de uma resposta inflamatéria
endotelial promovida pela regulagdo positiva de moléculas de adesdo e fator tecidual mediada
por NF-«kB (BELCHER et al., 2000). Na presente pesquisa ficou evidente como o organismo
do paciente com anemia falciforme sofre alteracdes laboratoriais hematimétricas e
bioquimicas durante os eventos agudos. Mais ainda, foi possivel visualisar a importincia da
hidroxiureia na manuten¢ao de melhores quadros laboratoriais tanto durante quanto fora de

crise.
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A hidroxiureia ¢ um agente quimioterapico cuja principal acdo encontra-se no
bloqueio da sintese de DNA através de inibi¢do da ribonucleotideo redutase, mantendo as
células em fase S, sendo de facil utilizagdo e principalmente de poucos efeitos toxicos e com
um efeito mielossupressor facilmente revertido. Por esses motivos a hidroxiureia teve grande
adesdo nos protocolos de tratamento da anemia falciforme (AF) desde a década de 80, nos
pacientes adultos, sendo o seu uso posteriormente autorizado em criangas (BANDEIRA et al.,
2004).

No presente estudo, pacientes que ndo estavam em uso de hidroxiureia apresentaram
menores valores de hematdcrito e VCM, com maiores indices de RDW em momentos fora de
crise. Efeitos multiplos sobre a linhagem eritrocitdria com o uso da hidroxiureia foram
demonstrados, como o aumento no nivel de Hb F em cerca de 60% dos pacientes tratados,
aumento da taxa de hemoglobina, do VCM e diminuicdo o numero de reticuldcitos
(ANDRADE et al., 2001), o que vai de encontro aos achados aqui apresentados.

Criangas com AF permanecem em um estado continuo de inflamagdo devido a
repetidas lesdes teciduais causadas pelos drepandcitos. Isto leva a um quadro grave, com
alteragdes importantes do sistema imunologico, com aumento e ativagdo de varios tipos
celulares como neutrofilos, monocitos e eosinofilos (ANYAEGBU et al., 1998; CANALLI et
al., 2004).

E sabido que os marcadores inflamatérios estio elevados em criangas com AF em
comparagdo com controles saudaveis, entretanto, foi constatado que estdo mais elevados em
criancas ndo tratadas em relacdo aquelas expostas a terapias modificadoras da doenca
(LANARO et al.,, 2009). A terapia com hidroxiureia reduziu os niveis de moléculas
inflamatorias de forma mais eficiente e seu uso prolongado sustentou a reducdo da maioria
desses fatores. Além disso, mostrou estar associada a uma redug¢do nas CVO, enquanto a
terapia transfusional cronica ndo reduziu as moléculas inflamatérias no mesmo grau
(CHARACHE et al., 1996).

Pacientes com AF sao acompanhados ambulatorialmente e realizam exames de rotina
para acompanhar a evolugdo da doenca e indicar quando € necessario realizar intervengdes
terapéuticas como por exemplo a transfusdo sanguinea. Ao avaliar a possibilidade de
determinar fatores preditores de CVO, foi possivel constatar que pardmetros obtidos nestes
exames de rotina podem indicar um prentincio de crise. Tanto o CHCM quanto o RDW
aumentaram significativamente na consulta mais proxima da crise.

Sabe-se que varios fatores influenciam o grau de polimerizagdo da HbS nas células

vermelhas: a porcentagem de HbS intracelular, o grau de desidratacdo celular, o tempo de
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transito dos globulos vermelhos na microcirculagdo, a composi¢ao das hemoglobinas dentro
das células (% de HbS e % de Hb nao-S), o pH, entre outros (NOGUCHI, 1984; EATON e
HOFRICHTER, 1987; EATON e HOFRICHTER, 1990).

A desidratacdo celular aumenta a concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), facilitando a falcizagdo, por aumentar a possibilidade de contato entre as moléculas
de HbS. Como resultado da polimerizagcao da HbS, do aumento da CHCM e das alteragdes de
membrana, os eritrocitos sdo sequestrados e prematuramente destruidos pelo sistema
monocitico fagocitario.

O paciente com AF pode apresentar RDW, indice relacionado ao tamanho eritrocitario,

consideravelmente alto (acima de 19%). Frente ao aumento de hemolise, ocorre um aumento
dos reticulocitos como medida proliferativa compensatdoria da medula 6ssea (ARAI, 2011).
Tudo isso somado aumento de hemadcias falcizadas refletiria emum aumento do RDW.
Niveis elevados de bilirrubina sérica ¢ LDH sdo considerados preditores de nefropatia em
pacientes com AF (MAHDI et al., 2023). Nos pacientes aqui avaliados, as analises mostraram
que os valores de bilirrubina direta ¢ de LDH de criangcas com AF aumentaram
significativamente na consulta mais proxima da crise, comparada a anterior. Ballas e
Marcolina (2006) verificaram que durante a evolugdo de episoddios dolorosos em pacientes
com AF, houve aumento significativo da bilirrubina total, LDH, contagem de hemacias
nucleadas e RDW, que sdo indicativos de hiper-hemolise. Niveis elevados de lactato
desidrogenase no soro também foram associados a uma evolugdo grave de CVO
(STANKOVIC et al., 2012).

E importante ressaltar que os dados laboratoriais dos pacientes envolvidos na presente
pesquisa se referem apenas aos momentos iniciais do seu atendimento. Talvez por isso ndo foi
possivel observar um aumento significativo de bilirrubina indireta, sabidamente um marcador
de hemodlise. O aumento da bilirrubina conjugada estd mais relacionado as alteracdes
hepaticas como colestase intra-hepatica aguda e colelitiase (FARGO et al., 2017).

O figado ocupa papel central no metabolismo da bilirrubina, sendo responsavel por
sua captacdo, conjugacdo e excre¢cdo. Em condi¢des normais, a bilirrubina ndo conjugada ¢
rapidamente captada e metabolizada pelo figado que a prepara para ser eliminada. A
bilirrubina conjugada, por ser solivel em dgua, penetra mais facilmente em fluidos corporeos
e ¢ capaz de provocar graus mais acentuados de ictericia que a bilirrubina ndo conjugada
(LEVITT et al., 2014).

Nos processos de hemolise, a funcdo excretora do figado geralmente ndo ¢ afetada,

mas os eritrocitos sofrem hemolise rapida e as células hepaticas simplesmente ndo podem
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excretar a bilirrubina com a mesma velocidade em que ¢ formada. Desta forma, a
concentragdo plasmatica de bilirrubina livre aumenta e atinge valores bem acima do normal.
Se ha uma lesdo hepatica, podemos ter um aumento tanto de bilirrubina ndo conjugada,
quanto de bilirrubina conjugada, tendo em vista que ambas podem ser encontradas no interior
do hepatocito (ERLINGER et al., 2014).

Diante dos achados relacionados aos pardmetros hematologicos e bioquimicos de
criangas com AF durante CVO, sobretudo em relagao ao uso de hidroxiureia, acreditamos que
pudemos auxiliar na compreensdo da fisiepatelegia-da doenca. Cabe estender as andlises aqui
apresentadas para estabelecer se estes parametros poderiam ser considerados preditores de

CVO em toda a populagdo de pacientes com AF.
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3 CONCLUSOES

Diante dos achados, foi possivel concluir que no momento da CVO foi observada uma
diminui¢do no numero de hemadcias, hematdcrito, niveis de hemoglobina, HCM, plaquetas,
eosinofilos e um aumento do nimero de leucdcitos totais, neutrofilos, monocitos, niveis de
bilirrubina direta.

Pacientes que ndo estavam em uso de hidroxiureia apresentaram menores valores de
hematodcrito, VCM e maiores indices de RDW durante as consultas de rotina, bem como
niveis mais baixos de hematocrito e VCM, maior nimero de monocitos e linfocitos e niveis
mais elevados de bilirrubina direta durante os episodios de crise, em comparacdo aqueles que
estavam em uso da medicagao

Valores de CHCM, RDW, bilirrubina direta e LDH aumentaram significativamente na
consulta que precedeu a CVO, comparada a consulta de rotina anterior a essa. Considera-se
entdo que estes parametros necessitam ser avaliados com mais ateng¢do, visto a possibilidade

de indicar alteragdes que podem prenunciar uma crise.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise das alteragbes de exames laboratoriais hematologicos e bioguimicos como
fatores preditores de crises vaso oclusivas em criangas com anemia falciforme.

Pesquisador: Fermanda Bernadelli De Vito

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 63873722.8.0000.8667

Instituigao Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer; 5.696.840

Apresentacdo do Projeto:
Andlise das alteractes de exames laboratoriais hematoldgicos e bioguimicos como fatores preditores de
erises vaso oclusivas em criancas com anemia.

Segundo os documentos que compdem o protocolo apresentado pelos pesquisadores, & possivel identificar:

Doenca falciforme se refere ao grupo das hemoglobinopatias relacionadas & presenca da hemoglobina S
(HbS). A HbS & caracterizada por uma mutagdo missense na posicao 6 da cadeia |, na qual o amino&cido
acido glutamico & substituido por valina (6 GLU VAL). Pode ocorrer na forma homozigdtica, ocasionando a
anemia falciforme (HbSS), mas tambeém pode ocorrer da combinagdo da HbS com outros tipos de
hemoglobina alterados, como a hemoglobina C & a beta-talassemia (BALLAS, DAMPIER, 2020).

A anemia falciforme & a forma mais grave das doencas falciformes & de maior prevaléncia no pais,
afetando cerca de 0.1% a 0,3% da populacio negra, sendo observada em decorréncia da alta taxa de
miscigenacao, cada vez maior da populagao caucasiana brasileira. Estimativas indicam que 5% a 6% da
populacdo carrega o gene da HbS e gue a incidéncia fica em torno de 700 = 1000 novos casos por ano
(ALMEIDA, BERETTA, 2017).

A dor & a principal complicagao da deenca falciforme doenca e & geralmente aguda, frequente
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grave. Dor aguda e ou crises vaso-oclusivas agudas € consequéncia da fisiopatologia subjacente da crise
vaso oclusiva. Em situac@o de stress e baixa de oxigenagso os globulos vermelhos adguirem forma de foice
e obstruem vasos sanguineos causando isquemia e inflamacao (RAMSAY, 2021).

Uma vez que a maioria das complicacoes da doenga esta relacionada a frequéncia de crises vaso-
oclusivas e que estas poderiam ter relacao direta com parametros hematologicos, a presente proposta visa
avaliar se alteragdes nos exames laboratorials como hemograma, contagem de reticulocitos e dosagens de
bilirrubinas & HOL poderiam ser fatores preditivos de crises vaso oclusivas em criangas gue procuram
atendimento em unidades de pronto atendimento.

Ao avaliar preditores clinicos e laboratoriais da frequéncia de crises dolorosas entre pacientes com anemia
faleiforme na Migéria, Ugwu e colaboradores (2017) observaram gue os valores medios dos parametros
hematologicos, incluindo concentragao de hemoglobina, contagem de leucdcitos, contagem de plaguetas e
cortagem de neutrofilos, foram significativamente maiores nagueles com crises graves do que nas crises
leves a moderadas.

Existe um corpo de literatura que sugere que as plagquetas desempenham um papel significativo na doenga
das células falciformes. A maloria desses estudos enfoca a funcao plagquetaria, incluindo alteragdes na
ativagao, agregacao e mediadores plaquetarios, durante o estado estacionario (sem crise) da doenga
falciforme (FRAMCIS, 1991, WUN et al., 1997) com o objetivo de revelar novas opgdes terapéuticas para
pacientes com anemia falciforme em relacdo aos antiplaguetarios, intervencées tromboliticas e de
anticoagulagdo (ATAGA, ORRINGER, 2003). Pesquisas mostram um aumento na trombocitose,
megacariocitose e ativagdo plaguetaria durante a doenga falciforme em estado estaciondrio (FRANCIS,
1991). Poucas pesquisas examinaram as implicagies diagnosticas das plagquetas na doenga falciforme,
especificamente como visto na rotina exames de sangue, como contagem de plaguetas.

Acredita-se que alteracies de exames laboratoriais hematologicos e bioquimicos podem ser fatores
preditivos para a ocorréncia de crises vaso oclusivas em criancas com anemia faleiforme.

Objetivo da Pesquisa:
Segundo informacies contidas no Projeto de Pesquisa, os objetivos desta pesquisa s30:
Objetiva Geral
Analisar as alteracdes de exames laboratoriais hematologicos & bioguimicos de eriangas com anemia
falciforme com crises vaso oclusivas e verificar se existe algum fator preditor para esta complicagao.
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Objetivos Especificos
1. Caracterizar os pacientes em relacio as caracteristicas demograficas e clinicas,
2 Verificar as alteragtes nos exames laboratoriais, pré-crise, durante a crise & pos crise.
3. Correlacionar alteractes laboratoriais com o numero de crises, caracteristicas clinicas e desfecho do
atendimento.

Avaliagcao dos Riscos e Beneficios:
Segundo os documentos que compdem o protocolo apresentado pelos pesquisadores, & possivel identificar:
O risco aos participantes seria de quebra de confidencialidade. Como medidas de minimizar esse risco, os
resultados serdo publicados em conjunto & os participantes serdo identificados apenas por siglas, letras
nimeros, com descarte das fichas preenchidas 5 anos apos a publicagio e encerramento da pesquisa. O
acesso aos dados sera restrito aos pesquisadores.
Mao sdo previstos beneficios diretos aos participantes da pesquisa. Os beneficios indiretos seriam de
contribuicao cientifica, melhorando a qualidade de vida de pacientes com anemia falciforme, possibilitando
diminuir a morbidade & mortalidade destes.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo primario, observacional, transversal retrospectivo de coorte. Sera realizada na UFTM,

na Disciplina de Hematologia & Hemoterapia, no periodo de setembro de 2022 a agosto de 2024, A
populagdo alvo s3o0 criancas (<18 anos) com anemia falciforme que receberam atendimento em pronto
atendimento hospitalar devido a crise vaso-oclusiva. A justificativa para uso de populagdo vulneravel
segundo os autores & que a andlise dessa populacdo & imprescindivel para que seja possivel nortear

tratamentos que minimizem a progressao da doenca e suas complicagdes, melhorando ndo so a sobrevida,

mas a qualidade de vida dos pacientes com anemia falciforme. Serdo incluidas no estudo criangas (<18
anos) com anamia falciforme que receberam atendimento em pronto atendimento hos pitalar devido & crise
vaso-oclusiva, com queixas relacionadas a dor ou uma pontuagio elevada de dor (pontuacgdo= 0 na escala
numerica de dor) no momento da apresentacdo. Serdo excluidos do estudo os pacientes que recebaram
transfusao de sangue dentro de 1 més de sua visita ao pronto-atendimento, pacientes em terapia de
transfusdo cronica e agueles com dados incompletos em seus prontuarios. Serd realizada a revisao dos
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prontudrios de todos os pacientes atendidos no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2021, Serao
coletadas informagdes sobre as caracteristicas demogréaficas e clinicas, come: o numero de visitas ao pronto
-socorro, 8 idade do paciente, tipo de hemoglobinopatia, queixa principal, localizagao da dor, valor numérico
na pontuacdo da dor, frequéncia cardiaca, pressdo arterial & se a desidratagdo era evidente na

apresentacdo (nenhuma, leve, moderada ou grave). Os resultados serdo compilados em planilha eletrdnica.

Os dados qualitativos serdo apresentados por meio de estatistica descritiva e os dados quantitativos serdo
submetidos ao teste de normalidade e serdo analisados de acordo com o teste apropriado. O nivel de
significancia sera de 5%. Sera solicitada a dispensa da obtengio do TCLE pelos seguintes motivos: como o
trabalho & todo retrospectivo os contatos dos participantes podem estar desatualizados, parte dos pacientes
e familiares podem ndo residir na cidade de Uberaba e alem disso, alguns pacientes podem ter evoluido a
dbito & a obtencdo desse termo se tornaria um inviabilizador do projeto. Outro ponto € que a aplicacdo do
termo de consentimento poderia trazer transtornos emocionals, levando & recordagdo de um momento de
sofrimento tanto para o paciente guanto para o familiar ou cuidador. A pesguisa serd encerrada apos a
obtencao, andlise e divulgagao dos resultados finais para publicacao cientifica, ou se houver quebra de
confidencialidade ou falha ética na condugdo do projeto. O projeto serd realizado no laboratdrio da disciplina

de Hematologia, que conla com os recursos necessarios a realizacao da pesquisa, gue incluem,

microcomputador com acesso a internet & impressora. Os resullados serdo divulgados por meio de
publicacao cientifica e dissertacio de mestrado. Sera elaborado relatdrio com os resultados obtidos na
pesquisa a ser encaminhado ao servico de Hematologia da UFTM com vista a auxiliar no melhor
atendimento aos pacientes. A pesguisa nao fara uso de amostras biologicas, imagens ou videos. As fichas
preenchidas com dados de prontuarios serdo mantidas em computador & em local com acesso restrito aos
pesquisadores por 5 anos & apos esse periodo os arquivos fisicos serdo destruidos e os digitais serao
deletados.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

s termos de apresentacio obrigatdria estio disponibilizados adequadamente.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

*Parecer do Colegiado:

De acordo com as atribuicbes definidas na Resolugao CMNS 466/12 e norma operacional 001/2013, o
colegiado do CEP-HC/UFTM manifesta-se pela aprovacao do protocolo de pesquisa proposto, situagao
definida em reunido do dia 11/10/2022.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO {._2 ﬂ'lnbnﬂwl | mo
TRIANGULO MINEIRO -
HC/UFTM

Confinuag o do Parecsr: 5,695 840

Consideragdes Finais a critério do CEP:

A aprovacdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFTM da-se em decorréncia do atendimento a Resolugao
CMS 466/12 & norma operacional 001/2013, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Conforme prevé a legislagao, sao responsabilidades, indelegaveis e indeclinaveis, do pesquisador
responsavel, dentre outras: comunicar o inicio da pesquisa ao CEP; elaborar & apresentar os relatorios
parciais (semestralments), assim como a apresentacio do relatdrio final, guando do t&rmino do estudo. Para
iss0 devera ser utilizada a opgao ‘notificacao’ disponivel na Plataforma Brasil.

O CEP-HC/UFTM nao se responsabiliza pela qualidade metodologica dos projetos analisados, mas apenas
pelos pontos gue influenciam ou interferem no bem-estar dos participantes da pesquisa conforme preconiza
as normas da Comiss&o Macional de Etica em Pesguisa — CONEP.

A secretaria do CEP-HC/UFTM esta a disposicio para quaisquer esclarecimentos sobre tramites e
funcionalidades da Plataforma Brasil, durante os dias de segunda a sexta-feira, das 07:00 as 16:00 hrs.
Telefone: 34 3318-5319. e-mail: cep_hctm@ebserh.gov. br.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informactes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/09/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 2017748 pdf 08:20:16
Projeto Detalhado /' |modeloprojetodepesquisa.doex 30/09/2022 |Fernanda Bernadelli | Aceito
Brochura 08:19:37 | De Vito

Investinador o
Outros checklistdocumental.pdf 27092022 |Fernanda Bernadeli | Aceito
12:14:36 | De Vito
Outros checklistprojetopesquisa. pdf 27/09/2022 |Fernanda Bernadeli | Aceito
12:14:25 | De \ito
Declaracao de Autorizacaochefias. pdf 27/09/2022 |Fernanda Bernadelli | Aceito
concordancia 12:13:51 | De Vito
TCLE / Termos de  |lermodispensatcle. pdf 271092022 |Fernanda Bernadelli | Aceito
Assentimento / 12:13113 | De Vito
Justificativa de
| Auséncia _
Declaracgao de termocompromissopesquisador. pdf 27/089/2022 |Fernanda Bernadelli | Aceito
Pesguisadores 12:12:43 | De Vito
Declaragao de AnuenciaGEP. pdf 27/09/2022 |Fernanda Bernadeli | Aceito
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27/09/2022 |Fernanda Bernadell | Aceito
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Anexo B - Artigo submetido

Title: Changes of laboratory parameters as predictors of vaso-occlusive crises in children
with sickle cell anemia

ABSTRACT

Background: Children with sickle cell anemia frequently seek emergency services for
treatment of vaso-occlusive crises (VOC). The long-term complications of VOC include
damage to multiple organs, considerably reduced quality of life, and increased risk of death.
Patients/Methods: This study monitored changes in blood count data, bilirubin and lactate
dehydrogenase (LDH) levels in children (under 18 years) with sickle cell anemia during the
occurrence of VOC. These tests were also assessed at the two follow-up appointments
preceding the crisis, at which the patient had no complaints of pain or other complications.
Results: During the period evaluated, 133 episodes of emergency care were identified, 76 of
which were related to VOC. A decrease was observed in the number of red blood cells,
hematocrit, hemoglobin levels, MCH, platelet count, and an increase in the number of total
leukocytes, neutrophils, monocytes, conjugated bilirubin levels in the VOC compared to that
found in the routine consultation. Patients who were not taking hydroxyurea had lower
hematocrit and MCV values and higher RDW indices during routine consultations, as well as
lower hematocrit and MCV levels, higher numbers of monocytes and lymphocytes and higher
levels of direct bilirubin during crisis episodes. Values of MCHC, RDW, conjugated bilirubin,
and LDH increased significantly in the consultation that preceded the VOC, compared to the
routine consultation before it, suggesting that these markers could be indicative of a
harbinger of crisis. Conclusions: We believe that these results have helped us to understand
the pathophysiology related to changes in hematological tests in VOC.

Keywords: anemia, sickle cell; vaso-occlusive crisis; blood cell count; bilirubin; lactate
dehydrogenase; biomarkers.

INTRODUCTION

In sickle cell anemia (SCA), recurrent hemolysis of erythrocytes, combined with
increased viscosity due to deformation in these cells, promotes abnormal adherence to the
endothelium which, associated with the inflammatory cascade, causes vaso-occlusions
(VOC), culminating in painful crises, which can present in an acute recurrent form, leading to
significant multiorgan dysfunction and premature mortality.”* VOC generates ischemia at the
site, causing acute pain, the intensity of which can vary from mild to unbearable.*

Many environmental and patient-related factors are risk factors for VOC. Patient
factors include hypoxia, infection, fever, acidosis, dehydration, pregnancy, menstruation, and
obstructive sleep apnea; pain itself can also precipitate painful crises. Anxiety, depression,
alcohol consumption, and physical exhaustion can also trigger the onset of VOC .57
Environmental factors such as exposure to extreme temperatures have identified as VOC
triggers.>® In one study, colder temperatures and higher wind speeds were associate with a
higher incidence of VOC in children under 18 years.®

In addition to pain, the long-term complications of VOC include damage to muscles
and or bones and vital organs such as the liver, spleen, kidneys, and brain. This intense pain
linked to vaso-occlusive crises also has a enormous effect on worsening the quality of life of
these individuals, requiring frequent visits to emergency services and hospitalizations.%-"

Some blood parameters were associated with the severity of sickle cell disease.
Extracellular hemoglobin levels may also play a role in the development of VOC. When the
binding capacity of haptoglobin is exceeded, free hemoglobin levels increase. Once unbound,
it consumes the endogenous vasodilator nitric oxide, resulting in vasoconstriction and
systemic and pulmonary hypertension.?

Hydroxyurea (HU) is a ribonucleotide reductase inhibitor that induces the production
of fetal hemoglobin (HbF), which is usually suppressed shortly after birth. It is a cytotoxic
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agent that, in addition to increasing HbF production, promotes an increase in mean
corpuscular volume, increases RBC hydration, and improves hemoglobin levels."
Hydroxyurea also increases nitric oxide concentrations (a potent vasodilator) and decreases
RBC adhesion. Another favorable aspect in HU treatment is a decrease in the expression of
adhesion molecules such as phosphatidylserine on the erythrocyte and platelet surface, as
well as a decrease in receptor proteins located on endothelial cells, thus contributing to a
reduction in VOC.'3

Despite this, patients with SCA often have VOC events, and only the symptoms of the
crisis are treated. Changes in laboratorial parameters usually are observed when a pain
event has already started and are link to the crisis severity rather than being predictive of its
onset. Thus, it is cannot distinguish whether this was a consequence rather than a predictor
of VOC.

Because of this, the present study analyzed changes in laboratory tests related to
blood count and bilirubin and lactate dehydrogenase dosage in children with SCA with vaso-
occlusive crises to identify some predictive factors for this complication. The data obtained
here could help to prevent and reduce the frequency and severity of crises and reduce
damage to tissues and organs.

MATERIALS AND METHODS
Characterization of the study and ethical aspects

This is a primary, observational, cross-sectional cohort study. This study was
approved by the Research Ethics Committee of the Federal University of the Tridngulo
Mineiro - UFTM (CAAE: 63873722.8.0000.8667).

Sample characterization
The study group consisted of patients with sickle cell anemia (SS homozygotes)
under the age of 18 years who sought emergency care for VOC between 2016 and 2022.
Cases in which the emergency visit was due to an infection or fever of unknown origin
and those whose interval between follow-up visits was longer than five months were
excluded from the study.

Data evaluated

The results of the hematological and biochemical blood tests of patients in all
episodes of VOC seen at hospital on the first day of care were analyzed using their electronic
medical records.

It was collected blood count data such as number of red blood cells, hemoglobin
concentration (Hb), hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), red cell
distribution width (RDW), reticulocyte count, leukocyte count and platelet count, as well as
bilirubin and lactate dehydrogenase (LDH) levels and entered into a spreadsheet for later
analysis. It was evaluated these tests also in the two consultations preceding the crisis, in
which the patient had no complaints of pain or other complications. Patients were
categorized according to whether or not they used hydroxyurea.

Statistical analysis

The descriptive analysis of the data was presented in absolute values and percentages.
Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk normality tests were used, and comparative statistics
for the same patient at two points in time (last visit vs. crisis or between the last two follow-up
visits) were carried out using the paired t-test or Wilcoxon test, depending on the normality of
the data. Analyses comparing the use of hydroxyurea were carried out using student's t-tests
(for parametric data) or the Mann-Whitney test (for non-parametric data). All analyses were
performed in GraphPad Prism software version 9.5.1 (San Diego, CA), and differences were
considered significant when p<0.05.
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RESULTS

Between 2016 and 2022, 77 cases under 18 years with sickle cell anemia were
documented. Of these, 17 had HbS associated with HbC (HbSC) and six HbS associated
with beta thalassemia, with the remaining 54 patients with sickle cell anemia (HbSS).
Fourteen of them had never gone to the present Health Service. Another four attended only
one or two appointments and did not continue with their treatment. Of the remainder, one
patient did the follow-up in private health service, two had no recorded crisis, and another
two had crisis constantly, so it was not possible to collect data in the stationary period (out of
crisis) during consultations, as defined in the methodology.

The remaining 31 patients were 19 (61.3%) male and 12 (38.7%) female. As for
treatment, 23 (74.2%) were taking hydroxyurea continuously and, 8 (25.8%) were not taking
the medication, with two patients having stopped treatment on their own. All of them were
being followed-up with a maximum interval of 5 months between appointments.

During the period evaluated, 302 episodes of emergency care were identified for
these patients. In 133 cases, it was possible to obtain data from laboratory tests carried out
in follow-up visits before this event, when the patients had no clinical complaints. Of these,
76 were related to vaso-occlusive crises. The number of days of hospitalization ranged from
1 to 30 days.

In a later analysis, we included the visits of patients in whom it was possible to analyze two
subsequent routine visits followed by a VOC episode, to determine predictors of crisis.

Laboratory changes in vaso-occlusive crises

To identify the most significant laboratory alterations in VOC events, baseline values
from the last routine consultation were compared with those obtained at the moment of the
crisis.
According to the blood count values found, at the time of CVO, there was a decrease in the
number of red blood cells (p<0.0001), hematocrit (p<0.0001), hemoglobin levels (p<0.0001)
and mean corpuscular hemoglobin (MCH) (p=0.0423). Furthermore, it was possible to
observe a significant increase in the number of total leukocytes (p<0.0001), neutrophils
(p<0.0001), and monocytes (p=0.0003) and a decrease in eosinophils (p=0.0026), compared
to the values found in routine tests. The platelet count decreased significantly (p=0.0001).
Concerning biochemical parameters, direct bilirubin levels increased during VOC (p=0.0310),
while indirect bilirubin decreased (p=0.0405). The other parameters did not differ significantly
between the two periods (Figure 01 and Table 01).

Influence of the use of hydroxyurea on laboratory changes before and during vaso-occlusive
crises

To assess the influence of the use of hydroxyurea on the blood count parameters,
bilirubin, and LDH levels of children with SCA, the values of these tests carried out during the
routine consultation before the crisis, when they still had no signs and symptoms, and at the
time of the VOC were compared. Evaluating the pre-crisis follow-up consultation, it was
possible to see that patients who were not taking hydroxyurea had lower HCT values
(p=0.0028), lower MCV (p=0.0104) and higher RDW (p=0.0032), and a higher number of
monocytes (p=0.0133). The values of the other tests did not differ significantly (Figure 02 and
Table 02).
In the analysis during CVO, patients not taking the medication had lower hematocrit
(p=0.0353), lower MCV (p=0.0298), higher numbers of monocytes (p=0.0084), and
lymphocytes (p<0.0001) and higher levels of direct bilirubin (p=0.0271) than those taking
hydroxyurea (Figure 03 and Table 03).

Determining predictive factors for the occurrence of vaso-occlusive crises

In this study, we assessed whether changes in any of the laboratory parameters evaluated
could provide some subclinical indication of the occurrence of VOC. Laboratory values from
two follow-up consultations before a VOC event, between which the patient had no
complications, were compared. From 58 analyses (visit 1 vs. visit 2), it was found that the
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MCHC increased significantly at the visit closest to the crisis (35.4 vs. 35.6; 0.0425), as did
the RDW values (medians 19.2 vs. 19.9; p=0.0397), direct bilirubin (medians 0.5 vs. 0.6;
p=0.0450) and LDH (medians 596.5 vs. 618.0; p=0.0174). The other parameters did not
differ significantly (Figure 04 and Table 04).

DISCUSSION

In patients with SCA, a decrease in the total hemoglobin level, with marked
reticulocytosis, characterizes the severity of hemolytic anemia.' In the sample evaluated,
during VOC the number of red blood cells, hematocrit, hemoglobin levels, MCH, and platelet
count decreased, and there was an increase in the number of total leukocytes, neutrophils,
monocytes, and conjugated bilirubin levels, demonstrating the extensive laboratory changes
resulting from this process.

While some studies report changes in total leukocyte, red blood cells, and reticulocyte
count, others state that some of these parameters are not predictive markers of admission to
the emergency department.’>'® However, the decrease in hemoglobin levels and platelet
count during the crisis has been well documented.' 17-19

Chapman et al.’® evaluated 86 emergency room visits by children with sickle cell
anemia due to painful crises. They found a small but statistically significant change in
hemoglobin values between patients discharged from the hospital and those who required
hospitalization. Patients discharged from the hospital had an increase in hemoglobin of 0.2
g/dL compared to steady-state hemoglobin, while those admitted showed a drop of 0.2 g/dL.
Although the difference was statistically significant, the authors believe that its clinical
usefulness is limited.

About the leukocyte profile, it is known that the presence of leukocytosis can indicate
the presence of hemolysis, a process by which monocytes destroy red blood cells through
phagocytosis.?® Monocytes from patients with SCA are generally activated and can increase
vaso-occlusion through an endothelial inflammatory response promoted by the up-regulation
of adhesion molecules and tissue factors mediated by NF-kB.2" In this study, it became clear
how the body of patients with sickle cell anemia undergoes hematometric and biochemical
laboratory changes during acute events. Furthermore, it was possible to see the importance
of hydroxyurea in maintaining better laboratory conditions both during and after a crisis.

Hydroxyurea is a chemotherapeutic agent whose the main action is to block DNA
synthesis by inhibiting ribonucleotide reductase, keeping cells in S-phase. It is easy to use
and, above all, has few toxic effects and a myelosuppressive effect that can be easily
reversible.'® Because of this, hydroxyurea has been widely used in SCA treatment protocols
since the 1980s in adult patients, and its use was later authorized in children.!

In the present study, not taking hydroxyurea patients had lower hematocrit and MCV
values, with higher RDW indices in non-crisis moments. Multiple effects on the erythrocyte
lineage with the use of hydroxyurea have been demonstrated, such as an increase in the
level of Hb F in around 60% of the patients treated, an increase in the hemoglobin rate, the
MCV and a decrease in the number of reticulocytes,?? which is in line with the findings
presented here.

Children with SCA remain in a continuous state of inflammation due to repeated
tissue damage caused by drepanocytes, that leads to a severe condition, with significant
changes in the immune system, with an increase and activation of various cell types such as
neutrophils, monocytes, and eosinophils.2324

Compared to healthy controls, inflammatory markers are elevated in children with
SCA, but these markers are higher in untreated children than those exposed to disease-
modifying therapies.?®> Hydroxyurea therapy reduced the levels of inflammatory molecules
more efficiently, and its prolonged use sustained the reduction of most of these factors. In
addition, the drug was associated with a decrease in the frequency of VOC, while chronic
transfusion therapy did not reduce inflammatory molecules to the same degree.'®

Patients with SCA are monitored on an outpatient basis and undergo routine tests to
monitor the progression of the disease and indicate when therapeutic interventions, such as
blood transfusion, are necessary. When evaluating the possibility of determining predictors of
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CVO, it was possible to see that the parameters obtained in these routine tests can indicate
a harbinger of crisis. Both CHCM and RDW increased significantly at the visit closest to the
crisis.

Several factors are known to influence the degree of HbS polymerization in red blood
cells: the percentage of intracellular HbS, the degree of cellular dehydration, the transit time
of red blood cells in the microcirculation, the type of hemoglobin within the cells, pH, among
others.26:27

Cell dehydration increases the concentration of mean corpuscular hemoglobin
(MCHC), facilitating sickling by improving the possibility of contact between HbS molecules.
As a result of HbS polymerization, increased MCHC, and membrane alterations, erythrocytes
are sequestered and prematurely destroyed by the monocytic phagocytic system.

Patients with SCA may have a considerably high RDW, an index related to
erythrocyte size (above 19%), and an increase in sickled red blood cells would increase
RDW.

High levels of serum bilirubin and LDH are considered predictors of nephropathy in
patients with SCA.?8 Ballas and Marcolina found that during the evolution of painful episodes
in patients with SCA, there was a significant increase in total bilirubin, LDH, nucleated red
blood cell count, and RDW, which are markers indicative of hyperhemolysis.?° High serum
lactate dehydrogenase levels have also been associated with a severe course of VOC.3°

It is important to note that the laboratory data of the patients involved in this study
only refers to the initial moments of their care, and this is presumably why a significant
increase in indirect bilirubin, known as a marker of hemolysis, was not observed. The
increase in conjugated bilirubin is more related to liver alterations such as acute intrahepatic
cholestasis and cholelithiasis.?'

The liver plays a central role in bilirubin metabolism, being responsible for its uptake,
conjugation, and excretion. Under normal conditions, unconjugated bilirubin is rapidly taken
up and metabolized by the liver, which prepares it for elimination. Because it is water-soluble,
conjugated bilirubin penetrates the body fluids and is capable of causing more pronounced
degrees of jaundice than unconjugated bilirubin.3?

In hemolysis processes, the liver's excretory function is generally not affected, but
erythrocytes undergo rapid hemolysis and liver cells simply cannot excrete bilirubin at the
same rate as it is formed. As a result, the plasma concentration of free bilirubin increases
and reaches values well above normal values. If there is liver damage, there may be an
increase in both unconjugated bilirubin and conjugated bilirubin, since both can be found
inside the hepatocyte.®?

Given the findings related to the hematological and biochemical parameters of
children with SCA during VOC, especially about the use of hydroxyurea, we believe that we
have been able to help understand the pathophysiology of the disease. The analyses here
presented must be extend to establish whether these parameters could be considered
predictors of VOC in the whole population of patients with SCA.

‘Declaration of Generative Al and Al-assisted technologies in the writing process’.
Statement: During the preparation of this work the author(s) did not use generative Al and Al-
assisted technologies.
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Table 01. Comparison of indices related to blood count, bilirubin, and lactate dehydrogenase
(LDH) levels in children with sickle cell anemia during the vaso-occlusive crisis (VOC) and
the follow-up consultation before the event.

Follow-up
consultation VOC
Mean (+ SD) Mean (* SD)

Parameter Median (min - max) Median (min - max) p
Reed blood cells

(x10%/uL) 2,745 (2,050-3,870) 2,530 (1,570-3,650)  <0.0001
Hemoglobin (g/dL) 8.4 (5.8-11.6) 7.6 (5.0-12.5) <0.0001
Hematocrit (%) 23.6 (17.9-34.4) 22.0 (13.9-36.9) <0.0001
MCV 87.5 (66.7-113.6) 85.2 (68.1-111.5) 0.5339
MCH 29.8 (21.5-41.4) 29.4 (22.8-41.1) 0.0423
MCHC 36.76 (32.3-37.7) 34.25 (28.5-40.0) 0.2149
RDW 21.2 (#3.7) 21.7 (£3.7) 0.1348
Reticulocytes 8.2 (£2.7) 8.0 (£2.1) 0.4945
Leukocytes (/uL) 11,070 (5,800-29,910) 17,020 (5,870-31,830)  <0.0001
Neutrophils (/uL) 4,863 (1,690-15,760) 9,632 (2,583-26,460)  <0.0001
Eosinophils (/uL) 405 (60-3,962) 290 (63-1,715) 0.0026
Monocytes (/uL) 958 (253-2,758) 1,194 (176-3,583) 0.0003
Lymphocytes (/uL) 4,464 (1,246-20,094) 4,120 (754-27,268) 0.8924
Platelets (/uL) 465,500 (+149.600) 394,100 (+170.4) 0.0001
Unconjugated bilirubin 1.4 (0.6-4.3) 1.3 (0.3-4.9) 0.0405
Conjugated bilirubin 0.5 (0.3-1.3) 0.6 (0.2-2.2) 0.0310
Total bilirubin 2.1(0.9-9.7) 2.3 (0.5-9.8) 0.4401
LDH 617.8 (+211.7) 665.7 (+220.2) 0.1984

SD: standard deviation; min: minimum; max: maximum; MCV: mean corpuscular volume;
MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration;
RDW: red blood cell distribution range; LDH: lactate dehydrogenase. The paired t-test
(parametric data) and Wilcoxon test (non-parametric data) were used. Differences were

considered significant when p<0.05.
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Table 02. Comparison of the indices related to blood count, bilirubin, and lactate
dehydrogenase (LDH) levels of children with sickle cell anemia in the follow-up consultation
before the vaso-occlusion event of children with sickle cell anemia who were or were not
using hydroxyurea.

Not using
Using hydroxyurea hydroxyurea
Mean (x SD) Mean (x SD)

Parameter Median (min - max) Median (min - max) p
Reed blood cells

(x10%/uL) 2,807 (£3,97) 2,750 (+4,27) 0.7085
Hemoglobin (g/dL) 8.6 (x1.3) 7.8 (£0.6) 0.0677
Hematocrit (%) 25.0 (£3.8) 21.7 (£2.3) 0.0028
MCV 90.3 (x10.8) 82.2 (£7.8) 0.0104
MCH 31.0 (#4.2) 30.0 (£2.0) 0.4428
MCHC 34.4 (32.4-37.7) 35.5 (32.3-37.7) 0.0990
RDW 20.6 (£3.4) 23.7 (£3.7) 0.0032
Reticulocytes 8.0 (£3.2) 8.0 (£1.5) 0.9891
Leukocytes (/uL) 11,050 (5,800-28,300) 11,810 (7,600-29,910)  0.2959
Neutrophils (/uL) 4,724 (1,690-15,760) 4,956 (3,567-10,469) 0.7061
Eosinophils (/uL) 343 (60-1,988) 776 (152-1,999) 0.1285
Monocytes (/uL) 894 (253-2,758) 1262 (649-1,795) 0.0133
Lymphocytes (/uL) 4,039 (1,311-20,094) 4,775 (2,886-8,477) 0.0210
Platelets (/uL) 469,500 (£159,800) 466,100 (£100,800) 0.9418
Unconjugated bilirubin 1.3 (0.6-4.0) 1.5 (0.6-4.3) 0.6380
Conjugated bilirubin 0.5 (+0.1) 0.5 (+0.1) 0.6834
Total bilirubin 2.0 (1.1-4.6) 2.2(0.9-4.7) 0.7057
LDH 666.0 (225-1440) 488.5 (371-1040) 0.0918

SD: standard deviation; min: minimum; max: maximum; MCV: mean corpuscular volume;
MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration;
RDW: red blood cell distribution range; LDH: lactate dehydrogenase. Student's t-test
(parametric data) and Mann-Whitney test (non-parametric data) were used; ns: not
significant. Differences were considered significant when p<0.05.
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Comparison of the indices related to blood count, bilirubin, and lactate

dehydrogenase (LDH) levels at the vaso-occlusion event in children with sickle cell anemia
who were or were not using hydroxyurea.

Not using
Using hydroxyurea hydroxyurea
Mean (+ SD) Mean (* SD)

Parameter Median (min - max) Median (min - max) p
Reed blood cells

(x10%/uL) 2,530 (1,570-3,650) 2,500 (2,300-3,590) 0.6403
Hemoglobin (g/dL) 7.9 (£1.5) 7.3 (£0.8) 0.2315
Hematocrit (%) 23.3 (£4.6) 20.3 (£5.3) 0.0353
MCV 87.5 (71.0-111.5) 81.7 (68.1-97.5) 0.0298
MCH 29.7 (22.8-41.0) 28.7 (25.8-32.7) 0.5174
MCHC 34.4 (£1.7) 34.8 (£3.0) 0.5369
RDW 21.3 (¢3.5) 22.4 (£3.4) 0.3054
Reticulocytes 8.0 (£2.8) 8.0 (£1.5) 0.9981
Leukocytes (/uL) 16,801 (£6,181) 16,800 (+4,773) 0.9940
Neutrophils (/uL) 9,740 (+4,607) 9,869 (£2,471) 0.9254
Eosinophils (/uL) 322 (+209) 480 (+342) 0.0995
Monocytes (/uL) 1,072 (176-3501) 1,672 (1,134-2,551) 0.0084
Lymphocytes (/uL) 894 (253-2,758) 2,105 (890-5,376) <0.0001
Platelets (/uL) 393,300 (+£162,500) 414,900 (£134,700) 0.6568
Unconjugated bilirubin 1.2 (0.2-2.9) 1.4 (0.4-2.6) 0.9236
Conjugated bilirubin 0.5 (+0.2) 0.7 (£0.2) 0.0271
Total bilirubin 2.0 (x0.9) 2.1 (x1.1) 0.7190
LDH 661.1 (£206.4) 734.3 (£333.3) 0.3585

SD: standard deviation; min: minimum; max: maximum; MCV: mean corpuscular volume;
MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration;
RDW: red blood cell distribution range; LDH: lactate dehydrogenase. Student's t-test
(parametric data) and Mann-Whitney test (non-parametric data) were used; ns: not
significant. Differences were considered significant when p<0.05.
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Table 04. Comparison of the indices of the blood counts taken at the last two follow-up
consultation preceding the vaso-occlusion (VOC) event in children with sickle cell anemia.

Follow-up
consultation

Follow-up consultation

preceding VOC

Mean (* SD) Mean (* SD)

Parameter Median (min - max) Median (min - max) p

Reed blood cells 2700 (1,900-3,560) 2,670 (1,970-3,630) 0.4222
Hemoglobin (g/dL) 8.3 (x1.2) 8.3 (x1.3) 0.8451
Hematocrit (%) 24.2 (14.8-30.8) 24.1 (14.8-31.8) 0.7108
MCV 88.7 (¥9.2) 88.4 (+9.5) 0.7159
MCH 31.2 (#3.4) 31.2 (+3.6) 0.6882
MCHC 35.4 (31.9-37.9) 35.6 (32.3-37.8) 0.0425
RDW 19.2 (14.3-25.4) 19.9 (13.5-30.1) 0.0397
Reticulocytes 7.9 (3.6-12.5) 7.8 (3.3-16.0) 0.1971
Leukocytes (/uL) 10,070 (4,670-25,090) 11060 (5,800-27,360)  0.8073
Neutrophils (/uL) 3,999 (1,382-11,756) 4563 (1,396-11,180) 0.2516
Eosinophils (/uL) 3,855 (778.0-12,796) 4505 (776.0-12,263) 0.4858
Monocytes (/uL) 977 (+426) 1004 (+367) 0.6225
Lymphocytes (/uL) 3,770 (1,541-10,843) 3487 (1,631-11,062) 0.3314
Platelets (/uL) 488,400 (+143,800) 472500 (+128,200) 0.4748
Unconjugated bilirubin 2.0 (£0.9) 2.0 (£0.9) 0.8529
Conjugated bilirubin 0.5 (£0.1) 0.6 (£0.1) 0.0450
Total bilirubin 2.0 (x0.9) 2.0 (x0.9) 0.8529
LDH 571.4 (+141.6) 614.7 (x173.6) 0.0174

SD: standard deviation; min: minimum; max: maximum; MCV: mean corpuscular volume;
MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration;
RDW: red blood cell distribution range; LDH: lactate dehydrogenase. The paired t-test
(parametric data) and Wilcoxon test (non-parametric data) were used. Differences were
considered significant when p<0.05.
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Figure 01. Comparison of indices related to blood count, bilirubin, and lactate dehydrogenase
(LDH) levels in children with sickle cell anemia during the vaso-occlusive crisis and the
follow-up consultation before the event. MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration; MCH:
mean corpuscular hemoglobin; MCV: mean corpuscular volume; RDW: red blood cell distribution amplitude. The

paired t-test (parametric data) and Wilcoxon test (non-parametric data) were used; ns: not significant. Differences
were considered significant when p<0.05.
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Figure 02. Comparison of the indices related to blood count, bilirubin, and lactate
dehydrogenase (LDH) levels at the follow-up consultation before the vaso-occlusion event in
children with sickle cell anemia who were or were not using hydroxyurea. MCHC: mean
corpuscular hemoglobin concentration; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCV: mean corpuscular volume;
RDW: red blood cell distribution amplitude. Student's t-test (parametric data) and Mann-Whitney test (non-
parametric data) were used; ns: not significant. Differences were considered significant when p<0.05.



OO0 B~ W N—

59

e fa 1 . L] 1itm
s w
£ 118
Y b= =
': E 10 1o
" = £ =
X = &
" 2 i = 9 T
- g % ? g
2 E 0o
= m
u [
T T T T T & T T
With HU  Withaut HU Wilh HU Without HU Wilth HU  Wilhoul HU With KU Witheat HU

ry

11 101 - i
- sl -

With HU  Without HU With HU  Without HU With HU  Without HU With HU  Without HU

CHCM {g/dL)
¥
ROWY (%)
Reticulocytes (%)

5

s

e P 1300y
s
&
e
o o0 " % -
£ E E 1t0eo I -
-~ ~ e = i
= ]
§ e s T £
H £ e =
: 3 3
= e £ | ia
T i -
R T & - : v :
With HF  Withaw HU With HU  Withow HU With HU  Withowt HU
R eSO T Rl
Ve eern L -
Co W 8
b '—‘ - 'E ’—‘
£ £ o =
= E;
- - = b
: : s T
E.zo-o-o- = L =
g z B i
= . i =
1ot _J_ Pl % J- [T
T T e ———
With HUF  Wahoui ML With HU  Withaw HU With HU - Witheut HU
F i B L R
J T e ] 8]
= E . E : ad
: 5 i £i T w 3
z E £ 3
E H o} = 5
= E: (=] ; "]
& £ ., =]
] 2 i -
e J_ = g' = J_ o “1
5 J_ T g
W ——
Wah MU Witkout HU With HU  Without HU . Wik HU  Witheus HU L S ——

¥iith HU - Withcut HU

Figure 03. Comparison of the indices related to blood count, bilirubin, and lactate
dehydrogenase (LDH) levels at the vaso-occlusion event in children with sickle cell anemia
who were or were not using hydroxyurea. MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration; MCH:
mean corpuscular hemoglobin; MCV: mean corpuscular volume; RDW: red blood cell distribution amplitude.

Student's t-test (parametric data) and Mann-Whitney test (non-parametric data) were used; ns: not significant.
Differences were considered significant when p<0.05.
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Figure 04. Comparison of the indices related to blood count, bilirubin, and lactate
dehydrogenase (LDH) counts taken at the last two appointments preceding the vaso-
occlusion (VOC) event in children with sickle cell anemia who were or were not taking
hydroxyurea. Consultation 02: closest to the VOC. MCHC: mean corpuscular hemoglobin
concentration; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCV: mean corpuscular volume; RDW: red blood cell
distribution range. The paired t-test (parametric data) and Wilcoxon test (non-parametric data) were used; ns: not
significant. Differences were considered significant when p<0.05.
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