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RESUMO



Os tnibidores da enzima conversora da angiotensina II (o captopril e ¢ enalapril) tém sido
utilizados para reduzir a microalbumintiria, a proteinliria nfio nefrética e a proteiniiria nefrética nos
diabéticos, e nos portadores de estenose renal, arteriolonefroesclerose e insuficiéncia renal! de
outras etiologias. Esta redugiio se deve as alteracBes nas pressdes dos fluxos renais, diminuindo
possivelmente o tono da arteriola eferente glomerular, reduzindo assim a pressio hidrostatica
intraglomerular. A abertura de novos capilares glomerulares redistribuiriam os fluxos plasmaticos
renas, modificando a permeabilidade e seletividade das membranas basais, e o transporte das
macromoléculas pelas celulas mesangials. Estes fatores diminuiriam a expansfo do meséngio e
assin reduziriam a proteintria, com melhora, algumas vezes, do quadro histelogico.

Este trabalho teve como objetive avaliar a frequéneia de microalbuminiiria em pacientes
com doengas falciformes e o efeito do uso prolongado de imbidores da enzima conversora da
angiotensing (ENALAPRIL) na concentragio de albumina urindnia desses pacientes.

Para a pesquisa da frequéncia da albumintria nas doengas falciformes, a medida da
concentragio de albumina unnaria foi determinada por radicimunoensaio, em trés amostras da
primeira urina do dia, coletadas com intervalo de 15 a 30 dias. Foram estudados 10 controles
negroides normais e 56 pacientes portadores de hemoglobinapattas § ( 42 85, 10 8C, 4 8) ¢
desses 22 (19 88, 2 SC ¢ 1 SP) apresentaram concentraciio de albumina urindria maior do que 30

mg/l nas 3 amostras testadas.

Para avaliagio da resposta ao uso de enalapril, nove pacientes (8 SS, 1 SB) com
concentragiio de atbumina urindria anormal, receberam placebo {Complexo B) durante 60 dias e a
seguir enalapril (Renitec®) Smg ao dia por 180 dias (6 meses), e foram reavaliados a cada 15 ou
30 dias. Observamos que houve redugdio significativa da concentraciio de albumina urinaria
durante o uso da medicagio (Renitec®), com normalizagio dos valores da albuminGria em 6
pacientes. Num paciente que abandonou o trabalho no terceiro més de seguimento,observamos
uma reducdo de 70% na albuming urindria em relagio aos niveis pré-tratamento. Em 2 pacientes,
cujos niveis da albumina urinaria excederam o limite de sensibilidade do nosso método, néo se

observou reducio concentraco de albumina urindria. Dois anos ap6s a suspensdo da droga, a
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concentragdo de albumina urindria se manteve nos nivels normais em 2 pacientes; em 2 doentes,
voltou aos valores pré-tratamento, e nos demais individuos que participaram do estudo, assim
como em 2 individuos que ndo utilizaram a droga, houve aumento da concentracio de albumina
urinaria em relacio 2os niveis iniciais.

( clearance de creatinina e litio, fragfio de excreglio de sodio, potéssio ¢ litio, assim como
o sddio e o potassio sérico, ndo se alteraram durante ¢ uso do enalapril. Entretanto houve
reduclio da pressio arterial média (70,4 + 5,5 mmHg x 61,7 £ 3,4 mmHg p = 0,004).

Nossos resultados demonstram que ¢ enalapril reduz a concentragiio de albumina urindria
nos pacientes com anemia falciforme. Entretanto, apés a suspensio da medicagfio, a albumina
urinaria pode aumentar. Estudos prospectivos de longa duracfio sdo necessarios para avaliar se o

uso dos inibidores da enzima conversora da angiotensina pode retardar o desenvolvimento da

insuficiéncia renal erénica em pacientes com doengas falciformes.



INTRODUGAO



As hemoglobinopatias S t8m ampla distribuicio, abrangendo todos os continentes,
principalmente a Africa e as Américas. Estima-se que aproximadamente 25% da populagio
negroide africana seja constituida por heterozigotos S (Motulsky, 1973). Esta alta frequéncia
deve-se provavelmente a vantagem seletiva dos individuos portadores do gene para hemoglobina §
gquando infectados pelo Plasmodium falciparum {Antonarakis e cols, 1984), No Brasil, a
frequéneia do heterozigoto § na populagfio negréide do sul e sudeste brasileiro ¢ de 6,6%
{Ramalho, 1986). Esta hemoglobina andmala é decorrente da mutagfo simples no cédon para o
sexto antino-acido da cadeia P globina (GTG—>GAG) (Bunn e Forget, 1986). Esta troca de
amino-acidos {(Acido glutimico pela Valing) confere alteragbes fisico-quimicas as moléculas de
hemoglobina, principalmente pa sua forma desoxigenada, com formagiio de polimeros
intracelulares e consequente deformagio dos eritrécitos originando as cléssicas "hemdcias
falcizadas” (Jandl, 1987).

Repetidos ciclos de polimerizagfio, geralmente desencadeadas por infecgbes, desidratagiio,
acidose e hipdxia (Serjeant, 1992), levam a alteraces irreversiveis na membrana do eritrocito, que
associadas 4s alteracBes na aderéncia ao endotélio vascular (Hebbel e cols, 1980 e 1981,
Mohandas, 1984, Wick e cols, 1987), sfo responsaveis pelas manifestagBes orglnicas dos
portadores desta hemoglobinopatia na forma homozigdtica (8S) ou duplamente heterozigotica (SB
¢ SC), tais como anemia moderada ou grave, hemolise, crises vaso-oclusivas acompanhadas de
dores Osseas, musculares e abdominais, e flceras nos membros inferiores. Varios fatores
contribuern para a diversidade da sintomatologia nas doengas falciformes, entre eles, a
concentragdo intracelular da hemoglobina S (Noguchi e Schechter, 19'81), a concentracdo da
hemoglobina fetal (Powars e cols, 1984), associagio com outras hemoglobinopatias {Embry ¢
cols, 1984), afinidade pelo O, (Stamatoyannopoulos e cols, 1987), anormalidades estruturais e
funcionais da membrana (Schechter ¢ Bunn, 1982), interagOes anormais entre as células
falciformes e endotélio vascular (Hebbel e cols, 1981) e possivelmente os haplotipos da

hemoglobina S (Powars e cols, 1990; Costa ¢ cols, 1994),



O comprometimento renal nos portadores de hemoglobinopatia S € descrito desde a
primeira publicagBo por Herrick em 1910, Nas crtangas e adultos jovens portadores de anemia
falciforme encontra-se aumento dos valores do fluxo sanguineo renal efetivo ¢ da taxa de filtracio
glomerular (Etteldorf e cols, 1955). Este aumento n#io pode ser explicado apenas pela anemia ja
gue multiplas transfustes de hemécias nfio reduzem a taxa de filtraciio glomerular supra normal;
de Jong e cols {1980} postularam que, em resposta 3 isquemia, 0 tecido medular renal secretaria
grande quantidade de prostaglandinas (substincia vasodilatadora), que contribuiria para o
aumento da taxa de filtragiio glomerular. Corroborando esta hipdtese, Allon e cols (1988)
demonstraram que o uso de antiinflamatério oral nd8o hormonal "que inibe a sintese de
prostaglandinas®, reduz a taxa de filtragio glomerular em 14 a 16%. Com a evoluclio da doenga, a
taxa de filtragdo glomerular cai e a insuficiéneia renal € causa de oObito em cerca de 22% dos
portadores de anemia falciforme com mais de 30 anos (Morgan e Serjeant, 1981).

Nas criancas, a hiperfiltracio promove aumento nas dimenstes dos glomérulos,
principalmente os justa medulares. Nos adultos, tanto o tamanho do glemérule quanto a area total
glomerular por unidade de cortex é maior (Elfenbein ¢ cols, 1974). Nesses pacientes, Tejani A e
cols em 1985 observaram alta prevaléncia de glomeruloesclerose com perda progressiva da finglo
renal. Estudos recentes da circulacdo periférica de pacientes com anemia falciforme demostram
que o hiperfluxo é um fenémeno generalizado (Saad ¢ Zago, 1991},

As alteragbes medulares decorrem dos distirbios na microcirculaglio vascular (de Jong e Statius
van Eps, 1985). A medula renal ¢ relativamente hipéxica e o fluxo sanguineo € lento. Estes fatores
favorecem a falcizaclio, aumentam a viscosidade e promovem uma maior lentidic do fluxo
{Alleyne e cols, 1975). Estudos micro-radio-angiograficos demonstram auséncia da vasa reta, e as
poucas veias remanescentes s3o espirais ¢ dilatadas; apenas os néfrons corticais s funcionantes.
As algas de Henle curtas ¢ a perda funcional dos néfrons justamedulares determinam defeitos na
troca de dgua e eletrolitos (de Jong e Statius van Eps, 1985). Assim, sio descritas alteragGes da
funcdo tubular distal como os defeitos na concentragiio urinaria (de Jong e Statius van Eps, 1985),
acidose tubular distal incompleta (Oster e cols, 1976), diminuigdio na excregdo de potassio (de

Fronzo e cols, 1979) e alteracdes da funcfio tubular proximal, como o aumento pa reabsorglo de
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fosfato (de Jong e cols, 1978), da B,-microglobulina (de Jong e cols, 1981), aumento na secre¢do
do 4cide trico (Diamond e cols, 1975 ¢ de Ceulaer e cols, 1981} e da creatinina (de Jong e cols,
1980).

Na histologia observa-se dilatagiio das areas microvasculares dos capilares glomerulares e
do plexe vascular intersticial, isquemia, fibrose glomerular, edema medular, fibrose intersticial,
depositos focals de hemossiderina nos tubulos e necrose (de Jong e Statius van Eps, 1985},
Entretanto, Falk e cols (1992) observaram que a lesio mais proeminente € a expansio glomerular,
a glomeruloesclerose focal segmentar perihilar e hemossiderose. O envolvimento renal pode ainda
se manifestar por sindrome nefrotica; neste caso hi glomerulonefrite membrano-proliferativa com
expansfio mesangial. A leso renal associa-se, menos frequentemente, a glomerulonefrite pos-
estreptocéecica induzida por anticorpos anti-antigenos do epitélio do tiibulo renal & atrofia tubular
(Strauss ¢ cols, 1986; Falk e cols, 1992).

Tanto as lesdes tubulares quanto as glomerulares podem ser acompanhadas por
proteintria, que ocorre em aproximadamente 1/3 dos portadores de anemia falciforme (Nicholson,
1977). Normalmente a maioria das protefnas plasmaticas sfio filtradas no glomérulo e reabsorvidos
ativamente no tibulo renal proximal (Rennie, 1971). O aparecimento da proteiniria se da quando
i aumento da permeabilidade glomerular por aumento no tamanho dos poros, do nimero dos
poros ou por alteragbes nas cargas elétricas da membrana basal, pode também ocorrer diminuicio
na reabsorgio protéica tubular por alteragbes hemodinémicas, por doengas tubulares ou doengas
renais intersticiais (Waller, 1989). Cerca de 64,5% das proteinirias nas hemoglobinopatias S sio
do tipo glomerular seletivo, enquanto as alteragbes ndo seletivas sdo encontradas apenas em
adultos, 12,6% do tipo tubular e em 22,9% de padrio misto (Lonsdorfer, 1989). Morgan em
1985, postulou que as ulceras dos membros inferiores poderiam ser marcador da lesio renal, pois
observou coincidéncia entre a presenca de lceras e proteiniiria.

Semelhante & anemia falciforme, na fase precoce do Diabetes melittus as alteragbes
hemodindmicas levam 2 hiperfiltracio glomerular e aumento da pressio glomerular {Viberti-a,
1988), Aparentemente, no Diabetes melittus, a microalbumin(iria ou a concentragiio de albumina

urindria maior do que 30 mg/l ¢ se presente, um marcador precoce da evolugio clinica (Howey ¢
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cols, 1989 e Marre, 1990), e correlaciona-se com risco progressivo do declinio da funglio
glomerular (Mogensen e Christiansen, 1984) efou aumento da incidéncia de doencas
cardiovasculares ¢ diminuigio na expectativa de vida (Ravid e cols, 1993).

Alguns estudos demonstram que o controle da hipertensfio arterial retarda a progressio da
nefropatia diabética, com a queda na pressdio arterial sistémica, haveria uma queda na presso
glomerular capilar (Parving e cols, 1983 e Benedetti e Linas, 1987). Entretanto, nem todos os
agentes antihipertensivos sdo efetivos no retardo a lesio renal (Tuck, 1988). Os inibidores da
enzima conversora da angiotensing I t8m efeito benéfico superior aos outros antihipertensivos
sobre a fungfio renal, proteinmisia e microalbumingria nos diabéticos hipertensos ¢ normotensos
{Biorck, 1986 ¢ Cook & Daneman, 1990). Mesmo quando em pequenas doses, o seu uso diminui a
concentracio da albuming urinaria, sem modificagiio importante da pressfo arterial e induz
vasodilataglio renal sem causar alteracfes na taxa de filtragio glomerular, resultando numa
diminuigio da fracdo de filtragio (Heeg e cols, 1988). Aparentemente, a diminui¢io da fraclio de
filiracfo inibe a geracfo da angiotensina Il intrarenal e dilataria as artericlas eferentes glomerulares
{Benedetti ¢ Linas, 1987). Consequentemente, haveria queda da pressio intraglomerular ¢
diminyicfio da permeabilidade glomerular as proteinas e a albumina {(Mimran ¢ cols, 1988). Esta
reduclo da proteiniria ¢ algumas vezes acompanhada por melthora nas alteragbes histologieas € na
expansio mesangial (Anderson e cols, 1986).

E possivel que a glomeruloesclerose segmentar focal que se desenvolve na anemia
falciforme seja fisiologicamente analoga ao que ocorre em roedores apods nefrectonya total
{Ostetter e cols, 1982). Nestes animais, um aumento na pressio dos glomérulos hipertrofiados
remanescentes pode resultar em glomeruloesclerose, Esta hipertensfo glomerular resultante da
destruigio dos néfrons é atenuada pelo controle da hipertens#io capilar glomerular com agentes
gque diminuern a vasocontricgio da arterfola eferente glomerular (Anderson e cols, 1985 e Myres ¢
Meyer, 1989). Recentemente Falk e cols (1992) demonstraram uma redugfio significativa na
proteiniria de 10 pacientes com anemia falciforme apods 15 dias do uso de enalapril.

Diante do exposto, foram objetivos deste trabalho avaliar, pela primeira vez na Iiteratura, a

frequéncia de microalbuminiria em pacientes com doengas falciformes e a resposta nestes
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individuos ao uso prolongado de inthidores da enzima conversora da angtotensina (ENALAPRIL)

sobre a concentracio de albumina urindna.
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PACIENTES E
METODOS



Pacientes

Para a pesquisa da frequéncia de microalbumintria nas doengas falciformes, foram
estudados cinquenta e seis pacientes portadores de hemoglobinapatias S { 41 8§, 11 8C, 4 $B) ¢
1} controles negrdides normais, com idade superior a 14 anos. Todos foram submetidos a
pesquisa de alburnina urinaria em 3 amostras da primeira urina do dia em meses diferentes. Foram
excluidos do estudo pacientes com crise vasooclusiva, infecgdes, nsuficiéncia renal, gravidas ou
em uso de drogas nefrotdxicas, Foram considerados anormais, niveis de concentragio de albumina
urindria acima de 30 mg/l, nas 3 amostras obtidas (Viberti, 1988). Os dados clinicos ¢
hematolégicos de todos os participantes encontram-se na Tabela I ¢ do grupo controle na Tabela
11, Nenhum individuo do grupo controle apresentou concentragio de albumina urindria maior do
gue 30 mg/l (Figura 1),

Para avaliacio da resposta ao uso de enalapril, nove pacientes (8 SS, 1 SB) com
concentragio de albumina urindria anormal, concordaram voluntariamente em receber a
medicacio, apos ampla informagio dos procedimentos a serem adotados. Os dados clinicos ¢
hematologicos encontram-se na Tabela I (no quadro superior).

Os nove pacientes receberam placebo (Complexo B), durante 60 dias e a seguir enalapril
{Renitec®) Smg por 180 dias (6 meses). Neste periodo, todos os pacientes foram avaliados clinica
¢ lahoratorialmente a cada 2 a 4 semanas através da medida da pressiio arterial, concentraglio de
albumina urindria, proteintiria de 24 horas, sodio e potéssio sérico, fraglo de excreclio de sodio ¢
potéssio ¢ clearance de creatinina. Para medida da funcéio tubular proximal foi levado a efeito o
clearance de ltio de 3 horas no infcio (0 dia) e ao final do estudo (180°. dia). Apods 2 anos da
suspensiio do enalapril, a pressio arterial e a concentracéio de albumina urinaria foram reavaliados
em § dos pacientes que receberam a droga ¢ em 2 pacientes que também apresentavam

concentragio de albumina urindria superior a 30 mg/l, mas ndo receberam enalapril.
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Para padronizagio das dosagens bioguimicas e protéica, participaram do estudo 10
individuos normais, sem historia prévia de doenca renal ou anemia, todos funciondrios do
Hemocentro da Unicamp ou graduandos do curso de medicina, pardos ou negros, entre 16 a 30

anos de idade {tabela 1},
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Tabela L Caracteristicas climicas e hematologicas dos pacientes com doencas falciformes
submetidos 2 investigacio de albuminiria. Os noves primeiros participaram do
estudo com enalapril.

12 Z s m o e w e o
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Tabela ¥ (continuagoy. Caracteristicas climicas e hematologicas dos pacientes com doengas
falciformes submetidos & investigagio de albumuniria. Os noves
primeiros participaram do estudo com enalapril.

F
F
F
F
F
¥
F
F
¥
M
M
M
M
F
M
M
¥
E

* presenga de 1ilcera de membros inferiores recorrentes com cicatrizario superior a 3 meses, SC

syperficie corporea, PE padrio eletroforético.
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Tabela 1Y Caracteristicas clinicas e hematologicas dos individuos do grupo controle.

M
M
F
F
F
M
F
M
F
M

SC superficie corprea, PE padrio eletroforético.
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Métodos

1} Hematimetria:
A contagem de globulos vermelhos, dosagem de hemoglobing e determinagio do hematodcrito

foram obtidas através de contador eletrénico Coulter Counter DN,

2} Estudo das hemoglobinas;
O diagnostico da hemoglobinopatia S foi realizado clinicamente ¢ sempre que possivel com

estudos fanuliares. As amostras de sangue (5 ml) foram cothidas em EDTA (1,5 mg por mil de

sangue}.

Preparado do hemelisado

Apés separagio do plasma por centrifugaciio (2000 rpm/10 min}, as hemdcias foram
javadas 3 vezes em sohigBic de NaCl 0,85%. Apds a terceira lavagem, ag células foram
hemolisadas com volume semelhante de agua destilada e agitadas por inversio. A seguir fot
adicionado tetracloreto de carbono {1/2 volume das hemacias) e apds agitagiio violenta esta
solucio foi centrifugada por 20 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante, contendo hemoglobina, fot

transferido para o tubo contendo 20 pl de KCN 1% ¢ agitado levemente por invers#o.

Eletroforese de hemoglobinas em fita de acetaio de celnlose (Weatherall, 1981}

Fitas de acetato de celulose {(Merck 25 x 120} foram imersas em solugio tfampdo Tris-
EDTA borato pH 8,9 por 20 minutos, O excesso de tampfio foi retirado entre duas fothas de papel
de filtro, e as fitas foram colocadas em cuba de eletroforese contendo o mesmo tampio. A solugio
de hemoglobina foi aplicada sobre a fita de acetato de celulose e a corrida eletroforética realizada
sob diferenga de potencial de 250 volts por 30 minutos. Em seguida as fitas foram colocadas na

soluglio corante de Ponceau.
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Eletroforese de hemogiobinas em gel de dgar (Weatherall, 1981)

Uma grama de 4gar DIFCO em tampfo citrato pH 5,9 foi dissolvido ao fogo, e 50 ml do
gel guente foi colocado sobre uma placa de 12 x 9 em. Apés sua polimerizaciio 4 temperatura
ambiente, foram aplicados 10 microlitros do hemolisado diluido em tamp#o citrato 5:1, em fendas
proximas a regifo média do gel. O sistema foi submetido & diferenga de potencial de 60 volts por 4
horas 4 4°C e finalmente o gel foi corado pela benzidina por 15 minutos, lavado com agua

destilada e transfenido para papel de filtro.

Quantificacio da Hb A4 por eluiciio apés eletroforese (Weatherall, 1981).

Foram aplicados 10 microlitros do hemolisado em fita de acetato de celulose em tamplio
tris-EDTA borato pH 8,9, Apés corrida eletroforética, as fragBes Ay e Ap foram separadas,
recortadas com tesoura e eluidas por 4 horas em tubos contendo 15 ml e 3 ml de agua destilada,
respectivamente.  As  densidades Opticas das  hemoglobinas eluidas foram lidas em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 415 am,

A quantificagiio de Hb A foi obtida através do caleulo:

DOHbA, x 100

%HbA, =
ST U DOHDA, x5S+DOHDA,

onde DO = densidade optica

3} Pressiio arterial média

As pressdes arteriais foram medidas com esfignomandmetro ap6s repousc em decibito
dorsal por § minutos e depois de 1 minuto em pé. A média das duas medidas foi utilizada para o
ealculo da pressdo arterial média (PAM),

A PAM foi calculada pela seguinte formula:
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PAM =PD+ (PS-PI)} onde PD = pressiio diastOlica

3 PS = pressio sistolica

Todos os ensais que se seguem foram realizados em duplicatas, concomitantes com
armostras de individuos sadios. Sempre que a variagio foi maior do que 20% entre as duplicatas,
0% resultados foram rejeitados até serem confirmados em nOVo ensaio Com as Mesmas Anosiras,

Em cada experimento foram utilizadas amostras de experimentos anteriores, para a

possivel comparagio entre o5 diversos ensaios.

4} Concentracio de albuming urindria

Diots mililitros da primeira urina do dia foram estocados & -209C por no maximo 4
sermanas, ¢ submetidas 32 medida da concentraciic de albumina urinarnia  através de
radioimunoensaio por duplo anticorpo (kit-Pharmacia}.

A 50 ul da amostra foi adicionada 50 pl de atbumina marcada e 2ml da solugdo contendo
anticorpo. Esta mistura foi homogenizada e incubada por 1 hora & temperatura ambiente. Passado
este periodo fol centrifugado por 10 min a 1500 RPM. Foi determinada a radioatividade do
sobrenadante apos o mesmo ser decantado por inversfio.

Na Tabela I estfio relacionados valores da concentracio de albumina urinaria de todas as
amostras coletadas, a média e o coeficiente de variagdo da concentragfio da albumina urinaria em
duas ou trés amostras diferentes do mesmo individuo. Na Tabela IV observa-se o coeficiente de
variaclo da albumina urindria em duas observagGes realizadas com a mesma amostra de urina.

Em todos os ensaios obtivemos curva satisfatéria com 7 controles do kit. A conceniragio
de albumina urindria anormal foi definida como albumindria maior do que 30 mg/l até 320 mg/l

ende a curva de diluiciio perdeu a lineartdade.
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%) Proteinaria de 24 horas

Em gliquotas de 3 mi de urina coletada nas 24 horas, estocadas no maximo por 2 semanas
4 -200C, a proteimiiria foi quantificada pelo método de Pesce, 1973 (Ponceau § dye binding). 50
microlitros de urina foram adicionados & 599 microlitros da mistura de acido tricloacético (300
g/ly + Ponceau (40 g/l) centrifugados por 10 minutos & 500 rpm. O sobrenadanie foi decantado
por inversio & ao precipitado adicionamos 1 mi de NaOH (8g/l). A leitura foi realizada em 560 nm

e o valor obtido foi corrigido pelo volume urindrio.

6} Creatinina

A dosagem de creatinina foi obtida pelo método de Jaffé (picrato alcaling) kit Merck. Em
500 microlitros de soro ou 500 microlitros da solu¢Bio padrio (1 mg de creatining/100 mi) ou 0,5
ml de urina diluida 1/99 foi adicionado 1,0 ml da soluco tampdo (313 mmol/l NaOH). Apés 5
minutos 1,0 mj de 4cido picrico (8,73 mmol/l de 4cido picrico) foi adicionado 4 mistura ¢ a
densidade dptica foi Iida & 300 nm, (E; - densidade optica em 1 minuto e uma segunda leitura E;
foi realizada apbs outros 5 minutos), em cubeta de 1 cm. As concentragdes de creatinina

abedeceram ao cileulo:

E, paciente-E, pacientex

mg%

cone. creatinina sérica = ~ -
E, padrio-E, padrio

E, paciente-E, paciente
E, padrdo-E, padrio

conc.creatining urinfria= x 100mg%

O clearance de creatinina (C1.Cr) foi obtido por amosiras de soro, e aliguotas de urina

coletadas nas 24 horas e foi calculado pela formula:
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Cruxvolemml x1,73
Crsx1440x8C

Cl.Cr=

onde Cru = creatinina urinna
Cr 3 = creatinina sérica

SC = superficie corporea em m2

7y Eletrolitos

O sadio, potassio e litio foram analisados por fotometria de chama.

Para quantificagiio de sodio e potassio foram utilizadas amostras de plasma ou urina diluida
em hgua deionizada 1/50.

Para calibragio do fotbmetro, utilizamos soro controle e soro padrdo da Boehringer

Mannhein ~ Precipath U .

A fracio de excrecfio de sodio (Fe Na) foi calculada pela formula:

NauxFIL

FeNa=
NasxCIiCr

onde Na s = sddio sérico
Na u = sodio urinario
F1 U = fluxo urinaric = vol urinario em ml/180min

1 Cr = clearance de creatinina

A fraciio de excreciio de potassio (Fe K) foi calculada pela formula;

KsxCiCr

onde K s = potassio sérico

¥ u = potassio urinario
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8} Fracho de excreciio e clearance de litio

O Clearance de litie (Cr Li) foi obtido em amostras de soro ¢ aliquotas de urina coletadas
em 3 horas. As 22 horas da noite anterior ao ensaio foram administrados 600 mg de carbonato de
fitio. Cha e café foram suspensos até o término do exame. O sangue foi colhido as 8 horas e ac
final do ensaio. Apds a primeira coleta de exames e apés esvaziar a bexiga, os pacientes receberam
5 ol de dgua por kilo de peso, e entdio a urina foi coletada por um periodo de 3 horas (entre 8 ¢ 11

horas}.
O C1 Li fot calculado pela formula abaixo:

Clli=LiuxFlu
Lis
onde Cl Li = clearance de litio
L1 s = litio sérico

Liu = litio urindrio
A Fracio de excreciio de litio (Fe Li) foi calculada pela formula;

Feli=ClLi
ClCr

9% Andlise estatisica

Para correlagdo da concentraglo de albumina urindria com idade, hemoglobina, % da
hemoglobina fetal e clearance de creatinina foi utilizado o coeficiente de Pearson, a presenca ou

. . . . . . 2 . -
ausénsia de Glceras em membros inferiores foi correlacionado pelo teste de x°. Para a comparacio
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entre pacientes e controles foi utilizado o teste U de Mann-Whitney e o teste de Kruskal-Wallis.
Para a avaliacio das variagBes da pressio arterial média, das concentracdes de albumina e proteina
uringria, eletrolitos e clearance de creatining foi utilizada andlise de regressfo linear mista com
teste de x°. Para comparaciio do clearance de litio e fraglio de excrecfio de litio, antes e apds o
tratamento com enalapril, fol wtihizado o teste de Wilcoxon para pequenas amostras.
Consideramos significativos os niveis de p < 0,05. Os resultados encontram-se representados na

forma de média * desvio padriio.
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RESULTADOS



1} Frequéncia de atbumintiria em pacientes com doencas falciformes

Dos 56 pacientes com doenca falciforme, 22 (19 8§, 2 SC e 1 SB) apresentaram
concentragio urinaria de albumina superior a 30 mg/l nas 3 amosiras testadas. Estes dados
encontram-se representados na Figura 1. O coeficiente de vanacfio da concentragio da albumina
pringria nas diversas amostras do mesmo mndividuo foi de 33,9 = 34,8 (na Tabela TI estio
relactonados os valores da concentragiio de albumina urindria encontrados nas {rés amostras;
média, desvio padrio e coeficiente de variaciio do mesmo individuo}. O coeficiente de variagfio da
concentracdo da albuming urindria realizada por duas vezes na mesma amostra foi de 7,9 £ 122,
{Na tabela IV est3o relacionados os valores da concentragio da albumina unnaria obtida na
mesma amostra por duas vezes, média, desvio padriio e coefiviente de variagfio). Nfo houve
correlagio dos nivets de atbumina urindria com a idade dos pacientes, hemoglobita, % de HbF ¢

presenca ou auséncia de Gleera de perma,

2} Funciio renal deos pacientes com doenga falciforme submetidos ao fratamento com
enalapril

A pressfo arterial média foi significantemente menor (p < ¢,002) nos pacientes (7,3 = 0,9
mmHg) quando comparados com o grupe conirole (8,7 £ 0,9 mmHg). A concentragiio de
atbumina urinaria dos pacientes (153,5 £ 117,9 mg/!) foi significantemente maior (p = 0,0001) do
gue no grupo controle (10,71 £ 5,9). A proteininia de 24 horas dos pacientes (0,7 + 0,5 g nas
24h) foi significantemente maior (p = 0,0001} do que no grupo controle (0,2 + 0,04 g nas 24hj.

0 clearance de creatinina foi significativamente maior {p < 0,001} nos pacientes (1779 &
61,6 mY/miny quando comparados com os valores observados no grupo controle (108,9 + 19,6
mi/min}, O sédio sérico dos pacientes (145,1 + 4,1mEq/) foi significativamente maior (p < 0,01)
quando comparados com os do grupo controle (139,4 + 2,6 mEqg/D), a frag3o de excreglio de sodio
dos pacientes (0,7 + 0,3%) foi significantemente menor (p < 0,05) quando comparados ao grupo
comtrole (1,2 £ 0,6%). O potassio sérico foi significativamente maior (p < 0,01) nos pacientes (5,1

+ 0,6 mEg/1) quando comparados ao grupo controle (4,5 + 0.3 mEq/l); enquanto que a fragdo de
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Figura 1. Valores da concentragdo de albumina urinaria de todos os participantes do

estudo
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Tabela Il Valores da concentrago de albumina urindria em mg/l e coeficiente de variagio

{CV} nas diversas amostras do mesmo individuo.

2.3
15.6
1.7
2.6
32
7.9
43.4
117
+320.0
4.6
34
16.9

55

15.0

9.8
+320.0

2.2
16.7
7.5
2.1
3.7
14.1
43.7
2.0
+320.0
258
32
36.3
11
4.7
8.0
58
+320.0

11.5

16.1

1.9
+320.0

2.7
7.7

-

+320.0

22
12.9
8.6
3.8
3.0
11.2
344
52
320.0
15.2
33
266
1.3
6.0
11.5
7.8
+320.0

0.1
2.5
3.0
2.5
0.9
3.1
15.8
56

15.0
0.1
13.7
0.9
1.5
4.9
2.8

4.5
194
31.2
63.8
300
276
459

107.7

98.7
30
51.5
56.2
250
426
359
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Tabela HE: {continuacio)

Valores da concentragio de albumina urinaria em mg/l e coeficiente

_de variacdo stras do mesmo individuo,

54 3 T4 -

2.8 27 3o 2.8 0.1 36
275 12.7 - 201 10.5 52.2
557 18.1 - 369 206.6 TE1
1058 114.2 49.0 89.7 355 395

30 12.5 - 8.7 53 66.9
153 80.0 577 51.0 32.8 643
76.0 377 80.1 62.6 221 353
71.0 560 - 63.5 10.6 167
127 187 - 157 472 267

1.6 2.8 - 22 08 364
15.4 149 17.0 158 1.1 69
130.3 150.0 - 1401 13.9 a9
57.0 54.0 44.0 51.7 6.8 131
59 32 - 4.5 1.9 422
70 R0 84 78 0.7 86
51 3.1 - 4.1 1.4 34.1
285 331 - 308 32 8.9
2.0 6.8 25 1.8 0.9 341
59 42 - 50 12 24
1511 92.0 48 0 970 51.7 533
160.0 160.0 160.0 160.0 0 0

+320.0 +320.0 +320.0 3200 0 0
150.0 1133 - 1316 259 167
+320.0 +320.0 +320.0 320.0 0 0

59 32 - 4.5 19 4272

1356 160.0 G20 1292 344 26.6
EXR
348
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Tabela IV:  Coeficiente de variagiio (CV) da concentragio de albumina urinria em mg/l em 2
ensaios realizados com a mesma amostra de urina,
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excregio de potassio nos pacientes (2,1 + 1,2 %) foi significativamente menor (p < 0,002) do que
no grupo controle (5,1 + 2.4 %). O clearance de litio dos pacientes (18,1 + 14,7 mi/min) foi
stgnificantemente menor (p < 0,05) do que no grupo controle (31,3 + 8,8 mi/min). A fragio de
excregio de litio dos pacientes (10,9 + 6,5 %) foi significantemente menor (p < 0,005) do que no

grupo controle (28,8 +9,7%).

3) Efeito do enalapril da fungiio renal dos pacientes com doencas falciformes

Durante o uso de enalapril, 5 mg a0 dia, apesar dos pacientes nfio apresentarem sinais ou
sintomas colaterais, houve queda significativa {p < 0,0001) da pressdo arterial média (PAM 70,4 +
5.5 x 61,7 +3.4). Houve redugiio significativa (p = 0,0001) na concentragio de albumina urinaria
durante ¢ uso do medicamente, € notamos que os pacientes com concentragfio unnana de
albumina intermediaria (MIFS e WSM) tiveram uma queda maior na sua concentragio (estimativa
de queda 1,252mg/d) quando comparados ao grupo com menor concentraciio de albumina
urindria (estimativa de queda 0,187 mg/d). Os 2 pacientes com concentragio de albumina urinaria
acima do limite de sensibilidade do teste (320 mg/l} mantiveram os mesmos valores. A proteinaria
de 24 horas tendeu a diminuiclo. N#o houve diferenca significante no clearance de creatinina,
s0ddio e potassio séricos e suas frages de excreglo.

O clearance de litio e a fragio de excregio de litio, nfo diferiram significativamente quando

comparados no periodo antes e apds o tratamento com enalapril, mas tendeu a normalizagio.

4} Acompanhamento segiiencial

Dois anos apos a suspensio do enalapril observamos que 3 pressfio arterial média de sete
patientes que haviam recebido o medicamento voltaram aos niveis do periodo do placebo; mas a
concentracio da albumina uringria em dois pacientes manteve-se abaixo de 30 mg/l, em quatro
pacientes houve aurmento da concentragio da albumina urinéria ¢ em dois destes acima dos niveis

do periodo do placebo.
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Em dois outros pacientes que ndo receberam o enalapril houve aumento dos valores na
concentragdo da albumina urindria de 12,5 para 188 mg/l (DA L)) e de 131,6 para mais do que
320 mg/l (8.8.0.), dois anos apss a primeira coleta de dados.

Na tabela V estdo relacionados os valores das pressdes arteriais médias, os dados
laboratoriais, as médias e desvio padrio dos participantes do grupo controle,

Nas tabelas VI e VI estlio relacionadas as pressdes arteriais médias em mmHg no periodo
do placebo e durante o uso da medicagfo respectivamente e na figura 2 estes dados estdo
representados graficamente. Nas tabelas VIII e IX encontram-se os valores das concentragfes da
albuming urinaria em mg/l nos individuos tratados com enalapril nos periodos do vso do placebo ¢
enalapri e na figura 3 estes dados estfo representados graficamente.

Nas tabelas X e X1 estiio relactonados os valores obtidos da proteiniria de 24 horas em g/d
no periode do uso do placebo e enalapril € na figura 4 estes dados esto representados
graficamente, Nas tabelas XII ¢ X1II e figura 5 encontram-se os dados do clearance de creatinina
em mi/min, nas tabelas XIV e XV ¢ figura 6 o s6dio sérico em mEqg/, tabelas XVI e XV ¢ figura
7 a fracio de excreglio de sodio em %, tabelas XV e XIX e figura 8 o potassio sérico em mEqg/,
tabelas XX ¢ XXI e figura 9 a fragiio de excreglio de potassio em % ¢ na tabela XXII o clearance
de litlo em mi/min (figura 10) e sua fraclio de excreciio em % {figura 11) antes ¢ depois do uso de

enalapril.
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Tabela V. PressGes artertais médias e dados laboratonais dos individuos do grapoe controle.

PAM pressiio arterial em mmHg, CAU concentragio de albumina urinaga em mg/l, Prot
proteimiria de 24 horas em g/24 horas, CI Cr clearance de creatinina em mi/min, Na s sodio sérico
em mEqy!, Fe Na fragiio de excregio de sodio em %, K s potassio sérico em mEq/l, Fe K fragio
de excrecdio de potassio em %, Cl Li clearance de litio em ml/min, Fe Li fraciio de excreglo de

titic em Yo,
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Tabela VI Pressio arterial média em mmHg no periodo do uso de placebo,

53 8.6 9.6 73
7.3 7.3 8.3 6.6 6.6 - 6.3 6.6 -
56 7.3 - - - 7.3 - - 1.3
- - 9.6 7.3 73 6.Q 7.0 6.6 8.0

Tabela VII: Pressio arterial média em mmHg dos pacientes no periodo do uso de enalapnl 5
mg/dia.
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PAM (mmHg)

0 15 30 45 60 90 120 150 180 2 anos

Tratamento com enalapril (dias)

-=-DC ——FSN = ICB —o— MFFS —e—MIFS —o— MISN
——SMJ -#-SAF -=-WSM

Figura 2 Pressdo arterial média dos participantes do tratamento com enalapril.
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TabelaVIII: Concentracio de albumina urinaria em mg/l no periodo do uso de placebo.

DIA | DC_FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ SAF WSM
i5 | 96 43 1320 40 - 71 320 92 184
30 | 53 53 4320 50 4320 56 +320 103 -
45 | 36 48 ] - - - ; y 156
60 y . 4320 48 154 46 +320 48 4320

Media 61.7 48 +320 46 237 S 52 81 220
DP 30.9 2 0 5 % 1114 126 0 291 87.7

Tabela IX: Concentracdo de albumina urinaria em mg/l no periodo do uso de enalapril 5 mg/dia.

DIA | DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ SAF WSM

15 28.0 - +320 - 124 22.0 - - -
30 5.3 32 +320 220 220 23.0 +320 48 184
45 11.1 - - 50.0 120 - - & "

60 20.0 32 +320 13.0 80 400 +320 17 88
90 53 21 +320 200 70 7.4 +320 17 126

120 6.2 59 +320 270 - - +320 16 21
150 5.7 10 +320 13.0 - 5.7 +320 I3 15
180 4.1 40 +320 4.1 - 6.2 +320 13 20
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Concentragiio de albumina urindria (mg /1)

250 A

200 A

150 A

100 -

50 4

0 15 30 45 60 9% 120 150 180 2 anos

Tratamento com enalapril (dias)

--DC -wFSN -#-ICB —o—MFFS —e—MIFS —o—MISN
—a—-SMJ -—#-SAF = WSM

Figura 3 Concentragio de albumina urinaria dos participantes do tratamento com enalapril.
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Tabela X: Proteinuria em g/24horas no periodo do uso de placebo.

DIA | BC FSN B MFFS MIFS MISN SM] SAF WSM
15 0.5 0.9 1.8 0.5 - 0.2 - 0.2 0.6
30 0.2 04 1.5 0.5 0.7 0.6 1.0 04 -
45 0.6 0.2 - - - - - - 0.7
60 - - 25 0.6 0.5 0.3 i) 0.5 0.7

Media 04 0.5 G 0.5 0.6 0.5 13 0.4 0.7
DP 0.2 04 04 0.0 0.1 0.2 0.5 0.1 0.0

Tabela XI: Proteinuria em g/24 horas no periodo do uso de enalapril 5 mg/dia.

DIA | DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ SAF WSM
5 | 03 . 22 : 05 04 - : =
30 | 03 05 25 08 07 03 15 05 09
45 | 04 : : 06 07 s 2 s ]

60 | 05 05 20 : 07 07 15 04 10
% | 09 03 17 09 05 05 12 04 08
120 | 03 07 14 07 - g 16 04 06
150 | 03 04 13 07 . 03 14 03 08
180 | 03 05 13 06 - 02 15 : 0.6
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Proteiniria (g / 24hs)

0 15 30 45 60 920 120 150 180

Tratamento com enalapril (dias)

- DC —a—-FSN -—#-ICB -—o— MFFS —e— MIFS —o— MISN
—a—-SMJ —#-SAF -=a-WSM

Figura 4 Proteinuria de 24 horas dos participantes do tratamento com enalapril.
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Tabela XII: Clearance de creatinina em ml/min no periodo do uso de placebo.

DIA | DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ SAF WSM
15 | 194 172 87 226 - 91 337 90 i
30 | 100 106 56 187 218 s 199 129 275
45 | 300 7 - - - 151 - - 103
60 : a 141 190 286 217 255 120 252
MEDIA 1980 163 9] 200 292 152 2637 113 20
BP 1000 513 430 217 411 630 694 J04 934

Tabela XIII: Clearance de creatinina em ml/min no periodo do uso de enalapril 5 mg/dia.

DIA DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ] SAF WSM
15 164 - 138 = 138 171 - - -
30 137 108 125 189 218 268 264 142 144
45 84 - - 186 - - - - -
60 287 166 269 152 217 224 255 119 320
90 241 228 260 152 210 119 338 - 167
120 166 105 127 186 - - 164 79 222
150 268 122 148 189 - 105 250 131 109
180 164 169 174 152 - 226 257 147 110
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Clearance de creatinina (ml / min)

250 -

200 A

150 A

100 -

0 15 30 45 60 90 120 150 180

Tratamento com enalapril (dias)

—=—DC —a-FSN = ICB —o— MFFS —e—MIFS —o—MISN
—a—SMJ -—#-SAF —=-WSM

Figura § Clearance de Creatinina dos participantes do tratamento com enalapril.
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Tabela XIV: Sodio sérico em mEq/] no periodo do uso de placebo.

DIA | DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ SAF WSM
) — 150 : 144 , 153 144 134 :
30 155 137 147 ; 151 147 147 130 137
45 145 143 - : ’ : 5 : 141
60 , - 146 150 146 146 146 146 145

MEDIA 150 1343 1465 147 1485 1487 1457 136.7 141
DP 7.0 6.5 0.7 42 53 7 1.5 8.3 4.0

Tabela XV: Sodio sérico em mEq/l periodo do uso de enalapril 5 mg/dia.

DIA | DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ] SAF WSM
15 148 - 146 - 139 146 - - -
30 148 147 141 150 137 142 147 139 147
45 144 - - 156 - - - - -
60 137 134 139 - 140 151 145 147 138
90 148 139 142 150 140 148 144 146 161
120 137 155 141 147 145 - 143 147 141
150 144 162 141 153 - 133 143 139 147
180 142 140 139 147 - 140 144 134 137
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Sédio Sérico (mEq /1)

170 -

160 A

150 -

140 -

130

120
0 15 30 45 60 90 120 150 180

Tratamento com enalapril (dias)

--DC -#-FSN -#-ICB —o—MFFS —o—MIFS —o—MISN
——SMJ -#-SAF -+ WSM

Figura 6 Sodio sérico dos participantes do tratamento com enalapril.



Tabela XVI: Fragdo de excre¢iio de sodio em % no periodo do uso de placebo.

FSN  ICB

5 14 -
0 | 10 06 14 - 06 - - 10 06
45 | 06 13 - . - 06 - - 1.0

04

Tabela XVII: Fracio de excre¢do de sodio em % no periodo do uso de enalapril 5 mg/dia.

DIA ‘DC

= | 07 09
30| o5 04 08 07 06 04 04 04 07
45 ) ; ) ] ; _ ; . .

: 0.5 = 0.3 . 0.7 0.6 0.0 0.6 0.5
o | 05 0.4 0.4 1.1 0.7 0.9 0.0 = 0.5
: 0.6 0.6 0.7 . = 0.2 0.6 0.8

0.7 0.7 0.5 2 1.0 0.3 83 13

0.6 0.5 0.5 “ 0.6 0.1 0.4 1.2
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Figura 7 Fragdo de excregiio de sodio dos participantes do tratamento com enalapril.
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Tabela XVIII: Potassio sérico em mEq/l no periodo do uso de placebo.

DIA DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ SAF WSM
15 - 4.9 38 4.2 - 49 4.8 55 -
30 5.8 3.9 3.3 - 5.6 - 59 438 4.7
45 6.7 43 - - - 4.0 - - 3.8
60 - - 4.7 6.8 58 4.5 438 5.8 4.7

MEDIA 62 44 4.6 55 87 45 52 54 44

DP 0.6 0.5 0.7 1.8 0.1 04 0.6 0.5 05

Tabela XIX: Potassio sérico em mEq/l no periodo do uso de enalapril 5 mg/dia.

DIA| DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ] SAF WSM
15 | 40 : 71 . 68 56 . : .
30 | 48 46 56 61 62 43 6.1 54 52
45 4.0 - - 6.1 - - - - -
60 2.5 4.0 1.5 49 6.6 6.6 54 6.1 47
90 5.4 44 6.7 57 6.1 6.1 49 54 6.8
120 59 53 5.6 6.1 6.7 6.7 6.0 6.1 6.9
150 5.5 5.7 54 6.8 - - 54 5.7 5.2
180 40 4.4 4.7 6.7 - - 6.0 33 4.7
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Figura 8 Potassio sérico dos participantes do tratamento com enalapril.



Tabela XX: Fragdo de excregdo de potassio em % no periodo do uso de placebo.

DIA | DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ SAF WSM
15 - 60 27 07 - 20 10 05 -
30 14 39 38 - 2.5 . . 29 19
45 04 32 - - ; 2.3 ; : 2.8
60 . ’ 29 08 13 34 16 13 16

MEDIA 09 4.4 3.1 0.7 L9 2.6 13 1.6 2.1
DP 0.7 13 0.6 0.0 0.8 0.7 04 s 0.6

Tabela XXI: Fracdo de excregdo de potassio em % no periodo do uso de enalapril 5 mg/dia.

DIA | DC FSN ICB MFFS MIFS MISN SMJ SAF WSM
15 | 17 ¥ 2.1 - 14 22 - - -
30 | 12 14 25 30 10 21 16 18 19
45 | 22 : - 1.6 } . 2 - ’
60 | 1.0 2 10 47 15 27 - 12 13
90 | 09 40 12 18 19 27 : . 0.9
120 | 13 28 23 20 18 . 09 29 20
150 | 12 21 29 18 ; 39 12 13 34
180 | 19 28 15 20 . 20 12 14 37
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Figura 9 Fragdo de excregdo de potassio dos participantes do tratamento com enalapril.
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Tabela XXII: Valores do clearance de litio, fragdo de excregdo de litio em % nos pacientes antes

e depois do uso de enalapril 5 mg/dia.

NOME AL FE Li

antes depois aﬁtes . depois
. L — . + Lk
FSN 17.4 52.7 174 27.7
ICB 7.9 20.0 9.1 15.7
MFFS 54.0 12.8 23.8 8.4
MIFS 253 - 11.6 -
MISN 8.3 413 5.5 24.1
SMIJ 6.2 428 3.8 16.2
SAF 16.4 11.8 13.7 14.8
WSM 13.4 64.5 6.3 59.5
MEDIA 18.1 g | 105 211

17.4
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Figura 11 Valores da frago de excreciio de litio dos participantes do tratamento com enalapril.
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DISCUSSAO



Uma nova classe de drogas antihipertensivas fol desenvolvida a partir de fatores mibidores
dn enzima conversora da angiotensina I (ACE), encontrado no veneno da cobra Bothrops
Jararace. O peptideo bothrops foi chamado de teproide (SQ 20881) e foi utilizado como droga
antihipertensiva em humanos, apenas por via parenteral (Ferreira e cols, 1965), pois eram
inativados quando administrados por via oral (Rotmensch e cols, 1988). Em 1977, Ondetti e cols
desenvolveram um teproide sintético, o captopril ou SQ 14225, potente imbidor da enzima
conversora e ativo mesmo quando administrado por via oral. Todos os inibidores da enzima
conversora tém em comum um grupo 2-metil propranolol-l-prolina, que ¢ de importéncia critica
no blogueio do sitio ativo da enzima conversora da angiotensina 1T (Williams, 1988). Infelizmente,
iniciatmente foram wutilizadas grandes doses de captopril (600 - 1200 mg/dia), com alta incidéncia
de efeitos colaterais tais como "rash” cutdneo (Edwards, 1985), distirbios gustativos {(Borek,
1989), neutropenia (Cooper, 1983) e proteiniria (Vidt, 1982), principalmente nos pacientes ja
portadores de alteragdes renais; estes efeitos colaterais foram atribuidas em parte a porgio sulfidrl
da estrutura quimica do captopril (Rotmensch e cols, 1988). Foi entfio desenvolvido um mibidor
da enzima conversora da angiotensina 11, Hivre do radical sulfidril, o enalapril ou MK 421, tdo
efetivo quanto o captopril para o tratamento da hipertensfio arterial e da insuficiéncia cardiaca,
mas com menor incidéncia de efeitos colaterais. A molécula de enalapril ¢ maior do que a do
captopril, ¢ é uma pro-droga, ou seja, € inativa até ser convertida no figado em seu componente
ative, o enalaprilat (Brunner ¢ cols, 1985).

Em 1981 o enalapril foi administrado por Brunner em voluntdrios sadios . e este
demonstrou que a absorgio do enalapril por via oral nfo sofria alteragOes pela administragio
concomitante de alimentos. O blogueio méximo da atividade da angiotensina ¢ alcangada com
doses de 10 a 20 mg, porém doses menores como 2,5 mg ja eram ativas para a imibicio. Ha uma
queda no nivel plasmético da pré-droga em menos de 1 hora apds sua ingestfio € 4 concentragio
do enalaprilat alcanca seu méaximo em 3 a 4 horas; funcionalmente, 2 meia vida da droga € de
aproximadamente 11 horas, mas a atividade enzimatica nfic retorna aos nivels normais até 72

horas apos sua ingestiio (Brunner e cols, 1981). Tanto o enalapril como o seu componente ativo, ¢
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enalaprilat, s8o excretados na urina, por filtracio glomerular e por secregdo tubular (Davies,
1984).

O nm contém todos os componentes do sistema renina angiotensina. A remina e 3
angiotensina s8o excretadas nos componentes tubulares, vasculares e intersticiais do nim e tanto a
angiotensing I produzida no local como a produzida sistemicamente, atuam no nm {Johnston ¢
cols, 1973). A angiotensina I tem multiplas agbes incluindo a regulagio e distnbuigfio do fluxo
sanguineo renal, efetto vasocontrictor nas arteriolas glomerulares, principaimente nas eferentes,
contracio do mesingio e regulaclo do fluxo da vasa reta {Dunn, 1990). A capacidade de
concentraciio renal, supress@o da sintese de renina e o transporte de sodio no tibulo proximal
também sofrem influéneia da agio da angiotensina IT (Navar e Rosivall, 1984).

Em 1940, Addies e cols induziram protein(iria experimentalmente em ratos através da
injeciio de renina, a proteiniria resultante foi atribuida aos efeitos hipertensivos da renina, assim
como possiveis alteraces na permeabilidade glomerular. Véarios grupos descrevem que o uso de
inihidores da enzima conversora da angiotensina reduz a proteintria, € previne as alteracOes
estruturais na nefropatia diabética (Bjorck e cols, 1986; Marre e cols, 1987, Parving e cols, 1988;
Myres e cols, 1990), assim como na estenose renal, arteriolonefroesclerose e na insuficiéncia renal
crbrica de varias outras etiologias (Heeg, 1987). A reduglio da proteiniria ndo se deve apenas ao
controle dos niveis presséricos, porque a terapia convencional antihipertensiva nflo demonsira
efeito semelhante sobre a proteiniria (Smith ¢ cols, 1990 ¢ Biorck e cols, 1990).

A proteiniria é marcador de doenga renal e pode ser transitéria ou persistente; se
persistente necessita de investigagiio clinica (Rennie, 1971). Os pacientes com doenca renal, ou
diabéticos que apresentam proteintiria, tém aumento na taxa de mortalidade; caso apresentem alto
risco para doenga cardiovascular a taxa de mortalidade € ainda maior, mesmo quando comparado
a individuos com risco para doenca cardiovascular sem proteiniria (Waller ¢ cols, 1989). A
proteingria renal que tem origem glomerular ¢ chamada "seletiva”; e "nHo seletiva” quando
moderada e com proteinas de alto peso molecular. Ambas acontecem quando a permeabilidade
glomerular estd alterada pelo aumento no mimero ou tamanho dos poros ou por alteragOes nas

cargas elétricas da membrana glomerular com consequente alteragdo na permeabilidade glomerular
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as proteinas séricas. Imunocomplexos podem se depositar na membrana glomerular e aumentar o
mimero dos poros e/ou alterar as cargas anidnicas por interaglo com proteoglicans glomerulares.
Este mecanismo € encontrade na nefrite Npica e nefrite pds infecgbes estreptococcicas. No
Dighetes mellitus a membrana glomerular perde o componente anidnico, alterando sua
permeabilidade {Waller ¢ cols, 1989).

Em condigbes normais, a reabsor¢io protéica tubular € dependente de energia ¢ ndo é
seletiva; € um processo competitivo no qual a proteina filirada é reabsorvida e catalisada (Waller e
cols, 1989). A proteindria tubular primaria ¢ caracterizada pela reabsorgio incompleta de
sroteinas de baixo peso molecular tais como iz microglobulina (Scharbijn e Statiun van Eps,
1987) ; glicoproteinas e outras enzimas ou hormdmos (Waller e cols, 1989). Doengas associadas
& proteiniria tubular pura, resultam em perdas menores do que 1 g de proteina urindria ao dia.

A albumina estd presente em consideravel mimero de proteinas remais. Adultos sadios nfio
perdem mais do que 150 mg de proteinas nas 24 h, 1/3 deste valor € albuming ¢ 2/3 globulinas
{Waller e cols, 1989),

O termo microalbumintria é muito discutido. Quando a concentragdo de albumina urinaria
nio & detectada facilmenie pelas técnicas convencionais, mas esta acima da taxa normal, ¢
chamada de microalbuminiria. Os limites da microalbumintria nio estdo definidos mas aceita-se
como limite superior 20 mg/min (Bennett, 1989 e Steffes e cols, 1989} ou aproximadamente 30
mg/! (Mogensen, 1987, Howey e cols, 1989 e Clerico e cols, 1990). A dosagem da concentragio
de albuming uriniria em um mesmo individuo varia em cerca de 35% no mesmo dia, ¢ em dias
diferentes (Bennett, 1989 ¢ Gosling ¢ Beevers, 1989). A concentragfio de albumina ¢ proteinas
aumentam de 114,2% para 128,1%, se a urina for colhida durante a noite em repouso, quando
comparada 4 colheita durante o dia com atividade normal Observa-se ainda variagbes
significativas 5e as amostras s80 colhidas em repouso durante o dia e a noite, sugerindo variagBes
pelo ritmo circadiano (Montagna ¢ cols, 1983). Os homens apresentam excregdo de albumina mais
baixa do que as mulheres, mas esta diferenga ¢ menor na primeira urina da manh. A primeira
grina do dia tem menor variagdo intraindividual, e sua varagio ¢ semethante em todos os

individuos {(Howey e cols, 1989).
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A proteiniria € incomum nos portadores de anemia falciforme na infincia, porém sua
prevaléncia aumenta na segunda e ferceira décadas. Assim, 22% dos portadores de anemia
falctforme com mats de 30 anos e 46% acima dos 50 anog de idade apresentam proteinGria
{Morgan ¢ Serjeant, 1981). A maioria das proteintmias (64,5%) sfo do tipo glomerular seletiva,
enquanto que as ndo seletivas s6 sdo vistas em adultos, sendo 12,6% com padriio tubular e 22,9%
de padrio misto (Lonsdorfer € cols, 1989). O mecanismo patogénico da proteinfiria na anemia
falciforme é multiplo | a falcizagfo dos eritrdcitos nos capilares glomerulares e pés glomerulares,
resuliado da estase e andxia; a associago com faléncia cardiaca e trombose da veia renal (Pardo e
cols, 1996); os efeitos toxicos pelos depositos de ferro (Walker e cols, 1971); a fagocitose dos
entrGeitos falciformes fragmentados pelas oélulas mesangiais (Flifenbein e cols, 1974); a
glomerulonefiite por imunocomplexo, antigenos microbianos ou produtos do sangue transfundidos
{Pardo e cols, 1975; Strauss e cols, 1975) e fatores locais como estagnacfo dos eritrOcitos nos
capilares das algas ou proliferagio mesangial (Walker e cols, 1971),

{ presente trabaltho teve como objetivo estudar a frequéncia da albumintria em pacientes
eom doengas falciformes ¢ o efeito do uso de inbidores da enzima conversora sobre a
concentragio da albumina urindria nas hemoglobinopatias 8. O enalapril foi escolhido para o
ensaio porque ¢ eficaz mesmo quando administrado uma vez ao dia, sua absorgfo ndio ¢ afetada
pela ingestio concomitante de alimentos, além de ser melhor tolerado com menor incidéncia de
efeitos colaterais.

O captopril ¢ o enalapril sio capazes de reduzir a microalbuminiria, 2 proteintria nfo
nefrotica € a proteindria nefidtica. Estas diminuigBes sdo secundarias as alteragbes nas pressbes
dos fluxos renais, as alteragBes da permesbilidade e seletividade das membranas basais, e ao
transporte das macromoléculas pelas células mesangiais (Meyer € cols, 1985). Especula-se que os
inibidores da enzima conversora da angiotensina diminuem o tono da arteriola eferente glomerular,
diminuindo a presso hidrostatica intraglomerular (Mann e cols, 1990); e a abertura adicional de
capilares glomerulares e das algas redistribuem os fluxos plasméticos renais (Taguma ¢ cols,
1985). Agem também diretamente nas microfibras que integram o mesangio com as células e a

matrix mesangial, e estas contraem quando expostas a angiotensina 1l. Quando a produgfio de
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angiotensing é inibida, a superficie de filtraglio glomerular aumenta (Marre e cols, 1988) e a
giracde de macromoléculas pelo meséngio € reduzida, contribuindo para melhora da fungio
mesangial, diminuic8o da expansiio do mesingio e finalmente redugfic da proteiniria (Ferder e
cols, 19947

No presente trabalho houve redugfio significativa na concentraco de albuming urinania nos
da portadores de doenga falciforme com o uso de enalapril, com diminuigdo mais acentuada nos
portadores de concentraglo de albumina urindria intermediaria. Apenas em 2 pacientes, cujos
niveis de atbuming urindria excederam o limite de sensibilidade do nosso método, nfio se observou
reduciio concentraciio de albumina urinria. Dois anos ap6s a suspensfo da droga, a concentragio
de slbumina urindria em 2 pacientes, manteve niveis normais; em 2 doentes voltou aos valores pré-
tratamento, ¢ nos demais individuos que participaram do estudo, assim como em 2 individuos que
néic utilizaram a droga, houve aumento da concentragio de albumina urindria em relag¥o aos
pivels inicials.

O excesso na produgfio de prostaglandinas e a perda de eletrolitos e agua (de Jong e
Statius van Eps, 1982) fazem com que individuos adultos, portadores de hemoglobinopatia 8, com
siveis de creatinina normais, tenham pressdo arterial abaixo do esperado quando comparados com
a populagio de raga, idade e sexo compativeis. Por essa razdo, os pacientes com doengas
falciformes apresentaram pressdo arterial média menor quando comparada ao do grupo controle.
Duramie o uso do enalapril, houve queda significativa na pressfio arterial média (PAM}), mas os
pacientes nfio apresentaram sintomas colaterais, Apesar da redugfo de pressdo artertal explicar
parcialmente a queda na concentragio de albumina urinaria, nossos resultados sugerem a presenga
de um efeito antiprotein(irico mais especifico do enalapril, por dois motivos: a redugiio da PAM
foi discreta e 2 pacientes mantiveram niveis baixos de concentracio da albumina uriniria mesmo
apds suspensiio da droga, apesar da elevagiio da PAM aos niveis pré-tratamento.

E fato conhecido que o clearance de creatinina apresenta variagdes no mesmo individuo e ¢
sujeito a erros, pois depende da coleta ¢ medida da urina de 24 horas, da presenga ou auséncia de
edema, da dieta e da secreciio tubular de creatinina. Em individuos normais a secrecio tubular de

creatinina varia de 10-40% do valor total da creatinina urinaria, aumentando para 50 a 60% nos
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pacientes com doenga tubulointersticial; esta secregdo ¢ influenciada pelo uso de drogas como
cimetidine, trimetropin e probenecid, e pela degradaciio da creatinina pela microflora intestinal
{Levey e cols, 1988). Neste estudo, o clearance de creatinina foi significantemente maior nos
pacientes quando comparados aos controles, Este aumento no clearance de creatinina é
comumente observado em pacientes com doencas falciformes e se deve ao aumento do fluxo
sanguineo renal efetivo e da filtragio glomerular (Etteldorf e cols, 1955). A hiperfiltracio
glomerular parece ser mediada por prostaglandinas, pois o tratamento com indometacina reduz a
taxa de filtraclo glomerular {TFG) nos portadores de anemia falciforme mas nfio altera a TFG de
individuos normais (de Jong e cols, 1980 e Allon, 1990). O tratamento com enalapril ndo
madificou o clearance de creatinina.

O potassio sérico esteve aumentado significantemente nos pacientes estudados.
Normalmente, a quantidade didna de potéssio ingerida varia muito, ¢ a quantidade excretada pela
nele ¢ pelas fezes € pequena, sendo o rim o maior responsavel pela excre¢lio deste fon (Riella,
1980). As causas mais comuns de hipercalemia s8io aquelas em que o rim nfio conseque excretar o
potdssio proveniente da liberagfio endégena pela destruiglio celular como por exemplo hemélise
erbnica. A maioria dos pacientes com anemia falciforme e com insuficiénela renal sdo
normocalémicos (Battle e cols, 1982). Uma aparente hipercalemia € frequentemente observada na
snemia falciforme e pode ser artefatual devido a uma tendéncia das células contendo HbS
liberaremn potassio (Serjeant, 1992). Apesar destes pacientes apresentarem risco de desenvolver
hipercalemia pelo uso de inibidores da ACE (Allon e cols, 1988), neste trabalho nfio houve
aumento sigrificativo nos niveis de potassio sérico durante a administragiio do enalapril.

A diminuicdo da fragio de excrecio de potassio, observada em todos os pacientes com
anemia falciforme deste estudo, quando comparados ao grupo controle, pode ser resultado de
duas sindromes maiores . deficiéneia seletiva de aldosterona e acidose renal tubular distal
hipercalémica (Battle, 1981). Geralmente a deficiéncia seletiva da aldosterona ¢ vista na nefrite
intersticial {Arruda e cols, 1979), e estd associada a baixa atividade da renina plasmatica,
sugerindo lesfio do aparetho justaglomerular. Porém, de Fronzo ¢ cols (1979) demonstraram

diminuigiio na capacidade de excreqdo de potassio em pacientes com anemia falciforme, niveis de
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aldosterona normais e taxa de filtragio glomerular normal. B possivel que exista também um
mecanismo direto das células do ducto coletor, capaz de secretar potassic independemiemente da
aldosterona (Allon, 1990). Na acidose renal hipercalemica tubular distal observa-se diminui¢io da
secreglio dos fons potassio e hidrogénio como consequéneia da reabsorgdo distal de sédio que esta
prejudicada, na anemia falcdforme, o que causa uma alteracio do gradiente eléirico timo
necessano para a secrecio de potassio ¢ hidrogénio (Battle ¢ cols, 1982). O tratamento com oS
mibidores da enzima conversora da angiotensina pode aumentar os niveis séricos de potassio,
porgue a excregio de potdssio urinario ¢ influenciada pela aldosterona e por sua vez dependente
da angiotensina II (Bjork e cols, 1990}, Entretanto, nfio observamos diferenca significante na
fracio de excregio de potassie durante o uso do enalapril.

A capacidade de concemtragfio urindria nos portadores de anemia falciforme €
eomprometida precocemente. Os eritrocitos da vasa reta estdio expostos a um ambiente
hiperosmolar, resultando em falcizagio, aumento da viscosidade do sangue ¢ dificuldade ao fluxo
sanguineo. Estes fatores diminuem a oxigenagio das células tubulares da alga de Henle na medula
renal e prejudicam a capacidade de absorg3o de sédio do limen tubular (Allon e cols, 1988).
Entretanto, ha um aumento da reabsorgio de sddio no tibulo proximal, que parece ser secundario
para a correcio dos defeitos da medula renal (Strauss e cols, 1986). No presente trabalbo, o uso
de enalapril nfo alterou o sodio plasmético e a fraglio de excreciio de sodio dos pacientes com
doencas falciformes.

A taxa de filtraclio glomerular & a excregfio urinana de sédio e 4gua nfio sfo adequados
para a avaliagfo do balango de sédio e agua nos tibulos renais. Certas substincias como 4cido
Grico, Tosfatos, calcio e clearance de dgua livre podem ser utilizadas, embora nfo estimem apenas
a reabsorglo no tibulo proximal (Thomsem, 1984). Recentemente observou-se que o ion litio ¢
reabsorvido no tibulo proximat (pars convoluta e pars reta) na mesma proporgdio que o sédioe a
agua, mas nenbum litio ¢ reabsorvido ou secretado nos segmentos mais distais do néfron {(Navar e
Schafer, 1987). Portanto, o clearance de litio estimaria quantitativamente o balan¢o de sédio ¢
agua do thbulo proximal (Koomans e cols, 1989). Este ¢ o primeiro trabalho onde se realizou o

clearance de litio nos portadores de doencas falciformes, com o objetivo de avaliar a fungfio

56



tubular proximal e os efeitos do enalapril nesta funcio. Nossos dados demonstram uma diminnicio
significativa do clearance ¢ da fragfio de excregio de litio nos pacientes com doengas falciformes,
quando comparados aos comtroles normais. Estes resultados sugerem um aumento na reabsorgio
de sddio no tabulo proximal, em concordéncia aos dados de literatura que mostram que a fungiio
tubular proximal na anemia falciforme é supranormal, com aumento na capacidade de reabsorco
do fosfato (de Jong ¢ cols, 1978), B, microglobulina (de Jong e cols, 1981) e secrecdio do acido
trico {Diamond e cols, 1975) e da creatinina (Allon, 1990). Holdaas e cols (1991) observaram que
diabéticos com microatbumintria recebendo lisinopril apresentavam redugfo ndio significativa do
clearance de litio e da excre¢iio da §, microglobulina. No presente trabalho, durante o uso de
enalapril, ndo houve alteraglo significativa do clearance e da fragio de excregio de litio, porém

estas tenderam & normalizacio.

Com a methora no atendimento dos portadores de anemia falciforme e doengas correlatas,
a schrevida desses pacientes tem aumentado. Doencas cérebro-cardio-vasculares e doengas renais
também se tornam comuns em pacientes com mais de 40 anos de idade (Morgan e Serjeant, 1981
& Skalar e cols, 1990). Os dados deste trabalho sugerem que o uso dos imbidores da enzima
conversora da angiotensina 11 na doenca falciforme reduz persistentemente a concentragdo de
albuming urindria, sem modificar a fraglo de excreclo de sédio e potassio, o clearance de
creatining ¢ a fungo tubular proximal. A diminuigdo da concentragio de albumina urinaria pode
ser apenas um indice das consequéncias mecdnicas da reduclio da pressio glomerular, sem
evidéncias de melhora das lesGes glomerulares (Marre, 1987). Porém, a redugiio da proteintnia per
st j4 € um protetor renal porque, independente da origem da proteinria, a sua presenga perpetua o
processo de glomeruloesclerose (Bjorck, 1990). Aparentemente, os inibidores da enzima
conversora da angiotensina 11 protegem o rim de pacientes hipertensos e normotensos com
nefropatia diabética (Parving ¢ cols, 1988, Mathiesen ¢ cols, 1991}, assim como o rim de
individups nfio-diabéticos com proteiniria (Ferder e cols, 1990; Apperisc ¢ cols, 1991).
Adicionalmente, um efeito estabilizador prolongado (5 anos} nos niveis de creatinina plasmética e
na proteiniria tem sido observado em diabéticos tipo 1 normotensos (Ravid e cols, 1993).

Entretanto, estudos prospectivos de longa duraglo sfo necessarios para avaliar os efeitos dos
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inibidores da ACE na prevenciio de insuficiéncia renal crénica em pacienies com doengas

falciformes.
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CONCLUSOES



Nos pacientes com doengas falciformes estudados a frequéncia da albumimiria foi de 45 %
nas portadores de anemia falciforme (SS), 20 % nos portadores de hemoglobinopatia SC e 25 %

nos portadores de S talassemia,

Nossos resultados demonstram que o enalapril reduz persistentemente a albuminiria de
pavientes com anemia falciforme durante a utilizagiio da droga. ApOs a suspensio do enalapril a

albuminiria pode aumentar para nivels iguais ou matores aos iniciais.

A pressio arterial média diminuiu durante o tratamento com o enalapril, porém apesar

desta reducio, os pacientes ndo apresentaram sintomatologia.

{J sédio e o potassio plasmatico, o clearance de creatinina e do litio, a fragiio de excregfio

de sodio, potassio e litio ndo se alteraram durante o uso do enalapril.
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SUMMARY



The angiotensin - converting enzyme inhibitor (captopril and enalapril) are able to reduce
albuminuria and proteinuria in patients with diabetic nephropathy as well as proteinuria in patients
with renal disease of various origins. The reduction of proteinuria is most likely related to
decreased renal vascular resistance, particularly in postglomerular arterioles, which results in a fall
i intraglomerular capillary pressure.

The purpose of this study was to determine the prevalence of microalbuminuria and to
evaluate the effects of enalapril, an angiotensin - converting enzyme inhibitor, on albuminuria
assoctated with sickle cell anerma.

The microalbuminuria was measured by radioimmunocassay. The urine samples were
coltected on three separate occasions at intervals of 15 to 30 days. The study included 42 patients
with sickle cell anemia (85), 10 patients with hemoglobin SC disease (SC), 4 patients with S8 -
thalassenmia {(8B) and 10 normal controls. Nineteen S8 patients (45%) and 2 SC (20%) and 1 SB
{25%;) patients presented mean urinary albumin excretion above normal values (30 mg/l).

Nine patients with sickle cell anemia and albuminuria received B complex for 60 days and
after that, they took oral enalapril (Renitec®) 5 mg daily for 180 days. All measurements were
repeated every 15 to 30 days. Enalapril reduced in 6 patients, the pretreatment hyperalbuminuria
1o normal values and one patient had a 70 % reduction. In two patients it was not possible to
demonstrate a variation in the albuminuria because the values were above the limit of detection by
our method. Two years after enalapril was discontinued,we repeated all measurements in 6
patients who had received the drug and in 2 sickle cell anemia patients who presented
hyperatburmnuria, but did not participate in the study. Urinary albumin concentration increased in
all individuals, except for 4 patients who had received enalapril. The urinary albumin concentration
returned to pretreatment levels in 2, The other 2 still had values below 30 mg/l. |

There were no change in sodium, potassium or creatinine levels and fractional excretion of
sodwum, potassium, and lithium during the treatment. Mean artertal pressure decreased by 8,6 +
0,42 mm Hg.

Cur results demonstrate that enalapril reduced albuminunia in patients with sickle cell
anemia. After discontinuation of the drug, however, the albuminuria may increase to pretreatment

levels or higher. Whether the reduction in urinary albumin concentration by angiotensin -
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converting enzyne inhibitors can delay the development of progressive renal failure in sickle cell

anenma patients remains to be established.
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Brazifian J Med Biol Res (1990} 23: 1103~1106 SHORT COMMUNICATION

MICROALBUMINURIA IN SICKLE CELL DISEASE

R.Y. AOKl and S.T.0. SAAD

Departamento de Clinica Médica, Universidade Estadual de Campinas,
13081 Campinas, SF, Brasil

The kidney is involved in virtually all individuals who inberit the sickle cell form of
hemoglobin. Though asymptomatic and relatively common, proteinuria in patients with sickle cell anemia
(SS) over 40 vears old is associated with reduced creatinine clearance. The subclinical increase in urinary
albumin is termed microalbuminuria and is a marker of preclinical glomerular damage. The aim of the
present study was to determine the presence of microalbuminuria measured by radioimmunoassay
patients with sickle cell disease. The study included 41 patients with S5, 11 patients with hemoglobin 5C
disease, 4 subjects with S{ -thalassemia and 10 pormai controls. All subjects were teenagers or adults.
Sixteen 8§ patients (40%) and 1 SC (9%) and 1 S§ (25%) patient presented mean urinary albumin excretion
{UAE) above normal values (30 mg/l). No correlation was observed between UAE and age, creatinine
clearance, hemoglobin level or %HbLF, These parameters, as well as the presence of leg ulcers, were not
significantly different between SS patients with and without UAE above 30 mg/dl. The high prevalence of
microalbuminuria in patients with sickle cell anemia indicates that glomerular damage is common. The
comnection between microalbuminuria and clinical nephropathy has been demonstrated in dizbetes and may
indicate a sign of early disease rather than a marker for susceptibility. Thus, microalbuminuria may be an
early indicator of glomerular damage for pattents with sickle cell disease.

Key words: anemia, 3 - thalassemia, hemoglobin F, microathurninuria, sickle cell disease.

Sickle cell disease is characterized by multiple organ infarctions following the
blockage of capillaries by sickled erythrocytes and no organ appears to be free of these
changes. The kidney is involved in virtoally all individuals who inherit sickle cell hemoglobin.
The increased concentration of deoxyhemoglobin S in the renal medulla leads to enhanced
polymerization and consequent damage by vascular occlusion (1). Defects of remal tubunlar
function have been frequently identified in sickle cell disease and the impairment in con-
centrating ability has been reported in all the sickie cell disorders, including sickle celi trait.
Description of kidney involvement in homozygous sickle cell disease inciudes disruption of
the meduliary vasculature (2), cortical scarring (3), nephrotic syndrome with uremia (4,5) and
asymptomatic renal failure (6). All these processes may be accompanied by abnormal
amounts of protein in the urine and, therefore, it is not unexpected that the prevalence of
proteinuria in patients with sickle cell disease is greater than normal. The proportion of
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patients with proteinuria has varied between 17 and 33% (5,7,8) in several studies in which
proteinuria was determined by the dipstick method. In sickle cell disease, both proteinuria
and leg ulcers start to occur mainly in the second decade of life and their prevalence increases
with age thereafter (5). However, in a study of 407 patients with sickle cell anemia (8), there
was no significant association between the two, and it is therefore likely that they result from
independent effects of the hemoglobinopathy on the kidneys and skin. Though asymptomatic
and relatively common, proteinuria in SS patients over 40 years old is associated with
reduced creatinine clearance. Without qualitative identification of the urinary protein it is not
possible to determine whether the high prevalence of proteinuria results fron: renal tubuiar
damage, glomerular damage, or both. The subclinical increase in urinary albumin is termed
microalbuminuria and is a marker of preclinical glomerular damage (9).

The aim of the present study was to determine the prevalence of microalbuminuria
in patients with sickle cell disease since, to our knowledge, there is no report on this subject
in the literature. The study included 41 patients with sickie cell anemia (SS), 11 patients with
hemoglobin SC disease (SC), 4 patients with SP-thalassemia (SB) and 10 normal controls
{C}. All subjects were adults or teenagers. Clinical and laboratory data for controls and
patients are summarized in Table 1. Patients were clinically stable and the diagnosis of sickle
cell disease was based on clinical, familial and laboratory data, including electrophoresis on
cellulose acetate at pH 8.9 and on agar gel at pH 6.2 (10), solubility test (11), estimation of
HbF (12} and HbA, (10). Three urine samples were collected at monthly intervals after oral
water loading with 10 ml/kg (13), and urinary albumin excretion was determined by radio-
fmmunoassay (Pharmacia kit). The results for urinary albumin excretion (UAE), i.e., the
mean of three measurements, are shown in Figure 1. The deviation from mean of the three
measurements was 26.3%. Sixteen SS patients (39%), 1 SC (9%) and 1 SB (25%) patient

Table 1 - Chnical and Inborarery data of patients with sickie cell anemia (55), hemogiobin SC disease (SC),
58~ rhalassenia (S B ), and normal controls (C),

Data are reported as mean 8D, *P<0.05 cowpared to control (Student 1-test).

Sex Age Hb Creatinine clearance
(years) {g/al) ml min-! (1.73 m2)-1
$S 21F20M 26.2 + 7 8.5  1.4* 180.0 + 49.5%
(14-47) (6.2-12.0) (92-264)
s8C 6FISM 286 T 8.0 11.9 * 0.8* 134.6 T 36.3*
(19-42) (10.3-12.6) (56-202)
SA 2E2M 27.8 £ 13.7 9.4 F 1.7* 158.3 * 49.1*
(13-44) (7.0-12.0 (106-221)
C SE/SM 296 * 4.5 14.0 1.2 111.1 1 209
(22-37) (12-17.2) (93-145)
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presented UAE  above the
normal valve of 30 mg/l re- ..

. . > 300 ot . i
ported in the kterature and E’«
also to the mean +4 5D for >~
our normals who were X 15D £ 2s0) -
= 955 + 522 mg/l (14). The &
frequency of UAE was lower & 200l
in SC than in SS patents (Fi- % 7
sher  exact test, P<0.05). =2 .
Creatinine  clearance was 3 150- . -
measured (137 in all individuals § .
and was significantly higher < (401 * ]
(Student r-test, P<0.001) in % ¢
patients with sickle celi disease 3 ..:.
than in normal controls (Table = SO -
1). Also, creatinine clearance 39 _: ;::" " T
was higher in SS than in 5C 10 Soutefie 5 Py o *,‘-' .
patients (P<0.001). No corre- SS SC Si% CONTROLS

lation {(Pearson coefficient)
was observed between UAE
and age, creatinine clearance,

Figure 1 - Microalbuminuria in patients with sickle cell anemia
(SS), hemoglobin SC disease (SC), SP-thalassemia (SP), and
normal controls {C). The data reported are the mean of three
hemoglobin level or %HbBF.  monthiy urine samples obtained after oral water loading.
These parameters, as well as
the presence of leg ulcers, were not significantly different (Student r~test and Chi-square
test, respectively) between S patients with and without UAE above 30 mg/dl

Although all patients with sickle cell anemia show some evidence of tubular
dysfunction from early childhood (5), the high frequency of microalbuminuria in the present
study indicates that glomerular damage is also common. The connection between micro-
slbuminuria and clinical nephropathy has been demonstrated in diabetes and may represent a
sign of early disease rather than a marker for susceptibility (15). The higher creatinine
clearance observed in our patients was expected. In fact, patients with sickle cell anemia, like
diabetics, present an increase in effective renal biood and plasma flow and glomerular
filtration tate (16), probably due to anemia and increased renal synthesis of prostaglandins
{17,18). However, these functions decline with age (5). Our patients with sickle celi anemia
were quite homogeneous, especially in terms of age. There were few patients less than 18
years old or more than 35 years old and most were 20 to 30 years oid. This homogeneity may
not permit a clear correlation between parameters as age or creatinine clearance and micro-
albuminuria. Furthermore, the hemoglobin SC disease is less severe than sickle cell anemia
(5), In this study, Hb level was higher in SC than in 8S, which could expiain, in part, the
lesser increase in creatinine clearance in SC patients, Thus, the lower frequency of micro-
Albuminuria in SC disease may be due to a lower level of renal damage.

In addition to the chronic damage to the microcirculation caused by sickhng, the
deleterious effects of high glomeruiar biood flow may determine capillary damage through
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direct mechanical injury and increased transcapillary passage of macromolecules (19). Thus,
microalbuminuria could be an early detector of giomerular damage also for patients with
sickle cell disease, a fact that can be confirmed by long-term follow-up of these patients.
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I CLINICAL STUDIES

Enalapril Reduces the Albuminuria of Patients

With Sickle Cell Disease

Regina Y. Aoki, MD, Sara 1.0, Saad, MD, Campinas, Brazii

rURPOSE: To evaluate the effects of enalapril, an
angiotensin-converting enzyme inhibitor, on
atbuminuria associated with sickie cell anemia.

PATIENTS AND METHODS: Two males and 6 females,
mean age 22.8 = 5.5 years, with sickle cell
anemia and albuminuria, received enalapril for 6
months. Before entry into the study, all had a
urinary albumin concentration above 30 mg/l. as
determined by radicimmunoassay documented
on three separate occasions at intervals of 15 to
30 days. Samples were collected before 10 am
after an oral water load of 10 ml /kg.

resuLTs: Enalapril reduced 6 patients’
pratreatment hyperatbuminuria to normal. One
patient whose levels did not reach normal values
experienced a reduction of 70%. Fractional
exeretion of sodium, potassium, and lithium did
net change during the treatment. Mean arterial
pressure decreased by 8.6 £ 0.42 mm Hg. Two
years after enalapril was discontinued, there
were no changes in sodium, potassium, or
creatinine levels of 7 patients who had received
enalapril or in their mean arterial pressures.
Urinary albumin concentration increased relative
o pretreatment levels in 2 individuals, returned
to pretreatment levels in 2, and remained below
30 mg/lLin 2.

cancLusion: Qur results demonstrate that
enalapril reduces albuminuria in patients with
sickle cell anemia, After discontinuation of the
drug, however, the albuminuria may increase to
prefreatment levels or higher. Whether the
reduction in urinary albumin concentration by
angiotensin-converting enzyme inhibitors can
delay the development of progressive renal
fallure in sickle cell anemia patients remains to
he established.

F ocal segmental gloreendosclerosis in the setting
of glomerudar hypertrophy is & cormmon lesion in
sickle cell disease™ One explanation for this
glomeruiar hypertrophy is a vasodilation of the af-
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ferent glomerular arferioles and glomerular hyper-
tension resulting from the increased renal production
of prostaglandins by the kidney.® Thus, young patients
with sickle cell disease have supranocrmal renal he-
modynamics with an elevated glomernlar filtration
rate and renal piasma flow.*¥ The prolonged glomeru-
lar hyperfiliration may damage the glomeruli, leading
to glomerular sclerosis, proteinuria, and progressive
renal failure

The prevalence of proteinuria in patients with
sickle cell disease has varied from 17% to 33% in sev-
eral studies in which proteinuria was determined by
the dipstick method.**%! While agymptomatic and
réfatively common, proteinuria is associated with re-
duced creatinine clearance in patients over 40 years
old with sickle cell anemia. ™

Angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors
preferentially dilate the efferent glomeruiar arteri-
oles, leading to a fall in the intraglomerular pressure
and a decrease in the glomernjar permeability to al-
bumin.® These drugs are able to reduce albuminuria
in normotensive patients with ineipient diabetic
rephropathy™'* as well as proteinuria in patients with
renal disease of various origins.® Falk ef al! admin-
istered enalapril for 2 weeks to sickle cell anemia pa-
{ients and observed a 57% decrease in their mean 24-
heour urinary protein excretion.

Healthy aduits excrete from 2 to 26 mg of albu-
min dajly in their urine, with a geometric mean of
9.5 mg/d.*" Albumin comprises up t0.11% of their to-
tal wrinary protein. These levels are defined as nor-
moalbuminuria. Urinary aibuiin excretion can vary
due to the combined effects of concentration, uring
flow, and inherent day-to-day variability. Day-to-day
variability is gernerally around 40% and decreases
when the samples are coliected early in the morn-
ing. Although hydration status fluctuates, the intra-
individual variance is Jower for albumin concentra-
tion thaxn for albumin excretion rate.’® Forty percent
of teenagers and adults with sickle cell anemia pre-
sent abnormal albuminaria.!?

The aim of thiy study was to evaluate whether or
not the ACE imhibitor enalapril is able 1o lower the
albuminuria in patients with sickle cell anemia and,
if 50, for how long.

PATIENTS AND METHODS
Eight patients with sickle cell anemia and albu-
minuria received enalapril. They were 2 males and 6
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Figure. Urinary albumin concentration {mg/L) in patients with
sickle cell anemia before £0-days) and. during enalapril trealment
(30, 60, 80, 120, 150, 180 days) and 2 years after discon-
tinuation of the drug (followup), Shaded area corresponds o the
normal range.

females with a mean age of 22.8 + 5.5 years. All were
clinically stable and the diagnosis of sickle cell dis-
ease was based on clinical, familial, and laboratory
data, including electrophoresis on cellulose acetate at
pH 8.9 and on agar gel at pH 6.2, the solubility test,*!
and the estimation of HbF? and HbA2.% All gave in-
formed consent. The study was approved by the
Ethical Comrdittee of this hospital.

Our eligibility criteria required wrinary albumin
concentration {{JAC) above 30 mg/L on three sepa-
rate occasions ab intervals of 15 to 30 days. Ten nor-
mal individuals (5 males, & females; mean age 29.6
+ 4.5 years) had mear: UAC levels of 9.55 = 5.22 mag/l.
Samples were collected before 10 am following an
oral water load of 16 ml/kg. Albumin was measured
by radicirununoassay (Kit Pharmacia, Uppsala,
Sweden). Nope of the patients had hypertension or
serum creatinine levels higher than 1.7 mg/dl. After
three pretreatment deferminations of arterial pres-
sure, UAC, seruma and urinary electrolyies, and crea-
tinine clearance, the patients took oral enalapril b mg
daily for 6 months. All measurements were repeated
every 1 10:30 days. Lithium clearance was performed
before and after the treatment, as previously de-
scribed 22 After 2 years without enalapril, we re-
peated the UAC determination.

Blood pressure was measured with a standard mex-
cury sphygmomanometer. Mean arterial pressure
(MAF) was caleniated as the diastolic biood pressure
plus one third of the difference between systolic and
diastolic pressure, Sodium, potassiurs, and lithium
were measured by flume spectrophotometry and cre-
atinine by the Jaifé reaction.

STATISTICAL ANALYSIS

Significance was defined as P 40 05. Vanamons in
afburinuria, mean arterial pressutre, creatinirie clear-
ance, serum potassium, and fractional excretion of
sodium and potassium were compared by regression
analysis. To compare fractional excretion of lithium
before and after 6 months of enalapril treatment, we
used the Wilcoxen signed rank test. To compare pa-
tients and controls we used the Mann-Whitney Utest.

RESULTS

Pretreatment hyperalbuminuria decreased to ror-
mal in 6 patients (Figuare). One patient whose lev-
els did not reach normal values experienced a 70%
reduction. In one patient the change in albuminuria
was. not measured because the values were above
the limit of deteéction of the method used: There
were no adverse effects from enalapril treatment
and no vaso-occlusive crises; Before enalapril treat-
ment, the creatinine clearance was higherin patients
than controls {P = 0.002), and' the mean arterial pres-
sure and fractional excretion of potassium and
lithium were significantly lower (= 0.002, P = 0.014,
and P = 0.001, respectively). These values. did not
change significantly during the coursé of freatment
except for the decrease inthe MAP. There was aten-
dency to increase the serum potassium levels dur-
ing the course of treatment. 'I‘hese results are pre-
sented in the Fable. . '

Two years after enalapril was dtsconunued were-
peated all measurements in § patients who had re-
ceived the drug and in 2 sickle cell anemia patients
who presented UAC above 38 mg/L but did not par-
ticipate in the study. There were no changes: in
sodium, potassium, -and . creatinine lévels or in the
mean arterial pressure. Urinary alburain concentra-
tion increased in:all individuals, except for 4 patients
who had.received enalapril: The UAC returned to pre-
treatment levels in 2. The other 2 still had values be-
low 30 g/l (Flgure)

DISCUSSION

Our results demonstrate that enalapnl reduces al-
buminuria in patiends with sickle cell’ anemia. After
discontinuation of the drug the albuminuria may in-
crease o pretreatment levels or higher. Enalapril did
not alter creatinine clearance or sodium, potassium,
or lithium fractional excretion. Arterial pressure de-
creased with enalapril. Although this reduction in
biood pressure could partially account for the fall in
afbuminuria, our resulis suggest the presence of a
more specific antiproteinurie effect of ACE inhibitors.
Such an effect would explain the results in 2 patients
whose. albuminuria. decreased markedly with only
ruild reductions in blood pressure, and whose low al-
buminuzria values persisted while their blood. pres-
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TABLE
Clinical and Laboratory Data {Mean x 8D} for Patients With Sickle Cell Anemia Before and
During Enalapril Treatment and 2 Years After Discontinuation of the Drug (Follow-Up}
Sickle Cell Anemia Patients {n = 8}
Controls Enalapril Treatment
in= 10} Before After 6 Months Follow-Up
MAP {mm Hg} 869 £ 86 704 £ 55T 61.7 = 34 722169
Ks {mbgdd} 45+ 0.2 hix 06 55+ 1.0 ’ 5208
FEK {%} 4211 21+ 1.0 2.1 =07 22+ 1.0
FELI (56} 288+ 91 10.9 = 6.168 211 =163 —
FEMa (%) 0.9+ 0.2 0.7+ 3.2 0603 0.7+ 03
GragiCh {ml /min 109 x 19 178 + 58t 175 = 46 180 + BO
"Significantly lower (P = 0.004) when compared to before or foliow-un values.
= 0.002 vs, sontrols,
e 0014 v, controls,
8 = (001 vs. confrols.
Signiticanty differard when compared 0 confrols.
AP = mean arterial prassure; Ks = serum pofassium; FEX = fractional excretion of potassium; FELI = fractional excretion of lithiur, FENa = fractional
excretion of sodium CreatCl = creatinine clearance.

spes returned (o baseline levels after discontinuation
of the dyug,

The elevated creatinine clearance observed in
this study is a common finding and probably reflects
the high creatinine secretion in the proximal tubules
and the supranormal renal heraodynamics that are
hoth usually found in sickle cell anemia patients.”
An apparent hyperkalemia is usually observed in
gickie cell disesse and may be artifactual because
of the tendency of HbS-containing cells {o release
potassium on standing.® After enalapril was dis-
continued, these biochemical parameters main-
tained their baseline values,

I gickle cell anemia, the proximal tubule is hy-
perfunctional ™ as was confirmed by the low frac-
tional excretion of lihium observed in our study.
Throughout enalapril treatment, this laboratory para-
meter remained unchanged or fended {o normalize.

ACE inhibitors induce renal vasodilation. In
healthy volunteers and in patients with essential hy-
periension and normal renal fandtion, both captoprii
and enalapril stimulate a rigse in the effective renal
plasma  flow % Pfferent vascular fone (post-
glomernlar) is regulated primarily by angiotensin
ILA hence efferent vasomotor tone will decrease af-
ter ACE mhibition !t The reduction in proteimria is
maost likely related to decreased renal vascular resis-
tanee, particwarly in postglomendar arterioles, which
regaifs in a fall in the intraglomeraar capillary pres-
sure. In the rat renal ablation model™ the develop-
ment of glomerulosclerosis and progressive albumin-
uria can be prevented by normalizing glomerular
capillary pressure through the use of ACE inhibitors.

Fenal protection by ACE inhibitors has been de-
seribed in hypertensive and normotensive patients
with digbetic nephropathy®™® and also In nondiabetic
patients with proteinuria. ™ In addition, a long-term
{5 years) stabilizing effect of ACE inhibitors on
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plasma creatinine and on proteinuria in normotensive
type TI diabetic patients has been reported.® Whether
the decrease in the wrinary atbumin concentration by
enalapril freatment delays the course of progressive
renal Tailure in sickle cell anemia patients remains to
be established.
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