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PLASTINA, JULIANA C. R. Deficiéncia Funcional de Ferro em Pacientes em Hemodialise:
Prevaléncia, Avaliacao Nutricional e de Biomarcadores de Estresse Oxidativo e de Inflamacao. 2015.
105 f. Dissertagdo de Mestrado (Mestrado em Ciéncias da Saude) Universidade Estadual de Londrina.
Programa de Po6s-Graduagao, 2015.

RESUMO

Introducao: a anemia € uma das principais comorbidades presentes em pacientes renais cronicos e
esta associada a maior mortalidade cardiovascular vista nesta populagcdo. A anemia observada em
individuos com doenga renal crénica pode ser dividida em anemia sem deficiéncia funcional de ferro e
com deficiéncia funcional de ferro (ADFF), esta ultima caracterizada por baixa saturacdo de
transferrina frente a niveis elevados de ferritina. Particularmente no tratamento da ADFF dos pacientes
renais crbnicos, existe risco de sobrecarga corporal de ferro em decorréncia da ferroterapia parenteral
utilizada com o intuito de se elevar as concentragdes de transferrina. Diante do aumento dos casos de
hemossiderose descritos em pacientes em hemodidlise, atribuidos a reposicdo excessiva de ferro
endovenoso, maiores conhecimentos sobre os fatores envolvidos na génese da ADFF nesta populagao
sao importantes.

Objetivos: documentar a prevaléncia de ADFF em pacientes renais crénicos em hemodialise (HD).
Caracterizar clinica e laboratorialmente os portadores de ADFF em HD e avaliar o estado nutricional,
estresse oxidativo e inflamagao nestes pacientes.

Pacientes e Métodos: Estudo transversal com amostra de conveniéncia envolvendo 183 renais
crbnicos em hemodialise em duas unidades de Londrina, PR. Foram excluidos os pacientes menores
de 18 anos, em uso de catéteres temporarios, com histéria de internagdo nos ultimos 3 meses,
portadores de hepatite B, C e HIV. Os pacientes foram separados em dois grupos, portadores de
anemia com e sem deficiéncia funcional de ferro. A ADFF foi caracterizada por ferritina > 200 mg/dL e
% saturacdo de transferrina < 20%. Todos os participantes foram submetidos a questionario sécio-
epidemiologico, analise antropométrica com medidas de altura, peso, circunferéncia abdominal e
média do braco, anadlise laboratorial sérica de hemoglobina, hematécrito, albumina, paratorménio,
creatinina, calcio, fésforo, ferro, ferritina, proteina C-reativa, interleucina-6, produtos de oxidacao
proteica avangada (AOPP), grupamento sulfidrila, paraoxonase, metabdlitos do 6xido nitrico (NOx),
glutationa total, reduzida e oxidada, apds esclarecimento sobre a pesquisa e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido.

Analise Estatistica : realizada através do programa GraphPad Instat versdo 3.1. Teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. As variaveis foram expressas
como médias + desvio padrao ou medianas e intervalos interquartilicos, como ditado pela normalidade
dos dados. Foram utilizados os testes qui-quadrado, t de Student e Mann-Whitney. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

Resultados: a prevaléncia de ADFF encontrada foi de 36,9%. Nao houve diferengas significativas nos
marcadores de inflamagao utilizados entre os dois grupos estudados. Entretanto, houve diferengas
significativas nos niveis séricos de hemoglobina, ferro e albumina, transferrina calculada, capacidade
total de ligacdo do ferro (CTLF), percentagem de saturagdo de transferrina, indice de massa corporal
(IMC), e circunferéncias abdominal e média do brago entre os grupos, sendo estes significativamente
menores nos pacientes com ADFF. Pacientes do grupo ADFF receberam doses mais elevadas de ferro
parenteral (p < 0,05).

Discussao: ADFF esteve associada a valores menores de marcadores nutricionais, como evidenciado
pela presenga de concentragbes séricas menores de albumina, de transferrina calculada, de menores
indices de massa corporal, menores valores de circunferéncia abdominal e de circunferéncia média do
braco, mas ndo esteve associada a marcadores inflamatoérios ou de estresse oxidativo aumentados.
Nossos resultados divergem da visdo corrente na literatura, que associa a presenga de ADFF em
pacientes renais crdnicos a aumento do estado inflamatério. Os dados sugerem que, nos pacientes
estudados, a ADFF esteve associada a menores valores de marcadores nutricionais.

Palavras-chave: Doenga renal cronica. Anemia funcional. Estresse oxidativo. Inflamagéo.
Nutricdo.
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PLASTINA, JULIANA C. R. Functional Iron Deficienc y in Pa tients on Hemodial ysis:
Prevalence, Nutritional Assessment and Oxi dative Stress Biomarkers and | nflammation
Biomarkers. 2015. 105 p. Master Thesis (Master Thesis in Health Sciences) Universidade
Estadual de Londrina, Programa de Pds-Graduacgédo em Ciéncias da Saude, 2015.

ABSTRACT

Introduction: anemia is a major comorbidity in chronic renal patients and it is associated with the
increased cardiovascular mortality seen in this population. The anemia observed in individuals with
chronic kidney disease can be divided into anemia with no functional deficiency of iron and with
functional deficiency of iron (AWFID), the latter characterized by low transferrin saturation front to
high levels of ferritin. Particularly in the treatment of AWFID of chronic renal patients, there is a risk
of iron body overload due to the parenteral iron therapy that is used to try to elevate the saturation
of transferrin. By reason of the increase in cases of hemosiderosis on hemodialysis
patients, attributed to excessive replacement of intravenous iron, greater knowledge about the
factors involved in the genesis of AWFID in this population is important .

Purpose: to document the prevalence of AWFID in chronic renal patients on hemodialysis (HD).
To characterize clinical and laboratory parameters in HD patients with AWFID as well as to assess
their nutritional, oxidative stress, and inflammation status

Methods: cross-sectional study with a convenience sample involving 183 HD patients of two
hemodialysis units of Londrina, PR. Patients were excluded if younger than 18 years, in use of
temporary catheters, had hospital admissions in the last three months, were carriers of hepatitis B,
C or HIV virus. Patients were divided into two groups: patients with anemia without functional iron
deficiency and AWFID patients. Functional iron deficiency anemia were characterized by ferritin >
200 mg/dL and % transferrin saturation < 20%. All participants underwent socio-epidemiological
questionnaire, anthropometric analysis with measurements of height, weight, waist and arm
circumference, laboratory analyses of serum hemoglobin, hematocrit, albumin, parathyroid
hormone, creatinine, calcium, phosphorus, iron, ferritin, C-reactive protein, interleukin-6, advanced
oxidation protein products (AOPP), sulfhydryl group, paraoxonase, nitric oxide metabolites (Nox),
and total, reduced and oxidized glutathione.

Statistical Analysis: held by GraphPad INSTAT version 3.1 program. Kolmogorov-Smirnov test
was used to verify the normality of the data. The variables were expressed as means + standard
desviation or median and interquartile ranges, as dictated by the data normality. The Chi-square
test, Student's t and Mann-Whitney tests were used. The significance level was set at 5% (p
<0.05).

Results: there were no significant differences in the used oxidative stress and inflammation
markers between the two studied groups. However, there were significant differences in
hemoglobin, iron, and albumin serum levels, calculated transferrin, total iron binding capacity
(TIBC), percentage of transferrin saturation, body mass index (BMI), and waist and arm
circumferences between the groups, which are significantly lower AWFID patients. Patient DPPA
group received higher doses of parenteral iron (p <0.05) .

Discussion: AWFID was associated with lower values of nutritional markers, as evidenced by the
presence of lower serum albumin, calculated transferrin, smaller body mass indexes, lower values
of waist and mid-arm circumference, but it was not associated with inflammatory m- -
increased oxidative stress. Our results differ from the current view in the literature that

the presence of AWFID in chronic renal patients with increased inflammatory state

suggest that, in the studied patients, AWFID was associated with lower values o

markers.

Keywords: Chronic kidney disease. Functional anemia. Oxidative stress. Inflammation.
Nutrition.
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1. INTRODUCAO

1.1. Anemia da doenca renal cronica

Individuos portadores de doenca renal crénica (DRC) em terapia dialitica apresentam
mortalidade 20-100 vezes maior que a populacdo controle, sendo as causas
cardiovasculares as principais responsaveis por esta mortalidade excessiva. Fatores
tradicionais de risco cardiovascular como hipertensao arterial, diabetes mellitus, tabagismo,
dislipidemia, sedentarismo, dentre outros, concentram-se nesta populacdo, mas néo
explicam completamente o motivo desta mortalidade tdo elevada (1).

Outros fatores, ditos néo tradicionais, vem sendo implicados como causas adicionais
da mortalidade cardiovascular aumentada destes pacientes. Dentre eles incluem-se:
anemia, expansdo volémica cronica, hiperhomocisteinemia, estresse oxidativo, inflamacgéo
cronica, desnutricdo e desordens do metabolismo mineral e 6sseo da DRC (2,3).

A anemia foi relacionada a DRC pela primeira vez ha 170 anos por Richard Bright.
Surge precocemente no decorrer da DRC e sua prevaléncia aumenta a medida que se
acentua a reducao da funcéo renal. Caracteriza-se por ser normocitica, normocrémica e
hipoproliferativa (4).

O diagnéstico de anemia em adultos portadores de DRC, independentemente do
estagio da doenca, pode ser estabelecido de acordo com o0s seguintes critérios
estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Nefrologia: para homens, considerar nivel de
hemoglobina menor que 13,0 g/dL e para mulheres e homens acima de 65 anos, considerar
nivel de hemoglobina menor que 12,0 g/dL.

O manejo da anemia do paciente com DRC foi revolucionado em meados de 1980,
com a introdugcdo da eritropoetina (EPO), o primeiro dos agentes estimuladores da
eritropoiese (ESA). Os ESA constituem importante ferramenta no cuidado de pacientes
renais cronicos, visto que a anemia é um dos principais fatores na etiologia da mortalidade
cardiovascular nesses pacientes (5).

A etiologia da anemia na DRC é multifatorial e os principais fatores contributivos sao:
deficiéncia de sintese de EPO pelos rins doentes, deficiéncia absoluta ou funcional de ferro,
deficiéncia de micronutrientes como &cido foélico e vitamina B12, reducgéo da eritropoiese por

toxinas urémicas e estado inflamatoério crénico, como ilustrado na figura 1 (6).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos mecanismos subjacentes a anemia de
DRC. J Am Soc Nephrol 23: 1631-1634, 2012. Artigo disponivel para download na internet.
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1.2. Metabolismo do ferro e o papel da hepcidina

O ferro é essencial para a maioria dos seres vivos, mas em excesso pode ser toxico.
Existe um equilibrio de ferro sistémico e celular. Sua homeostase esta prejudicada na DRC
e contribui para a prevalente anemia nestes pacientes. A suplementacdo de ferro € um dos
pilares para 0 manejo da anemia em renais crénicos. Por ser um metal de transicdo que doa
e recebe elétrons, o ferro tem papel fundamental em processos biolégicos como oxigenacgao
e transporte de elétrons, respiracdo celular e sintese de DNA, porém em excesso pode levar
a producao de radicais livres e morte celular (7).

Os humanos tem necessidade diaria de 25 mg de ferro, dos quais 80% sao utilizados
para eritropoiese. Uma pequena fracdo advem da dieta (1-2 mg), enquanto que a maior
parte provém da reciclagem de eritrécitos senescentes pelos macrofagos hepaticos,
esplénicos e da medula 6ssea, como ilustrado na figura 2 (7).

A absorgéo de ferro da dieta ocorre primariamente no duodeno. O ferro dietético
existe em duas formas: heme e ndo-heme, mas os mecanismos envolvidos na absorcdo do
ferro na forma ndo-heme sdo pouco estudados. A liberacdo do ferro ndo-heme dos
alimentos e sua solubilizagdo acontecem devido ao pH acido do estbmago. O ferro sollvel é
reduzido da forma férrica Fe** para a forma ferrosa Fe2" em um processo que envolve
ferriredutases, localizadas na membrana celular apical do intestino, e acido ascorbico. Estes
mecanismos de absorcao de ferro sdo controlados pelo horménio hepcidina, como ilustrado
na figura 3 (8).

A hepcidina é o o regulador central da homeostase do ferro, e exerce um papel
importante na patogénese da anemia da DRC. Seus niveis estdo aumentados em renais
crénicos, devido a diminuicdo do clearance renal e presenca de inflamagdo. E
essencialmente produzida nos hepatdcitos, mas também em neutréfilos, mondcitos,
linfécitos, adipécitos, células beta do pancreas e renais. Sua forma ativa, hepcidina 25, é um
peptideo formado por 25 aminoacidos, que circula no plasma e é excretado pela urina. Trés
outras isoformas de hepcidina (20, 22 e 24) foram identificadas, mas suas funcdes
biolégicas sdo desconhecidas (8).

A expressdo da hepcidina é regulada essencialmente por quatro tipos de sinais: de
aumento da atividade eritropoiética, de resposta a concentracdo de ferro circulante, de
resposta inflamatoria e de estresse reticulo-endoplasmatico.

A sintese de hepcidina é inibida em situacdes de estimulo da atividade eritropoiética, para
garantir a mobilizagao de ferro para a medula éssea. O uso de ESA é um potente inibidor da
sintese de hepcidina in vivo. Os mecanismos envolvidos neste udltimo fenémeno

provavelmente envolvem a ac@o de moléculas liberadas por precursores eritréides como o
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GDF 15 (growth differentiation fator 15), TSWG1 (twisted gastrulation protein homologue 1)
e eritroferrona (9).

O hormonio hepcidina atua como regulador do influxo de ferro para o plasma a partir
dos tecidos, mais precisamente dos enterécitos que absorvem o ferro da dieta, dos
macréfagos que reciclam o ferro a partir dos eritrocitos senescentes, e dos hepatdcitos que
constituem o principal reservatorio de ferro. A nivel molecular, a hepcidina liga-se ao Unico
exportador celular de ferro conhecido, a ferroportina, induzindo sua internalizacdo e
degradacéo lisossomal (10).

A regulacdo sistémica de ferro e a internalizacdo de ferro pelos enterécitos com
subsequente absorcdo sistémica é apresentada de forma esquematica nas figuras 2 e 3,

com legendas traduzidas das publicacdes originais, disponiveis livremente na internet (11).



602
603
604
605
606

607

608
609
610
611

612
613
614
615
616

19

Iron Deficiency

Macrophages
~600 mg

¢ Iron Iron Anemia/Hypoxia
T Inflammation Growth Factors/Hormones
\ Liver
~1000 mg
Duodenum
~1-2 mg/day _
2 \'\epc;\d\‘\
: "
>
Q.
a® ~3 mg %
(# "
95 . Q’Q 9,
¢ > >
! ) 4
7 tas \
c |
_Yg¢
~25 mg/day /’ \ /

8 o
Ma?':‘oew “ ..
~300 mg ‘ .

FIGURA 2. Regulacéo sistémica de ferro. Zumbrennen-Bullough K, Babitt JL. The iron cycle
in chronic kidney disease (CKD): from genetics and experimental models to CKD patients
Nephrol Dial Transplant (2014); 29: 263-273 doi: 10.1093/ndt/gft443 Advance Access
publication 13 November 2013.
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FIGURA 3. A absorcéo de ferro do enterdcito. Absorcéo de ferro da dieta ocorre através da
reducdo da forma de ferro férrica (Fe3 +) para ferrosa (Fe2 +) por ferrireductases, tais como
DCYTB. A forma ferrosa € entdo transportada através da membrana apical do enterdécito
duodenal pela DMT1. O ferro heme é também uma importante fonte de ferro da dieta,
embora 0 mecanismo para sua absor¢do ainda ndo seja claro. Acredita-se que a heme
oxigenase 1 (HO1) facilita a degradagdo do heme em ferro, biliverdina e monodxido de
carbono. Ferro citoplasmatico pode ser armazenado pelo complexo ferritina utilizado por
varias enzimas moleculares ou exportado para a corrente sanguinea pela ferroportina
(FPN). O hephaestin multicopper ferroxidase (HEPH) funciona em conjunto com a
ferroportina para facilitar a exportacdo de ferro juntamente com a oxidagao de Fe2 + a Fe3 +
e carregamento pela transferrina( Tf). Zumbrennen-Bullough K, Babitt JL. The iron cycle in
chronic kidnei disease (CKD): from genetics and experimental models to CKD patients
Nephrol Dial Transplant (2014); 29: 263-273 doi: 10.1093/ndt/gft443 Advance Access
publication 13 November 2013.
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1.3. Deficiéncia absoluta e funcional de ferro em pacientes em hemodidlise

A deficiéncia de ferro refere-se a reducdo dos estoques de ferro que precede a
anemia por deficiéncia de ferro ou persiste sem progressao; ou seja sem levar ao quadro de
anemia. Anemia por deficiéncia de ferro € uma condi¢cdo mais grave na qual baixos niveis de
ferro estdo associados com anemia e presenca de eritrocitos hipocrébmicos e microciticos
(22).

Eritropoiese diminuida por restricdo de ferro indica que a entrega; a disponibilidade
de ferro para os precursores eritroides esta prejudicada, ndo importa o quanto os estoques
estejam repletos (12). Nos casos de anemia da inflamacdo crbnica, observada em
portadores de desordens auto-imunes, canceres e DRC os estoques podem estar normais
ou até mesmo aumentados devido ao sequestro de ferro.

Em pacientes tratados por hemodidlise, deficiéncia absoluta de ferro ocorre devido a
perda de ferro, estimada em 1 a 3 g por ano, em decorréncia de sangramentos crénicos, por
disfuncdo plaquetaria causada pela uremia, pelos sangramentos durante as puncdes
frequentes de fistulas arterio-venosas e/ou préteses vasculares, por perdas sanguineas nas
linhas e filtros de hemodidlise e por reducdo da absorcao intestinal de ferro (13).
Caracteriza-se em termos numéricos por niveis de ferritina < 200 ng/mL e indice de
saturacao de transferrina < 20% (14).

Por outro lado, ADFF também ocorre nestes pacientes e é caracterizada por baixa
saturacao de transferrina, proteina plasmatica transportadora de ferro, e niveis normais ou
elevados de ferritina sérica, marcador dos estoques corporais de ferro. Em termos
numéricos o diagndstico pode ser feito na vigéncia de ferritina > 200 ng/mL e indice de
saturacao de transferrina < 20% (14).

Em pacientes nos quais os ESA sdo utilizados para o tratamento da anemia
associada a DRC, a resposta melhora quando a suplementagéo parenteral de ferro é feita.
O uso de ferro parenteral frequentemente reduz as doses de ESA necessarias para o
tratamento da anemia nestes pacientes, e é recomendado pelas diretrizes nacionais e
internacionais sobre o tema (15).

A ADFF é um estado onde hé& incorporacéo insuficiente de ferro aos precursores
eritroides em face de estoques adequados de ferro. A ADFF é um estado de eritropoiese
pobre em ferro, no qual ha mobilizacao insuficiente de ferro dos estoques na presenca de
demanda aumentada, como é observado apés tratamento com ESA (16).

Dois tipos de ADFF podem estar presentes em pacientes renais crénicos. O primeiro
envolve reducdo na absorcdo duodenal de ferro e reducéo na liberacdo de ferro dos seus
reservatorios corpéreos, num mecanismo orquestrado pela elevacdo da hepcidina,

detalhado anteriormente. O segundo tipo de deficiéncia funcional de ferro ocorre por
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insuficiente mobilizacdo do ferro da medula eritréide, frente ao aumento da demanda, como

ocorre, por exemplo, quando a medula eritroide é estimulada por ESA (17).

1.4.Inflamacéo e estresse oxidativo no paciente renal crénico

A inflamacdo cronica esta associada a diminuicdo da sobrevida dos pacientes
portadores de doenca renal crénica em estagio avancado. Cerca de 30-50% dos portadores
de DRC apresentam niveis séricos elevados de proteina C reativa (PCR) e de citocinas pré-
inflamatérias, especialmente, o fator de necrose tumoral alfa, e as interleucinas IL-1 e IL-6. A
IL-6, através da estimulacdo da via Jak/STAT-3, promove regulacao transcripcional positiva
da hepcidina (18).

A hepcidina, um peptideo chave no metabolismo de ferro, é sintetizada
principalmente no figado, embora estudos recentes tenham mostrado que pode ser
sintetizada em outros sitios, como neutréfilos, mondcitos, linfécitos, células B do pancreas e
células tubulares renais (alga de Henle e ductos coletores) (19).

Em estudos com pacientes renais cronicos em hemodialise, a medida de hepcidina
se mostrou inferior & saturagcdo de transferrina em predizer a resposta a terapia com ferro.
Os niveis de hepcidina em renais crénicos podem nao ser de grande valor diagndstico
comparados a medida de transferrina sérica para o0 manejo da anemia destes pacientes (20,
21). O fato da depuracéo corporal da hepcidina ocorrer por meio de sua degradacédo celular
nos seus sitios de acao e pelo tecido renal, principalmente este ultimo sitio, as mutacdes e
os polimorfismos em genes codificadores das proteinas envolvidas na expressdo de
hepcidina e a redugéo na sua sintese hepatica em estados inflamatérios contribuem para
este achado. De fato, vem sendo recentemente proposto, que a hepcidina tem o potencial,
possivelmente por represar ferro intracelular nos macréfagos de placas ateroscleréticas em
estados inflamatoérios, aumentando o estresse oxidativo local, de vir a ser utilizada como um
marcador de risco cardiovascular aumentado em algumas populac¢des, incluindo a dos
pacientes com DRC (21).

O uso relativamente liberal de ferro endovenoso, recomendado em diretrizes para o
tratamento da anemia do paciente renal crénico, tais como o KDOQI 2006, visa favorecer a
acao da eritropoetina (EPO), mas deixa em segundo plano a possibilidade de altos niveis de
ferritina acarretarem hemossiderose. As diretrizes clinicas do KDOQI 2006 estabeleceram
como alvos terapéuticos na terapia com ferro endovenoso em renais crénicos em
hemodialise, ferritina sérica maior que 200 ng/mL e saturacdo de transferrina maior que
20%. Na opinido deste grupo as evidéncias sao insuficientes para manter a administragédo

de ferro endovenoso se os niveis de ferritina ultrapassarem 500 ng/mL. As diretrizes do
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KDIGO 2012, estabeleceram como alvos terapéuticos na terapia com ferro endovenoso,
ferritina de até 500 mg/mL e saturacdo de transferrina de 30% (22,23). De acordo com o
estudo DRIVE j& citado anteriormente, até agora os dados publicados s&o insuficientes para
determinar se ferritina acima de 500 ng/mL ou até limites superiores a 800 ng/mL poderiam
excluir o uso de ferro.

Estudos tém demonstrado estresse oxidativo (EQO) exacerbado em pacientes com
DRC em diferentes estagios da doenca. O EO pode resultar da uremia per se. Niveis
plasméticos elevados de peroxidacdo lipidica e protéica e intra-nucleares de acidos
nucléicos e reducdo na atividade anti-oxidante sdo relatados em pacientes urémicos,
comparados a individuos normais. O EO tem sido considerado um importante fator
associado a inflamacéo, disfuncdo endotelial, aterogénese e doenca cardiovascular em
pacientes com DRC (24).

Em relacdo ao estresse oxidativo, este pode ser definido como o dano tecidual
resultante de um desequilibrio entre a geracao excessiva de componentes oxidantes contra
a producdo insuficiente de mecanismos de defesa antioxidantes (25). Ainda que seja
essencial em mecanismos de inflamacdo, cicatrizacdo/reparagdo e combate a
microrganismos e células malignas, o excesso de substancias oxidativas é mal adaptativo
(26). Assim, estados de geracdo aumentada de espécies reativas de oxigénio (EROs) levam
subsequentemente a estados inflamatérios, ja que EROs sédo liberadas dos monécitos e
polimorfonucleares juntamente com citocinas pro-inflamatérias, as quais amplificam, por sua
vez, a geracdo de oxidantes (27).

Pequenas quantidades de espécies reativas de oxigénio (EROs), incluindo anions de
superoéxido (02), perdxido de hidrogénio (H202), espécies reativas de nitrogénio (ERNS) e
radical hidroxila (OH-), sdo formados no organismo de maneira constante durante o
processo de geragdo de energia mitocondrial e pela redugdo do oxigénio durante a
respiragdo anaerobica, além de ser uma resposta a estimulos internos e externos.
Habitualmente sdo neutralizados de maneira eficaz pelas enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase, glutationa peroxidase e substancias ndo enzimaticas como a glutationa
reduzida e as vitaminas C e E. EROs e ERNs fazem parte da defesa do organismo, quando
em equilibrio, mas em quantidades elevadas podem produzir lesdo celular pela interagédo
com proteinas, lipideos ou &cidos nucléicos (28). O endotélio talvez seja a0 mesmo tempo a
principal fonte de EROs em nosso organismo e, também, a principal vitima destas espécies
reativas (29).

Por mecanismos diretos ou indiretos, intra e extracelulares, produtos do meio
urémico; préprios dos individuos com DRC, podem causar inflamacéo e promover aumento

do estresse oxidativo ao interagirem com varios componentes celulares (acidos nucléicos,
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membranas e proteinas, por exemplo) promovendo alteracdes estdveis nestes
componentes, as quais podem ser utilizadas como marcadores de estresse oxidativo (30).

Com a progressdo da insuficiéncia renal e consequente retencdo de toxinas
urémicas, o LDL é carbamilado e oxidado, e posteriormente capturado por macrofagos da
camada intima dos vasos, iniciando o processo de formacdo da placa aterosclerética.
Compostos reativos das carbonilas (RCOs), formados pela oxidacdo de carboidratos e
lipideos podem resultar em glicacdo ou lipoxidacdo avancadas de proteinas, que geram
alteracBes bioldgicas, como resposta inflamatoria, secrecdo de citocinas pré-inflamatérias
por macréfagos, estimulo a agregacao plaguetaria e proliferacéo de células musculares lisas
dos vasos. Neste contexto o EO tem sido considerado um importante fator associado a
inflamacao, disfuncédo endotelial, aterogénese e doenca cardiovascular em renais crénicos
(30).

Os pacientes renais croénicos representam uma populagdo submetida
constantemente a estados de inflamacdo e estresse oxidativo aumentados, seja por suas
caracteristicas proprias (alta prevaléncia de diabetes mellitus e idade avancada), seja por
caracteristicas relacionadas a uremia (30) e a terapia dialitica, como tempo em didlise (31),
biocompatibilidade das membranas dialiticas (quanto menor a capacidade da membrana de
ativar o sistema complemento quando em contato com O sangue, maior sua
biocompatibilidade), exposicédo a endotoxinas e administracdo parenteral de ferro (32).

As consequéncias deste estado inflamatorio e de estresse oxidativo aumentados séo
bastante prejudiciais, e incluem a sindrome da aterosclerose-desnutricdo-inflamacao (MIA) e
maior suscetibilidade a infec¢bes (33, 34). O gasto protéico energético e a inflamacao estédo
fortemente inter-relacionados em pacientes sob hemodialise. Estudos mostram que o gasto
energético é consequéncia do processo inflamatério crénico em pacientes portadores de
doenca renal cronica em estadio avancado. Fatores como citocinas pro-inflamatorias,
estresse oxidativo e toxinas urémicas exercem seus papeéis nesta associagao (35).

O estado inflamatério leva ao aumento plasmatico e tecidual de citocinas catabdlicas,
tais como TNF-alfa, que promovem anorexia. Pacientes dialiticos, inflamados, evoluem com
reducdo de peso e balango protéico negativo apesar do apetite preservado. A sintese de
albumina é reduzida a medida que a proteina C reativa (PCR) torna-se elevada (35).

Entre os diversos biomarcadores utilizados para mensurar a presenca de inflamacéao,
a PCR é o mais amplamente utilizado, seguido da mensuracdo das citocinas pro-
inflamatoérias como IL-6 e IL-8. A IL-6 é secretada por células como os macrofagos,
mondcitos, linfécitos T, adipécitos e astrocitos. Exerce papel importante na resposta
inflamatéria de fase aguda e responde pela ativacdo e proliferacdo de linfocitos,
diferenciacédo de linfécitos B, recrutamento leucocitario, regulacdo e sintese de fibrinogénio e
albumina (36).
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Na elucidagdo dos mecanismos fisiopatoldgicos associados a anemia dos pacientes
renais cronicos em hemodidlise e a resposta aos ESAs, varios estudos demostraram a
associacdo entre hiporresponsividade aos ESAs, desnutricdo e inflamagdo em pacientes
submetidos a hemodidlise (37). Os niveis elevados de citocinas inflamatérias, IL-6
especialmente, verificados na presenca de inflamacdo acarretam aumento dos niveis
séricos de hepcidina, levando a hipoferremia, além de diminuir a sensibilidade dos
precursores eritréides aos ESAs. O estado inflamatério interfere, ainda, com a sintese e a
degradacdo da albumina, completando o ciclo de anemia-desnutricdo e inflamacao

encontrado em pacientes renais crénicos e com outras inflamacdes crénicas (38).

1.5. Desnutrigcdo na doencga renal cronica

A desnutricdo protéico-calorica € um dos principais fatores que afetam adversamente
0 prognostico do renal crbénico, e tem sido associada ao aumento da morbidade e
mortalidade nessa populagcédo. Estudos mostram evidéncia de desnutricdo em 23-76% dos
pacientes em HD (39).

A fisiopatologia da desnutricdo protéico-calérica em renais é complexa, envolve
varios fatores que contribuem para anorexia e catabolismo, tais como: ingestdo insuficiente
de nutrientes, dietas restritivas, disturbios hormonais e gastrointestinais, acidose metabdlica,
uso de medicamentos que interferem na absor¢céo alimentar, doencas intercorrentes, perdas
de nutrientes durante a terapia dialitica e dialise inadequada (39).

Existem dois tipos de desnutricdo na DRC: desnutricdo tipo 1 ou pura e tipo 2 ou
inflamatéria. A desnutricdo tipo 1 caracteriza-se por uma modesta reducédo dos niveis de
albumina sérica e esta associada a presenca da sindrome urémica, inatividade fisica,
subdialise e restricbes dietéticas. Na desnutricdo tipo 2, encontramos hipoalbuminemia mais
acentuada, maior gasto energético de repouso, aumento do estresse oxidativo e aumento do
catabolismo protéico. Comorbidades sado frequentemente encontradas neste segundo tipo
de desnutricdo (40). Este segundo tipo de desnutricdo esté inserido dentro do contexto de
MIA Syndrome - Ma nutricdo, Inflamacdo e Aterosclerose, proposto por Bergstrom e
Lindholm em 1998 (41).

Os elementos desta sindrome parecem estar entre os fatores de risco mais
significativos para a elevada morbi-mortalidade e a baixa qualidade de vida desta populacdo
de pacientes. Os marcadores inflamatérios tornam-se importantes na diferenciacéo
diagndstica destes dois tipos de desnutricao dos pacientes com DRC (42).

Os métodos de avaliacdo do estado nutricional podem ser subjetivos (historia clinica

e exame fisico nutricional) e objetivos (antropometria, exames bioquimicos e bioimpedancia
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elétrica, por exemplo). A antropometria avalia o grau de adiposidade e de massa magra do
paciente, através da estatura, peso corporal, percentual do peso atual em relagédo ao ideal,
indice de massa corporal (IMC), espessura das pregas cutaneas, circunferéncia do braco,
area muscular do brago entre outras medidas (43).

Entre os indices bioquimicos disponiveis para avaliacdo nutricional de pacientes
renais cronicos, a albumina ainda é o mais utilizado. E a proteina plasmatica mais
abundante, correspondendo a 50% das proteinas totais do soro humano. E uma molécula
pequena, formada por uma cadeia de 584 aminoéacidos, constituindo-se em um polipeptideo
simples com peso molecular de 69000 Daltons. A principal funcdo da albumina é a
manutencdo do volume plasmatico circulante, sendo responsavel po 80% da pressao
coloidosmética do plasma. Desempenha papel importante na manutencdo do equilibrio
acido-basico e atua como reservatorio de aminoacidos (44).

O figado é o Unico 6rgéo capaz de sintetizar albumina, produz diariamente 150 a 250
mg de albumina/kg de peso corporal em individuos saudaveis. A ingestdo alimentar
insuficiente causa reducdo de 50% na sintese hepatica de albumina, nas primeiras 24 horas.
Fatores como alteracbes na distribuicdo dos fluidos corporais, condigcbes de hidratacéo,
perdas corporais e taxas de sintese e catabolismo influenciam as concentracGes séricas de
albumina (43,44).

A albumina possui alta especificidade e baixa sensibilidade para o diagndéstico de
desnutricdo, pois outras causas como infecgles, traumas, doencas hepaticas e perdas
aumentadas alteram seus niveis séricos. E um marcador tardio de desnutricdo, devido a
meia-vida longa (aproximadamente 20 dias) e grande distribuicdo no organismo (43, 44).
Outras proteinas séricas como transferrina, pré-albumina e fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-1), tem sido utilizadas como marcadores de desnutricdo, juntamente com a
albumina. A transferrina sérica € um indicador precoce de concentracdo protéica visceral.
Concentragdes de transferrina < 200 mg/dL sugerem desnutricao (45).

Um estado inflamatério crénico de baixo grau, como acontece na vigéncia da uremia,
com niveis circulantes aumentados de PCR e citocinas pré-inflamatérias como TNF-alfa e
IL-6, tem sido apontado como um dos mais importantes fatores para desnutricdo protéico
caldrica na DRC (46).

Inflamagdo pode causar hipoalbuminemia através da reducdo da sintese de
albumina, pelo aumento do catabolismo de albumina e através da transferéncia da albumina
do espacgo vascular para o extra-vascular (47). Estudos demostraram que a inflamacéo
isolada ou associada a baixa ingestdo protéica, exerce importante papel no quadro de

hipoalbuminemia dos renais cronicos (48).
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2. JUSTIFICATIVA DA PESQUISA CLINICA

A anemia é altamente prevalente em renais cronicos. Entre as causas de anemia
destes pacientes esta incluida a deficiéncia funcional de ferro.

O uso relativamente liberal de ferro parenteral neste tipo de anemia pode melhorar a
sintese de hemoglobina e reduzir a dose de eritropoietina, mas nao € isento de riscos. O
conhecimento dos fatores envolvidos na génese da anemia associada a deficiéncia
funcional de ferro em pacientes brasileiros em hemodidlise pode propiciar um maior

entendimento e manejo clinico desta condicao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo primério

Verificar a prevaléncia de anemia com e sem deficiéncia funcional de ferro em renais

cronicos em hemodialise.

3.2. Objetivo secundario

Verificar se h& associagdo entre a presenca de anemia com deficiéncia funcional de
ferro, estado nutricional e os niveis séricos de biomarcadores de estresse oxidativo e de
inflamacdo em pacientes renais cronicos em hemodialise em duas unidades de hemodialise
de Londrina, PR.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Delineamento

Estudo transversal

4.2. Populagéo

Pacientes renais crénicos em tratamento em duas unidades de hemodialise em

Londrina (Instituto do Rim de Londrina e Histocom Atividades Médicas)

4.3. Amostragem

Foram convidados a participar do estudo em junho de 2014, pacientes com idade
maior que 18 anos, ha pelo menos trés meses em hemodialise. Foram excluidos pacientes
em hemodialise por cateter venoso central, portadores de neoplasias, infeccdo ativa ou que
tenha motivado internagdo nos ultimos quinze dias, além de portadores de hepatite B, C ou
virus da imunodeficiéncia humana. Todos os pacientes foram instruidos a nao interromper o
uso de vitaminas do complexo B, incluindo vitamina B12 e de &cido félico 5mg durante o
periodo de estudo, em conformidade com a rotina do servico. O conceito de raga/cor
utilizado foi o de autodefinicdo, seguindo as orientacdes do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE).

As dialises eram realizadas em sessfes de 210 a 240 minutos, com fluxo de sangue
de 300 a 450 mL/min e dialisato a 500 mL/min, trés vezes por semana. Os capilares
utilizados foram de triacetato de celulose com area de superficie de acordo com a superficie
corporea do paciente. A qualidade da agua do centro de didlise atende todos os requisitos
de agua adequada para tratamento dialitico, de acordo com a RDC n°11 de 13/03/2014. A
eficiéncia da dialise tem como alvo Kt/V n&o equilibrado de 1,2. O Kt/V é uma unidade
adimensional que avalia a remoc¢do da uréia em uma sessédo de hemodidlise, e € utilizado
como uma medida de adequacéo dialitica.

Os participantes foram orientados sobre o estudo e todos os que concordaram em
participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice). O estudo foi
aprovado e registrado sob o n°® CAAE 15842613.0.0000.5231 e parecer 158/2013 pelo

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina (Anexo ). Utilizando-se
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de revisdo de prontudrios e entrevistas, foram coletados os dados demograficos,
antropométricos, tempo em didlise, doenca de base, comorbidades, tabagismo e etilismo
atual e medicacdes em uso. A dose média de eritropoetina e de ferro parenteral foi baseada
nos ultimos 30 dias antes da coleta das amostras de sangue, em U/més e mg/més,
respectivamente.

Foram incluidos 200 pacientes no estudo. Destes 17 foram excluidos, seis por 0bito,
quatro por infeccdo ativa, cinco por coleta sanguinea inadequada e dois por necessidade de
insercdo de catéter venoso temporario para hemodidlise, de forma que 183 pacientes
completaram o estudo.

ADFF foi definida pela presenca de niveis de ferritina sérica > 200 ng/mL e indice de
saturacdo de transferrina < 20%. E anemia por deficiéncia absoluta de ferro definida por

ferritina < 200 ng/dL e indice de saturacdo de transferrina < 20%.

4.4. Mensuracado dos parametros antropomeétricos

O peso foi medido com os pacientes com roupas leves em uma balanca Filizzola,
com precisdo para 0,1 Kg. Para o estudo foi registrado o peso seco atual do paciente (peso
na saida da hemodidlise sem sinais de deplecdo ou excesso de volume extracelular). A
altura foi medida com uso de uma trena, utilizando-se aproximacado para o centimetro mais
proximo, com 0s pacientes em pé, encostados na parede, com 0s pés unidos. Quando este
processo de medicdo ndo foi possivel, a altura utilizada foi a referida pelo paciente ou
familiares.

A cintura abdominal foi medida com o paciente ereto, por meio de fita métrica
plastica flexivel, com intervalos de 1cm, e subdivisbes, com aproximagao para o centimetro
mais préximo, no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca antero-superior. A
circunferéncia do bragco dominante (exceto quando houvesse presenga de fistula
arteriovenosa neste segmento corporal, quando foi verificada no braco contralateral) foi

medida com a mesma fita métrica, no ponto médio do brago, sem aproximacgoes.

4.5 Andlises Bioquimicas

Para as andlises bioquimicas, amostras de sangue dos pacientes (aproximadamente
20 mL) foram obtidas no momento da puncao para o inicio da primeira hemodidlise da
semana, em tubos com vacuo (Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ USA) sem anticoagulante,

apos orientacao de oito horas de jejum. Os pacientes estavam sem uso de ferro endovenoso
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(Sacarato de Hidroxido de Ferro) ha sete dias. Todas as amostram foram centrifugadas a
3000 rpm (830 g) durante 15 minutos. O soro obtido permaneceu armazenado a -70° C até a
realizagdo das analises.

Foram dosados niveis séricos de hemoglobina, hematdcrito, creatinina, uréia pré e
pds-sessado (para célculo da eficiéncia da dialise, ou Kt/V), ferro sérico, ferritina, saturacéo
de transferrina, célcio, fésforo, fosfatase alcalina, paratorménio (PTH), albumina, segundo
técnicas padrdo no laboratério de rotina. A concentracdo sérica de transferrina e a
capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF) foram calculadas a partir da saturacdo de
transferrina e ferro sérico através das seguintes equacoes:

Transferrina Sérica (mg/dL) X 1.25 = CTLF* (mg/dL)

Saturacédo de transferrina (%) = Ferro sérico/ CTLF

*CTLF: capacidade total de ligacao de ferro

4.6. Mensuracao de parametros de inflamagéo

A mensuracdo de parametros de inflamagéo foi feita através da dosagem de
Interleucina-6 (IL-6) e proteina C reativa (PCR) por ELISA.

4.7. Mensuragao do estresse oxidativo

Para mensuragcédo do estresse oxidativo, utilizamos o seguinte painel: dosagem de
metabdlitos do 6xido nitrico — NOx, determinacdo de produtos avancados da oxidacao de
proteinas (AOPP), determinacdo da atividade da paraoxonase 1 (PON-1), grupamento
sulfidrila, glutationa reduzida, oxidada e total. A descricdo das técnicas utilizadas é

apresentada a seguir.

4.7.1. Metabdlitos do 6xido nitrico (NOXx)

A determinacdo da concentragdo de subprodutos do NOXx foi realizada pela técnica
descrita por Navarro-Gonzalvez et al. (49), apresentada no Anexo Il. O 6xido nitrico € um
gas muito instavel e rapidamente se degrada nos subprodutos nitratos e nitritos, que podem
ser detectados no soro. O método de deteccdo baseia-se na reducdo de nitrato a nitrito,
mediada por reagbes de 6xido-reducdo ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o

sistema cadmio-cobre dos reagentes, com posterior diazotacéo e deteccao colorimétrica do
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azocomposto formado pela adicdo do reagente de Griess. A quantificacdo de NOXx foi feita
em leitora de microplacas Asys Expert Plus, Biochrom® (Holliston, MA, EUA), sendo as

leituras feitas em 540 nm. A concentracdo de 6xido nitrico foi expressa em pM.

+ 0,
Sulfanilamida NO

HMW;OHH; + N,O,

8 -[1-Maftil)etilenodiamina

NO,"

HaNS 0,

/_\

H:N50y

= 540 nm)

Azocomposto (A,

Figura 4 — Reag¢0fes quimicas envolvidas na analise de NOXx.
Fonte: Adaptado de Tarpey, Wink, Grisham, 2003.

4.7.2. Determinacédo de produtos avancados da oxidagao de proteinas (AOPP)

Para a quantificacdo de AOPP no plasma foi utilizado o método descrito por Witko-
Sarsat et al. (50), apresentada no Anexo lll. Esse teste foi utilizado para medir a oxidagéo
protéica. A leitura da reacdo da AOPP foi feita em um espectrofotdmetro, marca Thermo
Spectronic®, modelo Helios-a (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 340 nm. A

concentracao de AOPP foi expressa em pmol/L de equivalente de cloramina T.

4.7.3. Determinacao da atividade da paraoxonase 1 (PON-1)

A atividade total da PON-1 foi determinada pela formacdo de hidrélise do fenil-

acetato (fenol), baseado na metodologia descrita por Richter, Jarvink e Furlong (51),
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apresentada no Anexo IV. A taxa de hidrolise de fenil-acetato, foi determinada em uma
leitora de microplacas, marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no
comprimento de onda de 270 nm, medidos durante quatro minutos (16 leituras com intervalo
de 15 segundos entre as leituras) com a temperatura mantida a 25°. A atividade foi expressa
em U/mL com base no coeficiente de extingdo molar do fenil-acetato que equivale a 1,31
mMol/Lcm-1.

4.7.4. Determinacado do grupamento tiol (SH-grupo)

O grupamento tiol de proteinas foi avaliado no plasma por espectrofotometria
descrito previamente por Miao-Lin Hu (52), (Anexo V). O método de analise € baseado na
reacdo do acido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoéico (DTNB) com o grupo sulfidrila de proteinas. A
leitura da reacdo foi feita em um espectrofotbmetro marca Thermo Spectronic®, modelo
Helios-a (Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de 412 nm. Os resultados foram

expressos em uM/mg de proteina.

4.7.5. Glutationa total, reduzida e oxidada

A glutationa eritrocitaria foi quantificada pela técnica descrita por Tietze et al. e
modificada por Anderson (53, 54), (Anexo VI). O principio da técnica se baseia na
guantificacdo da glutationa total e reduzida. A concentracdo eritrocitaria de glutationa
reduzida é dada pela capacidade do DTNB em oxida-la formando, assim, a glutotiona
oxidada e TNB, cuja coloragdo amarelada é avaliada por espectrofotometria. A glutationa
total é quantificada, a partir da redugcdo de glutationa oxidada, em meio acido e pela
presenca de NADPH, em glutationa reduzida, esta quantificada pelo DTNB. A glutationa
oxidada foi calculada conforme protocolo apresentado no Anexo VI. Estes resultados sao

corrigidos pela quantidade de hemoglobina da amostra.

4.8. Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram expressas como médias + desvios padrfes ou
medianas e intervalos interquartilicos, de acordo com a normalidade ou ndo dos dados. Foi
utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov para verificar se as variaveis seguiam distribuicdo

normal.
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Para comparar as propor¢cdes de: raca/cor, género dos pacientes, tabagistas,
etilistas, hipertensos, diabéticos, paratireoidectomizados, usuérios de sevelamer; quelante
de fésforo ndo-célcico, usuérios de inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (i-
ECA) e, ou bloqueadores dos receptores de angiotensina (BRA), estatinas, calcio, calcitriol,
ferro endovenoso e de EPO, foi aplicado o teste do Qui-quadrado.

As variaveis com distribuicdo normal como idade, GS, hematdcrito, hemoglobina e
creatinina foram comparadas utilizando o teste t de Student. O teste de Mann Whitney foi
utilizado para comparar as seguintes variaveis: tempo em hemodialise, IMC, AOPP, NOX,
glutationa total, reduzida e oxidada, Kt/V, PTH, ferro sérico, ferritina, transferrina, CTLF, %
saturacdo de transferrina, calcio sérico, fésforo sérico, fosfatase alcalina, albumina, IL-6,
circunferéncia abdominal (CA), circunferéncia do braco, dose de EPO e PCR.

O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

Para as analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad InStat version 3.10 for

Windows, GraphPad Softaware, San Diego California USA, www.graphpad.com.
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5. RESULTADOS

Dos 183 pacientes que concluiram o estudo, sete pacientes com deficiéncia absoluta
de ferro foram excluidos da andlise estatistica, correspondendo a 3,82% da amostra.

Dos 176 pacientes selecionados para a analise estatistica, 125 (71%) eram homens,
com idade média de 56,1 anos, variando entre 53,4 e 58,8 anos.

Para analise estatistica os pacientes foram separados em dois grupos: 65 pacientes
(36,9% da amostra) no grupo com ADFF e 111 pacientes (63,1% da amostra) no grupo com
anemia sem deficiéncia funcional de ferro (ASDFF). A prevaléncia de ADFF na amostra
estudada foi, portanto, de 36,9%.

A Tabela 1 apresenta os dados demogréficos, epidemioldgicos e clinicos dos
pacientes, divididos em portadores de ADFF e portadores de anemia sem deficiéncia
funcional de ferro. Entre os grupos, ndo houve diferencas estatisticamente significativas
guanto a idade, sexo, tempo em hemodialise e Kt/V. Também n&o houve diferengas no uso
de estatinas, IECA e/ou BRA, eritropoetina, calcio, calcitriol, sevelamer e ferro endovenoso
entre 0s grupos, assim como nao houve diferencas quanto ao tabagismo e etilismo atual e a
presenca de hipertenséo, diabetes e paratireoidectomia prévia.

Os niveis de albumina encontravam-se reduzidos no grupo de pacientes com ADFF,
com diferenca estatistica significante (p= 0,002). As medianas de IMC, CA e circunferéncia
do braco também eram significativamente menores nos pacientes com ADFF.

Referente aos exames séricos laboratoriais de rotina como célcio, fésforo, fosfatase
alcalina, PTH, e creatinina, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos estudados. Os niveis de ferro sérico foram menores (p < 0,0001), bem como a % de
saturacdo de transferrina (p < 0,0001), e os niveis de hemoglobina e hematdcrito, nos
pacientes do grupo com ADFF. Verificou-se ainda, neste mesmo grupo, menores medianas
de transferrina (p < 0,0100), menores medianas de CTLF (p = 0,0100) e administracdo de
maiores doses mensais de ferro parenteral (p = 0,0027).

Em relacdo aos pardmetros de inflamacéo e estresse oxidativo avaliados, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os portadores de anemia com e sem

deficiéncia funcional de ferro.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, epidemiolégicas e clinicas dos pacientes

portadores de DRC com e sem ADFF

Variavel Com ADFF (n=65) Sem ADFF (n=111) p

Sexo Feminino 19 (29,3%) 32 (28,8%) 0,9548

Sexo Masculino 46 (70,7%) 79 (71,2%) 0,9548

Cor/raca 0,3253

Branca 46 (63,0%) 70 (63,6%)

Preta 10 (13,6%) 30 (27,2%)

Parda 6 (8,2%) 8 (7,2%)

Amarela 3 (4,1%) 3 (2,7%)

Idade (anos) (média) (IC 95%) 55,0 (51,0 - 59,1) 54,5 (21,6 - 57,4) 0,8230

Tempo de HD (meses) 48,0 (12,0 - 75,0) 48,0 (24,0 - 81,0) 0,3992

(mediana) (11Q)

KtV (mediana) (11Q) 1,370 (1,210- 1,390 (1,260-1,530) 0,4788
1,480)

Creatinina (média) (mg/dL) 8,83 (8,04-9,62) 9,30 (8,71-9,90) 0,3404

(IC95%)

Albumina (mediana) (g/dL)(11Q) 4,05 (3,80-4,30) 4,20 (4,10-4,50) 0,00208

IMC (mediana) (11Q) 23,1 (21,0-26,1) 25,1 (22,0-29,2) 0,00758

Circunferéncia abdominal 89,25 (82,00- 99,00 (87,25- 0,00368&

(mediana) (cm) (1IQ) 99,75) 108,00)

Circunferéncia do brago 26,00 (24,00- 28,00 (26,00-30,50) 0,00768

(mediana) (cm) (11Q) 29,00)

Diabéticos 65 (89,0%) 97 (88,2%) 0,8583

Hipertensos 58 (89,2%) 97 (87,4%) 0,9020

Tabagistas 8 (12,3%) 12 (10,8%) 0,9554

Etilistas 10 (9,2%) 18 (16,2%) 0,8843

PTX prévia 13 (20,0%) 15 (23,1%) 0,3565

Uso de carbonato ou acetato de 37 (56,9%) 69 (62,2%) 0,5990

Calcio

Uso de sevelamer 27 (41,5%) 61 (55,0%) 0,1183

Uso de calcitriol 23 (35,4%) 38 (34,2%) 0,8770

Uso de IECA/BRA 38 (58,5%) 55 (49,5%) 0,3238
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Uso de estatina 21 (32,3%)

Célcio sérico (mg/dL) (mediana) 8,12 (7,83-8,41)

(iQn

Fosforo sérico (mediana) 5,70 (4,30-6,60)

(mg/dL) (1IQ)

Fosfatase alcalina (mediana) 126,0 (85,0-208,0)

(U/L) (NQ)

PTH (mediana) (pg/mL) (11Q) 326,8 (145,30-
707,0)

41

25 (22,5%) 0,2120
8,42 (8,21-8,64)  0,0963§

5,60 (4,70-7,20) 0,6097

161,0 (101,0-215,5) 0,1604

462,7 (165,00- 0,2561
941,35)

Valores em mediana (intervalos interquartis), 8: teste de Mann-Whitney

Abreviaturas: ADFF: Anemia com deficiéncia funcional de ferro, 11Q: Intervalo interquartilico,

HD: Hemodidlise, IMC: indice de massa corp6rea, PTX: Paratireoidectomia, IECA: Inibidores

da enzima de conversdo da angiotensina, BRA: Bloqueadores dos receptores de

angiotensina, PTH: Paratormonio.
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1349 Tabela 2. Concentracdes de hemoglobina, marcadores do metabolismo do ferro,
1350 inflamatérios e de estresse oxidativo em pacientes em hemodialise com e sem ADFF.
1351

Variavel Com ADFF (n=65) Sem ADFF (n=111) p
Hematdcrito (%) (média) (IC 32,84 (31,47- 34,66 (33,70-35,62)  0,0288
95%) 34,22)
Hemoglobina g/dL (média) (IC 11,09 (10,64- 11,83 (11,52-12,14) 0,0063
95%) 11,54)
47,40 (41,00- 90,70 (68,45- <0,00018
Ferro sérico (mediana) (ug/dL) 55,40) 122,70)
Q)
Ferritina (ng/mL) (mediana) 1010,0 (568,3- 1030,0 (739,4- 0,2295
Q) 1360,0) 1455,0)
% Sat. transferrina (mediana) 0,170 (0,150- 0,310 (0,240-0,481) <0,00018
(1Q) 0,185)
Transferrina (mediana) 208,0 (182,4- 233,3 (209,8-260,2) 0,01008
(mg/dL) (11Q) 248,0)
CTLF (mg/dL) (mediana) (1IQ) 260,0 (228,0- 291,6 (262,2-325,2) 0,01008
310,0)
Uso de ferro parenteral 44 (67,7%) 70 (63,1%) 0,6477
Dose mensal de ferro 400 (200,0-400,0) 200 (200,0-400,0) 0,0027
parenteral (mg) (mediana)
Q)
Dose mensal de Epo (Ul) 32.000 (32.000- 32.000 (24.000- 0,7846
48.000) 48.000)
IL-6 (mediana) (pg/mL) (11Q) 6,78 (4,54-11,81) 6,96 (3,53-12,02) 0,6270
Proteina C reativa (mediana) 9,10 (3,40-16,10) 6,30 (3,05-12,60) 0,1169
(mg/dL) (1IQ)
AOPP (UM de equivalente de 175,28 (142,78- 187,70 (145,33 0,2050
cloramina T) (mediana) (11Q) 224,52) 272,04)
NOx (M) (mediana) (11Q) 10,43 (8,36-15,16) 11,02 (8,08-15,91) 0,7256
Grupamento sulfidrila (mM/mg 265,39 (249,83 272,93 (261,47- 0,4340

de proteina) (média) (IC 95%)

280,95)

284,39)
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Glutationa total (mM/g de Hb)
Glutationa reduzida (mM/g de
Hb)

Glutationa oxidada (mM/g de
Hb) (mediana) (11Q)
Paraoxonase (U/mL)
(mediana) (l11Q)

7,12 (5,99-8,22)
5,07 (4,37-5,90)

0,94 (0,67-1,22)

139,77 (105,48-
164,76)

6,98 (6,17-7,95)
4,96 (4,28-5,64)

0,99 (0,83-1,23)

146,59 (124,25-
175,49)

0,5188
0,2786

0,7360

0,0919

Valores em mediana (intervalos interquartis), 8: teste de Mann-Withney
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Abreviaturas: ADFF: Anemia com deficiéncia funcional de ferro, IC: Intervalo de confiancga,

IQI: Intervalo interquartilico, CTLF: Capacidade total de ligacdo de ferro, Epo: Eritropoetina,

IL-6: Interleucina-6, AOPP: Produtos de oxidacao protéica avancada, NOx: Metabdlitos do

6xido nitrico.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo esperava encontrar presenca de maior estresse oxidativo e
inflamacdo no grupo de pacientes renais cronicos portadores de ADFF, levando-se em
consideracdo que a literatura mostra que a ADFF esta associada a maior grau de
inflamacao.

A andlise dos dados mostrou que os niveis de inflamacdo e os parametros de
estresse oxidativo foram semelhantes entre os dois grupos estudados. Entretanto, dentre
estes dois grupos, a dose mensal de ferro parenteral foi significativamente maior, enquanto
hemoglobina, hematdcrito, CTLF, transferrina, % de saturacdo de transferrina, albumina
sérica, IMC, CA e circunferéncia do brago foram significativamente menores no grupo com
ADFF. Embora de interpretacdo dificil em pacientes com anemia, especialmente na anemia
do paciente renal crénico, os menores valores de transferrina sérica observados neste
estudo podem indicar reducdo de sintese desta proteina, uma vez que a mesma €
considerada um marcador nutricional também em pacientes com DRC (55).

Os dados de menores concentragfes sérica de albumina no grupo dos portadores de
ADFF, assim como menores indices de hemoglobina, hematdcrito, IMCs, CA e
circunferéncia do braco, sdo indicativos que parametros nutricionais menores, mas nao
inflamag&o ou estresse oxidativo encontraram-se associados a ADFF. Estudos classicos
sobre a sintese de hemoglobina, hemeproteina, cuja principal funcdo € o transporte de
oxigénio dos pulm@es para o tecido, mostram a importancia de nivel sérico adequado de
aminoacidos para a sintese das cadeias polipeptidicas das cadeias globina desta proteina
(56).

Preocupa o fato de os pacientes do grupo portador de ADFF terem recebido maior
dose mensal de ferro que os do grupo sem ADFF, pois parece indicar que um equivoco na
ferroterapia pode estar ocorrendo, ja que os pacientes deste grupo por apresentarem altos
niveis de ferritina sérica ndo deveriam ter recebido maiores doses de ferro parenteral
quando comparados aos pacientes com anemia com algum grau de deficiéncia absoluta de
ferro, pelo risco de hemossiderose. Ressalta-se que a conduta terapéutica destes pacientes
€ pautada na portaria n® 226 de 10 de maio de 2010 do Ministério da Saude - Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas para a Reposicao de Ferro e uso de Eritropoetina Humana
Recombinante para tratamento de anemia em pacientes renais crénicos (Anexo VII).

Na portaria 226 considera-se a definicdo classica de anemia pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS): hemoglobina < 13 g/dL para homens e mulheres na pos-
menopausa, e hemoglobina < 12 g/dL em mulheres pré-menopausa. A definicdo de

deficiéncia absoluta de ferro é a mesma das diretrizes internacionais, niveis de ferritina <
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200 ng/dL e IST < 20%. Para definir deficiéncia relativa ou funcional de ferro utiliza os
seguintes parametros: ferritina entre 200 e 800 e IST < 20%. Como critérios para prescri¢cao
de ferroterapia a portaria 226 preconiza a presen¢ca de paciente com DRC, Hb < 11,
presenca de deficiéncia absoluta ou funcional de ferro e hemodialise. Como critérios de
exclusdo para ferroterapia considera a presenca de ferritina > 1.200 ng/mL ou IST > 50%
(Anexo VII). As diretrizes internacionais KDOQI 2012 referem que ndo h& evidéncias
suficientes para recomendar ferroterapia se ferritina > 500 ng/mL (57); as diretrizes
nacionais da Sociedade Brasileira de Nefrologia recomendam interromper o uso de ferro
endovenoso, se ferritina > 800 ng/dL ou saturacao de transferrina > 50% (58).

Como parametro balizador, estudo feito previamente em pacientes destes mesmos 2
centros de hemodialise do presente trabalho, mostrou que sob a suplementacdo de
vitaminas rotineiramente recomendadas, os valores médios de acido félico e medianos de
vitamina B12 encontravam-se dentro das faixas de referéncia em 186 pacientes tratados por
hemodialise (59).

O presente estudo tem limitacdes como, por exemplo, ser um estudo transversal,
com um numero relativamente pequeno de pacientes, e nao ter feito mensuracédo de
cofatores para a sintese de hemoglobina como vitamina B12 e acido félico.

Embora varios trabalhos tenham demonstrado que a ADFF esta ligada ao complexo
desnutricdo-inflamacgéo, os resultados verificados no presente estudo ndo apontaram para
esta associacdo. Tendo sido utilizado um amplo painel de biomarcadores de estresse
oxidativo e de inflamacdo, bem como varios parametros nutricionais, e com a definicdo da
ADFF utilizada, sua presenca esteve associada a menores valores de marcadores
nutricionais, mas nao a valores aumentados de biomarcadores de inflamacgéo ou de estresse
oxidativo. Diferencas nas populacdes em hemodialise (por exemplo, etnia, mutacdes e
polimorfismos em proteinas envolvidas no metabolismo do ferro, nivel s6cio-econdmico,
padrdo alimentar, uso de suplementagdo vitaminica, prevaléncia de anorexia e de
depressdo), nas diretrizes de manejo da anemia e na definicho de ADFF podem ter

contribuido para estes resultados.
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7. CONCLUSOES

O estudo ndo mostrou associacdes significativas entre ADFF e inflamacéo e estresse
oxidativo, o que seria esperado segundo dados da literatura atual. Os pacientes
apresentaram niveis elevados de marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo,
provavelmente pela prépria uremia, mas nao foi evidenciado maior grau de inflamacao ou de
estresse oxidativo nos pacientes portadores de ADFF.

A ADFF esteve associada a menores valores de marcadores nutiricionais, como
evidenciado pela presenca de menores indices de IMC, albumina, transferrina, CA e
circunferéncia do braco.

ADFF pode ser causada por producdo acelerada de células vermelhas induzida pelo
uso de ESA, assim como por baixos niveis de transferrina secundarios a desnutricdo e/ou
reducdo da mobilizagéo de ferro dos estoques do sistema reticulo-endotelial no contexto de
inflamacdo ou infec¢cdo. O estudo que esperava associar ADFF com maior estado
inflamatdrio e de estresse oxidativo, encontrou dados consistentes que associam ADFF a
valores de marcadores nutricionais mais baixos.

O fato de os pacientes do grupo portador de ADFF terem recebido doses
significativamente maiores de ferro parenteral que o grupo sem ADFF é motivo de
preocupacdo, pois € bem conhecido que ferroterapia excessiva pode acarretar
hemossiderose. A portaria n°® 226 de 10 de maio de 2010 do Ministério da Saude néo libera
0 uso de Epo para o tratamento da anemia dos pacientes renais crénicos na vigéncia de
saturacao de transferrina < 20%, mesmo que 0s niveis de ferritina estejam acima de 500
ng/dL, o que acarreta a manutencdo do ferro parenteral com intuito de alcancar saturacéo
de transferrina > 20% para permitir a dispensacdo de EPO pelo Ministério da Saude.
Segundo esta mesma portaria, o tratamento com ferro parenteral devera ser interrompido
temporariamente quando a saturagéo de transferrina for maior que 50% ou a ferritina sérica
maior que 800 ng/dL, ou ainda maior que 1200 ng/dL em pacientes necessitando de doses
de alfaepoetina maiores que 225Ul/Kg/semana ou 22.500Ul/semana.

A diretriz internacional mais recente (KDIGO 2012) preconiza que o0 uso de ferro
parenteral seja suspenso mediante niveis de ferritina > 500 ng/dL. As diretrizes da
Sociedade Brasileira de Nefrologia para o tratamento da anemia no renal crénico,
consideram a interrupcdo do uso de ferro endovenoso mediante niveis de ferritina > 500
ng/dL e saturacao de transferrina > 30% e tornam obrigatéria a suspensao da ferroterapia
mediante ferritina > 800 ng/dL ou saturacdo de transferrina > 50%. Enquanto a portaria
SAS/MS n° 226, de 10 de maio de 2010, permite uso de ferro parenteral para ferritina entre
500 — 1.200 ng/dL.
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O estudo alerta para uma revisédo da portaria 226 do Ministério da Saude, e para um
maior cuidado na prescricédo de ferro parenteral.

O presente estudo tem limitacbes como, por exemplo, namero relativamente
reduzido de pacientes, falta da dosagem de &cido félico e vitamina B12 e de marcadores
hematimétricos adicionais. Por outro lado, foi realizado em pacientes em unidades com
controle adequado de qualidade da &gua, da adequacdo da hemodidlise e dos niveis de
hemoglobina, além de utilizar uma variedade relativamente ampla de biomarcadores de

estresse oxidativo e inflamacéo.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho corrobora a necessidade de estudos adicionais, incluindo
estudos clinicos aleatorizados em pacientes em hemodialise, utilizando-se marcadores mais
especificos de deficiéncia funcional de ferro (conteddo de ferro na medula éssea e nos
reticulécitos, por exemplo) e avaliac6es bioquimicas e antropométricas mais sensiveis para
a avaliacao nutricional no intuito de tentar definir o manejo mais apropriado da ADFF nestes
pacientes.

Levando-se o0 contexto do estudo (pacientes brasileiros em tratamento por
hemodialise), os resultados apontam para a conveniéncia da reandlise da portaria SAS/MS
n°® 226, de 10 de maio de 2010 no que se refere a ferroterapia no tratamento da anemia dos
pacientes com DRC, de forma a se tentar reduzir o risco de hemossiderose nos pacientes

renais cronicos em tratamento hemodialitico.
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RESUMO

Introducdo: a anemia é uma das principais comorbidades presentes em pacientes renais
cronicos e esta associada a maior mortalidade cardiovascular vista nesta populacdo. A
anemia observada em individuos com doenca renal cronica pode ser dividida em anemia
sem deficiéncia funcional de ferro e com deficiéncia funcional de ferro (ADFF), esta ultima
caracterizada por baixa saturacdo de transferrina frente a niveis elevados de ferritina.
Particularmente no tratamento da ADFF dos pacientes renais cronicos, existe risco de
sobrecarga corporal ferro em decorréncia ferroterapia parenteral utilizada. Diante do
aumento dos casos de hemossiderose descritos em pacientes em hemodidlise, atribuidos a
reposicdo excessiva de ferro endovenoso, maiores conhecimentos sobre os fatores
envolvidos na génese da ADFF nesta populagédo sao importantes.

Objetivos: documentar a prevaléncia de ADFF em pacientes renais crénicos em
hemodialise (HD). Caracterizar clinica e laboratorialmente os portadores de ADFF em HD e
avaliar o estado nutricional, estresse oxidativo e inflamacao nestes pacientes.

Pacientes e Métodos: Estudo transversal com amostra de conveniéncia envolvendo 183
renais crénicos em hemodidlise em duas unidades de Londrina, PR. Foram excluidos os
pacientes menores de 18 anos, em uso de catéteres temporarios, com historia de internagao
nos ultimos 3 meses, portadores de hepatite B, C e HIV. Os pacientes foram separados em
dois grupos, portadores de anemia com e sem deficiéncia funcional de ferro. A ADFF foi
caracterizada por ferritina > 200 mg/dL e % saturacdo de transferrina < 20%. Todos 0s
participantes foram submetidos a questionario sécio-epidemiolégico, analise antropométrica
com medidas de altura, peso, circunferéncia abdominal e média do braco, analise
laboratorial sérica de hemoglobina, hematdcrito, albumina, paratormdnio, creatinina, calcio,
fésforo, ferro, ferritina, proteina C-reativa, interleucina-6, produtos de oxidacdo proteica
avancada (AOPP), grupamento sulfidrila, paraoxonase, metabdlitos do 6xido nitrico (NOX),
glutationa total, reduzida e oxidada.

Analise Estatistica: realizada através do programa GraphPad Instat versdo 3.1. Teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. As variaveis foram
expressas como médias = desvio padrdo ou medianas e intervalos interquartilicos, como
ditado pela normalidade dos dados. Foram utilizados os testes qui-quadrado, t de Student e
Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

Resultados: ndo houve diferengas significativas nos marcadores de inflamagéo utilizados
entre os dois grupos estudados. Entretanto, houve diferencas significativas nos niveis
séricos de hemoglobina, ferro e albumina, transferrina calculada, capacidade total de ligagcédo
do ferro (CTLF), percentagem de saturag&o de transferrina, indice de massa corporal (IMC),
e circunferéncias abdominal e média do braco entre os grupos, sendo estes
significativamente menores nos pacientes com ADFF. Pacientes do grupo ADFF receberam
doses mais elevadas de ferro parenteral (p < 0,05).

Discussao: ADFF esteve associada a menores valores de marcadores nutricionais, como
evidenciado pela presenca de concentracdes séricas menores de albumina, de transferrina
calculada, de menores indices de massa corporal, menores valores de circunferéncia
abdominal e de circunferéncia média do braco, mas ndo esteve associada a marcadores
inflamatdrios ou de estresse oxidativo aumentados. Nossos resultados divergem da visdo
corrente na literatura, que associa a presenca de ADFF em pacientes renais crénicos a
aumento do estado inflamatoério. Os dados sugerem que, nos pacientes estudados, a ADFF
esteve associada a menores valores de marcadores nutricionais.

Palavras-chave: Doenga renal cronica. Anemia funcional. Estresse oxidativo. Inflamacgéo.
Nutricao.
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ABSTRACT

Introduction: anemia is a major comorbidity in chronic renal patients and it is associated
with the increased cardiovascular mortality seen in this population. The anemia observed in
individuals with chronic kidney disease can be divided into anemia with no functional
deficiency of iron and with functional deficiency of iron (AWFID), the latter characterized by
low transferrin saturation front to high levels of ferritin. Particularly in the treatment of AWFID
of chronic renal patients, there is a risk of iron body overload due to the parenteral iron
therapy that is used to try to elevate the saturation of transferrin. By reason of the increase in
cases of hemosiderosis on hemodialysis patients, attributed to excessive replacement of
intravenous iron, greater knowledge about the factors involved in the genesis of AWFID in
this population is important .

Purpose: to document the prevalence of AWFID in chronic renal patients on hemodialysis
(HD). To characterize clinical and laboratory parameters in HD patients with AWFID as well
as to assess their nutritional, oxidative stress, and inflammation status

Methods: cross-sectional study with a convenience sample involving 183 HD patients of two
hemodialysis units of Londrina, PR. Patients were excluded if younger than 18 years, in use
of temporary catheters, had hospital admissions in the last three months, were carriers of
hepatitis B, C or HIV virus. Patients were divided into two groups: patients with anemia
without functional iron deficiency and AWFID patients. Functional iron deficiency anemia
were characterized by ferritin > 200 mg/dL and % transferrin saturation < 20%. All
participants underwent socio-epidemiological questionnaire, anthropometric analysis with
measurements of height, weight, waist and arm circumference, laboratory analyses of serum
hemoglobin, hematocrit, albumin, parathyroid hormone, creatinine, calcium, phosphorus,
iron, ferritin, C-reactive protein, interleukin-6, advanced oxidation protein products (AOPP),
sulfhydryl group, paraoxonase, nitric oxide metabolites (Nox), and total, reduced and
oxidized glutathione.

Statistical Analysis: held by GraphPad INSTAT version 3.1 program. Kolmogorov-Smirnov
test was used to verify the normality of the data. The variables were expressed as means +
standard desviation or median and interquartile ranges, as dictated by the data normality.
The Chi-square test, Student's t and Mann-Whitney tests were used. The significance level
was set at 5% (p <0.05).

Results: there were no significant differences in the used oxidative stress and inflammation
markers between the two studied groups. However, there were significant differences in
hemoglobin, iron, and albumin serum levels, calculated transferrin, total iron binding capacity
(TIBC), percentage of transferrin saturation, body mass index (BMI), and waist and arm
circumferences between the groups, which are significantly lower AWFID patients. Patient
DPPA group received higher doses of parenteral iron (p <0.05) .

Discussion: AWFID was associated with lower values of nutritional markers, as evidenced
by the presence of lower serum albumin, calculated transferrin, smaller body mass indexes,
lower values of waist and mid-arm circumference, but it was not associated with
inflammatory markers or increased oxidative stress. Our results differ from the current view in
the literature that associates the presence of AWFID in chronic renal patients with increased
inflammatory state. The data suggest that, in the studied patients, AWFID was associated
with lower values of nutritional markers.

Keywords: Chronic kidney disease. Functional anemia. Oxidative stress. Inflammation.
Nutrition.
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INTRODUCAO

A anemia surge precocemente no decorrer da doenca renal cronica (DRC) e sua
prevaléncia aumenta a medida que se acentua a reducdo da funcdo renal. O manejo da
anemia com agentes estimuladores de eritropoiese (ESA) constitui importante ferramenta no
cuidado de pacientes renais cronicos, visto que a anemia € um dos principais fatores na
etiologia da mortalidade cardiovascular nesses pacientes (1).

A etiologia da anemia na DRC é multifatorial, e os principais fatores contributivos sao
deficiéncia absoluta ou funcional de ferro, deficiéncia relativa de eritropoetina, deficiéncia de
micronutrientes como acido folico e vitaminas do complexo B, e estado inflamatério crénico
(2). A inflamacéo cronica esta associada a diminuicdo da sobrevida dos pacientes em
estagio avancado. Cerca de 30-50% dos portadores de DRC apresentam niveis séricos
elevados de proteina C reativa (PCR) e de citocinas pré-inflamatérias, dentre elas, o fator de
necrose tumoral alfa, as interleucinas IL-1 e IL-6 (1,2,3). IL-6 promove aumento dos niveis
séricos da hepcidina, um peptideo hepético que inibe a absorcao duodenal de ferro e a
mobilizacdo de ferro dos seus estoques (células do sistema reticuloendotelial) (2). Niveis
elevados de hepcidina resultam em sequestro de ferro e hipoferremia. A inflamagéo também
tem sido implicada na reducdo da biodisponibilidade de ferro para eritropoiese assim como
na reducado dos niveis de albumina, um marcador sensivel de desnutri¢céo (3,4).

O uso liberal de ferro endovenoso, recomendado em diretrizes para o tratamento da
anemia do paciente renal crbnico, visa favorecer a agdo da eritropoetina (EPO), mas
negligencia a possibilidade de altos niveis de ferritina acarretarem hemossiderose. Admite-
se o uso de ferro endovenoso em pacientes com niveis de ferritina entre 500 ng/dl e 1200
ng/dl. Para individuos saudaveis, tais niveis ja poderiam apontar para o diagndstico de
hemossiderose (5).

Diante destas evidéncias, a relagdo entre a presenca de anemia com deficiéncia
funcional de ferro e sua associagdo com o aumento dos marcadores inflamatorios, de
estresse oxidativo e de desnutricdo amplia as possibilidades de intervengdo clinica e

terapéutica no manejo desta afeccéo.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento e Populagédo

Foi realizado um estudo transversal em duas unidades de hemodialise na cidade de

Londrina, PR, Brasil. Os pacientes convidados a participar do estudo, com idade maior que
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18 anos, em hemodidlise por fistula arteriovenosa (nativa ou prétese) ha pelo menos trés
meses, foram recrutados em junho de 2014. Foram exclusos pacientes em hemodialise com
cateter venoso temporario, portadores de neoplasias, infeccao ativa ou que tenha motivado
internagcdo nos ultimos quinze dias prévios a coleta de sangue, além de portadores de
hepatite B e C e virus da imunodeficiéncia humana. No inicio do estudo, foram selecionados
200 pacientes que atendiam aos critérios de inclusdo. Deste total, foram exclusos para as
analises 17 pacientes, sendo seis por motivo de oObito, quatro por infeccao ativa, cinco por
coleta inadequada, dois por uso de introducéo de cateter venoso para hemodialise.

As didlises foram realizadas em sessdes de 210 a 240 minutos, com fluxo de sangue
de 300 a 450 mL/min e dialisato a 500 mL/min, trés vezes por semana. Os filtros de
hemodialise utilizados foram de triacetato de celulose com area de superficie de acordo com
a superficie corporea do paciente. A agua utilizada nas sessdes de hemodialise preenchia
0S requisitos nacionais de qualidade de agua adequada. A didlise tinha como alvo de Kt/V
nao equilibrado de 1,2. Os participantes foram orientados sobre o estudo e todos que
concordaram em participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de

Londrina.

Coleta de dados

Através de revisdo de prontuarios e entrevistas, foram coletados dados
demograficos, antropométricos, tempo em dialise, comorbidades e medicacdes em uso. As
doses médias de eritropoetina e ferro foram baseadas nos ultimos 30 dias antes da coleta
das amostras de sangue, em U/kg/més e mg, respectivamente. Os pacientes foram ainda
guestionados sobre tabagismo e etilismo atual (sim ou ndo). Raga/cor foi utilizada seguindo

autodefinicdo.

Mensuracdo dos parametos antropomeétricos

O peso foi medido com os pacientes com roupas leves em uma balanga Filizzola,
com preciséo para 0,1 kg. Para o estudo foi registrado o peso seco atual do paciente (sendo
0 peso seco 0 peso com o qual o paciente sai, sentindo-se bem e sem edema, ao final das
sessdes de hemodialise). A altura foi medida com uso de uma trena, utilizando-se
aproximacdo para o centimetro mais proximo, com 0s pacientes em pé, encostados na
parede, com os pés unidos. Quando este processo de medi¢cdo nao foi possivel, a altura

utilizada foi a referida pelo paciente ou familiares.
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A cintura abdominal foi medida com o paciente ereto, por meio de fita métrica
plastica flexivel, com intervalos de 1cm, e subdivisbes, com aproximagao para o centimetro
mais préximo, no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca antero-superior. A
circunferéncia do braco dominante (exceto quando houvesse presenca de fistula
arteriovenosa neste segmento corporal, quando foi verificada no braco contralateral) foi

medida com a mesma fita métrica, no ponto meédio do brago, sem aproximagdes.

Analises bioquimicas

Para as andlises bioquimicas, amostras de sangue dos pacientes (aproximadamente
20 mL) foram obtidas no momento da puncédo para inicio da primeira sessdo de hemodidlise
da semana, em tubos com vacuo (Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, USA) sem
anticoagulante, apos orientagcdo de 8 horas de jejum. O uso de ferro endovenoso foi
suspenso sete dias antes da coleta das amostras. Todas as amostram foram centrifugadas
a 3000 rpm durante 15 minutos. O soro obtido permaneceu armazenado a -70°C até a
realizacao das analises. Niveis séricos de creatinina, ureia pré e pos-sessao (para calculo
da eficiéncia da didlise, ou Kt/V), ferro sérico, ferritina, saturacdo de transferrina,
hematdécrito, hemoglobina, PTH, calcio, fosforo, fosfatase alcalina e albumina foram dosados
segundo técnicas padrédo no laboratério de rotina.

Mensuracgao de parametros de inflamacgéo

A mensuracao de parametros de inflamacao foi feita através da dosagem de IL-6 e
PCR, todos por ELISA.

Mensuracgédo do estresse oxidativo

Para mensuracdo do estresse oxidativo, utilizamos o seguinte painel: dosagem de
metabolitos do Oxido Nitrico — NOx; quantificacdo dos produtos de oxidagdo protéica
avancada — AOPP; paraoxonase, grupamento sulfidrila, dosagem de glutationa total,
reduzida e oxidada.

Os niveis de NO foram avaliados indiretamente por meio da determinacdo da
concentracdo de nitritos plasmaticos, utilizando uma adaptacdo da técnica descrita por
Navarro-Gonzalez et al. (6).

Para a quantificacdo de AOPP no plasma foi utilizado o método descrito por Witko-
Sarsatet al. (7). Esse teste foi utilizado para medir a oxidacéo protéica. A leitura da reacéo

da AOPP foi feita em um espectrofotdmetro, marca Thermo Spectronic®, modelo Helios-a
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(Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 340 nm. A concentracdo de AOPP foi
expressa em umol/L de equivalente de cloramina T.

A atividade total da PON-1 foi determinada pela formac¢@o de hidrélise do fenil-
acetato (fenol), baseado na metodologia descrita por Richter, Jarvink Furlong (8). A taxa de
hidrélise de fenil-acetato, foi determinada em uma leitora de microplacas, marca Perkin
Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 270 nm,
medidos durante 4 minutos (16 leituras com intervalo de 15 segundos entre as leituras) com
a temperatura mantida a 25°. A atividade foi expressa em U/mL com base no coeficiente de
extincdo molar do fenil-acetato que equivale a 1,31mMol/Lcm-1.

O grupamento tiol de proteinas foi avaliado no plasma por espectrofotometria
descrito previamente por Miao-Lin Hu (9). O método de analise é baseado na reacdo do
acido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzdico (DTNB) com o grupo sulfidrila de proteinas. A leitura da
reacdo foi feita em um espectrofotdbmetro marca Thermo Spectronic®, modelo Helios-a
(Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de 412 nm. Os resultados foram
expressos em uM/mg de proteina.

A glutationa eritrocitaria foi quantificada pela técnica descrita por Tietze et al., e modificada
por Anderson (10, 11).

Analise Estatistica

As variaveis quantitativas foram expressas como média + desvio padrdo ou mediana
e intervalo interquartilico, de acordo com a normalidade ou ndo dos dados. Foi utilizado o
teste Kolmogorov-Smirnov para verificar se as variaveis seguiam distribuicdo normal.

Para comparar as propor¢cbes de: género dos pacientes, tabagistas, etilistas,
hipertensos, diabéticos, paratireoidectomizados, usuarios de inibidores da enzima de
conversdo da angiotensina, bloqueadores dos recepctores de angiotensina, estatinas,
calcio, sevelamer, calcitriol e ferro endovenoso, foi aplicado o teste do qui-quadrado.

As variaveis que seguiam distribuicdo normal como idade, grupamento sulfidrila,
hematdcrito, hemoglobina e creatinina foram comparadas utilizando o teste t de student.

As variaveis: tempo em hemodialise, IMC, AOPP, NO, glutationa total, reduzida e
oxidada, Kt/V, PTH, ferro sérico, ferritina, transferrina, CTLF, % saturacdo de transferrina,
calcio sérico, fésforo sérico, fosfatase alcalina, albumina, IL-6, CA, circunferéncia do braco,
dose de EPO e de ferro parenteral e PCR foram comparadas pelo teste de Mann Whitney.

O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

Para as analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad InStat version 3.10 for

Windows, GraphPad Softaware, San Diego California USA, www.graphpad.com.
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RESULTADOS

Os 183 pacientes que iniciaram o projeto tinham a média de idade de 54.8 anos.
Foram excluidos da andlise estatistica sete pacientes portadores de deficiéncia absoluta de
ferro. A maior parte da amostra era composta por homens 125 (71%). A mediana do tempo
em hemodidlise foi de 48 meses. A prevaléncia de diabetes mellitus foi de 30,1% e de
hipertenséo 88%.

A prevaléncia de anemia com deficiéncia funcional de ferro neste estudo foi de
36,9%. Os pacientes foram separados em dois grupos apds analise dos resultados. Foram
alocados 65 pacientes no grupo dos portadores de anemia com deficiéncia funcional de
ferro, caracterizada por ferritina > 200 ng/dl e % de saturacdo de transferrina < 20%, e 111
pacientes no grupo com anemia sem deficiéncia funcional de ferro.

A tabela 1 mostra os dados demograficos, epidemiolégicos e clinicos dos pacientes,
divididos em portadores de ADFF e portadores de anemia sem deficiéncia funcional de ferro.

Nao houve diferencas estatisticamente significativas quanto a idade, sexo, tempo em
hemodialise e Kt/V entre os grupos estudados. Também ndo houve diferencas no uso de
estatinas, IECA/BRA, eritropoetina, célcio, calcitriol, sevelamer e ferro endovenoso entre os
grupos, assim como ndo houve diferencas quanto ao tabagismo e etilismo atual e a
presenca de hipertenséo, diabetes e realizagcdo de paratireoidectomia.

Em relac@o aos exames séricos laboratoriais de rotina como calcio, fésforo, fosfatase
alcalina, PTH, ferritina, e creatinina, ndo houve diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos. Os niveis de hemoglobina e hematdcrito foram significativamente menores
nos pacientes portadores de ADFF.

A tabela 2 mostra que em relagdo aos parametros de inflamacéo e estresse oxidativo
avaliados, ndo houve diferencas estatisticas entre os portadores de anemia com e sem
deficiéncia funcional de ferro.

Os parametros de ferro sérico, transferrina, CTLF, % de saturacdo de transferrina,

IMC e albumina sérica, demonstraram diferengas estatisticas significativas.

DISCUSSAO

O presente estudo visou correlacionar a presenca de maior estresse oxidativo e
inflamacdo no grupo de pacientes renais cronicos portadores de ADFF, levando-se em
consideracdo que a literatura mostra que a ADFF esta associada a maior grau de

inflamacao.
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A andlise dos dados mostrou que os niveis de inflamacdo e os parametros de
estresse oxidativo foram semelhantes entre os dois grupos (com e sem ADFF) estudados.

Entretanto dentre os dois grupos estudados, a dose mensal de ferro parenteral, foi
significativamente maior, enquanto % de saturacdo de transferrina, albumina sérica,
hemoglobina, hematdcrito, IMC, circunferéncia da cintura e circunferéncia do braco,
significativamente menores no grupo com ADFF. Embora de interpretacdo dificil em
pacientes com anemia, especialmente na anemia do paciente renal crénico, os menores
valores de transferrina sérica observados neste estudo podem indicar reducéo de sintese
desta proteina, uma vez que a mesma é considerada um marcador nutricional em outras
populacBes, criancas, pacientes cirlrgicos e pacientes em nutricdo parenteral e renais
cronicos, por exemplo (12,13).

Os dados de menor concentracdo sérica de albumina no grupo dos portadores de
ADFF assim como menores indices de hemoglobina, hematécrito, IMCs, CA e circunferéncia
do brago, na auséncia de diferenca entre parametros inflamatérios e de estresse oxidativo
entre os dois grupos de estudo parecem indicar que com a definicdo de ADFF utilizada, na
amostra de pacientes estudada, houve associacéo entre ADFF e desnutricao tipo 1. Estudos
classicos sobre a sintese de hemoglobina, hemeproteina, cuja principal funcdo é o
transporte de oxigénio dos pulmdes para o tecido, mostram a importancia de nivel sérico
adequado de aminoacidos para a sintese das cadeias polipeptidicas das cadeias globina
desta proteina (14).

Preocupa o fato de os pacientes do grupo portador de ADFF terem recebido maior
dose mensal de ferro que os do grupo sem ADFF, pois parece indicar que um equivoco na
ferroterapia pode estar ocorrendo, ja que 0s pacientes deste grupo por apresentarem altos
niveis de ferritina sérica ndo deveriam ter recebido maiores doses de ferro parenteral
guando comparados aos pacientes com anemia com algum grau de deficiéncia absoluta de
ferro, pelo risco de hemossiderose. Ressalta-se que a conduta terapéutica destes pacientes
€ pautada nas diretrizes nacionais do Ministério da Saude, portaria n® 226 de 10 de maio de
2010, para tratamento de anemia em renais cronicos.

Embora varios trabalhos tenham demonstrado que a ADFF esta ligada ao complexo
desnutricdo-inflamacgéo (16), os resultados verificados no presente estudo ndo apontaram
para esta associacdo. Tendo sido utilizados, um amplo painel de biomarcadores de estresse
oxidativo e de inflamag&o, bem como varios pardmetros nutricionais e com a definicdo da
ADFF utilizada (17), sua presenca esteve associada a marcadores de desnutricdo, mas ndo
de inflamacdo ou de estresse oxidativo aumentados. Diferencas nas populacbes (por
exemplo, etnia, mutacdes e polimorfismos em proteinas envolvidas no metabolismo do ferro,

renda, nivel socio-econdmico, padrdo alimentar, uso de suplementacdo vitaminica,
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prevaléncia de anorexia e de depressdo, nos servicos de hemodialise, nas diretrizes de
manejo da anemia e na definicdo de ADFF podem ter contribuido para estes resultados.

O presente estudo tem limitacbes como, por exemplo, ser um estudo transversal,
com um numero relativamente pequeno de pacientes, e ndo ter feito mensuracdo de
cofatores para a sintese de hemoglobina como vitamina B12 e acido félico. Como parametro
balizador, estudo feito previamente em pacientes destes mesmos 2 centros de hemodialise
do presente trabalho, mostrou que sob a suplementacdo de vitaminas rotineiramente
recomendadas, os valores médios de acido félico e medianos de vitamina B12 encontravam-
se dentro das faixas de referéncia em 186 pacientes tratados por hemodialise (15).

Estudos maiores, com mais marcadores de estresse oxidativo, de inflamacéo e de

desnutricdo tornam-se necessarios.
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2403

2404 Tabela 1. Caracteristicas demograficas, epidemiolégicas e clinicas dos pacientes
2405 portadores de DRC com e sem ADFF

2406

Variavel Com ADFF (n=73) Sem ADFF (n=110) p

Sexo Feminino 19 (29,3%) 32 (28,8%) 0,9548
Sexo Masculino 46 (70,7%) 79 (71,2%) 0,9548
Cor/raca 0,3253
Branca 46 (63,0%) 70 (63,6%)

Preta 10 (13,6%) 30 (27,2%)

Parda 6 (8,2%) 8 (7,2%)

Amarela 3 (4,1%) 3 (2,7%)

Idade (anos) (média) (IC 95%)
Tempo de HD (meses)
(mediana) (11Q)

KtV (mediana) (11Q)

55,0 (51,0 - 59,1)
48,0 (12,0 - 75,0)

54,5 (21,6 - 57,4) 0,8230
48,0 (24,0 - 81,0) 0,3992

1,370 (1,210-
1,480)
8,83 (8,04-9,62)

1,390 (1,260-1,530) 0,4788

Creatinina (média) (mg/dL)
(IC95%)

9,30 (8,71-9,90) 0,3404

Albumina (mediana) (g/dL)(11Q) 4,05 (3,80-4,30) 4,20 (4,10-4,50) 0,00208
IMC (mediana) (11Q) 23,1 (21,0-26,1) 25,1 (22,0-29,2) 0,00758
Cintura abdominal (mediana) 89,25 (82,00- 99,00 (87,25- 0,00368
(cm) (11Q) 99,75) 108,00)

Circunferéncia do brago 26,00 (24,00- 28,00 (26,00-30,50) 0,00768
(mediana) (cm) (11Q) 29,00)

Diabéticos 65 (89,0%) 97 (88,2%) 0,8583
Hipertensos 58 (89,2%) 97 (87,4%) 0,9020
Tabagistas 8 (12,3%) 12 (10,8%) 0,9554
Etilistas 10 (9,2%) 18 (16,2%) 0,8843
PTX prévia 13 (20,0%) 15 (23,1%) 0,3565
Uso de carbonato ou acetato de 37 (56,9%) 69 (62,2%) 0,5990
calcio

Uso de sevelamer 27 (41,5%) 61 (55,0%) 0,1183
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Uso de calcitriol
Uso de IECA/BRA
Uso de estatina

23 (35,4%)
38 (58,5%)
21 (32,3%)
Célcio sérico (mg/dL) (mediana) 8,12 (7,83-8,41)
(IQN)

Fosforo sérico (mediana)
(mg/dL) (1IQ)

Fosfatase alcalina (mediana)
(UiL) Q)

PTH (mediana) (pg/mL) (1IQ)

5,70 (4,30-6,60)

126,0 (85,0-208,0)

326,8 (145,30-
707,0)
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38 (34,2%) 0,8770

55 (49,5%) 0,3238

25 (22,5%) 0,2120
8,42 (8,21-8,64)  0,09638§
5,60 (4,70-7,20)  0,6097
161,0 (101,0-215,5)  0,1604
462,7 (165,00- 0,2561

941,35)

Valores em mediana (intervalos interquartis), 8: teste de Mann-Whitney

Abreviaturas: ADFF: Anemia com deficiéncia funcional de ferro, 11Q: Intervalo interquartilico,

HD: Hemodidlise, Kt/V: coeficiente de adequacéo dialitica, IMC: indice de massa corpérea,

PTX: Paratireoidectomia, IECA: Inibidores da enzima de conversdo da angiotensina, BRA:

Blogueadores dos receptores de angiotensina, PTH: Paratormoénio.
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Tabela 2. Concentracdes de hemoglobina, marcadores do metabolismo do ferro,

inflamatérios e de estresse oxidativo em pacientes em hemodialise com e sem

deficiéncia funcional de ferro.

Variavel Com ADFF (n=73) Sem ADFF (n=110) p

Hematdcrito (%) (média) (IC 32,84 (31,47- 34,66 (33,70-35,62)  0,0288

95%) 34,22)

Hemoglobina g/dL (média) (IC 11,09 (10,64- 11,83 (11,52-12,14) 0,0063

95%) 11,54)

Ferro sérico (mediana) (ug/dL) 47,40 (41,00- 90,70 (68,45- <0,00018

Q) 55,40) 122,70)

Ferritina (ng/mL) (mediana) 1010,0 (568,3- 1030,0 (739,4- 0,2295

(IQ) 1360,0) 1455,0)

% Sat. transferrina (mediana) 0,170 (0,150- 0,310 (0,240-0,481) <0,00018

(1Q) 0,185)

Transferrina (mediana) 208,0 (182,4- 233,3 (209,8-260,2) 0,01008

(mg/dL) (11Q) 248,0)

CTLF (mg/dL) (mediana) (1IQ) 260,0 (228,0- 291,6 (262,2-325,2) 0,01008
310,0)

Uso de ferro parenteral 44 (67,7%) 70 (63,1%) 0,6477

Dose mensal de ferro 400 (200,0-400,0) 200 (200,0-400,0) 0,0027

parenteral (mg) (mediana)

Q)

Dose mensal de Epo (Ul) 32.000 (32.000- 32.000 (24.000- 0,7846
48.000) 48.000)

IL-6 (mediana) (pg/mL) (11Q) 6,78 (4,54-11,81) 6,96 (3,53-12,02) 0,6270

Proteina C reativa (mediana) 9,10 (3,40-16,10) 6,30 (3,05-12,60) 0,1169

(mg/dL) (1IQ)

AOPP (UM de equivalente de 175,28 (142,78- 187,70 (145,33- 0,2050

cloramina T) (mediana) (11Q) 224,52) 272,04)

NOx (uUM) (mediana) (11Q) 10,43 (8,36-15,16) 11,02 (8,08-15,91) 0,7256

Grupamento sulfidrila (mM/mg 265,39 (249,83- 272,93 (261,47- 0,4340
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de proteina) (média) (IC 95%)

Glutationa total (mM/g de Hb)
Glutationa reduzida (mM/g de
Hb)

Glutationa oxidada (mM/g de
Hb) (mediana) (11Q)
Paraoxonase (U/mL)
(mediana) (11Q)

280,95)

7,12 (5,99-8,22)
5,07 (4,37-5,90)

0,94 (0,67-1,22)

139,77 (105,48-
164,76)

284,39)

6,98 (6,17-7,95)
4,96 (4,28-5,64)

0,99 (0,83-1,23)

146,59 (124,25-
175,49)

0,5188
0,2786

0,7360

0,0919

Valores em mediana (intervalos interquartis), 8: teste de Mann-Withney
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Abreviaturas: ADFF: Anemia com deficiéncia funcional de ferro, IC: Intervalo de confiancga,

IQI: Intervalo interquartilico, CTLF: Capacidade total de ligacdo de ferro, Epo: Eritropoetina,

IL-6: Interleucina-6, AOPP: Produtos de oxidacao protéica avancada, NOx: Metabdlitos do

6xido nitrico
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APENDICE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Titulo da pesquisa:

“Deficiéncia Funcional de Ferro em pacientes em Hemodialise: Prevaléncia
Caracterizagao, Prevaléncia e Efeito da Pentoxifilina.”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “Deficiéncia Funcional de
Ferro em Pacientes em Hemodialise: Caracterizacdo, Prevaléncia e Efeito da
Pentoxifilina.”, realizada no “Instituto do Rim de Londrina”.

A anemia esta presente em mais de 50% dos pacientes portadores de Insuficiéncia
Renal Crénica, é responsavel pela diminuicdo da qualidade de vida, assim como aumenta
0s riscos de doencgas cardiovasculares. Os renais cronicos sdo submetidos rotineiramente
ao uso de Eritropoetina, um hormdnio normalmente produzido pelos rins, para evitar o
aparecimento de anemia e que esta em falta nos pacientes com esta doenca, além de
suplementacéo de Ferro; estas sdo as medidas habituais para o tratamento da anemia dos
pacientes em dialise.

Esta pesquisa busca avaliar a utilidade de se incluir uma nova medicacdo para
auxiliar no manejo da anemia dos pacientes renais crénicos, que € a Pentoxifilina. Este
medicamento tem seu uso bem estabelecido, ha mais de 30 anos, com seguranca e
eficacia. Ele tem sido utilizado no tratamento de problemas circulatérios, como a doenca
arterial periférica, inclusive em pacientes renais cronicos. O presente estudo tem como
objetivo verificar se 0 uso da Pentoxifilina, por seu efeito anti-inflamatério, podera auxiliar no
controle do estado inflamatério exagerado de alguns pacientes renais crénicos e, com isso,
melhorar o efeito da Eritropoetina, reduzindo o grau de anemia e a necessidade de
reposicdo deste hormdnio em altas doses. Este efeito podera ser particularmente
importante para alguns pacientes que, através dos exames de sangue, demonstram
apresentar altos niveis de estoques de Ferro no organismo, mas na pratica, o Ferro
disponivel para controlar a anemia se mostra insuficiente; esta situagcdo é chamada de
Deficiéncia Funcional de Ferro e parece ser devida ao alto grau de inflamacg&o apresentado
por estes pacientes; € nestes casos que a Pentoxifilina podera se mostrar de grande
utilidade para auxiliar no controle da anemia.

A sua participacdo é muito importante e ela se daria da seguinte forma: responder a

um questiondrio, durante a realizacdo de uma das sessdes de hemodidlise e usar
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diariamente, durante 90 (noventa) dias, 1 (um) comprimido de Pentoxifilina ou um 1 (um)
comprimido chamado Placebo. No inicio da pesquisa e ao final da mesma, serdo realizadas
coletas de sangue para exames laboratoriais, aproveitando-se a coleta de sangue para 0s
exames mensais de rotina dos pacientes em hemodialise.

Vale ressaltar que este comprimido chamado Placebo, terA o0 mesmo aspecto da
Pentoxifilina, mas ndo contém nenhuma substancia ativa e, portanto, ndo exercera nenhum
efeito farmacolégico no seu organismo, ndo devendo desencadear efeitos colaterais
significativos. O seu uso € importante apenas como controle do efeito real da medicacdo em
teste, que é a Pentoxifilina. E importante frisar que em nenhum momento do estudo vocé
ficard sem receber o tratamento padrdo adequado para anemia, ou seja, serdo mantidas as
doses de Eritropoetina e de Ferro injetavel que vocé estiver recebendo.

Os principais efeitos adversos da Pentoxifilina sdo: nduseas, vomitos e epigastralgia,
assim como o Placebo, por seu efeito psicolégico também pode trazer alguns desconfortos
como: epigastralgia, nduseas e cefaleia. No entanto, voltamos a ressaltar que a Pentoxifilina
€ um medicamento que esta ha muitos anos no mercado, considerado seguro, com baixa
ocorréncia de efeitos colaterais e, em geral, bem tolerado por quem o utiliza para problemas
circulatorios.

Para que o efeito do medicamento Pentoxifilina possa ser observado com rigor
cientifico, vocé ndo podera saber se esta recebendo este medicamento ou o Placebo.
Apenas o orientador da pesquisa, Doutor Vinicius Daher Alvares Delfino estara ciente.

Apoés este periodo de 90 (noventa) dias, os grupos de pacientes serdo invertidos, ou
seja, quem estava recebendo a Pentoxifilina passara a receber o Placebo, e vice-versa,
novamente, sob supervisdo dos médicos responsaveis pela pesquisa, mas ainda sem que
vocé saiba qual dos dois medicamentos esta recebendo. Esta estratégia € importante para
evitar que efeitos psicologicos possam interferir na analise dos dados sobre os efeitos da
Pentoxifilina.

Gostariamos ainda de esclarecer que sua participagdo é totalmente voluntaria,
podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto
acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos também que as informacdes
serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto
sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

Os beneficios esperados sdo: redugdo da dose usual de Eritropoetina e Hidréxido de
Ferro, na expectativa de que a Pentoxifilina confirme seu efeito anti-inflamatério nos
pacientes em dialise, contribuindo para reducao da deficiéncia funcional de ferro e melhor
controle da anemia, com consequente melhora da qualidade de vida destas pessoas.

Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem sera remunerado por sua

participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa
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serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacdo na
pesquisa e que a Pentoxifilina e o Placebo serdo fornecidos gratuitamente.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos
contactar: Dra. Juliana Carvalho Romagnolli Plastina, Dr. Vinicius Daher Alvares Delfino.
Endereco: Rua Omar Rupp numero 100. Telefones para contato: 3376-9100 / 9995-8000. E-

mail: jupiromagnolli@bol.com.br / vddelfino@sercomtel.com.br, ou procurar o Comité de

Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na
Avenida Robert Kock, n° 60, ou no telefone 33712490. Este termo devera ser preenchido em
duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a

VOCé.

Londrina, de de 2014.

Pesquisador Responsavel

RG::

(

), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa,

concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impresséo dactiloscépica):

Data:
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2639  ANEXO I. Parecer do comite de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da UEL
2640

N7,

Universidade %
=l= Esiadual de Londrina _
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 5231

Parecer CEP/UEL: |158/2013 n )
CAAE: 15842613.0.0000.5231

Data da Relatoria: | 04/09/2013 T
Pesquisador(a): Juliana Carvalho ﬁdrﬁégnolli - o
Unidadiel(')rgéo: ~_|CCS- ProgTama de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude - Stricto sensu

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 5231) — de acordo com as
orientacdes da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolucoes
Complementares, avaliou o projeto: 5

“Deficiéncia Funcional de Ferro em Pacientes em Hemodialise: Caracterizagéio,
Prevaléncia e Efeito da Pentoxifilina.”

Situacao do Projeto: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagédo que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL, via
Plataforma Brasil, relatorio final da pesquisa.

Londrina, 13 de setembro de 2013.

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardeili
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitdrio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), Km 380 - Fone (43) 3371-4000 - PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 6001 - CEP 86051-990 - Internet http:/www.uel.br
LONDRINA - PARANA - BRASIL

Form. Codigo 11.764 - Formato A4 (210x297)
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ANEXO II. Determinacédo dos metabdlitos do 6xido nitrico (NOXx)

- REAGENTES

1. Sulfato de Zinco 75mmol/L (CAAI®, Brasil)

2,1569 100mL H20O destilada

Pesar 2,156¢g de Sulfato de Zinco, adicionar em baldo volumétrico de 100mL, dissolver com
um pouco de agua destilada e completar o volume para 100mL.

Armazenar em geladeira.

2. Hidroxido de Sédio 55mmol/L (Nuclear®, Brasil)

220mg 100mL H20 destilada

Pesar 220mg de Hidroxido de Sédio, adicionar em baldo volumétrico de 100mL, dissolver
com um pouco de dgua destilada e completar o volume para 100mL.

Armazenar em geladeira.

3. Tampao Glicina (45g/L, pH 9,7) (Synth®, Brasil)

4,59 100mL H20 destilada

Pesar 4,5g de tampao glicina, adicionar em baldo volumétrico de 100mL, dissolver com um
pouco de agua destilada e completar o volume para 100mL.

Armazenar em geladeira.

4. Tampao Glicina (15g/L, pH 9,7) (Synth®, Brasil)

1,59 100mL H20 destilada

Pesar 1,59 de tampao glicina, adicionar em baldo volumétrico de 100mL, dissolver com um
pouco de agua destilada e completar o volume para 100mL. Acertar o pH em 9,7 utilizando
hidroxido de sédio.

Armazenar em geladeira.

5. Sulfato de cobre 5mmol/L (Synth®, Brasil) em Tampdao Glicina (15g/L, pH 9,7)
62,42mg 50mL de tampéo Glicina-NaOH

Pesar 62,42mg de Sulfato de cobre, adicionar em baldo volumétrico de 50mL, dissolver com
um pouco de tampao glicina 15g/L e completar o volume para 50mL.

Preparado no dia de uso.
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6. Acido Sulfuricol00mmol/L (Merck®, Germany)

1,4mL H2S04 250mL H20 destilada

Adicionar um pouco de agua destilada em um baldo volumétrico de 250mL, pipetar 1,4mL
de Acido sulfarico e completar o volume para 250mL.

Preparar o reagente em capela.

Armazenar em temperatura ambiente.

7. Sol. Estoque Padrdo NaNO2 100mM (Synth®, Brasil)

69,00mg 10mL H20 destilada

Pesar 69mg de NaNO2e adicionar em um tubo de vidro. Adicionar 10 mL de agua destilada.
Tampar tudo com parafilm e verter para dissolver.

Armazenar em geladeira e ao abrigo da luz.

8. Reagente 1 — Sulfanilamida (Acros®, Bélgica)

2,0g Sulfanilamida 100mL de Acido Fosférico 5%

Pesar 2g de Sulfanilamida, adicionar em baldo volumétrico de 100mL, dissolver com um
pouco de acido fosférico 5% e completar o volume para 100mL. Armazenar em geladeira e
ao abrigo da luz.

9. Reagente 2-N-naphthylethylenediamine dihydrochoride (NEDD)

(Sigma Aldrich®,EUA)

200mg NEDD __ 100mL H20O destilada

Pesar 200mg de NEDD, adicionar em baldo volumétrico de 100mL, dissolver com um pouco
de agua destilada e completar o volume para 100mL.

Armazenar em geladeira e ao abrigo da luz.

Desproteinizagao

Adicionarem eppendorf, em triplicata, 60uL de amostra + 60uL de 75mmol/L ZnSO4;

Agitar 30sec no voértex;

Centrifugar por 2min a 10000rpm a temperatura ambiente;

Ap06s centrifugar, adicionar 70uL de 55mmol/L NaOH;

Agitar 30sec no vortex (ndo precisa quebrar o sedimento)

Centrifugar por 5min a 10000rpm a temperatura ambiente;

Transferir 150uL do sobrenadante para tubo de ensaio de vidro pequeno (sobrenadante nao
deve estar turvo);

Adicionar 50uL de tampao glicina (45g/L, pH 9,7).
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Ativacdo dos granulos de cadmio (Sigma-Aldrich®, EUA)

Para esta técnica utiliza-se 3 granulos pequenos.

Granulos ficam estocados em H2SO4 100mmol/L

Em capela, lavar os granulos que serédo utilizados com H20 destilada 3 vezes (com auxilio
de um béquer e uma peneira)

Colocar a solugdo de CuSO4 5mmol/L em um pote e adicionar os granulos previamente
lavados. Sao entdo deixados em contato por 5min.

Os granulos ativados devem entdo ser usados dentro de 10min.

Retirar os granulos da solucao e adicionar a quantidade necessaria em cada vial.

Apbs o uso, os granulos séo lavados e estocados em 100mmol/L de H2SO4.

Os granulos que ficarem pretos mesmo apds serem lavados com H2S0O4 devem ser

descartados.

Reducéo do nitrato a nitrito

3 granulos sao adicionados ao tubo de ensaio contendo a amostra e o tampao glicina.
Procurar utilizar os granulos com tamanhos proximos!

Deixar em agitacdo continua por 10min em agitador tipo Kline;

Transferir 100uL de cada amostra para a microplaca para a determinagao de nitritos.

Curva de calibracgéo (triplicata)

Fazer a diluicdo dos padrdes na prépria microplaca antes de adicionar qualquer reagente.

1. Preparar a Solugédo de Uso NaNO; 125umol/L (P5): Em um baldo volumétrico de 100mL
dissolver 125uL de Solucédo Estoque Padrao NaNO, 100mM

2. Adicionar 100uL de agua destilada nos pogos Al, A2, A3 (brancos)

3. Adicionar 100uL Solugdo de Uso NaNO, 125umol/L no pogo B1, B2, B3 (primeiro
ponto)

4. Adicionar 100uL de agua destilada nos pogos C1, C2, C3, D1, D2, D3, E1, E2, E3, F1,
F2, F3

5. Adicionar 100uL Solugédo de Uso NaNO, 125umol/L no pogo C1 e homogeneizar com a

propria pipeta.

Transferir 100uL da solugéo C1 para o pogo D1 e homogeneizar com a prépria pipeta.

Transferir 100uL da solugéo D1 para o pogo E1 e homogeneizar com a propria pipeta.

Transferir 100uL da solugdo E1 para o pogo F1 e homogeneizar com a prépria pipeta.

© © N o

Retirar 100uL do pogo F1 e descartar.
10. Repetir o mesmo procedimento (a partir do passo 5) para as outras duas curvas de

calibracdo (Coluna 2 e 3)
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Quantificacdo do teor de nitritos

Ap6s a adicao das amostras e da diluicdo seriada do padrdo na microplaca, adiciona-se 50
pML do Reagente 1 e 50 yL do Reagente 2 a cada pocgo. Incubar por 10min a temperatura
ambiente. A leitura é realizada em uma leitora de microplacas Asys Expert Plus, Biochrom®
(Holliston, MA, EUA), 540nm.

Importante: Toda solugdo que entrou em contato com o cadmio deve ser descartada como
residuo téxico (armazenar em potes de plastico para descarte adequado)

Calculo do fator:

Fator = concentracao do padrédo

leitura do espectrofotébmetro

Obs.: Fator +/-70 (para validag&o)
Célculo da concentracdo da amostra:

Concentracao= fator x leitura da amostra
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2775  ANEXO lll.- Determinacédo de produtos avancados da oxidacao de proteinas (AOPP)
2776

2777

2778 - REAGENTES

2779

2780 - Kl (lodeto de Potassio) 1,16M — preparar a quantidade de uso, ndo tem definido a
2781 validade apdés preparado.

2782

2783 1- Pesar reagente

2784 0,962¢g 5mL de H,O destilada

2785 2- Colocar reagente em tubo de vidro (10 mL)

2786 3- Adicionar 5 mL de H,O destilada

2787 4- Tampar tubo com parafilm e agitar

2788

2789 - Padrao Estoque Cloramina T - 1mM (PM = 281,69) — validade: até 3 meses em 4°C
2790

2791 1- Pesar o padréo

2792 28,17mg ____ 100mL H,O destilada

2793 2- Colocar o padrdo em balao volumétrico de 100 mL
2794 3- Adicionar 80 mL de H,O destilada

2795 4- Dissolver o padréao

2796 5- Completar o volume para 100 mL

2797

2798 - Acido Acético PA

2799

2800 Usar o reagente comercial.

2801

2802 - AMOSTRAS

2803

2804 - Plasma diluido 1:5 com PBS

2805

2806 1- em tubos diluir as amostras da seguinte maneira:
2807 200 uL de plasma + 800 uL de PBS

2808

2809

2810

2811
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- PROCEDIMENTO

- Diluicdo Padrao:

1. Em tubos de vidro de 10 mL, fazer a diluicdo dos padrdes antes de adicionar

qualquer reagente.

2. ldentificar 5 tubos, de P1 ate P5

3. No tubo P1:

P1 - 500uL Padrao Estoque + 4,5mL PBS

4. No tubo P2:
P2 -1mL P1 +

5. No tubo P3:
P3—-1mL P2 +

6. No tubo P4:
P4 —1mL P3 +

7. No tubo P5:
P5—1mL P4 +

1ImL PBS

1mL PBS

1mL PBS

1mL PBS

8. Para areacao, seguir o esquema abaixo, identificando os tubos e adicionando os

reagentes na ordem

86

BRANCO| P1 | P2 P3 P4 P5 | AMOSTRA
[1uM 100 | 50 25 | 125 | 6,25
PBS (uL) 1000
PADRAO (uL) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
AMOSTRA (uL) 1000
Ac Acético PA (uL) | 100 100 | 100 | 100 | 100 100 100
KI (uL) 50 50 | 50 50 50 50 50

- Leitura em 340nm

- Ler imediatamente
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- CALCULO DO FATOR

FATOR = CONCENTRACAO DO PADRAO
LEITURA DO ESPECTROFOTOMETRO

Calculo da concentracdo da amostra:

CONCENTRACAO = FATOR X LEITURA DA AMOSTRA x 5 (diluicio da amostra)

[ Concentracao ] AOPP — umoles/L de equivalente de cloramina T

Obs.: Fator +/- 50

87
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ANEXO IV. Determinacdo da atividade da paraoxonase 1 (PON-1)

Preparo da Solucéo de Estoque de Tampéao TRIS-HCI 1M

(C4H11NOgHCI= 157,64)

Pesar 39,419 e diluir em 250mL de H20 (utilizar baldo volumétrico)
CUIDADO: reacdo exotérmica!

Ajustar o pH para 8,0 (antes de acertar 0 menisco) e armazenar em geladeira

Corrigir pH todos os dias antes do uso — para o uso, o pH podera variar entre 8,0 € 8,5

Preparo da Solucéo de Estoque de CaCl2 1M

(CaCly 2H,0 = 147,02)

Pesar 7,35¢g e diluir em 50mL de H20 (utilizar baldo volumétrico)
CUIDADO: reacao exotérmica!

Filtrar a solugdo em papel de filtro apos o preparo e armazenar em geladeira.

Preparo do Tampéao A — Preparar no dia do uso
20mM TRIS-HCI (pH=8,0) e 1mM CaCl2
Tampao para a diluicdo das amostras e preparo do Substrato de CMPA (cloro-metil-
fenil-acetato)
Para 100mL de H20: 2mL Solugéo Estoque de TRIS-HCI pH8,0
100uL Solucédo Estoque de CaCl2

Preparo do Tampéao B — Preparar no dia do uso

9,0mM TRIS-HCI (pH=8,0) €0,9mM CaCl2
Tampé&o para o preparo do Substrato de PA-No Salt (fenil-acetato sem a adigéo de sal)
Para 50mL de H20: 450uL Solucéo Estoque de TRIS-HCI pH8,0

45uL Solugéo Estoque de CaCl2

Preparo das amostras:
Antes de diluir as amostras, os tubos/ criotubos de armazenamento deverdo ser

centrifugados a 10000 RPM, por 5min e refrigerados a 10°C.
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Reacédo 1 — Atividade AREase sem adicao de sal

(0] (0]
[ (H0) [
H,C—C—O —> HO + HC—C—O
plasma
paraoxonase
Phenyl acetate Phenol Acetate

Leitura avalia a formacdo do produto de hidrélise do fenil-acetato (fenol) durante 4

minutos

Diluir a amostra 1:80 — 5uL da amostra e 395uL do Tampéo A
Utilizar tubos de vidro
As amostras, apos serem diluidas, deverao ser processadas em até 30min.

Preparo do Substrato de PA-No Salt: CgH;0O, - PM: 136,15; Conc. final: 3,26mM

10mL do Tampéo B + 5uL do Reagente PA (fenil-acetato)

Esta solucdo de substrato deve ser preparada em Tubo tipo Falcon, ao abrigo de luz, NO
MOMENTO DO USO e nao devera ser utilizada apds 2 horas de seu preparo.

Agitar vigorosamente por 30 segundos!

- PROCEDIMENTO

Adicionar 20uL da amostra diluida 1:80 nos pogos em que ocorrerdo a reagdo. Ao fim,

adicionar 200puL da solucéo do Substrato de PA-No Salt e proceder a leitura.

Parametros de leitura — Utilizar modelo pré-definido no leitor de microplacas EnSpire®:
Protocolo “AREase”

Leitura cinética a 25°C — 16 leituras, em 270nm, com intervalo de 15 segundos entre as
leituras; o tempo total da reacdo é de 4min.

ApOs as leituras cinéticas, serdo realizadas mais duas leituras (em 900nm e 977nm) para a
correcao do path length (caminho ético);

ver calculos de correcéo ao final.

- ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados das 16 leituras em todas as reacdes deverao ser corrigidos da mesma forma;
A primeira etapa é a correcdo por base linecorrection; esta correcdo devera ser feita para

realizar a comparac¢ao da atividade da cinética enzimética;
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As amostras cujas replicatas variarem mais de 10% ou que apresentarem um valor der2
inferior a 0,99 deveréo ser reprocessadas;

Somente a primeira por¢ao linear da curva devera ser utilizada na andlise final,

A andlise devera ser feita em mDO, e o valor das médias das leituras devera ser utilizado na

férmula de célculo de atividade (expresso em U/mL).

FORMULA

mDO X Vol.totaldareagdo(mlL) X Fatordediluicio
e X Volumedeamostra (uL)

Atv =

Onde:
e~ Coeficiente de extingdo molar
Para o produto de hidrolise do CMPA (4-clorometil-fenol) = 1,30mMol/Lcm-1
Para o produto de hidrélise do fenil-acetato (fenol) = 1,31mMol/Lcm-1

Corregado do caminho 6tico (Path lengthcorrection)
Greiner bio-one.Aplication Note: UV/VIS Spectroscopy in Microplates UV-Star®, uClear®,
MICROLON® and CELLSTAR®

<http://www.greinerbioone.com/en/row/articles/literatures/application notes/>

a. Correcao pela geometria da placa — para placas com pocos cilindricos de fundo chato:
Utilizando as especificagbes do fabricante quanto ao didmetro dos pocgos, fazer o seguinte

calculo:

4 XV
T X d?

Onde:
h = fator de correcdo para a placa
V = volume final que serd utilizado

d = média dos didmetros especificados

b. Correcéo por volume de agua:
Utilizando as leituras em 900nm e 977nm, é possivel realizar a corre¢do do path length para

cada poco de reacao, utilizando-se a seguinte férmula:

h = (Ag77 — Agoo) amostra

(A977 - A900)1cmégua

Como referéncia para agua, utilizar o valor padrao de 0,180


http://www.greinerbioone.com/en/row/articles/literatures/application_notes/
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ANEXO V. Determinacao do grupamento Tiol (SH-grupo)

- REAGENTES

1. Tampao Tris base 0,25M (Sigma-Aldrich®, EUA) e EDTA 20mM (Synth®), Brasil- pH 8.2
Pesar 3,028g Tris base, 0,7445g EDTA e diluir em 100mL H20 (gsp). Ajustar o pH para 8.2.

2. DTNB 10mM
Pesar 39,635mg DTNB (Sigma-Aldrich®, EUA) e diluir em 10mL de metanol (Vetec®, Brasil)

(asp).
Armazenar na geladeira ao abrigo da Luz. Pode ser utilizado até por 2 semana.

- PROCEDIMENTO

Reagentes Branco Amostra
Tampao Tris-EDTA (uL) 1000 1000
Plasma (uL) - 50

Agitar e realizar leitura em espectrofotdmetro em 412 nm (leitura Al)

Em seguida, adicionar

Reagentes Branco com DTNB Amostra

DTNB 10mM (L) 20 20

Esperar 15 minutos a temperatura ambiente. Ler em 412 nm (leitura A2).

Realizar também uma leitura do branco s6 com DTNB 10mM.
- CALCULO
Concentracéo de SH total (mM) = (A2 - A1 - B com DTNB) x 1,57mM

Corrigir essa concentracdo pela quantidade de proteinas totais no plasma. O resultado &

expresso em uM/mg de proteina.
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3008 ANEXO VI. Protocolo para determinacado da glutationa total e reduzida em hemécias
3009

3010

3011  PRINCIPIO:

3012 2 GSH + DTNB——> GSSG + 2 TNB

............ »
30137 GSSG-+-H L+ NADPHE——— 2GSH + NADP*
3014 Glutationa Redutase
3015
3016 - REAGENTES
3017

3018 Tampéo de EDTA 1mM:

3019 EDTA(E1) ImM: 1 mM

3020 Pesar: 0,0372 g de EDTA para preparar 100mL.

3021  Solucéo A: K,HPO, (100 mM- F10a): Pesar 1,74 g/ 100 mL de agua milli-Q

3022 Solucéo B: KH,PO, (100 mM-F10): Pesar 1,36 g/ 100 mL de agua de milli-Q

3023 = Misturar 80,4 mL da solucdo A + 19,6 mL da solugcdo B + 0,0372 g de EDTA para

3024  preparar 100 mL. Deixar para completar para 100 mL depois que acertar o pH!

3025 OBS: A solugdo de Tampéo de EDTA deve ter pH 7,4; caso esteja diferente deste valor
3026  deve-se adicionar mais da solucdo B ou KOH 1M. O tamp&o pode ser armazenado a 4 °C.
3027 Solucéo de DTNB:

3028 Solucdo estoque 7,5 mg para 5 mL de NaHCO; 0,5%. Fazer aliquotas de 1mL em
3029 eppendorfs. Manter as solucdes congeladas a -80°C, com o frasco sempre protegido da luz.
3030 Descongelar na hora do uso.

3031

3032 - PREPARO DA SOLU(;AO MIX

3033

3034  Solug&o mix 1:

3035 = Para dosagem de glutationa total (GT)

3036
Componentes 18 mL (para uma placa)
Solugéo tampéo EDTA 17,64 mL
NADPH 3,6 mg
DTNB (solucéo estoque) 360 ul
Glutationa Redutase (100 U) |6 pl

3037
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Solucéo mix 2:

» Para dosagem de glutationa reduzida (GSH) e padrao

Componentes 18 mL (para uma placa)
Solugéo tampéo EDTA 17,640 mL

DTNB (solucéo estoque) |360 pl

- CURVA PADRAO

Preparo do Padrdo de GSH: PM GSH = 307,3

Preparar inicialmente uma solugédo de 10mM de GSH: Pesar 15,365 mg de GSH e diluir em
5mL de agua de mili-Q. Na sequéncia fazer aliquotas de 500 pL em eppendorfs envoltos
com papel aluminio e identificados. Congelar a -80°C (descongelar apenas na hora do
uso).Pode-se optar por fazer a curva padréo inteira como abaixo ou escolher o ponto 300
MM para encontrar o fator (f=C/DO).

O fator encontrado nessa concentracdo tem que estar entre 1100 a 1400.

®» Diluicdo curva padrédo em tubos de ensaio:

Concentracdo puM 50 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 400 | 500 | 600 | 1000

Vol. Sol 10 mM GSH 5 10 |15 20 |25 |30 40 |50 |60 |100

Vol. Agua de mili-Q (L) | 995 | 990 | 985 | 980 | 975 | 970 | 960 | 950 | 940 | 900

Preparo das Amostras: As amostras foram coletadas em tubos heparinizados e
centrifugadas por 5 minutos a 3000 rpm. O plasma foi retirado de cada amostra, adicionou-
se 2 mL de solugdo fisiol6gica para lavar as hemécias. A amostra foi homogeneizada e
centrifugada por mais 5 minutos a 3000 rpm. A operacdo de homogeneizacdo foi repetida
por mais duas vezes. Na sequéncia a hemoglobina foi quantificada. Para o preoaro do
hemodialisado, em um tubo de ensaio, devidamente identificado, diluiu-se 2,5 ul da papa de

hemacia com 2 mL de H,O de mili-Q.

Preparo da Microplaca: Para preparo da microplaca adicionou-se 180 ul da Solugdo MIX 2
para curva padrdo ou ponto padrdo e amostras para GSH. Na sequéncia adicionou-se 180
ul da Solugédo MIX 1 para GT nas amostras. Para ospo¢os com a solucdo para GT e GHS
adicionou-se 20 ul de cada amostra em triplicata. Brancos: 180 ul da solugdo MIX 1 mais 20
ul de agua de mili-Q e 180 ul da solucdo MIX 2 mais 20 ul de agua de mili-Q. A placa foi

agitada por 15 segundos e incubada a temperatura ambiente durante 15 minutos na leitora
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de microplaca (EnSpire). A leitura deve ser realizada em 412 nm. Sugestéo de disposicéo

das amostras e padrdes na microplaca:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |Al |A2 |[A3 |A4 |AS5 |A6 |A7 |A8 |A9 |A10 |All |A12
B |[Al |[A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |A7 |A8 |A9 |A10 |All |A12
C |A1 |A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |A7 |A8 |A9 |A10 |All1 |[A12
D |Al |A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |A7 |A8 |A9 |A10 |All |A12
E |[Al |[A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |A7 |A8 |A9 |A10 |All |A12
F |A1 |A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |A7 |A8 |A9 |A10 |All |A12
G |A13|A13 |A13 |Al4 |A14 |Al4 |P300|P300|P300|BGT |BGT |BGT
H |A13|Al13 [A13 |Al4 |Al4 |Al4 BGSH |BGSH |[BGSH

Linhas em cinza: amostra + solu¢cdo Mix 1 para GT

Linhas em branco: amostra/padrao + solugédo Mix 2 para GSH

- CALCULOS

Tanto para calcular GT quanto GSH usar a seguinte férmula:

Onde:

D.O: Densidade Optica

GT ou GSH = D.O x fator x 0,8

Conc. Hb g/dL

Fator: Conc. Padrdo 300 uM/média das D.O

Conc. Hb g/dL: Concentragdo de Hemoglobina em g/dL obtida por meio do Hemograma

Para calcular a Glutationa Oxidada (GSSG) usar a seguinte formula: GSSG= (GT-

GSH)/2

Os resultados serdo expressos em miliMolar/gHb.
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ANEXO VII. Portaria n. 226 de 10/05/2010 do Ministério da Saude.

Ministério da Saude

Secretaria de Atencdo a Saude

PORTARIA N° 226, DE 10 DE MAIO DE 2010

O Secretério de Atencdo a Saude, no uso de suas atribuicoes,

Considerando a necessidade de se estabelecer parametros sobre a anemia na
insuficiéncia renal crdnica no Brasil e de diretrizes nacionais para diagndstico, tratamento e
acompanhamento dos individuos com esta doenca;

Considerando que os Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) séo
resultado de consenso técnico-cientifico e sao formulados dentro de rigorosos parametros
de qualidade, precisédo de indicacdo e posologia;

Considerando a Consulta Publica SAS N° 5, de 28 de janeiro de 2010 e a Consulta
Publica SAS N° 17, de 09 de abril de 2010;

Considerando a Portaria SAS/MS N° 375, de 10 de novembro de 2009, que aprova o
roteiro a ser utilizado na elaboragédo de PCDT, no &mbito da Secretaria de Atencao a Saude
- SAS; e

Considerando a avaliacdo da Secretaria de Atencdo a Saude - Departamento de
Atencdo Especializada, resolve:

Art. 1° Aprovar, na forma dos anexos desta Portaria, 0 PROTOCOLO CLINICO E
DIRETRIZES TERAPEUTICAS - ANEMIA NA INSUFICIENCIA RENAL CRONICA -
REPOSICAO DE FERRO (Anexo l) e PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES TE-
RAPEUTICAS -ANEMIA NA INSUFICIENCIA RENAL CRONI-CA - ERITROPOETINA
RECOMBINANTE HUMANA (Anexo II).

§ 1° Os Protocolos, objeto deste Artigo, que contém o conceito geral da anemia na
insuficiéncia renal crénica com vistas a reposicao de ferro e uso de alfaepoteina, critérios de
diagnostico, critérios de inclusdo e de exclusdo, tratamento e mecanismos de regulacao,
controle e avaliacdo, sdo de carater nacional e devem ser utilizados pelas Secretarias de
Saude dos Estados e dos Municipios na regulagdo do acesso assistencial, autorizagéao,
registro e ressarcimento dos procedimentos correspondentes.

§ 2° E obrigatéria a observancia desses Protocolos para fins de dispensacdo de
medicamentos neles previstos.

§ 3° E obrigatéria a cientificacdo do paciente, ou de seu responsavel legal, dos
potenciais riscos e efeitos colaterais relacionados ao uso de medicamento preconizado para

o tratamento da anemia na insuficiéncia renal crénica, o que devera ser formalizado por
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meio da assinatura do respectivo Termo de Esclarecimento e Responsabilidade, conforme
0s modelos integrantes dos Protocolos.

§ 4° Os gestores estaduais e municipais do SUS, conforme a sua competéncia e
pactuacOes, deverdo estruturar a rede assistencial, definir os servicos referenciais e
estabelecer os fluxos para o atendimento dos individuos com a doen¢a em todas as etapas
descritas no Anexo desta Portaria.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicacéo.

Art. 3° Fica revogada a Portaria SAS/MS N° 437, de 08 de outubro de 2001, publicada
no Diario Oficial da Unido N° 194, de 9 de outubro de 2001, Secéo 1, pag. 61.

ALBERTO BELTRAME

ANEXO |

PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES TERAPEUTICAS
ANEMIA NA INSUFICIENCIA RENAL CRONICA- REPOSICAO DE FERRO

1. METODOLOGIA DE BUSCA DA LITERATURA

Utilizou-se como estratégia de busca no Pubmed os termos "ferric oxide"[Mesh] ou
“iron"[Mesh] ou "iron compounds'[Mesh] e ("kidney failure, chronic"[Mesh] ou
"hemodialysis"[Mesh]) e "anemia'[Mesh], restringindo-se a busca para ensaios clinicos
randomizados e meta-analises, publicadas nos ultimos 10 anos. A busca resultou em 28
artigos.

No Embase, foi utilizada como estratégia de busca os termos 'hemodialysis'/exp ou
‘chronic kidney failure'/exp ou 'dialysis'/exp e '‘anemia'/exp e 'iron‘'/exp, limitando-se a ensaios
clinicos randomizados, meta-analises e revisdées da Cochrane, publicados nos ultimos 10
anos. A busca resultou em 54 artigos.

Quando avaliadas em conjunto, as buscas em ambas as bases de dados identificaram
nove ensaios clinicos e duas meta-anélises com intervengdes e desfechos relevantes para o
tema de interesse no protocolo

Foram consultados ainda o "UpToDate", versdo 17.3, através do site
http://www.uptodateonline.com e as diretrizes da "National Kidney Foundation -Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative", através do site
http://www.kidney.org/professionals/KDOQI/guidelines_commentaries.cfm#guidelines,
ambos acessados em 30/11/2009. A consulta a bibliografia dessas fontes levou a
identificacdo de outros 11 estudos observacionais, utilizados principalmente na introducéo

deste protocolo.
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2. INTRODUCAO

A anemia é uma complicac@o frequente e importante da insuficiéncia renal crénica,
associando-se com aumento de morbidade e mortalidade(1-5). Utilizando-se a definigdo
classica de anemia pela Organizacdo Mundial de Saude, como hemoglobina inferior a
13g/dL em homens e mulheres na pds-menopausa e inferior a 12g/dL em mulheres pré-
menopausicas, esta condicdo estard presente em cerca de 90% dos pacientes com
insuficiéncia renal crénica que apresentam taxa de filtracdo glomerular estimada (MDRD ou
Crockoft-Gault, disponiveis em
http://www.kidney.org/professionals/KDOQI/gfr_calculator.cfm) inferior a 25-
30mL/min/1,73m[2](1). Entretanto, anemia pode estar presente em pacientes com taxa de
filtracdo glomerular estimada entre 30 e 60mL/min/1,73m[?, e o consenso atual sugere que a
reposicao de ferro e de alfaepoetina deve ser feita tendo como meta niveis de hemoglobina
entre 11-12g/dI(6, 7). Na maioria dos casos, a anemia decorre primariamente da produgéo
renal reduzida de epoetina. A manutencdo de estoques corporais adequados de ferro é
fundamental para uma adequada resposta ao tratamento com alfaepoetina, sendo a
deficiéncia de ferro ou a sua reduzida disponibilidade, as principais causas de falha ao
tratamento. Estima-se que pacientes em hemodidlise percam em média 2g de ferro por ano
pelo método dialitico em si, além de outras perdas (gastrointestinais, coletas de sangue
frequentes, etc.), justificando a necessidade de avaliacdo sistematica e reposicdo
apropriada(8).

No Brasil, estima-se, a partir dos dados dos sistemas de informacdes do SUS, que, em
2008 e 2009, respectivamente 72.730 e 75.822 pacientes submeteram-se a dialise, sendo
em torno de 90% a hemodialise. O uso de alfaepoetina fez parte do tratamento de mais de
80% desses pacientes(9).

Apesar de a reposicdo de ferro ter beneficios definidos em relacdo a corre¢do da
anemia da insuficiéncia renal croénica e na reducdo de doses de alfaepoetina, a melhor
forma de administragdo e parémetros para sua indicacdo e acompanhamento ainda séo
motivos de controvérsia, razdo pela qual a sua regulamentacio pelo SistemaUnico de
Saude faz-se necesséria.

3. CLASSIFICACAO ESTATISTICA INTERNACIONAL DE DOENCAS E PROBLEMAS
RELACIONADOS A SAUDE (CID-10)

-N 18.0 Doenca renal em estadio final

-N 18.8 Outra insuficiéncia renal crénica

4. DIAGNOSTICO

Antes do inicio do tratamento, todos os pacientes devem ser avaliados e outras
causas de anemia afastadas. Os pacientes devem ser submetidos a uma histéria e exame

fisico detalhados, bem como a realizacdo de hemograma completo e das reservas de ferro.
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A avaliagdo dos parédmetros hematimétricos do hemograma, como VCM (volume
corpuscular médio), CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média) e RDW
(indice de anisocitose) podem auxiliar no diagnostico diferencial de outras causas de
anemia. A saturacdo de transferrina avalia o ferro funcionalmente disponivel para
eritropoiese e € calculada pela equacdo: concentracdo de ferro sérico (mg/dL) x
100/capacidade total de ligacéo de ferro. A ferritina sérica € o marcador mais utilizado para
avaliar as reservas organicas de ferro, estando diminuida na sua deficiéncia. Além de
estados de sobrecarga de ferro, a ferritina pode estar ainda elevada em condicbes
associadas a inflamacao ou infeccdo subjacente. A presenca de tais condicbes deve ser
criteriosamente considerada durante a avaliacdo clinica.

O diagnéstico de deficiéncia absoluta de ferro em pacientes com insuficiéncia renal
cronica em hemodialise é realizado quando os seguintes critérios estiverem presentes:

-Saturacao de transferrina < 20% e

-Ferritina sérica inferior a 200ng/dL

Pacientes em hemodidlise podem ainda apresentar deficiéncia relativa de ferro,
representando uma situacéo onde os estoques de ferro encontram-se dentro no normal por
critérios convencionais, mas com incapacidade de mobilizacdo adequada do ferro para
eritropoese sob estimulo de alfaepoetina. Os critérios diagnésticos de deficiéncia relativa
séo:

-Saturacao de transferrina < 20% e

-Ferritina sérica entre 200 e 800ng/dL

5. CRITERIOS DE INCLUSAO

Apresentar diagnéstico de insuficiéncia renal crénica, independentemente da idade, na
presenca dos seguintes critérios:

-anemia, com hemoglobina sérica inferior a 11g/dL em ambos 0s sexos;

-deficiéncia absoluta ou relativa de ferro;

-estar em hemodialise.

6. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Sao considerados critérios de exclusao:

-Hemocromatose;

-Hemossiderose;

-Anemia hemolitica;

-Ferritina sérica acima de 1.200ng/dL ou saturagéo de transferrina superior a 50%;

-Hipersensibilidade/intolerancia ao produto ou a um de seus componentes.

7. CASOS ESPECIAIS

Em pacientes com hemoglobina inferior a 11g/dL, necessitando doses elevadas de

alfaepoetina (igual ou maior 225Ul/Kg/semana ou igual ou maior que 22.500 Ul/semana),
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pode ser considerada a reposi¢céo de ferro parenteral se a ferritina sérica estiver entre 800 e
1200ng/dL e a saturagao da transferrina menor de 25%, levando-se em conta os potenciais
riscos e beneficios do tratamento nessa situacao.

Pacientes em tratamento conservador ou em programa de diélise peritoneal podem
beneficiar-se do uso do ferro por via oral como suplementagdo. Caso apresentem
intolerancia gastrointestinal, inadequada adesdo ou a resposta ao tratamento oral seja
insuficiente, poderd ser considerada a reposicao parenteral de ferro. Nesses casos, 0
diagndstico de deficiéncia de ferro € dado por niveis de ferritina < 100ng/dL e saturacdo de
transferrina menor de 20%.

Na gravidez, é recomendada uma dose de 25mg por semana de sacarato de hidréxido
de ferro lll intravenoso. Nao se recomenda 0 uso no primeiro trimestre.

8. TRATAMENTO

Os ensaios clinicos(10-18) e meta-analises (19,20) disponiveis acerca da efetividade
do ferro parenteral no tratamento de anemia em pacientes com insuficiéncia renal crénica
tiveram como desfechos principais a taxa de anemia e a presenca de efeitos ad-versos.
Desfechos de maior impacto clinico, como impacto em sobrevida e qualidade de vida nédo
foram adequadamente avaliados.

Em pacientes com insuficiéncia renal crénica em tratamento conservador, 0 uso
rotineiro do ferro parenteral proporcionou um pequeno ganho em de hemoglobina
(0,31g/dL), que nao parece representar vantagem clinica significativa em relagcdo a
reposicao oral de ferro, segundo meta-andlise publicada(19). Diante disso, nesse grupo de
pacientes, o uso de ferro parenteral s6 deve ser considerado em casos de intolerancia ou
falha ao tratamento por via oral.

A mesma meta-andlise demonstrou ainda que em pacientes em hemodialise crénica o
uso sistematico do ferro parenteral foi superior a reposicdo oral de ferro em relacdo ao
incremento de hemoglobina (0,83g/dL, IC 95% 0,09-1,57). Tal resposta foi independente do
uso de alfaepoetina. Além disso, a dose necesséaria de alfaepoetina foi significativamente
menor no grupo que recebeu ferro por via parenteral(19).

Em meta-analise de estudos observacionais na populacdo de criancas em
hemodialise, observou-se beneficio com uso de ferro parenteral qunato a aumento da
hemoglobina e reducgéo das doses de alfaepoetina(20).

Dois ensaios clinicos visando, respectivamente, manter a ferritina acima de
200ng/dL(13) e saturacao de transferrina entre 30%50%(12) com a reposi¢do parenteral de
ferro em pacientes em hemodidlise, verificaram reducdo das doses necessérias de
alfaepoetina para manter a hemoglobina dentro da faixa alvo, quando comparados com o
grupo controle, que visava a manter ferritina entre 100-200 ng/dL(13) e saturacdo da
transferrina entre 20%-30%(12).
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O ensaio clinico "DRIVE", publicado por Coyne e colaboradores(18), incluindo
pacientes com anemia (hemoglobina < 11g/dL), ferritina entre 500-1200ng/dL, saturacéo de
transferrina < 25% e necessitando doses de alfaepoetina superiores a 225Ul/Kg/semana ou
22.500Ul/semana, comparou o uso de ferro parenteral com a néo reposicéo de ferro, tendo
como desfecho a variacdo da hemoglobina. A dose de alfaepoetina foi aumentada em 25%
em ambos os grupos. O aumento da hemoglobina foi significativamente maior no grupo que
recebeu ferro parenteral (diferenca de cerca de 0,5g/dL). A resposta ao tratamento ndo
diferiu entre os pacientes que apresentavam ferritina maior ou menor do que 800ng/dL
previamente ao inicio do tratamento. O estudo DRIVE-Il seguiu 0 acompanhamento dos
pacientes incluidos no estudo anterior e observou uma reducéo significativa nas doses de
alfaepoetina naqueles pacientes que receberam ferro parenteral(21). Tais dados sugerem
gue possa haver beneficio na suplementagdo adicional de ferro nesse subgrupo de
pacientes, mas os riscos e beneficios do tratamento devem ser adequadamente avaliados.

8.1. FARMACOS

-Sulfato ferroso: comprimidos de 40 mg

-Solugao oral de sulfato ferroso 25 mg/mL

-Solucao injetavel de sacarato de hidroxido de ferro Il

O sacarato de hidréxido de ferro Il € de uso intravenoso e apresenta-se em ampolas
de 5mL contendo 100mg de ferro Ill (20mg/mL). Deve ser diluido em 100mL de solucdo
fisiolégica e infundido em 15 minutos, segundo o fabricante. Estudo demonstra seguranca
do seu uso em tempos de administracio menores, de até 5 minutos, sem aumento de
reacdes adversas(22).

8.2 ESQUEMAS DE ADMINISTRACAO (USO ADULTO)

Ferro oral: dose de 40 mg de ferro elemento, via oral, trés vezes ao dia, nos intervalos
das refeicoes.

Solucéo injetavel de sacarato de hidroxido de ferro 1lI

Dose teste: Os estudos clinicos que avaliaram a seguranca do sacarato de hidroxido
de ferro demonstraram que 0 mesmo é seguro e que a utilizacdo de dose teste, apesar de
recomendada pelo fabricante, pode ser dispensada(22). Quando utilizada, a dose teste deve
ser realizada na primeira administracdo e consiste em diluir 25mg de ferro elementar em
100mL de solucdo salina e administrar via intravenosa em no minimo 15 minutos. Deve-se
aguardar 15 minutos antes de administrar o restante da primeira dose ou repor as doses
necessarias nos dias subsequientes, caso ndo ocorram reagfes adversas como cefaléia,
nauseas, voOmitos, parestesias, distlrbios gastrointestinais, dores musculares, febre,
hipotensao, urticaria, rubor e reacao anafilatica.

Dose de ataque: Indicada quando o nivel de ferritina sérica for inferior a 200 ng/dL ou

a saturagdo de transferrina for inferior a 20%. Deve-se administrar 1.000 mg de ferro,
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divididos em 10 sessdes de hemodidlise ou em 10 dias diferentes (2 ou 3 vezes por
semana) nos pacientes em dialise peritoneal ou em tratamento conservador.

Dose de manutencdo: Indicada para manter os estoques adequados de ferro em
pacientes com niveis de ferritina superiores a 200ng/dL e saturagdo da transferrina superior
a 20%. Deve-se administrar 100mg de ferro por via intravenosa em dose Unica a cada 15
dias.

Em pacientes com deficiéncia relativa de ferro e necessitando doses de alfaepoetina
superiores a 225Ul/Kg/semana ou 22.500Ul/semana, pode-se considerar novo curso de
dose de ataque (1.000mg de ferro divididos em 10 sessbes de hemodialise), apds avaliar os
riscos e beneficios para o paciente.

8.3. TEMPO DE TRATAMENTO - CRITERIOS DE INTERRUPCAO

O tratamento com ferro parenteral deve ser interrompido temporariamente quando a
saturacdo de transferrina for superior a 50% ou a ferritina sérica for superior a 800ng/dL
(superior 1.200ng/dL em pacientes necessitando doses de alfaepoetina superiores a
225Ul/Kg/semana ou 22.500Ul/semana).

Ap6s o retorno dos valores de ferritina sérica para 500ng/dL (800ng/dL em pacientes
necessitando doses de alfaepoetina superiores a 225Ul/Kg/semana ou 22.500Ul/semana)
ou da saturacao da transferrina para valores menores de 50%, recomenda-se reiniciar o uso
de ferro parenteral com a metade da dose anterior.

8.4. OBJETIVOS DO TRATAMENTO

- manter niveis de hemoglobina entre 11 e 12g/dL;

- manter o nivel sérico de ferritina entre 200 e 800ng/dL (até 1.200ng/dL em pacientes
necessitando doses de alfaepoetina superiores a 225Ul/Kg/semana ou 22.500Ul/semana);

- manter a saturacéo da transferrina entre 20% e 50%;

-reduzir, quando possivel, a dose terapéutica necessaria de alfaepoetina;

-nos pacientes em dialise peritoneal ou tratamento conservador, manter ferritina >
100ng/dL e saturacdo da transferrina entre 20%-50%.

8.5. BENEFICIOS ESPERADOS

-Correcdo da anemia e, consequentemente, melhora da capacidade funcional,
qualidade de vida e reducdo da morbimortalidade pela insuficiéncia renal cronica;

-Otimizag&o das doses de alfaepoetina.

9. MONITORIZACAO

Antes do inicio do tratamento, todos o0s pacientes devem realizar hemograma
completo, dosagens de ferritina e saturacdo da transferrina com vistas ao diagnéstico
diferencial de anemia e estabelecimento da deficiéncia de ferro. Dosagens de hemoglobina,
ferritina e saturacdo da transferrina devem sem repetidos mensalmente enquanto estiverem

fora do alvo terapéutico. Apds, mantém-se dosagens mensais de hemoglobina e trimestrais



3354
3355
3356
3357
3358
3359
3360
3361
3362
3363
3364
3365
3366
3367
3368
3369
3370
3371
3372
3373
3374
3375
3376
3377
3378
3379
3380
3381
3382
3383
3384
3385
3386
3387
3388

102

de ferritina e saturacdo da transferrina. O uso de ferro parenteral deve ser suspenso 710
dias antes da realizacdo dos exames.

Deve-se ter atencdo especial para casos de anafilaxia com sacarato de hidroxido de
ferro 1l ou a produtos semelhantes, bem como suspeita de infecgdo ativa ou insuficiéncia
hepatica.

10. REGULACAO/CONTROLE/AVALIACAO PELO GESTOR

Os pacientes devem ser acompanhados em servicos especializados de
hemodialise/nefrologia. HA de se observar os critérios de inclusdo e exclusdo de doentes
neste Protocolo, a duracdo e monitorizacdo do tratamento, bem como para a verificacdo
periddica das doses do medicamento prescritas e dispensadas e da adequacado de uso.

11. TERMO DE ESCLARECIMENTO E RESPONSABILIDADE

E obrigatéria a cientificagdo do paciente ou de seu responsavel legal dos potenciais
riscos, beneficios e efeitos colaterais ao uso de medicamento preconizado neste protocolo.
O TER é obrigatério ao se prescrever medicamento do Componente Especializado da
Assisténcia Farmacéutica.
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TERMO DE ESCLARECIMENTO E RESPONSABILIDADE

Sacarato de Hidroxido de Ferro I

Eu, (nome do(a) paciente), declaro

ter sido informado(a) claramente sobre os beneficios, riscos, contra-indicagdes e principais
efeitos adversos relacionados ao uso do medicamento sacarato de hidréxido de ferro I,
indicado para o tratamento da insuficiéncia renal crénica.

Os termos médicos foram explicados e todas as minhas davidas foram resolvidas pelo

médico (nome do médico que prescreve).

Assim declaro que:

Fui claramente informado(a) de que o medicamento que passo a receber pode trazer
as seguintes melhorias:

-correcdo da anemia e, consequentemente, melhora da capacidade funcional,
gqualidade de vida e reducédo da morbimortalidade pela insuficiéncia renal cronica;

- otimizacdo das doses de alfaepoetina.

Fui também claramente informado a respeito das seguintes contra-indicagoes,
potenciais efeitos adversos e riscos:

-ndo ha relato de efeitos adversos fetais com o uso de sacarato de hidréxido de ferro
Il em doses usuais durante a gravidez. Entretanto, caso engravide, o médico devera ser
avisado;

- os efeitos adversos ja relatados sdo os seguintes: dor no local de administracao,
alteracdo da coloracdo da pele, dor no quadrante inferior abdominal, dor de cabeca, dores
no corpo, taquicardia, calorbes, nauseas, vomitos, falta de ar, tonturas;

-possibilidade de reacbes tardias (em relagcdo a administracdo) tais como tontura,
desmaio, febre, calafrios, vermelhidao, coceiras, dores pelo corpo, confusdo mental;

-possibilidade de reacdo anafilactéide grave com morte (1 para cada 4 milhdes de

doses administradas)
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- medicamento esta contra-indicado em casos de hipersensibilidade (alergia), em
hemocromatose, talassemia, anemia falciforme, anemia hemolitica e anemia associada a
leucemias;

- 0 risco da ocorréncia de efeitos adversos aumenta com a superdosagem.

Estou ciente de que este medicamento somente pode ser utilizado por mim,
comprometendo-me a devolvé-lo caso ndo queira ou ndo possa utilizd-lo ou se o tratamento
for interrompido. Sei também que continuarei ser atendido, inclusive em caso de eu desistir
de usar o medicamento.

Autorizo o Ministério da Salde e as Secretarias de Saude a fazer uso de informacdes

relativas ao meu tratamento, desde que assegurado o anonimato.

Local: Data:

Nome do paciente:

Cartdo Nacional de Saude:
Nome do responsavel legal:

Documento de identificacdo do responsavel
legal:

Assinatura do paciente ou do responséavel

legal
Médico Responsavel: |CRM: UF:

Assinatura e carimbo do médico

Data:

Observacédo: Este Termo é obrigatério ao se solicitar o fornecimento de medicamento
do Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica (CEAF) e devera ser
preenchido em duas vias, ficando uma arquivada na farmacia e a outra entregue ao usuario

ou seu responsavel legal.



