PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA DA PUCRS
CURSO DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE

CARLOS ABAETE DE LOS SANTOS

O PADRAO INFLAMATORIO E ANEMIA EM HEMODIALISE

Porto Alegre

2004



CARLOS ABAETE DE LOS SANTOS

O PADRAO INFLAMATORIO E ANEMIA EM HEMODIALISE

Tese apresentada como parte dos
requisitos para a obtencdo do grau de
Doutor em Medicina e Ciéncias da Saude
da Faculdade de Medicina da Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do
Sul - PUCRS, Area de Concentracao em
Nefrologia.

Orientador: Prof. Dr. lvan Carlos Ferreira Antonello

Porto Alegre

2004



S237p Santos, Carlos Abaeté de los
O padrao inflamatério e anemia / Carlos Abaeté de los Santos;
orient. lvan Carlos Ferreira Antonello.  Porto Alegre: PUCRS, 2004.
109f.: graf. tab.

Tese (Doutorado) — Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul. Faculdade de Medicina. Programa de Pos-Graduagao em
Medicina e Ciéncias da Saude. Area de Concentragao: Nefrologia.

1. PROTEINA C-REATIVA. 2. ANEMIA. 3. INFLAMAQAO. 4.
DESNUTRICAO. 5. ERITROPOETINA. 6. ESTUDOS TRANSVERSAIS.
7. ESTUDOS DESCRITIVOS. I. Antonello, lvan Carlos Ferreira. Il. Titulo.

C.D.D. 616.072

C.D.U. 616-002:616-005.4(043.2)
N.L.M. QZ 150

Roséria Maria Lucia Prenna Geremia/Bibliotecaria
CRB10/196




CARLOS ABAETE DE LOS SANTOS

O PADRAO INFLAMATORIO E ANEMIA EM HEMODIALISE

Tese apresentada para apreciacao
e parecer da banca examinadora, como
parte dos requisitos para a obtencédo do
grau de Doutor em Medicina e Ciéncias
da Saude — Area de Concentracdo em
Nefrologia, da Faculdade de Medicina da
Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul — PUCRS.

Porto Alegre

2004



A Karla, pelo carinho, incentivo,
compreensao, presenca e paciéncia.
Aos “guris” Carlos, Francisco e

Antonio, pelo carinho, estimulo e apoio.



AGRADECIMENTOS

Ao Ivan, pela competéncia, disponibilidade, amizade e presenca constante.
Ao Edson Figueira dos Santos e ao Marco Anténio Goldani, pela cooperacao
espontanea e apoio decisivo.

Ao Alexandre Losekann, pelo interesse e colaboracgao.

Ao Homero Agra e Osvaldo von Eye, pela cooperacao.

Ao Gordon Castle, pelo auxilio e disponibilidade.

A Ana Ligia Bender e Laura Schumacher Schoh da Trindade, pela boa vontade e
competéncia nas determinagdes laboratoriais.

As Enfermeiras Lilian Righetto, Adriana Conti e Ana Elizabeth Figueiredo, pelo
auxilio na coleta de dados e acompanhamento dos pacientes.

A Rosaria Prenna Geremia, bibliotecaria, amiga, pelo competente auxilio.

A todos os colegas de trabalho pela compreenséo e apoio.

Aos nossos pacientes, a quem sempre dedicamos nosso conhecimento e procura

constante por novos meios de diminuir seu sofrimento, nosso respeito e afeto.



“Pensar é mais interessante do que saber,

e saber € menos interessante do que observar”.

Johann Wolfgang von Goethe



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar inflamagdo e anemia em pacientes
realizando hemodidlise crénica (HD) em hospital de referéncia. Estabeleceu-se a
prevaléncia do padrdao inflamatério(Pl) em centros de diversas complexidades
quanto a gravidade de pacientes atendidos, descreveu-se o perfil dos individuos
com Deficiéncia Funcional do Ferro(DFF) e Bloqueio Inflamatério do Ferro(BIF), e
avaliou-se a evolucao clinica e laboratorial do padréo inflamatério com a introducao
de agua ultrapura em hemodialise.

O estudo foi transversal e descritivo. O Pl correspondeu a ferro sérico < 60
mg/dL, capacidade ferropéxica < 250 ug/dL e ferritina > 100 ng/dL. A prevaléncia
deste padrao foi estudada em 284 pacientes que realizavam HD em quatro hospitais
de diferentes complexidades. Para estudar as caracteristicas clinicas e laboratoriais
dos pacientes com PI foram exclusivamente utilizados os dados dos pacientes de
um centro de referéncia, divididos inicialmente em 2 grupos (GA e GB), de acordo
com o nivel sérico de proteina C reativa ultra-sensivel(PCR). Posteriormente, os
doentes do GB também foram divididos em 2 subgrupos (GB1 e GB2), de acordo
com auséncia ou presenca de infeccao ou inflamacao clinicamente identificada.

A prevaléncia do Pl foi aumentada em hospitais de referéncia e maior
complexidade. Aproximadamente um quarto dos pacientes com Pl tinham PCR
normal. Estes ndo apresentaram infeccdo ou inflamacao explicitas, ndo portavam

acessos temporarios, e hospitalizaram menos. Tinham niveis de hematécrito (Htc),



hemoglobina(Hgb) e ferro(Fe) mais elevados, receberam significativamente menos
transfusdes, e a taxa de mortalidade foi menor. Preenchiam os requisitos que os
definiam como DFF. Nos pacientes com PCR aumentado houve necessidade de
maior quantidade de acessos temporarios, mais infeccdo-inflamacao, e a
prevaléncia de hospitalizacées foi maior. Os niveis de Htc, Hgb e Fe foram
significativamente menores. A quantidade de transfusées de sangue e a taxa de
mortalidade foram maiores. Estes pacientes parecem se enquadrar no perfil BIF.
Quando se analisou exclusivamente os com aumento do PCR, sem infeccao ou
inflamacao especifica, verificou-se que as dosagens foram obtidas antes da
instalacdo do sistema de tratamento para obtencdo de agua ultrapura. Nestes
pacientes, apés a introducdo de agua ultrapura houve normalizacao dos niveis de

PCR.

Palavras-chave:
Anemia — Proteina-C reativa — Inflamacdo — Desnutricdo — Resisténcia a

eritropoietina.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the association between inflammation
and anemia in patients submitted to chronic haemodialysis (HD) in a high-complexity
university hospital. The prevalence of the inflammatory pattern (IP) in patients
submitted to hemodialysis, in distinct complexity centers, was observed. The
characteristics of individuals in HD with functional iron deficiency(FID) and
infflammatory iron blockade(lIB) were evaluated . Changes in clinic and laboratory
aspects of the IP were studied before and after ultrapure water introduction in HD.

This was a cross-sectional study. IP means a serum iron < 60 mg/dL, a total
iron binding capacity < 250ug/dL and a ferritin > 100 ng/dL. The prevalence of the IP
was compared in 284 individuals submitted to chronic HD in 4 distinct complexity
hospitals. To study properly the IP patient’s clinic and laboratory characteristics, the
data were derived from individuals submitted to dialysis exclusively in a high
complexity university hospital. These patients were initially divided in 2 groups (GA
and GB), according to the N high sensitivity C-reactive protein(CRP) serum levels.
Subsequently, patients from GB were also divided in 2 other groups (GB1 and GB2),
according to the absence or presence of proved infection or inflammation.

Prevalence of the IP was augmented in high complexity hospitals. When the
IP patients were divided in 2 groups according to CRP levels, nearly 1/4 had normal
CRP determinations. Individuals with normal CRP levels had no identified infection or

inflammation, had no temporary access and less hospitalizations were required.



hematocrit(Htc), hemoglobin(Hgb) and iron(Fe) were augmented, they received less
blood transfusions and the mortality rate was significantly decreased. This pattern
corresponds to FID. In the individuals with increased CRP levels, the need for
temporary catheters increased. Infections and inflammations were more frequently
seen and the prevalence of patients admitted to the hospital was augmented. Htc,
Hgb and Fe determinations were significantly decreased. Blood transfusions and
mortality were increased. These patients belong to the 1IB group. When patients with
elevated CRP and no specific infection or inflammation were analyzed, it was seen
that everyone was dialyzed before ultra pure water implementation. After its

introduction CRP levels became within normal limits.

Key-words:
Anemia — C-reactive protein — Inflammation — Malnutrition — Erythropoietin

resistance.
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1 INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

1.1 A Anemia na Insuficiéncia Renal Cronica

Producéo diminuida de eritropoietina (EPO) é a principal causa de anemia na
insuficiéncia renal crénica (1) e acompanha a fibrose intersticial progressiva das
nefropatias em evolugdo. O uso clinico de EPO modificou dramaticamente o
controle da anemia (Figura 1) e a qualidade de vida do renal crénico em didlise (2).
Houve reducdo na morbidade e mortalidade (3) e significativa melhora no

desempenho fisico dos pacientes (4) (5).

40+ 34 +4,5

20,7 +5,8

Hgb 1979 Hgb 2001 Htc 1979 Htc 2001

Figura 1 - Hematdcrito e Hemoglobina: dados de uma Unidade de hemodidlise. PUCRS - 1979* (Pré
EPO) e 2001 (P6s EPO), expressos por médiatdesvio-padrao.

*Dados de 1979 retirados da Dissertacdo de Mestrado “Avaliagdo das reservas de ferro em
hemodialise: o papel da ferritina“; Carlos Abaeté de los Santos, UFRGS, P. Alegre, RS, 1979.
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1.1.1 Resisténcia ao Uso de EPO

Em algumas situacoes, a resposta a EPO nado é adequada. Deficiéncia de
ferro deixou de ser a razao mais importante de resposta inapropriada desde que, por
recomendacao do National Kidney Foundation - Dialysis Outcome Quality Initiative
(NKF-DOQI) (6,7), passou-se a usar ferro parenteral em altas doses (8-10).
Inflamagéo, hiperparatireoidismo secundario grave, intoxicacdo por aluminio e
deficiéncia vitaminica também podem piorar a anemia em dialise. Resposta
diminuida a EPO ocorre na presenca de severa osteite fibrosa, manifestacao
avancada e infreqlente de hiperparatireoidismo secundario em pacientes renais
cronicos (11). Hiperparatireoidismo moderado, no entanto, ndo é causa de
resisténcia a acao do horménio (12). Atualmente, intoxicacao por aluminio nao é
comum (13), mas niveis séricos mais elevados deste metal foram detectados em
pacientes em hemodialise (HD), quando comparados aqueles em dialise peritoneal
cronica ambulatorial (CAPD) e a individuos normais (14). Inflamacao &,
frequentemente, responsabilizada por resisténcia a EPO. Deficiéncia de vitaminas

hidrossollveis é rara, pois reposicao oral é recomendacao de rotina.

1.1.2 Anemia de Doenca Crénica

Presenca de inflamagédo aguda ou crénica, com reservas adequadas de ferro,

€ um dos achados mais freqUentes na anemia resistente a EPO em didlise (6-8) (10)
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(15-19), constituindo a chamada anemia de doenca crénica (ADC), também
denominada anemia da inflamagdo. E anemia normocrémica e normocitica
(raramente ocorre microcitose), com reduzidos niveis séricos de ferro e de
transferrina, com ferritina normal ou elevada, sugerindo que ha reservas adequadas
do mineral na medula éssea (20,21). Este padrao inflamatério (PI) ocorre
freqientemente em didlise (22), embora anemia nem sempre esteja aparente na

rotina laboratorial.

Recentemente, verificou-se que 44% dos pacientes em HD e 31% dos que
realizavam CAPD em hospital de referéncia apresentaram Pl compativel com ADC,

com ou sem anemia associada (19).

1.2 Inflamacao em Dialise

Esta comprovada a associacao entre desnutricao, inflamacao e aterosclerose
(Sindrome MIA), e existe sugestdo de que haja certo sinergismo entre desnutricao,
inflamacao e estresse oxidativo, com a interacdo de componentes genéticos e
ambientais na producdo da aterosclerose progressiva da uremia (23-25). Com
freqiéncia, pacientes em tratamento dialitico apresentam infeccao ou inflamagao -
aguda ou cronica - bem identificada e definida. Entretanto, reagcédo inflamatéria
inespecifica ocorre em didlise, e pode ser induzida por varios mecanismos. Sabe-se
que o contato do sangue com a membrana do hemodialisador pode ativar o sistema
imunoldgico, e que membranas de diversas composi¢des ativam-no com diferentes

intensidades (26-29). A presenca de bactérias ou de fragmentos lipopolissacaridicos
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capsulares, além da ocorréncia de biofilme na superficie interna dos condutos de
sangue ou de liquido de dialise (30), também podem despertar reacao inflamatéria.
O cuidado para produzir agua com minimo conteudo de bactérias para uso em HD é
fundamental para reduzir a geracdo de mediadores da reacdo inflamatéria.
Aparentemente, adocdo deste cuidado melhora a resposta a EPO, diminui o
catabolismo protéico, melhora o estado nutricional e, talvez, possa reduzir a
velocidade de instalacdo do processo de aterosclerose (31-34). A presenca de
doenca periodontal tem recentemente sido relatada como importante causa de

inflamacao “oculta” em pacientes em dialise (35,36).

1.2.1 As Proteinas de Fase Aguda

Em vigéncia de processo inflamatério agudo ou crénico hd aumento dos
niveis séricos de proteinas de fase aguda positivas (proteina C-reativa, amildide A e
ferritina), e reducéo de proteinas de fase aguda negativas (transferrina, albumina e
leptina séricas) (33) (37). A presenca de inflamacdo, sugerida por niveis
persistentemente elevados de proteinas de fase aguda positiva - como a proteina C
reativa (38) - esta associada a diversas manifestacées patolégicas, como: anemia
resistente a EPO (6,7) (15-19) (38-42), desnutricdo (43), aterosclerose (38) (44) e
risco de doenca cardiovascular (45-49), com aumento de mortalidade (50). Anemia
tem sido recentemente considerada como fator de risco vascular isolado em didlise
(51). Recentes evidéncias revelam que PCR talvez ndo seja - isoladamente- um
preditor de doenga cardiovascular, como se afigurava. PCR estaria associada

apenas com moderado aumento no risco de doenga coronaria em pacientes nao
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submetidos a dialise (52,53). Em dialise PCR tem sido considerada fator preditivo de
risco de morte (44) (48) (54). Elevados niveis de PCR estiveram presentes em 35%
de 1.054 pacientes submetidos a HD, examinados por Owen (40). Estes podem
apresentar padrao inflamatério, compativel com anemia de doenca crénica (55),
também denominada anemia da inflamacao (56). Anemia de doenca crdnica
também pode ocorrer associada a outras situacées, como neoplasia ou doenca

hepética (20).

PCR é um polipeptidio pentamérico, composto de 5 sub-unidades de 25 Kda
cada, também chamado de pentraxina. E assim denominada porque reage com o
polissacaridio C do Pneumococcus. PCR é proteina de fase aguda positiva, i.e,
aumenta com inflamacao/infeccao, é produzida nas células hepaticas, por influéncia
de citocinas pro-inflamatérias, particularmente a interleucina-6, além de interleucina
1 e fator de necrose tumoral-alfa (53) (56). Foi descoberto que PCR estava
associada a varios fatores de risco tradicionais, que havia forte correlacdo entre
PCR e doenca coronaria e que o peptideo talvez estivesse implicado na génese e
progressdao da aterosclerose (57). A avaliagdo de uma série de fatores de risco
tradicional em 28.000 mulheres pdés-menopausa revelou que PCR e razao
colesterol/HDL foram os mais importantes preditores de risco (58). O método de
dosagem da PCR é simples e ndo oneroso. Tem pequena variabilidade intra-ensaio,
mas a variabilidade amostral € grande. A PCR, na vigéncia de estimulo inflamatério,
mesmo fugaz, se eleva prontamente em 6 a 12 horas, persistindo o aumento até
aproximadamente 19 horas. Tem sido considerado o indicador laboratorial mais

adequado de inflamacao (59, 60).



23

1.2.2 O Padrao Inflamatério

A probabilidade de sequiestro de ferro pelo sistema reticulo-endotelial (SRE) -
tornando-o indisponivel para a eritropoiese - deve ser fortemente considerada
quando os niveis séricos de ferro e de transferrina sdo baixos, em vigéncia de
ferritina normal ou elevada. Na presenca deste perfil, deve-se suspeitar de padrao
inflamatério, que é o padrao da anemia de doenca crénica (ADC) (61), com ou sem
anemia associada. No entanto, é preciso lembrar que niveis elevados de ferritina
podem ocorrer associados com processo inflamatério ou infeccioso, apenas como
manifestacao de fase aguda de inflamacéo, e ndo como expressao das reservas de

ferro (62-65), o que pode torna-lo um indice vulneravel.

Inflamacado, infeccdo ou lesdo tissular sdo produzidas pela ativacdo de
citoquinas, especialmente interleucina-1 beta, e fator de necrose tumoral-alfa,
produzidos por mondcitos e macréfagos. Estes fatores estimulam a producao de
outras citoquinas - particularmente a Interleucina-6 - principal responsavel pela

inducéo ou inibicao da sintese de proteinas de fase aguda no figado (26) (60).

1.2.3 Hepcidina
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Recentemente descoberta, a hepcidina é um polipeptideo antimicrobiano com
fungdes hormonais definidas. Foi encontrada, inicialmente, em pacientes portadores
de grandes adenomas hepaticos, que se apresentavam com anemia severa e
refrataria a tratamento com ferro, com perfil semelhante ao encontrado no padrao
inflamatério (ou ADC), e que curava com a ablagao do tumor (66) A hepcidina tem
sido cada vez mais implicada na génese da ADC: diminui a absorcéo intestinal do
ferro e impede sua liberacdao dos macréfagos, podendo ser a principal causa do
sequiestro do ferro que ocorre associado com infecbes e inflamagbes (67) A
producao de hepcidina é também afetada por hipoxia (68). A associacao entre ADC
(ou PI) e hepcidina apdia a hipétese de que o peptideo seja, pelo menos, um dos
mediadores da situagdo. No entanto, a dosagem de hepcidina no soro ndo se
correlaciona tdo bem quanto a dosagem na urina, para a caracterizagéo do Pl (69).
Este fato torna dificil a dosagem urinaria do peptideo em pacientes com insuficiéncia

renal crénica terminal, devido a oligoanuria, que quase sempre apresentam.

1.2.4 Estresse Oxidativo

Este € um assunto sobre o qual ainda ndo se conhece muito. Himmelfarb et
al., recentemente, compararam o estresse oxidativo a um elefante sendo apalpado
por individuos que nunca o tinham visto, e com os olhos vendados, o que d& origem
a interpretacdes equivocas e absurdas (70). Essa imagem parece muito aproximada
da realidade atual em relacdo ao assunto. Os autores lancam a hipétese que o

estresse oxidativo seria o elo de ligagcdo entre uremia, inflamacédo e desnutricao,
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sendo ele o responsavel pelo aumento da aterosclerose e da morbi-mortalidade
encontrada na sindrome urémica. Propoem que todos os substratos que contribuem
para a injuria oxidativa, como a beta-2 microglobulina, os produtos finais da
glicosilacdo avancada (AGEs), a cisteina e a homocisteina estejam envolvidos e que
contribuam para a aceleragdo da aterogénese na insuficiéncia renal. Kaysen
também relata que poderia haver vinculo entre AGEs e citoquinas, estando estas
associadas a ativacao de mondcitos, provendo ligacao hipotética entre o estresse

oxidativo e a resposta inflamatéria na uremia (71).

1.2.5 Bloqueio Inflamatério ou Deficiéncia Funcional de Ferro?

Anemia e resisténcia a EPO estdo entre os mais importantes problemas
clinicos desencadeados por inflamacdao (16-19) (39-42). Entretanto, padrao
laboratorial compativel com o PIl, em pacientes em dialise, pode ocorrer
representando duas condi¢des distintas: 1) bloqueio inflamatério do ferro (BIF), no
sistema reticulo endotelial, ou 2) deficiéncia funcional de ferro (DFF) (6) (15) (16-19)
(62) (72). O diagnostico diferencial entre as duas situagdes nem sempre € facil, pois

a apresentacao laboratorial € semelhante (6) (17) (21).

Bloqueio inflamatério do ferro ocorre em vigéncia de processo inflamatério ou
infeccioso - agudo ou crénico -, bem identificado ou ndo. Nestas situagdes, ha
reservas adequadas de ferro na medula 6ssea (medidas pela ferritina), mas ha

reducao nos niveis de ferro e de transferrina circulantes (63). No BIF, ha
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quantidades adequadas de ferro em reserva que, no entanto, ndo estao disponiveis

para eritropoiese, pois estdo blogueadas no SRE.

Deficiéncia funcional de ferro, por outro lado, é definida como baixa
disponibilidade bioldgica de ferro para eritropoiese, com reservas ainda preservadas.
Ocorre, com freqiiéncia, em pacientes renais cronicos que usam EPO. Por efeito da
droga, quantidades maiores de ferro sdo consumidas (6) (15) (18) (41). O consumo
aumentado se torna aparente, inicialmente, por reducdo do ferro circulante. Em
seqUiéncia, ha consumo das reservas, com posterior queda dos niveis séricos de

ferritina (72, 73).

Determinacdo da porcentagem de saturacdo do receptor de transferrina
soluvel na membrana celular (RTfS) poderia ser ferramenta potencialmente capaz
de distinguir ferropenia (deficiéncia absoluta de ferro) do padrdo ADC (onde ha
deficiéncia relativa de ferro) (74-79). O receptor de transferrina, inserido na
superficie celular, é soluvel e detectavel no plasma, onde o nivel é diretamente
proporcional a concentracao celular. Na anemia ferropénica a concentracao de RTfS
estd aumentada, enquanto na ADC é normal ou diminuida. Ainda ndo ha dados
comparando os niveis de RTfS em BIF e DFF. O RT{S n&o foi capaz de distinguir as

duas entidades em estudo local recentemente realizado ( Anexo A).

1. 2.6 Ferropenia: Mecanismo de Protecao e Defesa?
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Sequestro de ferro no S.R.E. - na vigéncia de infeccdo ou inflamacao - parece
ser mecanismo importante para o controle da viruléncia e da proliferacdo de
microorganismos no hospedeiro (80,81). Ha evidéncias sugerindo que excesso de
ferro diminui as propriedades quimiotaticas e fagociticas de neutrdéfilos, reduzindo
sua capacidade de ataque a patégenos (82). Inflamagcdo pode ser vista como
possivel resposta imune inespecifica que impossibilita o fornecimento de ferro aos
microorganismos invasores (63). O uso de doses elevadas de ferro pode ser
deletério, aumentando a incidéncia e a gravidade das infecbes (41) (83-86),
podendo induzir hemossiderose (depédsito aumentado de ferro, em figado, pancreas
e outros 6rgaos), incremento na geracdo de radicais livres de oxigénio (87) e,
possivelmente, aumento na proliferacdo de células neoplasicas (88). Recentemente
Feldman, avaliando dados de 32.566 pacientes em HD durante 18 meses, nao
encontrou significativa associacdo entre administracdo de ferro IV em diferentes

doses e mortalidade (89).

1.2.7 BIF e DFF: Divergéncias na Literatura

Quem define as 2 entidades, BIF e DFF, de maneira clara e objetiva € o NKF-
DOQI (6). Como ja enfatizado, BIF consiste na retengéo do ferro no SRE, tornando-
o menos disponivel para a eritropoiese, quase sempre acompanhando infeccdo ou
inflamacao, aparente ou oculta. DFF ocorre quando ha necessidade de quantidade
maior de ferro do que aquela que pode ser liberada pelas reservas para sustentar a

sintese de hemoglobina. Esta situagdo € freqlentemente causada pelo estimulo
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farmacoldgico da eritropoiese durante o uso da EPO. Distinguir as duas entidades,
BIF e DFF, é problema clinico encontrado na prética (6) (17) (64). Embora uma série
de autores (10) (17) (18) (38) (64,65) (90) tenham seguido os conceitos emitidos
pelo DOQI para conceituar as entidades, outros ndo o fizeram, gerando idéias
discrepantes, divergentes e conflitantes sobre 0 assunto. Em geral todos os autores
definem claramente o padrdo ADC, associando-o a inflamacgéo e BIF. No entanto,

no que se refere a DFF, divergem em seus conceitos (8,9) (85,86) (91-94).

Todos os artigos citados foram escritos por especialistas, autoridades no
assunto que, no entanto, emitem conceitos discrepantes e conflitantes que tendem a
tornar o assunto dificil de entender, confundindo os leitores. Recentemente, foram
publicados artigos de revisdo que usaram — impropriamente - o termo anemia de
doenca crénica para nomear o que deveria ter sido chamado de anemia de doenca

renal crénica, o que nao contribuiu para diminuir a celeuma (95,96).

1.2.8 Finalidade do Estudo

A finalidade do presente estudo foi a de melhor avaliar o padrao inflamatério
que pode levar a anemia, situacdo comum em didlise, especialmente em pacientes
que a realizam em hospitais de referéncia. Buscou-se discernir melhor o que

representa bloqueio inflamatério e deficiéncia funcional do ferro.
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2.1 Objetivo Geral

Estudar inflamagéao e anemia, em pacientes realizando hemodialise cronica.

2.2 Objetivos Especificos

> Estabelecer a prevaléncia do padrao inflamatério em pacientes realizando

HD, em Unidades vinculadas e nao vinculadas a hospitais de referéncia;

» Descrever o perfil dos pacientes com padrao inflamatério, sugerindo DFF,

realizando HD crénica em hospital de referéncia;

» Descrever o perfil dos pacientes com padrao inflamatério, sugerindo BIF,

realizando HD crénica em hospital de referéncia;

» Avaliar a evolucado clinica e laboratorial de pacientes com padrdo
inflamatério em HD crénica, com PCR aumentada, sem infecdo ou inflamacgao

detectada, com a introducao de agua ultrapura, em hospital de referéncia.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Delineamento da Pesquisa

Estudo transversal, observacional, analitico e descritivo, seguido de coorte

contemporanea em pacientes realizando HD crénica em Centro de referéncia.

3.2 Populacao e Amostra

A amostra inicial constou de 292 pacientes que realizavam HD crbénica, em 4
hospitais: Centros A e B, situados em comunidades do Interior do Estado do Rio
Grande do Sul, e Centros C e D, localizados em Porto Alegre, ligados a
Universidades, e que sao referéncia para encaminhamento de pacientes

gravemente enfermos em HD. Nestes Centros avaliou-se a prevaléncia do PI.

Para estudo do padrao inflamatério (PI) foram utilizados somente os dados
colhidos no Centro D (Unidade de Dialise do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, HSL-
PUCRS), por razées de ordem metodoldgica: época de coleta de exames,

suspensao de determinadas drogas para coleta posterior de exames, facilidade de
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obter informagdes, cadastros e dados de laboratério. As amostras laboratoriais, nos
pacientes com PI, foram colhidas em outubro de 2000,2001 e 2002, e em fevereiro
de 2004. Os dados foram coletados nos periodos assinalados em pacientes
realizando HD, tendo sido incluidos todos os que apresentavam PIl, por ordem
cronolégica de aparecimento, e sempre excluidos os que ja haviam sido

considerados previamente para andlise.

Para cada paciente foi preenchido um protocolo (Anexo B) em que constam
dados de identificagdo, de anamnese, histéria médica pregressa, exame fisico e
exames laboratoriais.

Os pacientes selecionados do Centro D foram divididos em 2 grupos,
conforme PCR normal ou aumentada, e comparados para variaveis demograficas,

clinicas e laboratoriais.

3.3 Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram incluidos pacientes com insuficiéncia renal cronica terminal em HD,

com ou sem anemia, mas com padrao inflamatério.

Foram excluidos pacientes que, por qualquer razdo, perderam-se do estudo,
que decidiram nao participar, que realizavam HD nas Unidades de Tratamento
Intensivo. por ndo terem sido identificadas as amostras de soro no resgate dos
tubos, por terem sido colhidas amostras usando EDTA em vez de heparina, por nao

possuirem dados completos para andlise, e os pacientes que estavam usando
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inibidores da enzima de conversao da angiotensina ou estatinas.

3.4 Defini¢Oes para o Estudo

Hospital de Referéncia: hospital universitario, de cuidados terciarios, que
recebe pacientes referenciados de outros Hospitais ou Servigos da Capital, de

qualquer regidao do Estado, ou de outros Estados;

Anemia: presenca de Htc < 33 % ou Hgb < 11 mg/dL;

Padrao Inflamatério: pacientes com ferro plasmatico menor do que 60ug/dL,

capacidade ferropéxica menor que 250ug/dL e ferritina maior do que 100 ng/dL;

HD cronica: procedimento realizado por mais do que 3 meses em pacientes
com insuficiéncia renal crbnica terminal, com depuragdo da creatinina endégena

(DCE) estimada menor do que 10 mL/ min;

PCR normal: valor equivalente a menos do que 0,51 mg/dL;

Infecgdo clinica identificada: diagnostico clinico bem fundamentado de

infeccao a época da coleta laboratorial para o estudo;

Inflamagéo identificada: diagnéstico clinico bem fundamentado de inflamagéo

a época da coleta de exames laboratoriais;

Agua ultrapura(AUP) para HD: &gua que, apds tratamento, proporciona
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cultura negativa e nivel de endotoxinas bacterianas menor do que 0,03 EU/mL ao

alcancar os consoles individuais.

3.5 Variaveis Consideradas para Analise

Foram considerados para analise: idade, género, presenca de inflamacao-
infeccdo diagnosticadas, tempo de tratamento dialitico, necessidade de
hospitalizagdo ou nado, presenca de cateteres implantados para acesso venoso
temporario ou fistulas AV, Htc, Hgb, Fe, capacidade ferropéxica, porcentagem de
saturacdo da transferrina, PCR, ferritina, albumina, PTH, dosagem de EPO,
quantidade de EPO utilizada, Kt/V, prevaléncia de transplantes, ocorréncia de ébitos
e quantidade de transfusbes de sangue nos ultimos 3 meses antes das
determinacées. Nenhum usava préteses vasculares como acesso. Presenca de

anticorpos anti-virais para hepatite também foi avaliada.

As amostras de sangue sempre foram colhidas imediatamente antes do inicio
da sessdo de HD e examinadas no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Sao

Lucas da PUCRS.

3.6 Caracteristicas da HD no Centro D

Os pacientes eram submetidos a HD durante 4-5 horas/dia, 3 vezes/semana.

Utilizaram-se somente maquinas do tipo single proportioning, com monitorizacéo
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continua do sédio, e bicarbonato. Foram utilizados somente dialisadores de
Polisulfona. Anticoagulacdo foi realizada com heparina durante todos os
procedimentos, salvo quando houve contra-indicacdo. Nestes casos utilizou-se

lavagem periodica da superficie interna do dialisador com solucéo fisiologica.

A reutilizacdo dos dialisadores foi realizada manualmente com Proxitane® ST
(Perdxido de Hidrogénio 6,3 g e acido peracético 22 g) produzido pela Fresenius

Medical Care, Sdo Paulo, Brasil.

Todos os pacientes receberam ferro terapéutico (sacarato de hidréxido de
ferro endovenoso) somente por via IV e EPO através da via subcutédnea, conforme
doses recomendadas pelo NKF-DOQI (6); vitaminas B6 e B12, folato, carbonato de
célcio, vitamina D3 oral e citrato de sodio 10% via oral, também foram prescritos.
Terapia com ferro IV foi descontinuada 2 semanas antes dos soros para
determinacbes laboratoriais serem coletadas. Estatinas e inibidores da ECA nao

foram administradas durante o estudo.

3.7 Parametros Laboratoriais do Estudo

O hemograma foi determinado por equipamento automatizado SE 9500,
Sysmex Co, Kobe, Japan. O hematécrito (Htc) foi determinado pelo método de
deteccdo cumulativo da altura do pulso, sendo os resultados expressos em
porcentagem. O método do Lauril Sulfato de Sodio foi usado para a dosagem de

hemoglobina (Hgb), e os resultados expressos em g/dL. Ferro sérico (ug/dL) e
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capacidade ferropéxica (ug/dL) foram dosados, ambos através de kits fornecidos
pela Merck® KgaA, Darmstadt, Germany. Os niveis de N high sensitivity CRP foram
determinados através de nefelometria potencializada, usando kit da Dade Behring®,
Marburg, GmbH, Germany, resultados em mg/dL. Ferritina sérica foi determinada
pela Immulite 2000 Ferritin, DPC® Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,
CA, USA, sendo os resultados expressos em ng/dL. Albumina sérica (g/L) foi
determinada pela solugdo verde de Bromocresol, kit da ADVIA 1650/2400, Bayer,
Co, Tarrytown, NY, USA. O PTH intacto (pg/mL) foi dosado no soro através do kit
IMMULITE® 2000 Intact PTH, DPC® Diagnostic Products Co, Los Angeles, Ca,
USA. Determinacgdes no soro de EPO (mlIU/mL) foram igualmente feitas com kit da
Immulite® DPC Diagnostic Products Co, LA, Ca, USA. HBsAg foi determinado por
eletroquimioluminescéncia (ECLIA), Roche Co, Germany. Anti-HCV e Anti-HIV foram
determinados por ELISA, através de kits especificos da Ortho-Johnson, New Jersey,
USA. Todas as culturas de agua da HD nos consoles foram processadas com o kit
Colilert ®, da Iddex Co, GmbH, Wobérstadt, Germany. O nivel de endotoxinas
bacterianas foi medido pelo Pyrogent ® LAL Gel Clot Assays, da BioWhitacker,

Maryland, USA .

Todas as determinacdes laboratoriais do estudo foram realizadas no

Laboratério de Analises Clinicas do HSL-PUCRS.

3.8 Caracteristicas da Agua da HD
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O sistema de obtencdo de AUP antes da introdugédo da osmose reversa (RO)
na HD do HSL-PUCRS consistia de colunas deionizadoras contendo coluna de
carvao ativado, seguida de resinas anidnicas e catiénicas e 5 micro-filtros de 1 um
de diametro cada. A 4gua era obtida processando a agua da hidraulica municipal,
passando pelos seguintes passos: coluna de areia, filtro de 5 ym e de 1 ym ,
abrandador (softener), equipamento de carvao ativado, micro-filtro de 1 ym e

subsequente micro-filtro de 0.5 um.

Para obter agua ultrapura, a agua foi tratada por osmose reversa (Osmonics
™ Minnetonka, USA), e armazenada em um tanque hermeticamente selado de
1.200 litros. A 4gua assim tratada foi encaminhada as maquinas de HD através de
algca recirculante, e dispensada para cada console individual passando através de
filtro de 0.2 um, filtro localizado imediatamente antes de cada console. Na alca de
recirculagdo ha microfiltro de 0.2 ym situado imediatamente antes do tanque selado.
Os filtros, com diminuicao sequiencial dos poros, sdao do tipo Polyester Betapure
Ultrafilters, foram dispensados pela CUNO Co. Fluid Purification ™ | Meriden, CT,
USA. Melhora do circuito hidraulico foi simultaneamente implantada na época.

Evitou-se a ocorréncia de tubulagcdes com configuracado angular.

Antes da implementacdo da agua ultrapura - em junho de 2001 - as culturas
de agua eram negativas nos consoles individuais. Contudo, as contagens
bacterianas variavam entre 80 (no primeiro console) a 600 UFC/mL (no ultimo), e os
niveis de endotoxinas alcancaram 0,4 EU/mL, mensuradas nos locais mencionados
(em outubro de 2000). Apds a instalacao do sistema de obtencdo de AUP, todas as

culturas foram negativas, € as contagens bacterianas também, e os niveis de
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endotoxinas foram reduzidos a menos do que 0,01 EU/ mL em todos os consoles

(Figura 2).
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Figura 2 - Esquema da aguaultra-pura em hemodiélise, no Centro D.

3.9 Dosagens de PCR

Determinagbes séricas de PCR ultra-sensivel foram realizadas nos 61
pacientes em HD com PI. Determinacdes de PCR antes e apds a implantagcdo do
sistema de obtencdo de agua ultrapura (AUP) também foram realizadas, conforme

dados anteriormente fornecidos.
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3.10 Analise Estatistica

A analise estatistica foi efetuada usando o teste-t de Student, para
comparacao entre 2 amostras quando as variaveis eram continuas. Na presenca de
assimetria entre as variaveis, testes nao paramétricos foram utilizados. Usou-se o
teste exato de Fisher para analise de variaveis categéricas. Analise multi-variada
Anova foi utilizada quando se tornou necessaria a comparacdo de mais do que 2
grupos, bem como o teste discriminatério de Tukey HSD. Para comparagcdo da
prevaléncia do Pl nas diversas Unidades de HD utilizou-se o teste do qui-quadrado e

o teste de Finner (97). Niveis de p<0,05 foram considerados significativos.

3.11 Etica

O protocolo foi submetido & Comisséo de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da PUCRS, tendo sido aprovado em agosto de 2000. Termo de
Consentimento livre e esclarecido foi solicitado aos participantes. Os pacientes
foram informados sobre a pesquisa e incluidos apds assinatura do Consentimento

(Anexo C).
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4.1 Prevaléncia do Padrao Inflamatorio

A prevaléncia do padrao inflamatério em pacientes submetidos a HD no
Centro A foi de 5% (4/80), no B foi de 6,3% (4/63), no C foi de 25,6% (21/82) e no D

correspondeu a 44,1% (26/59), mensurada nos dados colhidos em outubro de 2000.

50 T 44,1%(26/59)
40 -
30 4+ 25,6%(21/82)
20 +
10 1+  5%(4/80) 6,3%(4/63)
— ;l
, ‘
Unidade A Unidade B Unidade C Unidade D

Figura 3 - Porcentagens de pacientes com Padrédo Inflamatério em Hemodidlise em quatro unidades
de dialise do Rio Grande do Sul (ano 2000).
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A prevaléncia em didlise peritoneal crénica de ambulatério (CAPD), nesta

mesma época, em pacientes no Centro D, foi de 31,4% (11/35) (18).

A prevaléncia cumulativa do Pl foi de 25,1% (61/ 243) nos dados colhidos em
pacientes em dialise no Centro D entre outubro de 2000 e fevereiro de 2004,.

A comparacao da prevaléncia do Pl entre os grupos A,B,C e D, usando teste
z para propor¢des, com ajuste de Finner para comparagdes multiplas (97), mostrou
diferencas significativas entre os Centros A e C (P=0,002), A e D (P=0,0006), Be C
(P=0,008), B e D (P= 0,0006) e C e D (P= 0,036). Nao houve diferenca quando se

comparou a prevaléncia do Pl entre as Unidades A e B (P=0,99).

4.2 Padrao Inflamatorio e Anemia no Centro D

Caracteristicas dos Pacientes: voluntérios, submetidos a HD crdnica devido a
doenca renal de diversas etiologias: HAS (n=16); DM (n=8); HAS + DM (n=7);
Glomerulopatias (n=7); Rins Policisticos (n=4); Urolitiase (n=3); Nefropatia do
Refluxo (n=2); Doenca de Alport: (n=1); Cancer de rim (n=2) e origem desconhecida
(n=11). Os pacientes eram de ambos os géneros e de idade varidvel. Todos
apresentavam padrao inflamatério (ferro sérico < 60 ug/ dL, capacidade de fixacao
do ferro pela transferrina < 250 pg/dL e ferritina sérica > 100 ng/ dL), tendo os dados
sido colhidos nos periodos de outubro de 2000 a fevereiro de 2004. Do total de 243
individuos, 61 apresentavam o padrao inflamatério e foram acompanhados durante

periodo que variou de 3 a 40 meses.



44

Tabela 1- Dados gerais de todos os pacientes em HD com Pl no Centro D, expressos pela freqiiéncia

ou média e desvio-padréo (n=61).

Idade (anos) 57,8+15,6
Género Masculino(n) 34
Tempo HD (meses) 38+46,3
PCR (mg/dL) 2,2427
Htc (%) 29,8+5,85
Hgb (g/dL) 9,5+1.,9
Ferro sérico (ug/dL) 42,3+10,7
Capacidade Ferropéxica (ug/dL) 181137
% Sat. Transferrina 23,6+6,2
Ferritina (ng/dL) 452+607
PTH (pcg/dL) 3761610
Albumina (g/dL) 4,1+0,3
Kv/V 1,26+0,3
RhuEPO sérica (mU/ml) 244227
EPO (un/Kg/sem) 105,5+76,4

Detectaram-se 25 processos infecciosos nestes pacientes: doenga
periodontal (n=4), endocardite infecciosa (n=3), broncopneumonia (n=3), tuberculose
(n=3: pulmonar, ganglionar e Mal de Pott), septicemia (n=2), infec¢des urinarias
(n=2), cateteres de Shilley infectados (n=2), extenso abscesso peritoneal (n=1), pé
diabético infectado (n=1), AIDS (n=1), sinusite aguda (n=1), amigdalite aguda (n=1)

e prostatite aguda (n=1). Sete processos inflamatérios em atividade foram
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identificados: artrite gotosa, Lupus Eritematoso Sistémico, perda de transplante
renal, by-pass aorto-bifemural, cirrose, gastrite antral e artrite reumatdide. Os dados

referentes a estes pacientes estao na tabela 1.

Dividimos os 61 pacientes, inicialmente, em dois grupos, de acordo com a
concentragcao plasmatica de PCR. O Grupo A (GA) tinha 16 pacientes com PCR <

0,51 e 0 Grupo B (GB) 45 doentes com PCR > 0,51 (tabela 2).

Nao houve diferenca para idade e género comparando GA e GB. A
quantidade de infecgdes ou inflamacdes identificadas foi significativamente maior no
Grupo B (32/45) do que no Grupo A (0/16): P= 0,0001. O tempo em HD no Grupo A
foi de 53163 meses e no Grupo B 32,6+38,7 (P= 0,139). A comparacao entre a
porcentagem de individuos em HD que hospitalizaram (GA: 1/16; GB: 18/45) foi
significativamente maior no Grupo B (0,01), bem como a quantidade de catéteres

provisérios para HD utilizados neste grupo (GA:0/16; GB: 14/45) (P=0,007).

Hemato6crito no GA foi 33+3,8% e no GB 28,716,1% (P=0,01). Hemoglobina

no GA foi 10,5 +1,1 € 9,2+2,0 g/L no GB (P=0,02).
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Tabela 2- Caracteristicas dos pacientes com Pl em HD,
divididos conforme niveis séricos de PCR.

Variavel Grupo A Grupo B P
n=16 PCR<0,5 n=45PCR>0,5

Idade (anos) 58+11,7 57,717 0,825
Género masculino (n) 7 27 0,261
Infeccao/inflamacaoF 0/16 32/45 >0,001
Tempo HD (meses) 53163 32,6+ 38,7 0,139
Hospitalizacoes (n) 1/16 18/45 0,012
Acesso temporario (n) 0/16 14/45 0,011
Kv/V 1,4+0,3 1,2+0,3 0,667
Htc (%) 33+3,8 28,7+6,1 0,01
Hgb (g/dL) 10,5+1,1 9,2+2,0 0,02
Ferro (ug/dL) 48,3+8,7 40,1£10,7 0,01
Cap. Ferropéxica (ug/dL) 184135 180138 0,333
% Saturacao Transferrina 27,618,2 22,2446 0,022
Ferritina (ng/dL) 577+1108 408+299 0.344
Alb(g/dL) 4,1+0,3 3,9+0,5 0,189
PTH (pcg/dL) 755+945 2411346 0,316
RhuEPO (mU/mL) 30,8+36,7 20+12,9 0,135
EPO (u/kg/semana) 109,4+ 67,6 104,1+ 80,2 0,814
Transfusées (un/pt/3meses) | 5/16 6345 0.01
Transplante (n) 2/16 5/45 0,881
Obito ( n) 0/16 12/45 0,021

Ferro sérico no GA: 48,3%8,7 contra 40,1+10,7 pg/dL no GB (P=0,01).
Capacidade ferropéxica nao demonstrou diferenca. A porcentagem de saturacao da
transferrina foi de 27,6+8,2 no GA e de 22,2+4,6% no GB (P=0,003). A ferritina e
alboumina nao foram estatisticamente diferentes. A dosagem do horménio da

paratiredide (PTH) no GA foi 7551945 e no GB 2411346 pg/mL (P=0,316). A
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dosagem sérica de EPO e a dose administrada por semana, bem como a
quantidade de transplantes renais nao foram significativamente diferentes,
comparando os grupos. A prevaléncia de ébitos no GA (0/16) foi significativamente
menor do que no GB (12/45) (P=0,02). O numero de unidades de transfusdes de
glébulos utilizadas no GA (5/16), foi significativamente menor do que a usada no

GB, 63/45 (P=0,01).

Ao observar-se o GB, verificou-se que, dos 45 pacientes com PCR > 0,51, 13
nao apresentavam infeccao ou inflamacao aparentes, enquanto 32 apresentavam
este diagndstico evidente. Decidiu-se dividir o GB e analisa-los: o Grupo B1 (PCR >
0,51 sem infeccao/inflamacéo aparente) e o Grupo B2 (PCR 20,51 com
infeccao/inflamacao inequivoca associadas), e os comparamos entre si e com o GA

(PCR<0,51 sem infecgao/inflamacao) ( Tabela 3).



Tabela 3 - Caracteristicas dos pacientes com Pl divididos em trés grupos
conforme PCR e presencga ou auséncia de infecgao ou inflamacéo.
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Grupo A Grupo B1 Grupo B2 P
Variavel n=16 n=13 n=32
PCR<0,51 PCR>0,51 PCR>0,51
S/infeccao/lnfla C/Infeccao/ln
macao nflamacao

Idade (anos) 58+11,7 57+14,6 58+17,6 0,995
Género Masculino 7 9 18 0,506
Tempo HD (meses) 5316 52151 25128 0,099
Acesso temporario 0/16° 0/13? 14/32° 0,001
Hospitalizacdes 1/16° 0/13? 18/32° 0,002
KtV 1,37+0,26 1,23+0,32 1,2040,28 0,291
PCR (mg/dL) 0,25+0,12% 1,32+0,7° 3,5+ 3,2° <0,0001
Htc (%) 33+3,8° 28+6,9° 26+4,4° 0,01
Hgb (g/dL) 10,5+1,0° 9,0+2,2° 8,2+1,4° 0,02
Ferro (ug/dL) 48,3+8,7° 39,5+11,2%°  40+10,4° 0,002
Cap. Ferropéx.(ug/dL)| 184+35 189+40,5 180438 0,831
% Saturagdo 27,5+8,2° 21,845,0° 21,5¢5,0° 0,01
Ferritin (ng/dL) 57741073 220,4+113,6 4844312 0,303
PTH(pcg/dL) 7554945 2374336 113186 0,229
Albumina (g/dL) 4,140,3 4,140,3 3,8+0,5 0,113
RhuEPO(mU/mL) 30,8+36,7 22,69,5 16+13,8 0,07
EPO (u/kg/semana) 109,4167,6 111,571 101182 0,781
Transfusodes 5/16° 4/13° 61/32° 0,009
Transplante 2/16 2/13 3/32 0,899
Obito (n) 0/16° 2/13%° 10/32° 0,02

a, b, c — letras indices diferentes correspondem a diferenca significativa entre os conjuntos.
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A comparacgdo, quando a amostra foi dividida em trés grupos, revelou que a
idade e género ndo demonstraram diferengas entre os grupos. O tempo em didlise
também nao diferiu. O nimero de acessos temporarios para HD foi de 0/16 no GA,
0/13 no GB1, e 14/32 no GB2, havendo significancia na diferenga entre GA e GB2
(0,002), e entre GB1 e GB2 (0,002). A prevaléncia de pacientes que hospitalizaram
foi de 1/16 no GA, 0/13 no GB1, e 18/32 no GB2; a comparacao entre GA e GB1
nao assinalou diferenca, mas entre GA e GB2 foi de p=0, 01, e entre GB1 e GB2 p=
0,002. O Kt/V calculado nao foi diferente. Htc no GA foi 33+3,8 %, no GB1 foi
2816,9, e no GB2 26%4,4: comparacao GA x GB1 ndao mostrou diferenga, enquanto
GA x GB2 e GB1 x GB2 foi p= 0,001. Hgb no GA foi 10,5+1; no GB1 9,022, e
8,2+1,4 no GB2: GA x GB1 foi semelhante, mas GA x GB2 e GB1 x GB2 foi
diferente com p< 0,0001, respectivamente. A dosagem de ferro sérico no GA foi de
48,318,7; no GB1 39,5+11,2; e no GB2 40+10,4: a comparacao entre GA e GB1 e
GB1 e GB2 foram semelhantes; mas entre GA e GB2 foram distintos com p =0,02. A
capacidade ferropéxica ndo mostrou diferenca significativa. PCR no GA foi 0,25+0,1;
no GB1 1,3+0,7; e no GB2 3,5+£3,2. A comparacao de PCR entre os grupos sempre
mostrou diferenca: GA x GB1= 0,003; GA x GB2=0,001; e GB1 x GB2= 0,007.
Ferritina, PTH e Albumina nao foram diferentes, nem a dosagem de EPO sérica,
nem a dose de EPO administrada, quando se compararam os 3 grupos. A
frequéncia de transplantes renais também né&o diferiu. A prevaléncia dos ébitos foi
de 0/16 no GA, 2/13 no GB1 e 10/32 no GB2. A comparacao entre GA x GB1 e GB1
x GB2 n&o mostrou significancia, mas entre GA e GB2 foi de p=0,02. As
quantidades de transfusdes de sangue administradas foram de 5/16 no GA, 4/13 no
GB1 e 61/32 no GB2. A comparacgao entre o GA x GB1 foi p=0,09; entre GA x GB2

p= 0,009 e entre GB1 x GB2 foi de 0,09.
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Comparacao de PCR antes e apds uso de agua ultrapura no GB 1:

A média das determinacées de PCR nos 13 pacientes do GB1 antes da

implantagao da agua ultrapura foi de 1,3+0,7 mg/dL e 0,47+0,13 ap6s (p=0,001).

Tabela 4 - Comparagéo entre as varidveis do GB1 antes e apos

a introdugéo da agua ultrapura (AUP).

N=13 ANTES AUP APOS AUP P=
Idade (anos) 57,0+14,6

Htc (%) 2816,9 32,8+3,5 0,453
Hgb (g/dL) 9,042,2 10,5+1,0 0,404
Ferro (ug/dL) 39,5+11,28 72,5+19,9 0,0002
Cap. Ferro (ug/dL) 189+40,5 184138 0,361
% Sat. Transferrin 21,815 40,2+10,5 0,0001
Ferritina (ng/dL) 220+113 305+112 0,331
Albumina (g/dL) 4,1+0,2 3,940,3 0,06
PCR (mg/dL) 1,3+0,7 0,47+0,13 0,001
EPO sérica 22,6+10,3 24,3+14.2 0,461
(mU/dL)
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A prevaléncia do Pl em HD, no estudo, foi maior em Centros ligados a
hospitais universitarios de referéncia, responsaveis por atendimento terciario, de
maior complexidade. Estes hospitais recebem doentes de outras Unidades, em
apoio a outros hospitais, primarios ou secundarios, pacientes freqlientemente
portadores de infecgdes ou inflamagdes ainda nao bem identificadas. Os Centros C
e D parecem se enquadrar neste perfil, pois muitos dos doentes em dialise nestes
Hospitais sdo portadores de doencas graves e encaminhados por outros Servicos,
da Capital, do Interior ou de outros Estados. A mais alta prevaléncia do Pl foi

registrada no Centro D, em outubro de 2000 (44,1% em HD e 30% em CAPD) (19).

Ao longo de todo o estudo, foram avaliados 243 pacientes do Centro D,
sendo identificados 61 destes com PI. No Centro C foram examinados 82 doentes,
21 com PI. A prevaléncia do Pl em ambos os hospitais citados foi em torno de 25%.
A diferenca na prevaléncia do Pl no Centro D, em outubro de 2000 (44%),
comparado aos periodos subsequentes (25%) e, em especial ao Centro C, talvez se
deva ao fato de que, aquela época, ainda nao havia sido implantado o sistema AUP
para HD no Centro D. A diferenca entre estes numeros, quando comparados aos
5% com Pl encontrados no Centro A, e aos 6,3% no Centro B, talvez se justifiquem
levando-se em consideragao o nivel distinto de complexidade assistencial. Por outro

lado, o uso mais agressivo de ferro 1V, nestes ultimos Centros, talvez possa justificar
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diminuicdo de incidéncia do Pl naqueles Servicos, pois ferro sérico e ferritina se

tornam elevados, com transferrina baixa, com uso desta terapéutica (98).

Tem sido enfatizado que inflamagéo é causa importante de anemia resistente
a acao da EPO (6-10), (15-19), (39) (99), de desnutricao e de doencga vascular
aterosclerotica (100,101), associada com aumento do risco de morte cardiovascular

em didlise (44) (48) (102-113).

Uma das finalidades do presente estudo foi caracterizar o padrao inflamatério
(PI) em individuos em HD. O que denominamos Pl eqlivale ao que se conhece
como anemia de doenca crbnica (20-22), e consiste na presenca de ferro plasmatico
e capacidade ferropéxica baixos com ferritina elevada. Este padrdo ocorre em
dialise, acompanhado ou ndo de anemia. Como anemia pode n&o ocorrer,

preferimos denomina-lo Pl, ao invés de ADC.

O relatério do NKF-DOQI (6) considerou a porcentagem de saturacao de
transferrina igual ou menor do que 20% na caracterizagdo do Pl. Como transferrina
e capacidade ferropéxica tém sido consideradas como marcadores de fase aguda
negativos de inflamacao, e tém sido sempre considerados no diagnéstico de ADC,
para selecionar pacientes com Pl, neste trabalho, escolheu-se capacidade

ferropéxica ao invés da porcentagem de saturacao de transferrina.

Na atualidade, a maioria dos casos de resisténcia a acdo da EPO em dialise
ocorre na vigéncia de inflamacao (6-10) (15-19) (115) (116). Foram descritos casos
associados com severa artrite gotosa e infeccdo do local de saida em CAPD (42),
em portador de mal de Pott (92), pacientes em HD com perda do enxerto quando

nefrectomia nao foi realizada (117), em doentes com pericardite, artrite tuberculosa
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ou submetidos a cirurgia (118), com osteomielite (119), abscesso peri-renal (120) ou
doenca perioddntica (35,36). Existem evidéncias de ativacdo dos reagentes de fase
aguda em pacientes com insuficiéncia renal crdnica evolutiva, seja em tratamento
conservador, em HD ou CAPD, refletindo provavel aumento de producédo e

depuracao inadequada dos marcadores (121).

A literatura médica tem sido cautelosa em definir os limites normais para as
determinacdes de PCR, especialmente em pacientes em didlise. A escolha do ponto
de corte para o marcador de inflamacao foi problema discutido. Os estudos
publicados geralmente nao revelam as médias e desvios-padrao de PCR,
provavelmente porque a variabilidade amostral do método é grande, e a PCR pode
apresentar importantes aumentos, mais de 1000 vezes, nas concentragdes
plasmaticas, em menos de 6 horas (44). Além disso, o teste apresenta alta
sensibilidade, mas baixa especificidade (122,123). Owen examinou 1034 pacientes
em HD, 35% tinham PCR maior do que 0,8 mg/dL, considerado o limite normal (40).
Kato et al. dosaram PCR em HD, excluiram os com inflamagao-infeccédo, e
consideraram como normal o valor equivalente a 0,5 mg/dL (108). Park et al.
verificaram que 37,6% dos pacientes com insuficiéncia renal pré-dialise tinham PCR
> 0,4 mg/dL (124). Thomé considerou 0,6 mg/dL como ponto de corte para
pacientes em HD (125). Mazza do Nascimento também examinou pacientes em HD
(126), fez Curva ROC para PCR e seu ponto de referéncia foi 0,51 mg/dL, com

sensibilidade de 63% e especificidade de 67%.

Apesar da baixa sensibilidade e especificidade encontrada com o teste (127),
este valor - 0,51 mg/dL - foi o evidenciado em nosso meio, e escolhido para dividir

inicialmente os pacientes do presente estudo com Pl em 2 grupos: Grupo A (GA)-
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PCR < 0,51 e Grupo B (GB)- PCR >0,51mg/dL. A maioria dos individuos pertencia
ao GB (74%). Neste grupo, cerca de 70% tinham infeccdo ou inflamacao bem
identificada e foram requeridos maior numero de acessos venosos provisorios, com
as complicacoes infecciosas e outras a eles atribuidas (128,129). A prevaléncia de
hospitalizagdes foi significativamente maior no GB, grupo clinicamente mais doente,
e que, portanto, hospitalizou mais. Aumentada concentracdo de PCR tem sido
encontrada em pacientes em dialise hospitalizados (21). Yaqub et al. verificaram
que pacientes em HD hospitalizados experimentaram significativa e prolongada
diminuicdo dos niveis de Hgb, apesar do aumento da dose de EPO administrada
(130). Ferro sérico no GB foi significativamente menor do que no GA, porque o
bloqueio no S.R.E. é mais intenso nos individuos com inflamacéo ou infeccao e,

nestes pacientes, ha defeito na liberagédo do ferro pelos macrofagos (60) (63).

Kaltwasser refere que a coexisténcia de Pl com anemia por deficiéncia
absoluta de ferro, em pacientes com insuficiéncia renal crbénica, poderia ser
problema diagnéstico porque ferritina (comportando-se como marcador de fase
aguda positiva de infeccdo) - quando as 2 condigdes coexistem - poderia estar
anormalmente alta (85). A determinacdo da porcentagem de saturacdo da
transferrina solivel na membrana celular dosada no plasma (RTfS) poderia fazer a
distincdo entre ambas as situacoes, pois RTfS é elevada na deficiéncia absoluta de
ferro, e normal no PIl. Logo, determinacdo de RTfS poderia ser ferramenta
potencialmente capaz de distinguir deficiéncia absoluta de ferro do padrao ADC (ou
Pl), onde ha deficiéncia relativa de ferro (74-78). O receptor de transferrina, inserido
na superficie celular, é sollvel e detectavel no plasma, onde seu nivel é diretamente
proporcional a concentracao celular. Ainda ndao se dispdéem de dados comparando

os niveis de RTfS entre BIF e DFF. Em estudo local recentemente realizado RTfS
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nao foi capaz de distinguir as duas entidades (Anexo A).

O GB requereu maior uso de acessos venosos temporarios e maior nimero
de internagdes hospitalares. Os valores de HTC, HGB, ferro, e a porcentagem de
saturacado foram significativamente menores no GB, enquanto a necessidade de
transfusbes de sangue, bem como a mortalidade, foram maiores neste grupo.
Analisando atentamente as caracteristicas do GB, ele se comporta como os
pacientes portadores de BIF (Bloqueio Inflamatério do Ferro), ao contrario dos
pacientes do GA (Tabela 1), que tém comportamento semelhante a DFF (deficiéncia

funcional do ferro), anteriormente definida.

A andlise isolada do Grupo B (PCR > 0,51; n=45) permitiu notar que a maioria
dos pacientes no GB tinha infecgdo ou inflamacao bem definida (70%). Dividimos
este grupo de 45 doentes em 2 subgrupos, de acordo com a auséncia (GB1; N=13)
ou a presenca (GB2; N=32) de infecg¢do ou inflamacéo detectada, e os comparamos

entre sie com o0 GA (PCR < 0,51) (Tabela 3).

Pacientes HCV e HbsAg reagentes ndao foram incluidos no grupo com
infecgao-inflamagéo, pois a presenca destes marcadores virais parece néo incitar

reacao inflamatoria nos pacientes em diélise (125,126) (Anexo D).

O tempo em HD nos 3 grupos néao foi diferente. Os individuos do GA e do
GB1 nao utilizavam acessos vasculares temporarios, a época da coleta, diferentes
do GB2. Os niveis de HTC e HGB no GA e no GB1 foram semelhantes entre si, mas
significativamente mais elevados do que no GB2. Isto fez pensar que estes
pacientes (GA e GB1) talvez pudessem pertencer a grupos com caracteristicas

similares. O ferro sérico também nao foi diferente entre GA e GB1, mas
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significativamente menor no GB2, quando comparado ao GA. Isto expressa maior
bloqueio do ferro nos monécitos e macréfagos dos pacientes com inflamacao
inequivoca (59) (62). As dosagens de PCR no GB1 e no GB2 foram
significativamente diferentes entre si. No GB1 - aparentemente isento de
inflamacdes e infecgbes - PCR foi significativamente menor do que no GB2.
Determinagbes plasmaticas de PCR podem ser mais elevadas em pacientes com
insuficiéncia renal em evolucdo do que naqueles com funcdo renal preservada
(131,132). Pacientes em dialise também podem ter valores mais elevados de PCR
(20). No entanto, verificou-se que todos os dados dos 13 pacientes do GB1 (PCR =
0,51 mg/dL, sem infeccdo ou inflamacao aparentes) foram colhidos em outubro de
2000, antes, portanto, da introducdo da agua ultrapura no Centro D, o que poderia
explicar niveis aumentados de PCR sem evidéncias de inflamacao-infecgcdo, como
descrito (34)(133). A média de PCR nos pacientes do GB1, antes da introducéo da
agua ultrapura, foi de 1,3 £0,7 mg/dL e apds 0,47+0,13, nestes mesmos individuos.
Isto significa, possivelmente, que o fator mais importante na elevacdo do marcador
neste grupo, foi a auséncia de agua ultrapura. As variaveis ferro e porcentagem de
saturacdo aumentaram significativamente apds o advento da AUP, o que significa
que o ferro provavelmente foi desbloqueado com a diminuicdo do processo
inflamatdrio (Tabela 4). PCR de alta sensibilidade havia sido anteriormente dosada
em pacientes em HD, também sem evidéncias clinicas de inflamacao, antes e apds
introducao de agua ultrapura no Centro D. Antes, a média de PCR foi de 1,05£0,74
e apés, 0,48+0,23 mg/dL(133), coincidindo esta ultima, aproximadamente, com os
valores do GB1 apdés AUP, de Kato et al. e Mazza do Nascimento(108,126).
Nenhum autor considerou o Pl para analise nestes trabalhos, tendo sido

considerados somente os niveis de PCR.
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As determinacbes de EPO no soro e a quantificacdo das doses
administradas, em unidades/Kg/semana ndo mostraram diferengas significativas
entre os 3 grupos, avaliadas atravées de 2 maneiras distintas. Capacidade
ferropéxica foi semelhante na comparagcao dos grupos: talvez fosse de esperar que
estivesse diminuida no grupo inflamado, ja que se comporta como marcador de fase
aguda negativa de inflamacéao (63). Quando se excluiram pacientes com infecgcéao-
inflamacao do estudo, transferrina sérica significativamente diminuida no grupo com
PCR aumentada (108) (Anexo F). Besarab relatou que transferrina diminuiu 1/3 em
pacientes em didlise (93). No presente trabalho, transferrina ndo se alterou. Mesmo
naqueles mais severamente infectados, a transferrina ndo diferiu dos isentos do
processo. Isto talvez possa ter ocorrido porque todos estavam recebendo ferro
terapéutico IV — seguindo o mesmo protocolo (6) - e transferrina diminui
comprovadamente em pacientes submetidos a este tratamento (98). Ferritina sérica,
por outro lado, deveria estar significativamente maior em vigéncia de processos
inflamatdrios (63), mas nao foi o que ocorreu. Albumina também n&o mostrou
discriminagdo satisfatoria. Ferritina e albumina n&o mostraram diferencas na
comparacao entre os 3 grupos. Albumina nao mostrou correlagao inversa com PCR
como descrito na literatura (104) (134). Albumina também € marcador menos
sensivel do que PCR, que pode estar aumentada em niveis associados a
aumentado risco cardiovascular, sem acarretar nenhuma influéncia em sua
determinacao sérica. (104) (135). Talvez o numero de casos neste trabalho tenha

sido pequeno para mostrar estas diferencas.

Quando PTH foi comparado nos 3 grupos, nao houve diferencas.
Hiperparatireoidismo severo, com comprometimento da medula 6ssea por fibrose,

pode ocasionar anemia refrataria ao uso de EPO (11), mas comprometimento
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menos importante ndo induz a este problema (12).

A quantidade de transfusbes de gldébulos requerida foi significativamente
maior no GB do que no GA, nos 3 meses que antecederam as determinacoes
laboratoriais. Quando os pacientes foram divididos em 3 grupos, os do GB2
receberam mais transfusdes do que os outros, e os niveis de HTC e HGB neste
grupo foram menores, quando comparados ao GA e GB1, o que sugere resisténcia

a EPO, como descrito (115).

O numero de dbitos foi significativamente maior no GB2, comparado ao GA,
durante o periodo de acompanhamento de 3 a 40 meses. Isto ocorreu porque 0s
pacientes do GB2 apresentavam doencas e comorbidades mais graves,
acompanhadas de infecg¢édo e inflamacao bem diagnosticadas. PCR é marcador de
inflamacao associado a aumento de doenca cardiovascular (105-113), desnutricao
(40), inflamacéao e aterosclerose (Sindrome MIA) (25)(104), aumento de mortalidade
(44) (48) (106-109) (113) (136), bem como de ocorréncia de septicemia (137,138).
Kato et al. também verificaram a ocorréncia de aumento significativo de mortalidade

no grupo com niveis de PCR aumentados (108).

Existe uma série de controvérsias na literatura, que dificultam a compreensao
do diagnéstico diferencial entre BIF e DFF. Tarng et al. referem que “DFF pode
ocorrer mesmo quando os niveis de ferritina estao elevados” (8). Deve-se comentar
que, se os niveis de ferritina estiverem muito baixos, a DFF se transforma em
deficiéncia absoluta de ferro. Mc Dougall (9) confunde BIF com DFF, quando afirma
que “DFF significa que as reservas falharam em liberar ferro para suportar a
atividade eritropoiética”. este conceito, para o NKF-DOQI, corresponde a BIF.

Kaltwasser afirma que “DFF esta freqientemente associada com tratamento com
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EPO, tanto na anemia de doenca renal — o que é correto - como na anemia de
doenca crénica” - 0 que nao parece correto -, pois, nesta situacao, ocorre BIF (85).
Stenvinkel (86) refere, em artigo de revisao, que “altas doses de EPO podem levar a
DFF, em pacientes com inflamacao crénica”. DFF pode ser decorrente do uso de
EPO, mas néo ocorre somente em pacientes com inflamacéo crénica, como afirma
o autor. Pacientes ndao afetados por infecgdo ou inflamacao apresentam DFF. Os
afetados tendem a apresentar BIF. Richardson (89) fala em DFF sem defini-la, e
implica-a como responsavel por resposta hematologica inadequada a EPO. DFF
pode ser consequiente ao uso de EPO, mas ndo deve causar resposta inadequada,
a nao ser quando DFF se torna deficiéncia absoluta de ferro, por completa exaustao
das reservas, ou se ocorre BIF. O préprio European Best Practices Guidelines for
Management of Anaemia in Patients with Chronic Renal Failure, no guideline 14 (15)
confunde o que o NKF-DOQI chama de deficiéncia funcional de ferro com bloqueio
inflamatério do ferro, quando refere que “a causa mais comum de resposta
incompleta a EPO é deficiéncia absoluta ou funcional de ferro”. Driiecke (92)
confunde BIF com DFF quando cita o European Best Practices Guidelines,
Guideline 14 para dizer que “DFF ocorre quando ferritina € normal, mas ferro esta
insuficiente para manter a eritropoiese e a HGB falha em aumentar como esperado
com as doses usuais de EPQO”. Este conceito estd mais adequado para BIF, com
ferro blogueado e nao disponivel para a eritropoiese, do que para DFF. Besarab (93)
chama de DFF o que é BIF para o NKF-DOQI. Nissenson refere que “DFF consiste
no bloqueio a liberacao e utilizacdo do ferro em estoque no S.R.E.” (94). Na DFF
nao ha bloqueio, e sim aumento da utilizacdo do ferro, por aumento do consumo.
Gastaldello et al. referem que pacientes em HD com aumentadas reservas de ferro

desenvolvem resisténcia a EPO devido a DFF (139). Além disso, quando se leva em
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consideracdo os niveis de evidéncia, todos eles sdo decorrentes de opinido de
especialistas, portanto nivel V. Estas opinides complicam a compreensdao do
assunto, particularmente no que se refere a DFF. Eschbach comenta em recente
Editorial que, “infelizmente os autores ndo discutem DFF- condicdo que deve ocorrer
em todos os pacientes tratados com EPO, a menos que recebam abundantes
quantidades de ferro IV- nem tentam separar BIF de DFF. E isto é importante
porque terapéutica com ferro IV é util para a ultima entidade citada e ineficaz para

BIF” (116) .

Possivelmente, a melhor maneira de explicitar o diagnéstico diferencial entre
BIF e DFF fosse efetuar a determinacdo sérica da hepcidina, polipeptidio
antimicrobiano recentemente descoberto, e que talvez esteja implicado na génese
da ADC, promovendo diminuicdo da absorcao intestinal e bloqueio do ferro no
S.R.E. (67). Hepcidina estaria aumentada no BIF. No entanto, a dosagem no soro
nao se correlaciona tdo bem quanto a determinagao urinaria, o que torna o método
inviavel, no momento, para auxilio diagnostico no Pl, em pacientes portadores de

insuficiéncia renal cronica terminal, pois em geral apresentam oligoanuria (69).

O que parece ter ocorrido nesta analise é que, os pacientes do GA —
portadores do Pl, mas com PCR menor do que 0,51 mg/dL - correspondem a DFF.
Quando avaliados, os pacientes do GB - que também apresentam o Pl, com PCR
igual ou maior do que 0,51 mg/dL - encontrou-se o correspondente a BIF. No
entanto, neste grupo B, encontrou-se um grupo menor, 0 GB1 - que apresentou
PCR aumentada, sem evidéncias de infecgdo ou inflamacdo inequivocas - que
apresentou caracteristicas semelhantes as do BIF em alguns aspectos, e as da DFF

em outros, e que parece, estiveram ligadas as condicbes da HD, como foi
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observado, apds a introducdo da agua ultrapura, quando houve normalizacdo dos
niveis séricos de PCR. Baseados nos dados do estudo, se HD é realizada
observando-se a melhor qualidade do procedimento, deve-se esperar a ocorréncia,

nos pacientes com PI, de apenas dois padrdes definidos: DFF ou BIF.
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1) A prevaléncia do Pl foi significativamente maior em Unidades de HD

localizadas em hospitais de referéncia, universitarios, e de maior complexidade.

2) Quando comparados 2 grupos de pacientes com Pl e diferenciados pelo

nivel sérico de PCR, verificou-se que:

2.1) Nos individuos em HD, com PCR menor do que 0,51 mg/dL, ndo houve
evidéncias de infeccdo ou inflamacdo, e ndo se utilizaram acessos venosos
temporarios. Estes hospitalizaram significativamente menos, possuiam niveis mais
elevados de HTC, HGB e de ferro sérico. Necessitaram significativamente menos
transfusdes, e a mortalidade foi menor. Apresentaram caracteristicas que sugerem

diagnéstico de DFF.

2.2) Nos individuos em HD, com PCR igual ou maior do que 0,51 mg/dL, foi
maior a prevaléncia de infec¢des, houve maior a quantidade de acessos venosos
temporarios e aumentada a prevaléncia de hospitalizacdes. Os niveis de Htc, Hgb e
de Fe sérico foram significativamente menores neste grupo. As quantidades de
transfusbes e a prevaléncia de Obitos foram significativamente maiores.

Apresentaram caracteristicas que sugerem diagnéstico de BIF.

3) Nos individuos com padrao inflamatério, com PCR igual ou maior do que

0,51 mg/dL, mas sem evidéncias clinicas de infeccdo ou inflamacao detectavel,
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verificou-se que todos realizaram HD no periodo em que agua ultrapura nao era
disponivel. Os niveis de ferro sérico e a porcentagem de saturacdo da transferrina
aumentaram e a PCR diminuiu neste grupo apds a introducdo de agua ultrapura

para realizacao de HD.
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ANEXOS



ANEXO A -
An attempt to distinguish iron blockade from functional iron deficiency in
dialysis by using the soluble transferrin cell receptor test

(dados nao publicados)

Introduction: the aim of this study was to observe the ability of some laboratory tests,
particularly soluble serum transferrin cell receptor (STf), in distinguishing the two varieties of
inflammatory pattern seen in patients submitted to chronic dialysis on a tertiary care
university hospital - based dialysis unit. The inflammatory pattern, e.g., the finding of a
serum iron< 60 pg/dL, of a total iron binding capacity (TIBC)< 250 and of a serum ferritin>
100 ng/mL has long been recognised as a paradigm of inflammation, occurring frequently
associated with the anaemia of chronic diseases. However, this inflammatory pattern may
basically correspond to 2 distinct entities in patients on dialysis: 1) inflammatory iron
blockade (lIB), frequently associated with infection and inflammation and 2) functional iron
deficiency (FID), frequently seen with erythropoietin use and rarely associated with

inflammation-infection. Differential diagnosis is sometimes difficult.

Patients and Methods: Ninety-five individuals - 60 on HD and 35 in CAPD - were examined:
37 had a pattern compatible with inflammation (serum iron < 60 pg/dL, TIBC< 250 and
Ferritin > 100). Of these, 23 had a C-Reactive Protein (CRP) >1.0 mg/dL and were
considered to have 1IB while 14 had a CRP< 1.0 mg/dL, being considered with FID. Anemia
(Haemoglobin, Hgb<10) occurred in 16/23 (70%) individuals in IIB and in 8/14 (57%) with
FID. In IIB 8/23 had a detected infection; in FID only 2. Three in I1IB had a well identified
inflammation, none in FID. Positive HCV occurred in 1 patient with 1IB and in 2 with FID.
Reagent HBsAg and Anti-HIV did not occur.

Measured values for body mass index, haematocrit-haemoglobin (HGB), total iron binding
capacity (TIBC), % transferrin saturation, plasma albumin and serum erythropoietin
determinations were not significantly different when the groups were compared.
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Results:
Table 1
Ageyear HGB g/dL.  Serumiron  Ferritin Albumin Soluble BloodUn/pt/3
pg/dL ng/dL Transferrin month
IIB N=23 60.£15 9.0£1.1 39410 273+180 3.9+0.4 23,8+11,7 35/23/3:0.58
FID N=14 61£12 10.0£2 50«11 294+181 3.9+0.5 22.0£12.0 6/14/3:0.11
P< 0.5 0.08 0.01 0.177 0.60 0.693 0.007*

*Odds-ratio 7.1 < 1.31< OR <42.57, Chi-square 7.3, p= .007

Conclusions: in patients submitted to dialysis presenting with the inflammatory pattern the

only laboratory test able to distinguish |IB from FID was serum iron. The need for blood

transfusions was significantly increased in 1B when compared to FID. The percentage of

soluble transferrin saturation wasn’t able to make the differential diagnosis between both

entities.



ANEXO B - Protocolo de Pesquisa

Perfil “Anemia da Inflamacido em Didlise”

(Fe <60: TIBC< 250 e Ferritina > 100)

Nome: Idade: Género: D.Basica Centro
Hemodidlise Inicio Hemodialisador CAPD Inicio
FAV O Shilley O (no momento)  Tenckhoff O Protese (PTFE, etc.) O

INFECCAO, tipo e local:

HCV (+/-): HBsAg (+/-): HIV (+/-):
Laboratério

Ferro: Capacidade Ferropéxica: % Saturacao Transferrina:

<60 (<250)

Htc: Hgb: VCM: CHCM: Proteina-C reativa:
Ferritina sérica: Albumina: PTH:

(>100) EPO:

Medicagdes, doses Transfusdes ULTIMOS 3 MESES: Datas e Quantidades

NORIPURUM: datas e quantidades

EPO (Unidades/Kg/semana)



ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Pds Informacéao

Projeto de Pesquisa: “ANEMIA ASSOCIADA A INFLAMACAQO EM DIALISE”.

Justificativa e Objetivos

Cerca de 1/3 dos pacientes em didlise tém anemia, que € uma deficiéncia na
quantidade de sangue, devido a diminuicdo na producdo de glébulos vermelhos, mesmo
quando usam eritropoietina (rEPO) (horménio que estimula a produgao destes glébulos, tém
nomes comerciais de Eprex, Hemax, Tinax, etc.). Resisténcia a acdo do horménio pode
ocorrer mesmo se 0 paciente tiver boas reservas de ferro. Estas pessoas tém um padrao
semelhante ao que se chama “anemia de doenca crénica” ou “anemia da inflamagao”: o
organismo dispde de ferro em quantidades adequadas, mas este mineral fica bloqueado na
medula 6ssea (“tutano”), ndo permitindo a formacgéao de glébulos vermelhos. A causa desta
alteragdo nao é muito bem conhecida. Na verdade parece haver 2 diferentes grupos de
pacientes que apresentam padrao de reservas de ferro normais (medidas pela ferritina),
mas com ferro no sangue baixo, dificultando a produgéo de glébulos vermelhos: 1. Os com
"bloqueio inflamatério do ferro" (BIF), geralmente associado a inflamacgao-infecgéo, sejam
elas identificadas ou nao; 2. Os com “deficiéncia funcional de ferro” (DFF), o que ocorre
especialmente em pacientes que usam eritropoietina, a qual “gasta” muito ferro em sua

acao de estimular a medula 6ssea para a produgao de globulos.

A diferenca entre os 2 grupos é importante. Achamos que os com BIF tém mais
anemia, que é de dificil tratamento, e recebem mais transfusées de sangue. Tém exames
que marcam a presenca de inflamagao alterados. Os com DFF parecem ter menos anemia,
seu tratamento é mais facil, e exigem menos transfusées. Os marcadores de inflamacgéao
neste grupo se aproximariam dos normais.

Procedimentos a serem utilizados:

A. Coletas de sangue: a maioria das coletas faz parte da rotina da dialise:
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hemograma, creatinina, albumina, ferro, transferrina, % saturagdo da transferrina, ferritina,
PTH, HbsAg, anti-HCV e anti-HIV. Acrescentaremos a estas a dosagem de proteina-C

reativa (3 ml), que nao faz parte da rotina em dialise.

B. Feito o diagndstico de anemia de doenga cronica (apds andlise dos exames
laboratoriais: ferro < 60 mcg/dL, transferrina < 250 e ferritina > 100 ng/ dL), os pacientes
serao divididos em anémicos (Hgb <10) e nao anémicos (Hgb > 10), e serdo comparados.
As injecdes de ferro IV e EPO (de rotina) deverao ser suspensas 2 semanas antes de iniciar
o estudo, desde que haja possibilidades clinicas para tal. Os que receberam transfusdes de
sangue nas Ultimas 2 semanas ndo serdo incluidos. Os que apresentarem sangramento

também serao excluidos.

Avaliacdo do Risco x Beneficio Potencial:

Riscos: quase todos os exames laboratoriais séo rotineiros, exceto proteina-C reativa
e eritropoetina sérica. Para a dosagem deste exame sera necessario colher 3 ml de sangue
em heparina ou EDTA.

Risco potencial devido a suspensao da EPO e ferro IV: se piorar a anemia sei que

se devera reiniciar a terapéutica que me estava sendo administrada, imediatamente.

Beneficios: tentar identificar, fazer o diagnostico diferencial, distinguir, entre os
pacientes em didlise que apresentam padrdo compativel com “bloqueio inflamatério do

ferro” daqueles com “deficiéncia funcional de ferro”.

Ao paciente sera garantida resposta a qualquer duvida sobre o estudo. Ele tera
autonomia para abandona-lo sem nenhum prejuizo para si préprio disso decorrente. Por
outro lado, fica bem claro que o paciente tera direito plenamente assegurado a privacidade,

i., seu nome nao sera vinculado a pesquisa.

e , fui informado dos objetivos acima e da
justificativa da pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informacdes especificas sobre
cada procedimento nos quais estarei envolvido, dos desconfortos ou riscos previstos, tanto
quanto dos beneficios esperados. Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza
e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, sei que
novas informagdes, obtidas durante o estudo, me serdo fornecidas, e que terei liberdade de
retirar meu consentimento de participagcado na pesquisa, baseado nessas informagdes.

O(A) e , certificou-me de que as informagdes por



87

mim fornecidas terao caracter confidencial.

Fui informado que, caso existam danos a minha sadde, causados diretamente pela
pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizacdao conforme estabelece a lei.
Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serao absorvidos pelo orgamento da

pesquisa.

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo, posso chamar o Dr. Carlos Abaeté de
los Santos (investigador), no telefone 9981.29.21 para qualquer pergunta sobre meus
direitos como participante deste estudo, ou se penso que fui prejudicado pelo estudo, posso

chamar o mesmo pelo telefone acima .

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Assinatura do Paciente Nome Data.
Assinatura do Investigador Nome Data.
Este formulario foi lido para..........ccccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee (nome do Paciente) / / (data).
PeIO... e (pesquisador) enquanto eu estava presente.

Assinatura de Testemunha Nome Data.



ANEXO D -
Influéncia das Hepatites Virais nos Marcadores de Inflamacao
em Pacientes em Dialise.

(dados nao publicados)

Objetivo - Verificar se a presenga de marcadores virais para hepatites B e C poderia

modificar os reagentes de fase aguda de inflamacao em pacientes em dialise.

Pacientes e Métodos - Estudamos 94 pacientes: 59 em HD e 35 em CAPD".
Destes, 15 tinham marcadores de hepatite reagentes: 12 eram HCV e 3 HBsAg positivos.
Os restantes 79 eram nao reagentes (Tabela 1).

Quando comparados os dados dos 15 individuos hepatite reagentes, verificamos que
6 tinham infeccao bacteriana associada (Grupo 1, G1): prostatite aguda, broncopneumonia,
sinusite purulenta, septicemia, celulite MID e infeccao urinéria, e 9 néo as portavam (Grupo
2, G2) (Tabela 2). No G1 havia 5 HCV e 1 HbsAg; o G2 apresentou 7 HCV e 2 HbsAg.
*(Dados do HSL- PUCRS: outubro de 2000).

Tabela 1 — Comparacio entre pacientes HCV- HBsAg reagentes com os nio reagentes.

Results Tempo Htc Hgb Fe CF. % Sat PCR  Ferritina ~ Albumin
HD m

Hepatites | 72,565 30+4,6 9,6+1,5 78,4437 220423 34,616 1,2+1,9 628+ 3,9+0,3

(N=15) 1188

Hep Ndo | 27,531 30+£5 9,6%£1,6  65#31 217438 28,511 1,5+1,6 324+ 3,9+0,45

Reagente 296

(N=79)

P= 0,0001 0,960 0.997 0,142 0,786 0,08 0,610 0,05 0,732

Tabela 2 - Comparagdo entre pacientes HCV- HBsAg reagentes, com ( n=6) e sem infec¢io (n=9) bacteriana.

Results THD m Htc Hgb Ferro CF. % Sat PCR Ferritina  Albumin
Hepatit 64+33,6  29,5+6,1 9,4+2 71440 21018 31+14,7 2,53+2,5 452 + 3,9+0,2
Com 576

infec G1

Hepatit 7879  30,4+3,3 9,8+16 83+35 226+23 37,115 0,4+0,2 744+ 3,9+0,3
Sem 1448

infec G2

P= 0,693 0,725 0,655 0,571 0,457 0,489 0,03 0,666 0,898
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Conclusdées - Tempo em dialise e ferritina foram as Unicas variaveis que se
demonstraram diferentes quando se compararam 0s grupos hepatites virais reagentes e os
nao reagentes. Quando se compararam o0s pacientes hepatite reagentes com e sem
infeccdo bacteriana associadas, verificamos que a média de PCR nos com infeccédo
bacteriana era significativamente maior do que nos outros. Os dados sugerem que a
presenca de marcadores de hepatite reagentes em pacientes em dialise, quando nao
associada a infecgdes bacterianas, nao € capaz de expressar reacao inflamatéria, medida
por PCR, ferritina ou albumina.



ANEXOE -
DECODING THE "ANEMIA OF CHRONIC DISEASE" PATTERN ON DIALYSIS:
FUNCTIONAL IRON DEFICIENCY OR INFLAMMATORY IRON BLOCKADE? —

(texto encaminhado para publicacao)

Carlos Abaeté de los Santos, lvan Carlos Ferreira Antonello
Programa de Pos-graduacdo em Clinica Médica e Ciéncias da Saude - Nefrologia -
Faculdade de Medicina/HSL/IPB - PUCRS.

Running title: Anemia of chronic disease on dialysis

Corresponding author: Carlos Abaeté de los Santos
Centro Clinico PUCRS Conj 414, Av. Ipiranga 6690
Porto Alegre, RS, CEP 90610.000, Brazil

Phone and Fax: ++ 51 33367700

E-mail:abaeté@pucrs.br

Keywords: C-reactive protein, erythropoietin, hemodialysis, and inflammation renal failure,

uremia

INTRODUCTION

Decreased production of erythropoietin (EPO) is the main cause of anemia in chronic
renal failure. The use of recombinant human EPO has had a dramatic impact in anemia
control, inducing better quality of life (1), reducing morbidity and mortality (2) and improving
physical performance in patients on dialysis (3). However, occasionally, response to EPO
may be inadequate. Iron deficiency is the commonest cause of decreased responsiveness,
even though its occurrence has been diminishing since NKF-DOQI recommended the use of
IV iron (4,5). Currently, presence of acute or chronic inflammation, with adequate iron store,
is a frequent finding in EPO resistant anemia on dialysis (6-11). This pattern has been called
anemia of inflammation, or anemia of chronic disease (ACD) (12): erythrocytes are
normochromic and normocytic, with associated decrease in the serum levels of iron and
transferrin (total iron binding capacity, TIBC), and normal or elevated serum ferritin. It is
frequently associated with some evidence of inflammation, infection, liver disease, cancer, or

dialysis.
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ACD ON DIALYSIS

The ACD pattern occurred in 44% of hemodialysis (HD) and 31% of continuous
ambulatory peritoneal dialysis (CAPD) patients (13). However, anemia is not necessarily
present in these patients. This pattern, on dialysis, may represent two different
pathophysiological conditions: 1) Inflammatory Iron Blockade (lIB) or 2) Functional Iron
Deficiency (FID) (7-9,14,15). Differential diagnosis between both situations may be difficult,
because hematological findings are similar. The aim of this paper is to discuss differences
between 1B and FID, which have not yet been clearly defined.

Definite inflammatory or infectious processes - acute or chronic - are frequently
diagnosed in patients on dialysis. However, a non-specific inflammatory reaction may also
occur. Interaction between blood and dialyzer may activate the immune system (16-19).
Bacteria, lipopolysaccharide fragments and development of a biofilm in the internal or
external surface of dialyzers can trigger the inflammatory reaction (20). Use of ultra pure
water for HD reduces generation of inflammatory mediators, improves EPO response,
decreases protein catabolism, improves nutritional state, and, may reduce the rate of
atherosclerosis progression (21-24).

Role of acute phase reagents - Inflammation or infection increases serum levels of
positive acute phase reagent proteins [C-reactive protein (CRP), amyloid A and serum
ferritin], and decreases negative acute phase reagents [transferrin, aloumin and leptin (25)].
Inflammation, suggested by persistently elevated levels of CRP (10), is associated to several
pathological manifestations: EPO resistant anemia (7-11,26-29), malnutrition (30),
atherosclerosis (31), and risk of cardiovascular disease (32-34). CRP has also been
considered a predictive factor to increase risk of death on dialysis (35,36). One of the most
important problems accompanying inflammation is anemia and EPO resistance. Patients
with elevated CRP may present a laboratory pattern compatible with ACD (37). High levels of
ferritin may also be associated with inflammation (13,14,37).

PATHOPHYSIOLOGY

Inflammation, infection, or tissue lesions are induced by cytokines activation,
particularly IL1-beta and TNF-alpha, produced by monocytes and macrophages. These
factors stimulate the production of other cytokines - particularly IL6 - which induces acute
phase protein synthesis by the liver (16).
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Inflammatory Iron Blockade - Iron sequestration in the reticuloendothelial system
(RES), rendering it unavailable for erythropoiesis, must be strongly considered when serum
levels of iron and transferrin (TIBC) are diminished and levels of serum ferritin are increased.
This specific pattern is compatible with ACD. Inflammatory iron blockade occurs associated
with inflammation or infection - acute or chronic - well identified or not. Iron stores measured
by ferritin (or bone marrow aspiration) are adequate, but levels of serum iron and transferrin
(TIBC) reduced (37). Iron is not readily available for erythropoiesis in 1I1B, since it is blocked
in the RES. Inflammatory markers are useful in these cases. Serum ferritin levels may be
also elevated (13). It seems that, on dialysis, IIB represents the true ACD.

Functional Iron Deficiency - FID means low biological availability of iron for
erythropoiesis with adequate stores. This frequently occurs in patients treated with EPO. The
drug promotes greater consumption of iron (6,8), reducing the serum pool and, thereafter,
the iron stores. FID is not usually associated with inflammation. Inflammatory markers are
usually within the normal limits. These patients usually have less severe anemia, compared
to 1IB (13). Patients using EPO need administration of larger doses of IV iron to support

erythropoiesis and maintain adequate iron stores.

Deleterious effects of iron excess - Iron sequestration in RES seem to be an
important mechanism to control microorganisms proliferation in the host (38). There are
evidences suggesting that iron in excess decreases neutrophiles chemotactic and
phagocytic properties, reducing their ability to oppose invading pathogens (39). Use of high
doses of iron may be harmful, increasing incidence and severity of infections (40,41),
inducing hemossiderosis, augmenting generation of oxygen free radicals (42) and,
eventually, enhancing malignancy (43).

Determination of the percentage of saturation of the receptor of soluble transferrin in
cell membranes (sTrf) helps distinguishing absolute iron deficiency from ACD (when
deficiency is relative) (44-46). Transferrin receptor, in cell surface, is soluble and detectable
in plasma, circulating levels being proportional to its cell concentration. In absolute iron
deficiency, sTrf is increased. In ACD it is normal or decreased. There are no data comparing
sTrf serum concentration between 1B and FID.

TREATMENT
No specific treatment for ACD on dialysis is available. Separating 1IB from FID is

important. When FID is presumed, stores must be monitored and IV iron administration
ordered. Although absolute iron deficiency is not present, administration of IV iron may
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increase hematocrit and hemoglobin in FID (4). It is necessary to emphasize that FID may
occur without anemia or EPO resistance. Functional iron deficiency is induced by EPO that
avidly uses serum iron, before reducing iron stores. On the other hand, if 1IB is present,
identifying and treat inflammation or infection is mandatory. Surgical procedures, even
minor, as creation of an AV fistula, can provoke inflammatory reaction on dialysis. Use of
bio-incompatible membranes must be avoided (18,19), as well as contamination of dialysis
fluid (20-24). It is important to remember that inflammatory reaction on dialysis can present
without clinic evidence. The administration of EPQO, in patients with IIB must be increased to
higher levels than in patients with no inflammation. In cases of resistance to the hormone
action, administered dose should be increased to above 300 mg/Kg/week subcutaneously
(4). While differential diagnosis between 1IB or FID is entertained, use of IV iron 50-100 mg/
week in 10 doses can be proposed, since serum ferritin is not above 500 mg/dL (47). If, after
IV iron administration, the response is not adequate, it is most likely that IIB is present.
Response to IV reposition in FID is better. Use of IV vitamin C has been proposed and
sometimes augments Htc-Hgb in individuals with adequate iron stores (48,49). Dialyzers
internally covered by vitamin E have been used and seem to decrease oxidative stress and,
perhaps, the incidence of atherosclerosis (50-52). It is not mentioned whether or not ACD
pattern occurs in these patients. Blood transfusion requirements are increased in |IB
compared to FID (13) and must be ordered according previously published protocol (4).

CONCLUSIONS

ACD is one of the most important forms of anemia and EPO resistance on dialysis
patients. It is induced by inflammatory mediators producing RES iron blockade, resulting in
low serum iron and transferrin levels with normal or increased serum ferritin. However, this
pattern - compatible with ACD - may appear, on dialysis patients, representing two distinct
situations: IIB or FID. IIB occurs with clinically silent or overt inflammation or infection, either
acute or chronic. Acute phase proteins are elevated in 1IB. This pattern must represent the
true ACD on dialysis. Laboratory profile similar to ACD with no CRP elevation levels occurs
in patients with FID, and it is, frequently, induced by EPO use. Patients with FID may not
present anemia neither resistance to EPO. There is no known specific treatment for ACD on
dialysis. Differential diagnosis between 1IB and FID has to be done. Control of iron stores
and IV iron administration is necessary. EPO dose must be, almost always, increased. In IIB,
it is necessary to identify and treat associated inflammatory processes. Use of IV Vitamin C
after dialysis or Vitamin E covered dialysers deserve further studies. Blood transfusions may
be necessary to correct symptomatic anemia, more frequently found in IIB than in FID.
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ABSTRACT

Background - Use of non-biocompatible membranes and exposure to contaminated
haemodialysis (HD) fluid may increase C-reactive protein (CRP). In this study, of a single
group of individuals on HD, the use of ultrapure water (UPW) was associated with decreased
signs of inflammation when CRP was compared before and after UPW introduction.

Patients and Methods - N high sensitivity CRP levels were measured in the same
31 HD patients before (T1) and after (T2) UPW introduction. Parameters, including episodes
of chills (unassociated with infections), serum iron levels, and blood transfusions, were
compared for 3 months preceding T1 and T2. Polysulphone dialysers were exclusively used.
Statistical analysis was compiled using t test for paired samples, Wilcoxon signed-rank test
and odds ratio.

Results - The incidence of chills was 42 in 1178 HD sessions in the 3 months
preceding T1 and 2 episodes occurred in 1178 sessions 3 months after the introduction of
UPW (p=0,0001). Haemoglobin (Hgb) increased from 9.6£1.8 g/dL in T1 to 10.4%£1.6 in T2
(p=0,007). There was a reduction in blood transfusions from 0.193 to 0.096 units/pt/ month
in T1 and in T2 respectively. CRP dropped from 1.05+0.74 to 0.48+0.23 mg/dL in the same
time period (p=0,0001).
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Conclusions - The analysis demonstrated significant reduction in CRP levels with
marked decrease in the episodes of chills, pointing to a diminished inflammatory process.
The increase in Hgb is reflected in the decrease in blood transfusions. This would indeed
suggest that UPW decreases inflammatory response concerning HD.

INTRODUCTION

High serum levels of C Reactive Protein (CRP) are associated with inflammation,
anemia, erythropoietin (EPO) resistance (1,2) and malnutrition (3,4) in patients on dialysis, in
addition to being considered a risk factor for cardiovascular disease (5,6) and a positive
predictive index of mortality (7-9). The use of non-biocompatible membranes (10,11) or
contaminated hemodialysis (HD) fluid may well induce production of cytokines thereby
increasing the positive, and decreasing the negative inflammatory markers (12-14). The use
of UPW in HD appears to decrease CRP, thus improving the patients’ nutritional status (15),
anemia and EPO response (13). The production of biofilms in the hydraulic system and in
HD capillary filter walls may considerably decrease after UPW use (16) reducing
inflammatory reaction and, plausibly, its consequences (17).

This paper will compare clinical and laboratory parameters, including serum levels of
CRP, in a single group of individuals in HD, examined before and after the introduction of
UPW.

SUBJECTS AND METHODS

Study design - This is an observational, longitudinal and self-controlled study. A
patients’ cohort on HD were submitted to laboratory analysis in October 2000 (T1) and in
October 2001 [3 months after UPW introduction (T2)]. Incidence of chills and blood
transfusions administered were analysed in July, August and September, prior to T1 and T2

laboratory analysis.

Patient characteristics - Fifty-nine chronic HD patients were initially enrolled in the
study; 28 were dropped when they no longer met the study criteria. Among the excluded in
the final analysis were those 13 with infection [prostate gland infection, chronic obstructive
pulmonary disease, infectious endocarditis, HbsAg (2) and anti-HCV reagent (8)], 3 had
inflammation and 2 cancer. Those receiving a kidney transplant (6), allocated to CAPD (1) or
which expired (3) within the study period were also excluded. Of the remaining 31 patients,
12 were female and 19 male ranging in age from 42 to 82 years. Causes of end- stage-
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renal-disease (ESRD) were: 10 with hypertension, 8 by means of diabetes, 4 suffered
chronic interstitial nephritis, policystic kidney disease accounted for 3, another 3 being
diagnosed with glomerulonephritis, and 3 with ESRD from an unknown etiology. All patients
were dialysed using an AV fistula for vascular access. Blood samples were drawn
immediately prior to HD sessions.

Treatment characteristics - Patients were dialysed for 4-5 hours per day, 3 times
per week, a mean of 38 HD sessions per patient during the 3 month study period. Single
proportioning machines with sodium monitoring control and a bicarbonate buffer were
utilized. Polysulphone dialysers were exclusively used. All patients were placed on a medical
regimen of IV iron and subcutaneous EPO, as recommended (18); vitamins B6- B12, folic
acid, calcium carbonate, oral vitamin D3, as well as a 10% oral sodium citrate solution were
also given. 1V iron was discontinued 2 weeks before blood for laboratory determinations
were drawn. Statins and angiotensin-converting-enzymes inhibitors (ACE) were not
administered during the study.

Study parameters - All laboratory analysis performed in T2 were identical to those
performed initially in T1. N high sensitivity CRP levels were determined through enhanced
nephelometry, using Dade Behring® kit, Marburg, GmbH, Germany; serum iron and iron
binding capacity were measured by a Merck® KgaA, Darmstadt kit, Germany; serum ferritin
by Immulite 2000 Ferritin, DPC® Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA.
Assays of endotoxin levels were made by using the Pyrogent ® LAL Gel Clot Assay from
BioWhittaker, Annapolis, MD, USA, with a 0.03 EU/ mL sensitivity kit. Water cultures were
processed with a Colilert ® kit, from Iddex Co, GmbH, Wérstadt, Germany. EPO serum
determinations were made by Immulite® DPC Diagnostic Products Co, USA. Other
parameters monitored included the number of episodes of chills, the total number of HD
sessions, and units of packed red blood cells (PRBC) administered in the period 3 months
before and after UPW introduction.

Water characteristics - Prior to the improvement of the hydraulic circuit with reverse
osmosis (RO) and implementation of ultra-filters in the dialysate lines testing showed our
water supply culture to be negative; the dialysate water tested 40 CFU/ml. In the individual
consoles counts varied from 80 to 600 CFU/ml and endotoxin levels reached 0.4 mcg/ dl.
After installation of the improved filtration system (Figure 1) all cultures were negative and
endotoxin levels were reduced to < 0.03 EU/ml in the machines. RO system was provided by
Osmonics ™, Minnetonka, MN, USA. The ultra-filters, with sequential decreasing pore size
diameters, were from the Polyester Betapure brand, CUNO Co. Fluid Purification ™,
Meriden, CT, USA.
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Fig. 1. UPW basic schematics. Note decreasing micro-filters pore disposition.

Statistic analysis - As the study was self-controlled, generating paired-samples, for
normally distributed data a parametric paired t sample test was used. For the non-normally
distributed data a non-parametric, the Wilcoxon signed-rank test was utilized. Odds ratio was
employed to calculate the PRBC requirements. Data was processed using an SPSS
computer program with reports presented as mean + SD and a p< 0.05 being considered
significant.

RESULTS

The comparison of laboratory determinations for normally distributed data can be
found in Table 1. Serum ferritin levels (mean +SD) were 4351848 ng/ml and 4291790, PTH
1891362 pg/ml and 160+333, while CRP was 1,05+0,74 mg/I and 0,48+0,23 in T1 and T2,
respectively. EPO serum levels were 18.4£14.0 in T1 and 25.0+12.0 mU/ml (p=0.07). Other
non-normally distributed paired samples are demonstrated in Table 2.

Patients required 18 units of PRBC in the 3 months preceding T1 determinations and 9 units
after UPW introduction [Cl 95%, Odds ratio: 3.4 (1.05<OR<11.2); Chi- square p= 0.02].
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Table 1 - Comparison of laboratory analysis before
(T1) and after (T2) UPW introduction

Paired samples Tl T2 P=
(mean = SD) (mean = SD)

Htc (%) 30.0+5.4 32.4+4.9 0.01
Hgb (g/dL) 9.6+1.8 10.4+£1.6 0.007
Serum Iron(pg/dL) 65.4+31.6 70.1+£27.4 0.433
TIBC (pg/dL) 207.4+27.0 181.6+40.3 0.0001
Iron Sat. (%) 30.5+14.2 40.1£11.5 0.003
S. Albumin (g/dL) 4.0+0.3 3.9+0.3 0.075
KtV 1.1+0.3 1.2+0.3 0.637

Parametric paired-sample t test for normally distributed data.

Table 2 - Comparison of data before (T1) and after (T2) UPW introduction.

Asymp. Sig.
N Mean Rank  Sum of Ranks Z (2- tailed)

FERRIT 1- FERRIT 2 Negative Ranks 11 18.82 207.00
(ng/dL) Positive Ranks 20 14.45 289.00

Ties 0

Total 31 -0.803 0.422
PTH 1- PTH2 Negative Ranks 14 14.54 203.50
(pg/dL) Positive Ranks 16 16.34 261.50

Ties 1

Total 31 -0.597 0.551
CRP 1-CRP2 Negative Ranks 26 16.92 440.00
(mg/L) Positive Ranks 5 11.20 56.00

Ties 0

Total 31 -3.763 0.0001
Chills 1- Chills 2 Negative Ranks 19 10.00 190.00

Positive Ranks 0 0.00 0.00

Ties 12

Total 31 -3.898 0.0001

Wilcoxon- signed rank test for non-normally distributed paired samples.
Ferrit: ferritin; PTH: parathyroid hormone; CRP: C-reactive protein; IV iron: intravenous iron.

DISCUSSION

After installation of the new purification system the water supply met the criteria to be
considered ultrapure with a bacterial count below 0.1 UFC/ml and endotoxin levels lower
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than 0.03 EU/mI, in the individual consoles, as measured by Limulus Amebocyte Lysate
assay (LAL) (19). Contaminated HD water and use of non biocompatible membranes have
been known to induce to an inflammatory state, by stimulating production of IL1, TNF-a and
IL6, through activation of monocytes and macrophages which, in turn, stimulate the liver to
release positive inflammatory markers (CRP, beta-2 microglobulin, haptoglobin and ferritin )
and decrease the negative indicators (albumin, transferrin) (14).

Increased interleukin levels have been implicated in the genesis of fever and chills -
unassociated with infections - during HD (12). A strikingly significant reduction of these
symptoms occurred after UPW introduction.

Another confirmation in the reduction of the inflammatory process was a significant
drop in CRP levels, reaching normal limits in almost all individuals. Htc and Hgb were
significantly augmented. Previous publications reported decreased EPO resistance and
improvement in malnutrition associated with decreased inflammation. Sitter et al, comparing
contaminated water with UPW, on a blind, randomised study, verified that CRP and IL6
levels decreased and a better response to EPO became apparent (13). Schiffl et al also
encountered diminished CRP and IL6 serum levels with evidence of improved nutritional
status using UPW. However, the authors did not mention improvement in the hematological
indicators (15). Schouten and Schindler stated that the type of membrane, rather than
bacteriological quality of the dialysate, was the most important factor determining changes of
the inflammatory pattern in HD patients (10, 11). In this study use of UPW was the only
variable introduced. Identical biocompatible membranes were used and laboratory
determinations were made in the same period of the year in the same individuals. EPO
serum levels were not significantly different. This leads us to believe that, the most important
single factor responsible for the decreased inflammation was the improved quality of water
dispensed. All patients were dialysed exclusively through AV fistulas, as prosthetic devices
are prone to promote inflammation (20). Statins were not included in the medication regimen
since this class of drugs is known for its CRP-lowering properties (21).

The effects of increased IV iron supplementation in the medical regimen were threefold: 1)
ferritin did not increase proportionally to inflammation, acting more as an iron storage protein
than as an inflammatory marker (22); 2) A decrease in TIBC levels occurred and 3) an
increase in the percentage of transferrin saturation took place, since transferrin production

(TIBC) is inhibited when iron is increasingly offered.

Blood transfusion requirements decreased after UPW was implemented. Within the
scope of this study long-term clinical importance of decreased inflammatory process in HD
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due to UPW implementation is a presumption and still has to be proven through further
studies, as recently emphasized by Pontoriero et al (23).

CONCLUSION

With UPW introduction into patient’s treatment regimen chill episodes and CRP levels
decreased significantly, pointing to a diminished inflammatory process. Reduced TIBC,
increased saturation of tranferrin and a stable ferritin occurred. Htc and Hgb also increased
and were mirrored in the considerable decrease in the need for blood transfusion.
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