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RESUMO

Neste trabalho foram estudadas as alteragbes eritropoiéticas e inflamatorias
associados com doenca renal (DR) e/ou com Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), assim como a
relacédo entre as alteracdes eritropoiéticas e o grau de inflamac¢édo em individuos saudaveis e,
em individuos com patologia associada.

Quinhentos e oitenta e oito individuos portugueses foram incluidos neste estudo: 349
doentes com DM2, 69 doentes com DR, 73 doentes com DR e DM2 e 97 controlos saudaveis.
A todos, para além de se registar a idade e o sexo, foi efectuado um hemograma completo,
incluindo a contagem diferencial de leucdcitos, contagem de plaquetas, indices
hematopoiéticos, determinacdo dos niveis séricos de glicose, ureia, creatinina, ferro,
capacidade total de fixacdo de ferro, transferrina, proteina C reactiva (PCR), vitamina B12,
acido folico e a determinacao da velocidade de sedimentacédo (VS).

Quando comparados com os controlos, os doentes com DM2 apresentam aumento na
concentracdo de glicose sérica, e aumento nos marcadores inflamatérios e de insuficiéncia
renal. Os DR apresentam aumento nos marcadores de insuficiéncia renais e inflamatdérios, e
diminuicdo da concentracdo de hemoglobina, hematdcrito e contagem de eritrécitos. Os DR
com DM2 apresentam um aumento significativo na concentracdo de glicose, marcadores de
insuficiéncia renal e inflamatdrios, e uma diminuicdo na concentracdo de hemoglobina,
hematdcrito e contagem de eritrécitos. No grupo controlo encontramos uma correlagcao
significativa entre a hemoglobina e a creatinina (r=0.219; p=0.031) e uma correlacdo negativa
entre a hemoglobina e a PCR (r=-0.335; p=0.012). Nos doentes com DM2 encontramos
correlacdo significativa entre a idade e a transferrina (r=-0.239; p=0.006), entre a contagem de
neutréfilos e o ferro sérico (r=-0.203; p=0.014), entre a hemoglobina e a PCR (r=-0.276;
p<0.001), entre o volume globular médio (VGM) e a creatinina (r=0.134; p=0.012), e entre o
ferro sérico e a PCR (r=-0.275; p=0.002). Nos DR existe uma correlacdo entre a contagem de
neutrdfilos e a ureia (r=0.281; p=0.019) e entre a VS e a ureia (r=0.384; p=0.040). Nos DR com
DM2 encontramos uma correlacdo entre a idade e a contagem de neutréfilos (r=0.286;
p=0.014) e entre a contagem de neutrofilos e o ferro sérico (r=-0.338; p=0.041).

Em concluséo, os nossos resultados demonstram que tanto os DR como os doentes com DM2
apresentam alteracdes eritropoiéticas, que poderdo estar associadas com 0O processo
inflamatdrio. Mais estudos serdo necessarios para esclarecer a origem do processo

inflamatdrio, nestes doentes e a sua influéncia no prognéstico da DR e de DM2.
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ABSTRACT

In this work we studied the erythropoietic, and inflammatory changes associated with
kidney disease (KD) and/or with diabetes mellitus type 2 (DM2), as well as correlations between
the erythropoietic changes and the degree of inflammation in healthy individuals and individuals
with associated pathologies.

Five hundred and eighty-eight Portuguese individuals were included in this study: 349
DM2 patients, 69 KD patients, 73 KD patients with DM2 and 97 healthy controls. In all, age and
sex has been recording, and full blood counts, including differential leukocyte counts, platelet
counts, hematological indices and serum levels of glucose, urea, creatinine, iron, total iron-
binding capacity (TIBC), transferrin, C-reactive protein (CRP), vitamin B12, folic acid and
determination of erythrocyte sedimentation rate (ESR) were also performed.

Compared with controls, DM2 patients presented an increased glucose serum levels
and increase in inflammatory and renal failure markers. KD showed an increase renal failure
and inflammation markers, and decreased hemoglobin concentration, hematocrit and
erythrocyte counts. KD patients with DM2 have a significant increase in glucose concentration,
and increased renal failure and inflammation markers, and a decrease in hemoglobin
concentration, hematocrit and erythrocyte counts. In the control group, we found a significant
correlation between hemoglobin and creatinine (r=0.219; p=0.031) and a negative correlation
between hemoglobin and CRP (r=-0.335; p=0.012). In DM2 patients we found a significant
correlation between age and transferrin (r=-0.239; p=0.006), between neutrophil counts and
serum iron (r=-0.203; p=0.014), between hemoglobin and CRP (r=-0.276; p<0.001), between
MCV and creatinine (r=0.134; p=0.012), and between serum iron and CRP (r=-0.275; p=0.002).
In KD, we found a correlation between neutrophil counts and urea (r=0.281; p=0.019) and
between VS and urea (r=0.384; p=0.040). KD patients with DM2 showed a correlation between
age and neutrophil count (r=0.286; p=0.014) and between the neutrophil count and serum iron
(r=-0.338; p=0.041).

In conclusion, our results showed that both KD and DM2 patients presented
erythropoietic changes, which must be associated with the inflammatory process. Further
studies are required in order to clarify the exact origin of the inflammatory process in these

patients and their influences one in the prognosis of KD and DM2.
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1. Eritropoiese

Os eritrdcitos sdo as células circulantes mais abundantes, representando cerca de 99%
das células que circulam na corrente sanguinea, e representam 40% a 45% do volume total de
sangue. Um individuo saudavel tem aproximadamente 5 litros de sangue, o que representa
cerca de 2,5x10"® eritrécitos, gue é a quantidade necesséria para o transporte de oxigénio para
sustentar a respiracdo aerdbia. Estas células ndo apresentam nucleo nem organelos, mas
estdo abastecidas de hemoglobina para transportar oxigénio dos pulmdes para os tecidos e
remover o diéxido de carbono. A semi-vida do eritrécito € de aproximadamente 100 a 120 dias,
com uma perda diéria entre 0,8% a 1,0% dos eritrdcitos circulantes. Para responder a estas
perdas, a medula 6ssea normal produz aproximadamente 2,5x10"" células/dia (Mundz, 2009).

A eritropoiese é um processo fisiologico complexo, que se inicia com o
comprometimento das células-tronco pluripotentes, formando a primeira unidade formadoras de
colonias eritrdides — brust (BFU-E). Estas, posteriormente transformam-se em unidades
unidade formadora de colénias eritréides (CFU-E), depois em células precursoras e, finamente
o eritrécito maduro (Elliott, 2008; Felli, 2009) (figura 1).

Células-tronco

— Células progenitoras Células precursoras Eritrécitos

! —— 4 divisGes —..:
BFU-E ! CFU-E Eritroblastos
- 11-12 w23 ortocromaticos

divisdes divisges EPO

|
[

I

I

1

! Erilroblasto
| basdfilo
I

]

|

1

I

I

Eritroblastos
policromaticos

Mt

Proeritroblasto Eritropoiese ineficaz

© Ceee®

Eritropoiese acelerada

1t

5 dias 120 dias

Figura 1. Representagdo esquematica das diferentes etapas da diferenciacéo eritrdide. BFU-E, unidade de ruptura de
formacdo de eritréides; CFU-E, unidade  formadora de colénias eritrbides (adaptado de
www.misodor.com/images/wegwrtg.jpg).

A primeira etapa de diferenciacdo e proliferacdo das células progenitoras esti ja
comprometida com a linhagem eritréide BFU-E. As BFU-Es humanas séo definidas pela sua
capacidade de formar grandes "explosfes" de colénias de eritroblastos ou uma colénia muito
grande de eritroblastos apés 7-14 dias em meio de cultura semi-sélido. As "explosdes"

eritrdides podem conter mais de mil eritroblastos e, assim, um uUnico BFU-E e seus

2



Eritropoiese e inflamag¢@o em doentes com IR e/ou com DM2

descendentes, podem ter dez ou mais etapas de divisdo celular antes de chegar a fase
terminal pés-mitética de diferenciacdo. A segunda etapa de diferenciagdo eritrdide compreende
as fases posteriores a eritropoiese (pré-eritroblastos, eritroblastos basofilos, eritroblastos
ortocromaticos e policromaticos). Estas podem ser diferenciadas pela sua histologia em
preparacdes coradas. A terceira fase da diferenciacao eritréide consiste na maturacdo dos
reticuldcitos em eritrocitos (Wickrema, 2009).

A proliferacdo e diferenciacdo normal de células progenitoras eritrdides requerem
varios nutrientes, tais como ferro, acido félico e vitamina B12, a interaccdo com as células do
estroma medular e a estimulacdo pela eritropoietina (EPO) e, também, varios factores de
crescimento e citocinas, entre 0s quais, trombopoietina, interleucina (IL) -3, IL-6, IL-8, IL-9, IL-

11, e pelo factor estimulador de colénia granul4citos-mondcitos (GM-CSF) (Wickrema, 2009).

1.1 Papel da Eritropoietina na regulacdo da eritropoiese

Em 1906, Carnot e Deflandre (Fried, 2009) sugeriram que a producao de eritrdcitos era
regulada por um mecanismo humoral relacionado com a oxigenagdo de sangue através de um
factor intermediario que estimula na eritropoiese, ao qual chamaram “hemopoietina”. Para
testar essa hip6tese demonstraram que ao injectarem o plasma de coelhos anémicos em
coelhos normais, o numero de eritrocitos aumentava no sangue periférico. (Fried, 2009).

Mais tarde, em 1948 Bondsdorff e Jalavisto verificaram que este factor humoral
influenciava apenas a linha eritréide, renomeando a “hemopoietina” de Carnot e Deflandre, com
o nome actual de “Eritropoietina”. Em 1976, Goldwasser € a sua equipa purificaram esta
hormona a partir da urina e, em 1983, o gene da EPO foi clonado e sequenciado, o que
possibilitou que mais tarde pudesse ser produzida a forma recombinante desta proteina.
Actualmente a EPO humana recombinante (EPOhr) é usada para o tratamento da anemia de
diferentes etiologias, nomeadamente no tratamento da insuficiéncia renal crénica, doencas
hematoldgicas, neoplasias, linfomas, mielomas mdltiplos, entre outras. Actuando sobre o
receptor da EPO, do mesmo modo que a EPO nativa, a EPOhr activa as vias de sinalizagéo
gue estimulam a eritropoiese e inibe a apoptose dos progenitores eritréides (Yoshimura, 1996).

A EPO é uma hormona glicoprotéica de 30.4 kDa, 40% da qual é atribuido ao seu
contetido em carbohidratos. E produzida pelos rins (90%) e pelo figado (10%), e tem como
principal fungdo regular a eritropoiese, actuando nas células precursoras eritréides da medula

Ossea estimulando a sua proliferagéo e diferenciacao (figura 2) (Byts, 2009).
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Figura 2. Esquema representativo da accdo da EPO na diferenciagdo e proliferacédo da
linha eritroide (adaptado de Akihiko, 1996).

O gene da EPO esta localizado no cromossoma 7, apresenta com 5.4 kb do DNA
genodmico, que codifica uma cadeia polipeptidica com 193 aminoacidos. Durante a producéo e
secrecao da EPO, um peptideo 166 aminoacidos € iniciamente gerado apos a clivagem de 27
aminoacidos no N-terminal. Uma arginina carboxi-terminal na posicdo 166 é posteriormente
removida sendo a EPO em circulacdo composta por 165 aminoacidos. A remocgéo da arginina
terminal ocorre tanto na proteina humana, como na sua forma recombinante. A estrutura
tridimensional da EPO foi determinada em 1998 por Cheetham et al. (Maiese, 2005),
apresentando 4 hélices alfa com uma orientagdo “up-up-down-down”. Duas das hélices anti-
paralelas estdo ligadas por uma ponte dissulfureto entre a Cys7 e Cys161 enquanto as outras
duas hélices estéo ligadas por uma pequena ansa.

A sintese de EPO é regulada por mecanismos sensiveis ao oxigénio. Em resposta a
hipéxia (baixa tens@o de oxigénio nos tecidos) a producdo de EPO aumenta em algumas
horas. A hip6xia induz a expressdo do gene da EPO através da activagcdo transcripcional e
estabilizacdo do mRNA como resultado directo a da activacdo do HIF (HIF - hypoxia-inducible
transcription factor), que € um factor de transcricdo que se liga ao elemento de resposta a
hipoxia na extremidade 3’ do gene da EPO e induz a sua expressao (Ebert, 1999).

A producdo e activagdo do HIF é regulada a nivel da sua cadeia a, por dois
mecanismos dependentes do oxigénio (Al-Sheikh, 2008). No primeiro mecanismo, dois
residuos conservados de prolina localizados no dominio de degradacdo dependente do
oxigénio sofrem hidroxilagdo por ac¢do de proteinas com dominio prolyl-hydroxylase (PHDs), o
que permite a interaccdo da cadeia a com a proteina von Hippel-Lindau (pVHL), um
componente de uma ligase da ubiquitina. A subsequente ubiquitinagédo leva a degradacéo do
HIF-a pelo proteossoma. No segundo mecanismo, um residuo de asparagina (Asn803) é
hidroxilado pelo factor de inibicdo do HIF 1 (HIF1), e a actividade do HIF é reprimida ao impedir
a ligacao do co-activador de transcricdo p300/CBP. As PHDs e o HIF1 usam o oxigénio como
co-substrato, por isso uma diminuicdo na tensdo de oxigénio resulta na inibicdo das PHDs e do

HIF1. A cadeia a dimeriza com a cadeia 3, 0 complexo HIF é estabilizado e, ap6s recrutamento
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do co-activador p300/CBP, liga-se ao elemento de resposta a hipéxia (HRE - hypoxia response
element) dos genes alvo do HIF.

A EPO é secretada para o plasma, e na medula 6ssea liga-se ao receptor da EPO
(EPOR) na superficie de células precursoras eritréides. O EPOhr é uma proteina de 508
aminoacidos, membro da familia de receptores de citocinas tipo 1, de cadeia transmembranar
simples. Estes receptores tém em comum, em termos estruturais de dois pares de cisteinas
ligadas por pontes de dissulfureto (Noguchi, 2007).

O EPOR existe como um homodimero na superficie celular dos percursores eritréides
(Percy, 2007), sendo constituido por um dominio extracelular e um intracelular, e ndo possui
actividade tirosina cinase endogena (Kionstantinopoulos, 2007).

A activacdo de EPOR segue um mecanismo de activagdo sequencial de dimerizacao
envolvendo a via da Janus quinase 2 (JAK2 — desempenha um papel importante na promog¢éao
da proliferacdo celular), fosforilacdo, e translocacdo nuclear do transdutor de sinal, com
subsequente activacdo da transcricdo - 5 (STAT5 - Signal transducer and activator of
transcription 5). O STAT é activado pela fosforilacdo e, em seguida, vai para o nucleo,
reconhecendo uma sequéncia de bases especificas na regido promotora do gene alvo, e inicia-

se a transcricao (Rossert, 2005).



Eritropoiese e inflamag¢@o em doentes com IR e/ou com DM2

2. Metabolismo do ferro

O ferro é um elemento indispensavel ao organismo, pois é essencial para o transporte
de oxigénio, para a sintese de acido desoxirribonucléico (DNA) e para o metabolismo
energético (Wijayanti, 2004).

A quantidade total de ferro no organismo € de aproximadamente 3 — 4 g, dois tercos
desta quantidade encontra-se nos eritrécitos ligado a hemoglobina, o restante é armazenado
sob a forma de ferritina/hemossiderina. Um a 2 mg de ferro sao absorvidos por dia pelo epitélio
duodenal, que apresenta estruturas vilosas para ampliar a superficie de absorcdo. O ferro
necessita de atravessar a membrana apical e basal do epitélio intestinal de forma a alcancar o

compartimento plasmatico (Kohgo, 2008).

2.1. Mecanismos regulatérios

2.1.1. Absorc¢édo do ferro

O ferro utilizado pelo organismo provém de duas fontes principais: da dieta normal e da
reciclagem dos eritrécitos senescentes. Uma dieta normal contém de 13 a 18 mg de ferro, dos
quais 1 a 2 mg sdo absorvidos na forma inorganica ou na forma de heme. Cerca de 1/3 de ferro
absorvido a nivel do duodenal provém do grupo heme contido na hemoglobina e na mioglobina
da carne vermelha ingerida (Hoffbfrand, 2006).

Alguns factores favorecem a absorg¢éo intestinal no ferro, nomeadamente a acidez e a
presenca de agentes solubilizantes, sendo a quantidade absorvida regulada pelas
necessidades do organismo. Assim, em situacdes em que ha falta de ferro ou aumento das
necessidades, hd um aumento na sua absor¢do. O transporte do ferro do limen intestinal até a
circulagdo sanguinea ocorre em trés fases principais: a) captacdo e internalizagdo na
membrana apical do enterdcito; b) transporte intracelular e c¢) transporte para o plasma (Chung,
2003).

2.1.2. Captacéo e internalizagdo apical no enterdcito

A figura 3 ilustra uma célula intestinal e a localizagdo das proteinas envolvidas no

processo de absorcéo de ferro.
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Figura 3. Esquema representativo do enterdcito e das
proteinas envolvidas na absor¢do do ferro. Dcytb =
ferroredutase; DMT-1 = transportador de metal divalente;
HCP-1 = proteina transportadora de heme-1; Nu = ndcleo;
HFE = proteina da hemocromatose; TfR = receptor da

transferrina (adaptado de Grotto, 2010)

O ferro ingerido é classificado como heme (10%) e ndo-heme (90%). Este Ultimo é
essencialmente composto por ferro sérico (Fe**) inorganico, que é absorvido pelos enterécitos
através do transportador de metal divalente 1 (DMT-1, também conhecido como Nramp?2). Este
ferro é reduzido para Fe”, antes do seu transporte, pela enzima citocromo b redutase ou
Dcytb, localizada na membrana apical dos enterdcitos intestinais. Em paralelo, o ferro hémico
também é absorvido, sendo este proveniente da quebra da hemoglobina e da mioglobina
contida nas carnes vermelhas, peixe e carne de aves, sendo absorvido para os enterdcitos pela
proteina transportadora do heme-1 (HCP-1), sendo reduzido pela hemeoxigenase-1 (HO-1)
(Zhang, 2009).

O grupo heme liga-se a membrana da borda em escova dos enterdcitos duodenais e
atravessa intacta a membrana plasmatica, importando o heme extracelular. A HCP-1 também é
expressa noutros locais, tais como no figado e nos rins, sendo a sua regulagdo dependente
dos niveis de ferro intracelular. De facto, quando existe um défice de ferro, a HCP-1 redistribui-
se, passando do citoplasma para a membrana plasmatica das células duodenais, enquanto que
em condic6es de excesso de ferro a redistribuicdo da-se a partir da borda da escova da célula
para o seu citoplasma, permitindo desta forma, uma maior ou menor absorcdo de ferro. Por
outro lado, a hipoxia também induz a sintese HCP-1, facilitando a captacdo de heme, quando

ha maiores necessidades do organismo (Kohgo, 2008).
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2.1.3. Transporte para o plasma

No interior da célula duodenal, o ferro contido no grupo heme € libertado da
protoporfirina pela heme oxigenase. Apoés a libertagdo, este fara parte do mesmo pool de ferro
ndo heme, sendo armazenado na forma de ferritina ou libertado do enterécito para o plasma
ligando-se a transferrina (Anderson, 2009).

O transporte do ferro através da membrana basolateral € mediado pela ferroportina,
(FPT), que é uma proteina com um peso molecular calculado de 67 kDa, possuindo 12
dominios transmembrana, e parece funcionar como um dimero que transporta Fe* para o
plasma, sendo posteriormente oxidado a Fe® pela hefaestina, que é uma multi-cobre oxidase
gue existe na membrana basolateral do epitélio intestinal, facilitando a ligacdo do ferro a
transferrina. A FPT é o Unico exportador de ferro que se conhece, sendo encontrado em todo o
tipo de células onde este mecanismo de passagem de ferro para o plasma se desenrola,
nomeadamente nas células da mucosa duodenal, macréfagos e células da placenta
(Pietrangelo, 2004).

A FPT é regulada pela hepcidina, a qual inibe a sua ac¢édo, assim aumentando a
concentragao plasméatica de hepcidina, o ferro absorvido é retido como ferritina ao nivel dos
enterdcitos, sendo posteriormente removido para as fezes, por descamacédo do limen intestinal
(Shayeghi, 2005).

2.1.4. Transporte e entrada do ferro no eritroblasto

Os eritroblastos recebem o ferro que circula no plasma ligado a transferrina. A
transferrina, € uma glicoproteina de 80kDa, sintetizada no figado, testiculos, retina e cérebro,
que se liga ao receptor da transferrina-1 (TfR-1), que € um homodimero constituido por duas
sub-unidades transmembranares ligadas por pontes disulfidricas na superficie da célula,
formando o complexo transferrina/ferro, e interioriza-o para formar o endossoma, onde é
induzido a sua libertacdo. Aqui o Fe® é convertido em Fe®' por uma proteina redutora chamada
STEAP-3 (six-transmembrane epithelial antigen of prostate 3), permitindo o transporte do ido
para fora (dentro da célula) dos endossomas através da DMT-1. As apotransferrinas e os TfR-1
retornam & superficie da célula para um novo ciclo posterior. O ferro é transportado para as
mitocondrias para a sintese do grupo heme, a fim de formar a hemoglobina. O ferro néo
utilizado é armazenado como ferritina ou como hemossiderina (Ohgami, 2005).

Nos macréfagos € realizada a reciclagem do ferro. Eles fagocitam os eritrocitos com
perda de flexibilidade ou com defeitos intrinsecos, e digerem-nos num compartimento
fagolisossomal, no qual a hemoglobina é degradada e o ferro € libertado do grupo heme, na
presenca da enzima heme oxigenase. O ferro proveniente da senescéncia dos eritrocitos é
armazenado como ferritina, ou exportado e oxidado a Fe® pela ceruloplasmina, a fim de

facilitar a ligacéo ferro-transferrina (Ohgami, 2005).
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3. Metabolismo da Vitamina B12 e do Acido félico

3.1. Acido Félico

De todos os nutrientes hematopoiéticos essenciais envolvidos na eritropoiese normal
destacam-se o ferro, a vitamina B12 e acido félico. O termo &cido félico deriva do latim folium,
que significa folha, pois este foi isolada pela primeira vez a partir de folha verdes, como o
espinafre. Na segunda metade do século XX, foi possivel conhecer melhor esta vitamina, a sua
importancia na dieta e o seu potencial de prevencdo de algumas patologias, como 0 cancro,
doencas cardiovasculares e defeitos congénitos. O acido félico € uma vitamina hidrossoluvel,
existindo poucas reservas no organismo. E essencial para reaccdes metabolicas especificas, a
nivel celular, e vital para o funcionamento e crescimento normal do organismo (Nasser, 2005).

O acido folico € um co-factor essencial em muitas reac¢des do metabolismo
intermediério, como: transferéncia de unidades de carbono, sintese de nucleotideos,
interconversao de aminoacidos (metionina-homocisteina), que requer a cobalamina de forma a
prover S-adenosilmetionina para a metilacdo do DNA, &cido ribonucléico (RNA) e proteinas. E
também essencial em periodos de rapida proliferacdo celular, como a gestacdo, dado o
crescimento e o desenvolvimento fetal, para além da intensa actividade hematopoiética
(McNulty, 1995).

O &cido tetrahidrofélico funciona como transportador dos grupos formil, metil ou
hidroximetil de carbono simples. Desempenha papel importante na sintese de purinas (guanina
e adenina) e da piramidina (timina), compostos utilizados na formagdo do DNA e RNA. Os
quais sdo essenciais para a divisdo celular e sintese protéica. O grupo metila do 5-metil-
tetrahidrofolato (5-metil-THF) € utilizado pela metionina sintase, enzima dependente da
vitamina B12, que metila a homocisteina em metionina. Alteracdes na re-metilagdo da
homocisteina em metionina aumentam a homocisteina. Além disso, alteracdes neste ciclo de
metilagao resulta numa incapacidade da célula em metilar outros compostos importantes como
proteinas, lipidos e DNA (Czeizel, 1996).

Durante periodos de inadequada ingestdo ou absor¢cdo de folatos, ocorrem
modifica¢des bioquimicas, decorrentes deste estado, e altera¢des na transferéncia de unidades
de carbono no metabolismo. Estas alterac@es (hiperhomocisteinemia e hipometilacdo do DNA)
podem resultar em consequéncias perniciosas, incluindo aumento de doencas crénicas
(Vannuchi, 1998).

3.1.1. Absorgéo e Metabolismo

O éacido folico é absorvido principalmente na sua forma livre como acido
pteroiglutdmico, na parte proximal do intestino delgado. No entanto, uma pequena parte €
absorvida pelo jejuno ileo distal. Para a sua absorcdo, os poliglutamatos necessitam de ser

hidrolisados a monoglutamatos pela enzima intetinal pteroilpoliglutamato hidrolase ou glutamil
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hidrolase, uma hexopeptidase zinco-dependente, que cliva a cadeia de poliglutamatos no seu
primeiro residuo, necessitando para isso de um pH O&ptimo proximo da neutralidade. No
entanto, em altas concentragdes, atravessa directamente a parede dos enterdcitos sem essas
modificacdes (Forssén, 2000). A absorcao do &cido félico é limitada, sendo controlada por um
mecanismo desconjugante que, no entanto, pode ser afectado pela acc¢éo de inibidores das
conjugases existentes nos alimentos, como por exemplo as leveduras (Said, 1993).

Durante ou apés a absorgcdo, o acido monoglutamico é transformado em &cido
metiltetrahidrofélico e armazenado. O folato encontra-se no plasma distribuido em trés partes: o
folato livre, e os ligados aos transportadores de baixa e de alta afinidade, que sé&o responsaveis
pelo transporte do folato para as células da medula éssea e do figado, reticuldcitos, fluido
cerebroespinhal e células tubulares renais (McNulty, 1995).

Uma vez absorvidos, os folatos monoglutamatos podem ser convertidos em 5-metil
THF, principal forma encontrada no plasma, onde é transportado para o figado e para os
tecidos periféricos. Os folatos monoglutamatos s@o convertidos a poliglutamatos pela ac¢éo da
enzima pteroilpoliglutamato sintase, que reconhece tetrahidrofolato, porém parece néo
reconhecer 5-metil THF que, ou sofre desmetilacdo ou é utilizado antes da poliglutamacao.
Porém, parece que a poliglutamacéo intracelular € de grande importancia na regulacdo da
homeostase de folatos, pois essencialmente todo folato celular encontra-se na forma de
poliglutamatos para as suas diversas fungbes de coenzimas, bem como para ser retido na
célula (Brzezinska, 2000).

O &4cido folico € armazenado principalmente a nivel hepético e a excrecdo é feita
através da bilis e da urina sob a forma de folato, onde a circulagdo entero-hepética reabsorvera
e reutilizara esses folatos, diminuindo as perdas organicas. Este mecanismo tornando-se
essencial para a manutengdo dos seus niveis séricos, pois a sua reducdo, podera interferir no
aporte de folato a medula éssea e a outros tecidos. O folato circulante, principalmente como
metil-THF ligado a proteinas de baixa afinidade como a albumina, a globulina ou a
hemoglobina, e apenas uma pequena parte do folato plasmatico esta ligado a proteina ligante
especifica de alta afinidade (folate binding proteins: FBPs) (Brody, 1994; Steinberg, 1984).

A principal consequéncia metabdlica da deficiéncia de &cido félico é a alteragdo no
metabolismo do DNA, que condiciona alteracdes na morfologia nuclear das células,
especialmente naquelas em que a velocidade de multiplicacdo é mais rapida, como por
exemplo, percrusoras dos eritrécitos, leucocitos e células epiteliais do estdbmago, intestino,
vagina e cérvix uterino. Dentre as fun¢8es principais dos folatos, esta também a da sintese de
nucleotideos, sendo também necessario, a presenca da cobalamina, que actua como coenzima
na sintese de metionina a partir da homocisteina, catalisada pela enzima metionina sintase,
gue requer metilCbl como coenzima e 5-metil-THF como co-substrato. Por este motivo, € dificil
distinguir a deficiéncia clinica de uma vitamina da outra, excepto por testes especificos, pois
ambas podem resultar em anemia megaloblastica. Neste caso haverd sintese insuficiente de
nucleotideos, resultando numa replicacdo celular ineficaz que, em tecidos de acentuada

proliferacéo celular, como o hematopoiético, levard ao aparecimento de megaloblastose, com a
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presenca de células gigantes, que possuem citoplasma suficiente, mas cromatina insuficiente
para a divisao celular; culminando com macrocitose eritocitaria e pancitopenia (Herbert, 1980;
McNulty, 1995).

3.2. Vitamina B12 ou cobalamina

A vitamina B12, ou cianocobalamina, tem um peso molecular de 1355 kDa e faz parte
de uma familia de compostos denominados genericamente de cobalaminas. E uma vitamina
hidrossollvel, sintetizada exclusivamente por microrganismos e é encontrada em todos os
tecidos animais sendo armazenada no figado na forma de adenosilcobalamina. O termo
vitamina B12 é atribuido a uma familia de substancias compostas por um anel tetrapirrélico, em
que circula um atomo central de cobalto, um grupo nucleotidico, que consiste na base 5,6 di-
metilbenididazol e numa ribose fosforilada estretificada com 1-amino, 2-propanol (Henry, 2999)
(figura 4).

Quimicamente, o termo vitamina B12 refere-se a hidroxicobalamina ou
cianocobalamina, ainda que genericamente seja aplicado para todas as formas de cobalamina.
A sua forma predominante no soro é a metilcobalamina, e no citosol, a adenosilcobalamina
(Klee, 2000).

OH—
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Figura 4. Estrutura quimica da vitamina B12 ou cobalamina (adaptado de
Barrios, 1999).

A deficiéncia de vitamina B12 ou cobalamina ocorre frequentemente em doentes
idosos, mas ndo é frequentemente reconhecida ou investigada porque as manifestacfes
clinicas sdo subtis. O diagnéstico precoce da deficiéncia de vitamina B12 é de grande
importancia para evitar danos patolégicos irreversiveis. A anemia perniciosa é a consequéncia

da deficiéncia de cobalamina num ndmero limitado de doentes, especialmente idosos e
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individuos que adoptam uma dieta estritamente vegetariana. Uma outra causa mais comum é a
ma absor¢éo da cobalamina alimentar, sendo este distarbio caracterizado pela incapacidade de

absorver vitamina B12 a partir de alimentos (Dali-Youcelf, 2009).

3.2.1. Metabolismo

A cobalamina é a Unica vitamina que é sintetizada exclusivamente por microrganismos.
E encontrada praticamente em todos os tecidos animais, sendo armazenada principalmente a
nivel hepatico na forma de adenosilcobalamina. A cobalamina é libertada pela digestdo de
proteinas de origem animal, onde posteriormente é vinculada pela haptocorrina (também
denominada transcobalamina | [Tc I] ou Holo-Hc), uma proteina R produzida na saliva e no
estdbmago, sendo este complexo degradado posteriormente pelas proteases pancredticas com
consequente transferéncia para um factor intrinseco (FI) gastrico. Este factor € uma
glicoproteina de 44 kDa produzida pelas células parietais do estbmago e é necessario para a
absorcéo intestinal da vitamina B12 no ileo distal (Herrmann, 2003).

A ligacdo da cobalamina ao FI forma na mucosa um complexo que resiste a enzimas
proteoliticas no limen intestinal e que, mais tarde, adere a receptores especificos das células
epiteliais do ileo terminal, onde a cobalamina é absorvida, liga-se a um transportador
plasmético e é langada na circulag&o (Afman, 2001).

O FI nao é absorvido pelo intestino, sendo expelido sem transformagédo. A cobalamina,
absorvida pelo ileo terminal, € ligada a Tc |, entra na circulacdo portal, ligando-se as células
que expressam receptores especificos, ou as que internalizam a vitamina na forma de
complexo Tc-cobalamina (Holo-Tc) (Ulleland, 2002).

Qualquer alteracdo na absorcao leva a deficiéncia de cobalamina. Na auséncia de FI, a
absorcdo da cobalamina é prejudicada e finalmente segue-se a deficiéncia desta vitamina. A
causa mais frequente de vitamina B12 corre mais em adultos, em que a falta de Fl esta
associada a atrofia gastrica e a deficiéncia de muitas outras secre¢des gastricas. Existe ainda
uma forma de deficiéncia congénita, por défice de FI. Ambas vao-se traduzir em deficiéncia de
vitamina e caracteriza uma patologia denominada anemia perniciosa (Henry, 1999).

No plasma, a vitamina B12 circula ligada as proteinas transportadoras denominadas
transcobalaminas, que séo trés (Carmel, 2002). Uma outra porg¢éo é transportada pela Holo-Tc,
gue representa aproximadamente 10-30% da fraccdo circulante de vitamina B12, e uma
pequena por¢do de vitamina B12 circula ligada a transcobalamina 1l (Tc 1) (Lloyd-Wright,
2003).

A transcobalamina é uma glicoproteina de transporte de aproximadamente 120 kDa,
que embora, represente a maior frac¢cdo de vitamina B12 circulante, é considerada inerte
porque nao existem receptores celulares para holo-Hc nas células e pela sua fungcdo no
organismo ser pouco conhecida. A Holo-Hc é libertada no plasma pelos granulécitos, podendo
ocorrer reducBes de transcobalamina circulante por decréscimo da massa total de granulécitos
(Carmel, 2002).
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A Holo-Tc é uma proteina de 43 kDa, é produzida pelo figado, macréfagos e ileo, e
contém a fraccao biologicamente activa da cobalamina, pois promove a entrada especifica da
cobalamina em todas as células do organismo (Herrmann, 2003). A falta desta resulta em
anemia megabloblastica severa na infancia, em que os niveis séricos de vitamina B12 poderéo
estar normais, devido a valores mais elevados de Holo-Hc (Henry, 1999).

A tanscobalamina Ill € uma isoproteina da Holo-Hc, ndo saturada com cobalamina e
menos carregada. E libertada pelos granuldcitos durante a coagulagdo in vitro e é produzida
por varias células como fibroblastos, macrdfagos, enterdcitos, células renais, hepatécitos,

mucosa gastrica e endotélio (Henry, 1999).

13



Eritropoiese e inflamag¢@o em doentes com IR e/ou com DM2

4. Doencga Renal

4.1. Definicdo e descricdo da Doenca Renal

A doenca renal (DR) estd associada com uma gradual e habitualmente permanente
perda de funcéo renal. E considerado um problema de satde publica a nivel mundial, visto que
a sua prevaléncia e incidéncia tém aumentado de forma acentuada nos ultimos anos. Os sinais
e sintomas urémicos manifestam-se clinicamente nos estadios IV e V, requerendo terapéutica
de substituicdo — dialises ou transplante no estadio V (Lenz and Fornoni, 2006). Segundo a
National Kidney Foundation Disease Outcomes Quality Initiative (NKI-KDOQI) a DR ¢é
classificada em 5 estadios que variam de acordo com o grau de lesdo renal (Abensur, 2010).
Na tabela | esta resumida a classificacéo e estadiamento da DR.

Em Portugal, estima-se que mais de 800 mil individuos sofram da doenca e a cada ano
sdo registados mais 2200 novos casos de insuficiéncia renal crénica terminal, existindo
actualmente 14 mil individuos dependentes de dialise, dos quais 5000 sdo transplantados. A
DR néo escolhe idades nem sexo, apesar de a incidéncia ser maior nos adultos e idosos, o que
leva a que seja considerada uma patologia geriatrica. A diabetes e a obesidade s&do dois
factores que contribuem para que estes nimeros possam ser ainda mais elevados no futuro,

razdo pela qual o diagnéstico e o tratamento precoce sao fundamentais (Rodrigues, 2011).

Tabela 1. Estadios da Doenga Renal.

Estagios Descricéo TFG* (mL/min/1.73m2)
1 Lesao renal com filtracdo normal ou aumentada > 90
2 Lesao renal com minima diminuicdo da funcao renal 60-89
3 Reducdo moderada na funcao renal 30-59
4 Diminuicdo severa da funcéo renal 15-29
5 Faléncia renal <15

* TFG: taxa de filtragdo glomerular. Adaptado de Abensur, 2010.

4.2. Origem etioldgica e classificacdo da doencga renal

Diversas causas podem causar DR, tais como DM2, nefropatia hipertensiva, a
nefropatia isquémica, glomerulonefrites primarias e secundarias, doencas tubulointersticiais
(rim do mieloma multiplo, tuberculose renal), vasculites, doencas hereditarias, tumores e
doencas metabdlicas. Estas doencgas podem ser classificadas em: primarias (glomerulopatias,
doencas cisticas) ou secundarias (DM, hipertensao arterial [HA], lGpus eritematoso sistémico,
hepatite B e C, virus da imunodeficiéncia humana [HIV]); localizagdo anatdémica (patologias
glomerulares, vasculares, obstrutivas e tumorais) e, por ultimo, as adquiridas e hereditarias.
Entre todas estas causas a nefropatia diabética, a nefropatia hipertensiva, as glomerulonefrites
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cronicas e a DR policistica sdo as etiologias mais frequentes (Lenz and Fornoni, 2006;
Makekmakan, 2009; Agarwal, 2009; Wakai, 2000).

Nos ultimos anos o DM tornou-se a principal causa de DR terminal, principalmente pelo
aumento na incidéncia da DM2 (Garcia, 2001). Outros factores identificados s&o: historia
familiar de hipertenséo arterial, litiase urinaria, uropatias (obstrucao urinaria, infec¢éo urinaria
frequente), transplante renal e uso de drogas nefrotdxicas. Para além destes, alguns autores
consideram factores de risco: idade avancada, tabagismo, proteinUria persistente, dislipidemia,
estado inflamatorio, infecgBes sistémicas e doengas auto-imunes (Romao, 2004; Romaéo,
2006).

4.3. Complicacbes associadas a doenca renal

A anemia € uma das complicacdes frequentes nos individuos com DR, reconhecida a
mais de 150 anos, sendo responsavel por grande parte da sintomatologia dos doentes. Cerca
de 90% desses individuos apresentam algum grau de anemia durante a evolugcdo da sua
doenca (Tsakiris, 2000). De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde (OMS), considera-se
gue ha anemia quando a hemoglobina € inferior a 13 g/dl nos homens e nas mulheres na pré-
menopausa, € inferior a 12 g/dl (WHO, 2008).

A causa da anemia em individuos com DR é multifactorial. A mais conhecida é o défice
de producéo de EPO, a qual se combina muitas vezes com a deficiéncia em ferro. A sobrevida
dos eritrécitos encontra-se diminuida nesses individuos, com durag¢é@o aproximadamente 60-90
dias (Torre-Amione, 1996).

O stress oxidativo € uma das causas de progressdao da DR. Na DR existe uma
alteracdo do balanco entre a producao de ROS (Reactive Oxigen Species) e a capacidade anti-
oxidante, com excesso de producdo de ROS, tendo esta perturbacdo a agravar-se a medida
gque a DR evolui (Mimic-Okal, 2001).

Os eritrocitos apresentam um dos componentes anti-oxidantes mais importantes o
sistema da glutationa. Tém ainda a capacidade de regenerar equivalentes redox consumidos
pelas vias da pentose fosfatos, através da reducgéo da glutationa oxidada. Deste modo, existe
na anemia uma diminuicdo da capacidade anti-oxidante e de fornecimento de oxigénio aos
tecidos (hipoxia), o que favorece o agravamento da fibrose renal (Rossert, 2002). A nivel renal,
os ROS tém origem nas células vasculares, glomerulares e tubulares (Galle, 2001).

Também as células associadas as reacc¢des inflamatérias tém capacidade de producéo
de grandes quantidades de ROS. Por outro lado, a capacidade anti-oxidante é dada por
enzimas como a superdxido dismutase, catalase, sintetase do éxido nitrico (NO) e peroxidase
da glutationa (Gonzales, 2001; Galle, 2001).

A formacdo de ROS é considerada como parte da defesa inespecifica do organismo,
podendo, no entanto, afectar as suas proprias células, principalmente em zonas de inflamagéo
(Galle, 2001). Na DR existe uma alteracéo do balanco entre ROS e capacidade anti-oxidativa,

com excesso e produgdo de ROS (Witko, 1996), havendo uma tendéncia para um agravamento

15



Eritropoiese e inflamag¢@o em doentes com IR e/ou com DM2

a medida que a doenca evolui (Mimic-Oka, 2001). Os ROS ao actuarem a nivel do ciclo celular
contribuem para a hipertrofia celular (Hannken, 1998; Wolf, 2001; Galle, 2001).

A nivel vascular, o superdxido inactiva o NO vasodilatador, com a consequente
disfuncdo endotelial. A maior fonte do stress oxidativo & o superoxido derivado da oxidase da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), que lesa directamente a célula e promove
também a proliferacdo celular e a fibrose (Onozato e Tojo, 2005). Apés aumento da oxidase da
NAPDH verifica-se também um aumento da actividade inflamatéria, com aumento da IL-6, TNF-
a (Factor de necrose tumoral-a), MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) e VCAM
(Vascular Cell Adhesion Molecule) (Zhang et al, 2003a).

Em resumo, o stress oxidativo via oxidase da NAPDH é uma via patoldgica comum na
lesdo renal em diversas situagdes como a hipertensédo arterial, a diabetes ou a DR (Galle,
2001). Inumeros mecanismos contribuem para a instalagdo e progressédo da DR. Esta, uma vez
instalada e tendo sido atingido determinado grau de lesdo, é inexoravelmente progressiva.
Durante décadas houve disputa no sentido de se atribuir maior, se ndo toda a importancia, a
determinados factores (hemodindmicos vs hipertrofia). Surgem finalmente, a luz do
conhecimento actual, tentativas de criar uma teoria Unica que integre os diferentes factores
intervenientes. Harris e Neilson (2006), muito recentemente, propdem essa mesma teoria.

Muitos processos contribuem para a perda progressiva da fungdo renal, existindo
claramente uma lesao inflamatdria que conduz a fibrose, que é o equivalente a fase 5 da DR. E
fundamental a compreenséo destes mecanismos com vista a uma intervencdo mais precoce e
eficaz. O stress oxidativo € uma das causas da progressédo da DR. Na DR existe uma alteragédo
do balanco entre ROS e capacidade anti-oxidante, com excesso de producéo de ROS, tendo
esta perturbacdo tendéncia a agravar-se a medida que a DR evolui. A creatinina sérica,
produzida pela desidrata¢do ndo-enzimética da creatinina, € um marcador mais especifico que
a ureia para a estimativa da filtracdo glomerular, mas a dosagem sofre interferéncia de
condigbes que influenciam no metabolismo e no seu volume de distribuicdo. Embora as
alteracBes dos niveis sejam tardias em relagdo ao comprometimento da fungdo renal, € um

bom cardador evolutivo (Melnikov, 2008).
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5. Diabetes mellitus tipo 2

Segundo a International Diabetes Federation — IDF (2009), estima-se que cerca de 438
milhdes de individuos terdo diabetes mellitus (DM) em 2030, sendo como tal, uma preocupante
epidemia mundial. Este aumento é resultado de mdltiplos factores, tais como as alteracdes
socioculturais induzidas pela industrializacdo, o consumo de dietas hipocal6ricas, a diminuicdo
de praticas de actividade fisica, 0 aumento da obesidade, as mudancas do estilo de vida
tradicional, e 0 aumento da esperanca de vida, justificam o crescimento das doencas cronicas,
no qual se destaca a DM.

O aumento da prevaléncia da DM em todo o mundo é um dos problemas de salde
mais sérios e desafiante do século XXI. Estudos recentes, estimam que a prevaléncia da DM
em Portugal é de 11,7 %, sendo mais prevalente em homens (14,2%) e na faixa etaria dos 60
aos 79 anos, existindo 905 035 portugueses entre os 20 e 0s 79 anos com DM (Correia, 2009).

5.1. Definicdo e descricdo da diabetes mellitus

A designacdo de DM engloba um grupo de situagbes clinicas com alteragdes
metabdlicas, que tem em comum a hiperglicemia que resultam de uma complexa interaccéo de
factores genéticos e ambientais. As células betas do pancreas fazem com que os niveis de
insulina variem acima e abaixo do normal. Em individuos saudaveis, esta suprime a produgdo
de glicose a nivel hepatico e promove a sua recaptacao, utilizacdo e armazenamento (Fauci,
2008). Quando a producdo de insulina estd diminuida, ndo vai haver correc¢do de
hiperglicemia. Por outro lado, os tecidos podem ndo responder normalmente a esta hormona, o
que condiciona uma resposta menor, tanto a insulina enddégena, como exdégena (Correia,
20009).

Ha fortes indicios que a genética desempenha um papel importante. A DM é causada
por deficiéncia congénita e/ou adquirida na producdo de insulina pelo pancreas ou pela
ineficiéncia da insulina produzida. E a forma mais comum de doenca, que corresponde a 95%

dos casos. (van den Oever IA, 2010)

5.2. Classifica¢do etiolégica da diabetes mellitus

A classificagdo, assim como os critérios de diagnéstico da DM, tém vindo a sofrer
alterac6es nos Ultimos anos, acompanhando a evolucdo dos conhecimentos sobre a sua
fisiopatologia e epidemiologia. Em 1997, a American Diabetes Association (ADA) sugeriu uma
nova classificacdo para a diabetes, baseada em aspectos fisiopatolégicos, dividindo em trés
grupos: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e diabetes gestacional.
Segundo Raj SM et al (American Diabetes Association, 2007), a possivel relagdo entre a DM1 e

DM2 é um assunto controverso, pois 0s dois tipos de diabetes sao etiologicamente distintos.
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Assim, a DM1, representa cerca de 5 a 10% dos casos de DM e resulta primariamente
da destruicdo das células beta-pancreaticas, resultando numa deficiéncia de insulina, de
natureza auto-imune ou idiopatica. Relativo a este tipo de diabetes, os portadores apresentam
tendéncia a cetoacidose, uma complicacdo aguda da DM (van den Oever |A, 2010).

A DM2 representa 90 a 95% dos casos de diabetes, abrangendo individuos em
qualquer idade, mas € geralmente diagnosticado a partir dos 40 anos, mantendo uma evolugéo
lenta, sendo causada pelo enfraquecimento da funcdo da capacidade das células beta,
associadas a um declinio da sensibilidade da insulina. Muitos individuos ndo apresentam
sintomas classicos da diabetes e podem permanecer anos sem diagnéstico da doenca. No
entanto, o risco de desenvolver este tipo de diabetes aumenta com a idade, sexo,
sedentarismo (van den Oever IA, 2010).

A DM2 é uma das doencas crénicas mais comum na actualidade. Nos paises
desenvolvidos, a mortalidade do doente diabético é aproximadamente duas vezes superior a
dos doentes que ndo sofrem desta patologia havendo uma redugéo da esperanca de vida em
cerca de 5-10 anos nos diabéticos de meia-idade, em relagdo a populacdo em geral (Shu,
2010).

Devido as semelhangas na sua manifestacéo clinica os dois tipos de diabetes podem
compartilhar um complexo fisiopatolégico comum. Na fisiopatologia da DM2 ha uma
combinacgéo de resisténcia a insulina, em que o nivel de insulina € normal, mas nao é eficaz na
sua funcao de promover a utilizacdo periférica da glicose, isto é, significa que as células do
organismo ndo respondem adequadamente quando a insulina esta presente. (Raj, 2009)

Os doentes com DM2 possuem as células beta pancreaticas funcionais e nao
requerem insulina para sobreviver, mas alguns casos, a insulina € importante para o controlo
de hiperglicemia (Powers, 2008).

A importancia da DM2 resulta ainda do impacto econémico que esta patologia e suas
complica¢Bes representam no orcamento da salde e estima-se que cerca de 11,6% dos gastos
totais mundiais na sadde se devam a este tipo de diabetes, o que nao parece dificil de
compreender se a considerarmos como a primeira causa de insuficiéncia renal terminal e de
cegueira na Europa. Se ndo for bem controlada a diabetes pode resultar em multiplas
comorbidades que podem necessitar de grandes cuidados, incluindo a hospitalizacdo (Correia,
20009).

5.3. Complicac¢des cronicas da diabetes mellitus

Segundo, Choudhary Nikhile e Ahlawat Ravinder, em 2008 as complica¢Bes crdnicas
do DM2 séo classificadas como macrovasculares, microvasculares e as neuropatias. As
complicagBes macrovasculares manifestam-se, principalmente, nas artérias coronarias (doenca
cardiovascular), cerebrais e periféricas das extremidades inferiores, tendo prognéstico
agravado, pelo facto de a aterosclerose desenvolver-se em idade precoce nos portadores de

DM resultando em amputacdes de membros, sendo responsavel por gastos excessivos em
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salde e substancial reducdo da capacidade de trabalho e expectativa de vida. As
microvasculares resultam de alteracbes dos niveis glicémicos, que provocam um
espessamento de membrana basal dos capilares, e estdo relacionadas a retinopatia
(possibilidade de cegueira), a nefropatia (com possivel evolucdo para insuficiéncia renal) e
neuropatia. A nefropatia ou DR secundéria relativamente as alteracdes microvasculares
diabéticas, constitui uma complicacdo comum da diabetes. Individuos com diabetes
representam cerca de 25% dos individuos com DR em estadio terminal que necessitam de
didlise ou de transplante. Os individuos com DM1 mostram com frequéncia os sinais de doenca
renal depois de 15 a 20 anos, enquanto os individuos com DM2 desenvolvem a DR dentro de
10 anos a partir do diagnostico (Choudhary, 2009).

Segundo, van den Oever IA et al., (van der Oever IA, 2010) a disfuncdo endotelial é
considerado um factor importante na patogénese da doencga vascular na DM. O papel da
disfuncdo endotelial na DM2 é complexo, dado que existe muitos factores independentes
envolvidos, incluindo o envelhecimento, obesidade, dislipidemia, hipertensédo, inflamacgéo de
baixo grau, resisténcia a insulina e hiperglicemia. Todos estes factores estdo associados a

sindrome metabdlica, que geralmente precede a DM2.
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6. Inflamacéao

A inflamacdo ou processo inflamatério é a resposta do organismo a qualquer tipo de
agressao sofrida. E uma resposta fisiolégica a uma variedade de estimulos, tais como lesdo
tecidular associada a infeccao ou a danos fisicos. Esta resposta, padrdo comum a varios tipos
de tecido, é mediada por diversas substancias produzidas pelas células danificadas e células
do sistema imunitario que se encontram nas proximidades da lesdo. Qualquer dano tecidual
durante esses processos leva a libertagdo de citocinas pro-inflamatérias (Douglas, 2002).

A mobilizacdo dos leucécitos que ocorre durante o processo inflamatério €
caracterizada por uma infiltracdo inicial de neutréfilos, o principal tipo de célula associado as
reaccdes inflamatérias agudas e que algumas vezes, se associam aos eosindfilos e, atinge o
seu pico apos 48 a 72 horas apds o inicio do estimulo. Além disso, uma série de alteracdes
bioguimicas e hematolégicas que podem ser medidas em laboratério, tal como, diminuicdo na
contagem do nimero de leucécitos totais, diminuicdo dos niveis séricos de ferro e de vitamina
A, e aumento da concentragdo de proteinas de fase aguda, principalmente da PCR
(Skovgaard, 2009).

A deterioracdo da funcao renal tem sido associada ao aumento dos niveis de PCR e de
citocinas pro-inflamatérias nos diferentes estadios da DR. Estas citocinas ao interagirem com
seus receptores localizados na membrana celular, regulam a transcricdo de inUmeros genes e
determinam modificagcbes do comportamento das células presentes no tecido renal. De todas
as citocinas pro-inflamatérias que tém sido associadas a fisiopatologia da DR destacam-se a
IL-1, a IL-6 e o TNF-a. Na populagdo adulta, h evidéncias de activagdo do sistema imune em
estadios precoces da DR cronica (Hsu, 2010).

Nos udltimos anos tem sido demonstrado que a inflamacdo desempenha um papel
importante na DR, particularmente em doentes sob terapéutica substituicdo. A DR parece estar
relacionada com o aparecimento de um estado inflamatério crénico, que se correlaciona com o
grau de insuficiéncia renal. E a perda progressiva e irreversivel da funcéo renal, no qual o
organismo ndo consegue manter o equilibrio metabdlico e hidroelectrolitico, que fatalmente
termina em uremia (Galle, 2001).

A inflamacé&o crénica é caracterizada por inflamacao activa, com destrui¢éo tecidular e
tentativa de reparacdo dos danos (cicatrizagcdo). Esta é sempre precedida pela inflamacgéo
aguda, em que se desenvolvem as fases inflamatérias com o intuito de eliminar o agente
agressor. Esta € caracterizada por um infiltrado formado por células mononucleares
(predominantemente macrofagos e linfécitos) com a presenca de poucos neutréfilos. Esta
limita-se a inflamac&o que persiste enquanto se mantém o mecanismo de agressdo, acabando
logo que ele cesse. Diferentes tipos de reacgbes inflamatorias cronicas podem ser
caracterizados pela presenga de células T, células B, plasmdcitos ou macréfagos (King, 2007).

A activagdo da célula endotelial € um factor chave na mobilizacdo de células
inflamatérias. Quando as células inflamatérias aderem as células endoteliais activadas, migram
entre elas e digerem através da membrana basal para comecar a se moverem para o tecido.

Durante este processo, 0s neutrdfilos segregam mediadores inflamatérios adicionais que
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resultam na mobilizacdo de outras células inflamatérias assim como uma maior activacao das
células inflamatorias que ja estdo no local. Os macréfagos activados segregam varios
mediadores da inflamacéo, os quais, quando n&do controlados, podem levar & destruicdo
tecidular que é uma das caracteristicas mais marcantes da inflamacao cronica (Ley, 2007).

Os neutrofilos, séo leucdcitos polimorfonucleados que tém origem na medula éssea, e
gue permanecem no sangue periférico durante um curto espaco de tempo, perfazem cerca de
50 a 70% do namero total de leucdcitos e sdo células que ndo se conseguem multiplicar. As
respostas inflamatdrias graves podem recrutar células mieldides imaturas da medula 0ssea, e a
presenca de bastdes e metamielécitos no sangue periférico € um sinal de inflamacao aguda
grave (como por exemplo, a pneumonia bacteriana).

Os mastécitos derivam de células-tronco hematopoiéticas e quando maduros
sobrevivem meses ou anos nos tecidos vasculares. A sua maturacdo e a sua expressao séao
influenciadas por diversas citocinas como a IL-4, IL-5 e IFN-y. Podem ser activados por uma
variedade de mediadores que conduzem a uma resposta inflamatoria inicial, que provoca
vasodilatacdo e edema. S&o células secretoras multifuncionais do sistema imune que
participam na regulacdo da resposta imunoldgica com libertacdo dos mediadores quimicos,
apos estimulo apropriado, e cuja principal caracteristica € a presenca de granulos densos
citoplasmaticos que contém no seu interior uma estrutura de rede. A sua presenca é
encontrada tanto nas reacc¢des inflamatdrias agudas, como nas crénicas, e podem produzir
citocinas que contribuem para a fibrose (Hsu, 2010).

Em vérias revisdes recentes sobre inflama¢édo e doencas inflamatérias, os mastécitos
nem sempre sdo mencionados ou, quando se referem a eles, apenas séo listados como
simples participantes. Esta omissdo pode ocorrer simplesmente pelo facto dos mastdcitos
estarem em menor quantidade em lesdes inflamatérias, quando comparadas com namero de
linfécitos e neutrdfilos. Os mastécitos podem desempenhar um papel protector na imunidade
inata, e um papel pro-inflamatério em certas circunstancias (Kinet, 2007).

Os fenémenos da inflamacgédo sdo mediados por substancias quimicas, cuja interacgao
€ complexa. Estas substéncias sdo oriundas do plasma, dos leucdcitos, das plaquetas, do
endotélio e do tecido conjuntivo. A histamina é um mediador inflamatério que se encontra
armazenada nos granulos dos mastécitos e basofilos e € sintetizada dentro desses granulos
pela accdo da descarboxilase histadina sobre o amino&cido histidina. Uma vez libertada a
histamina pode actuar em quatro conhecidos receptores acoplados da proteina transmembrana
G: o receptor da histamina H1 (H1R), o receptor da histamina H2, o receptor da histamina H3 e
0 receptor da histamina H4. Os receptores da histamina sdo expressos nos varios tipos
celulares envolvidos no processo inflamatério incluindo linfécitos, derivados de mondcitos,
plaguetas, células dendriticas e queratindcitos. Na resposta tardia, o HIR medeia a resposta
inflamatéria crénica conseguindo suprimir a libertacdo de IL-12 e estimular a IL-10 conduzindo
a uma resposta as células T “helper” 2. Ainda através do H1R contribui para a inflamagédo
alérgica ao libertar IL-1, IL-6, IL-8,IL-10, IL-11, TNF-a das células endoteliais, mondcitos e

células mononucleadas (Bryce, 2006).
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A documentacdo da existéncia de uma inflamacdo crénica na diabetes tem sido
baseada principalmente no aumento das concentra¢gfes plasmaticas de proteina C reactiva
(PCR), fibrinogénio, IL-6, IL-1 e TNF-a. A PCR é uma proteina de fase aguda que se encontra
aumentada nos processos inflamatorios e infecciosos, que é sintetizada principalmente a nivel
hepético, sendo esta sintese regulada pela IL-6 e TNF-a. Desestabiliza a 6xido nitrico sintetase
endotelial (eNOS), que reduz a liberagdo do 6xido nitrico e aumenta a libertacéo da endotelina-
1. Além disso, contribui directamente para um estado pro-inflamatério, aumentando a
expressdo do ICAM-1 e VCAM-1 nas células endoteliais; eleva também a expressédo do MCP-
1; a adesdo de leucdcitos e a captacdo da LDL-oxidada pelos macrofagos; aumenta a
liberacé@o, pelos mondcitos, de citocinas pré-inflamatdrias, tais como IL-1b, IL-6 e TNF-a, e
favorece a fagocitose e activacdo do complemento. O TNF-a. é uma proteina de 54000 Da, e é
um dos mediadores iniciais de resposta inflamatéria a infeccdo, estimulando a cascata de
mediadores vasoactivos e inflamatérios. E produzida por neutréfilos, macréfagos e adipdcitos,
e induz a producédo de outras citocinas, tal como a IL-6, que regula a producdo PCR (van der
Oever IA, 2010).

E cada vez mais evidente que a inflamagdo crénica desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento e progressdo de véarias doengas croénicas, incluindo

neoplasia, DM2, doenca de Alzheimer e doencas cardiovasculares e renais.
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CAPITULO Il — Objectivos
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Considerando o facto de DM2 assim, como a DR serem patologias muito frequentes na
populagdo sénior, e estarem associados com alteracdes eritropoiéticas e a presenga de um

processo inflamatério crénico, os objectivos deste trabalho sao:

- Avaliar as alterag@es eritropoiéticas e inflamatdrias em doentes com DR e/ou
com DM2.

- Avaliar as alteracdes eritropoiéticas e inflamatorias associadas com a idade.

- Avaliar as correlagdes entre as alteracdes eritropoiéticas e, o grau de
insuficiéncia renal e de inflamacéo, tanto em individuos normais, como com

patologia associada.
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CAPITULO Il = Materiais e Métodos
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1. Amostras

Neste trabalho foram incluidos 588 individuos, dos quais 491 eram provenientes do
internamento do Servi¢co de Medicina Interna — Hospital Santa Maria Maior, E.P.E., Barcelos, e
97 provenientes da consulta externa de Medicina, seleccionados durante o periodo de 01 de
Setembro de 2009 a 01 de Setembro de 2010. Estes individuos foram divididos por quatro
grupos:

- Grupo de doentes com DM2, constituido por 349 individuos, com idade média de
78,36 + 7,70 anos (sexo feminino: 79,58 + 7,56 anos; sexo masculino 76,74 + 7,60 anos);

- Grupo de DR, constituido por 69 individuos, com idade média de 82,15 + 6,43 anos
(sexo feminino: 82,69 + 5,73 anos; sexo masculino 81,08 + 7,68 anos);

- Grupo de DR com DM2, constituido por 73 individuos, com idade média de 80,53 +
6,58 anos (sexo feminino: 80,62 + 6,49 anos; sexo masculino 80,34 + 6,91);

- Grupo controlo, constituido por 97 individuos, com idade média de 79,22 + 6,60 anos
(sexo feminino 79,47 + 7,21 anos; sexo masculino 78,76 + 5,37 anos). Este grupo controlo é
constituido por individuos emparelhados por idade e sexo, com o grupo de doentes. Estes
individuos ndo apresentavam marcadores de DR e/ou de DM, alteragbes nos parametros
hematolégicos, nem indicadores laboratoriais de inflamacao.

Este trabalho teve parecer favoravel da Comiss&o de Etica do Hospital Santa Maria Maior,
E.P.E., Barcelos.

2. Determinacfes Analiticas

As amostras de sangue, com e sem anticoagulante, foram colhidas a todos os individuos
incluidos no estudo. Em todos, para além de se registar a idade e o sexo, foi efectuado um
hemograma completo, incluindo a contagem diferencial de leucdcitos, contagem plaquetas e os
indices hematrimétricos, utilizando um aparelho automatico CellDyn 3500 (Abbott Diagnostics,
Califérnia, EUA). Foi utilizado o aparelho COBAS 6000 (Roche Diagnostics, Louisiana, United
States) para a determinacdo dos niveis séricos de glicose (Glu3, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), ureia (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), creatinina (Crej 2,
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), ferro (Iron, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), CTFF (UIBC, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), ferritina (Ferritin, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), transferrina (Transferrin, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), PCR (CRPLX, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), vitamina B12 (Vitamina
B12, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) e acido félico (Acido Folico, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). A determinacdo da velocidade de sedimentacdo (VS) foi efectuada

utilizando os tubos de vacuo SARSTEDT-Monovtte® (método de Westergren).
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3. Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o software SPSS (Statistical Package for Social
Sciences, version 17.0 for Windows® XP, Chicago lllinois USA). O teste de Kolnogorov —
Smirnov foi usado na avaliacdo da normalidade das variaveis. Na comparagdo dos grupos foi
usado o teste one-way ANOVA suplementado com o teste de Turkey HSD pos-hoc. As
correlagBes entre variaveis foram efectuadas usando os testes de correlacdo Pearson ou de

Spearman. O nivel de significAncia considerado foi de p <0.05.
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CAPITULO IV — Resultados
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Os resultados foram analisados de duas maneiras: numa primeira abordagem tentamos
verificar a existéncia de diferencas entre o grupo controlo e os trés grupos de patologias, e
numa segunda abordagem as diferencas, por sexo e/ou idades, em cada um dos grupos
controlo e com patologia.

Na tabela 2 estdo representados os dados obtidos no grupo controlo e nos grupos de
doentes referentes aos dados hematoldgicos, a funcdo renal, aos niveis de glicose, aos
marcadores inflamatérios, ao metabolismo do ferro, doseamento da vitamina B12 e &cido félico.

Quando comparado com os controlos, os doentes com DM2 (tabela 2) apresentam,
como seria de esperar, um aumento significativo na concentracdo de glicose sérica, assim
como, aumento nos marcadores inflamatérios (contagem de leucdcitos totais e de neutrofilos,
VS e PCR) e nos marcadores de insuficiéncia renal (ureia e creatinina). Os DR apresentam
guando comparados com os controlos, aumento nos marcadores de insuficiéncia renal (ureia,
creatinina) e dos marcadores inflamatérios (VS e PCR), diminuicdo na concentracdo da
hemoglobina, hematécrito e na contagem de eritrocitos. Os DRC com DM2, quando
comparados com 0s controlos, apresentam aumento significativo na concentracdo sérica de
glicose, assim como, nos marcadores de insuficiéncia renal (ureia, creatinina) e inflamatérios
(contagem de leucécitos totais e de neutréfilos, VS e PCR), assim como, diminui¢do
significativa na concentracdo de hemoglobina, hematdécrito e contagem de eritrdcitos.

Quando comparados com os doentes com DM2, os DR apresentam aumento
significativo, na concentracéo de glicose sérica, nos marcadores de insuficiéncia renal (ureia e
creatinina) e inflamatérios (contagem de leucécitos totais e de neutréfilos), assim como
diminui¢do na concentragdo de hemoglobina, hematécrito e na contagem de eritrdcitos. Os DR
com DM2 quando comparado com os doentes com DM2, apresentam um aumento significativo
nos marcadores de insuficiéncia renal (ureia e creatinina) e uma diminuicdo na concentracdo
de hemoglobina, hematdcrito e na contagem de eritrécitos (tabela 2).

Quando comparados com os DR, os DR com e sem DM2 associados, apresentam
aumento significativo na concentracao de glicose sérica, assim como, aumento nos marcadores
inflamatérios (contagem de leucdcitos totais e de neutrdéfilos) e diminuigdo na concentracéo de
creatinina (tabela 2).
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Tabela 2. Paradmetros hematolégicos, funcdo renal e glicose, marcadores do

metabolismo de ferro, vitamina B12 e &cido félico e marcadores inflamatérios nos

diferentes grupos de patologias.

Doentes com Diabetes  Doentes Renais Doentes Renais com

Grupo Controlo
(n=97) mellitus tipo 2 (n=69)

Diabetes mellitus tipo 2
(n=349) (n=73)

Dados hematolégicos
9.50 (7.10 -12.50)*
7.20 (5.00-10.35)*
1.10 (0.80+1.60)
0.60 (0.40-0.80)
0.00 (0.00-0.10)%
0.00 (0.00-0.10)

7.63 (5.95-9.90)°
5.10 (4.20-8.20)"
1.10 (0.80-1.45)
0.60 (0.40-0.70)
0.10 (0.00-0.20)
0.00 (0.00-0.10)

Leucécitos (x107/L)
Neutréfilos (x10°/L)
Linfécitos (x10%/L)
Monécitos (x10°/L)
Eosindfilos (x10%/L)
Baséfilos (x10°/L)

7.07 (5.74-8.64)
4.40 (3.60-5.95)
1.50 (1.10-1.90)
0.60 (0.50-0.70)
0.10 (0.10-0.20)
0.10 (0.00-0.10)

9.89 (7.81-13.40)*°¢
8.00 (5.55-11.80)*°
1.00 (0.70-1.40)
0.60 (0.30-0.90)
0.00 (0.00-0.20)*
0.00 (0.00-0.10)

Eritr6citos (x10™/L) 4,05+0.61 3.97 +0.69 3.38 +0.64%" 3,60 +0,60°"
Hb (g/dL) 1255 +2.12 12.10 £2.06 10.46 + 1.82%° 11.19 + 1.80%°
Hematdcrito (%) 37.72+6.27 36.51 +6.49 31.46 +5.50°" 33.59 + 5.64*"
VGM (fl) 93.35+7.40 92.05 +6.22 93.53+7.07 93.50 +4.97
HGM (pg) 31.10+2.97 30.54 +2.37 31.15+2.63 31.21+1.93
CHGM (g/dL) 33.28 +0.92 33.16 +0.86 33.04 £2.23 33.35+1.13
RDW (%) 15.39 +2.37 15.47 +2.23 15.92 +2.12 15.62 +1.32

Plaquetas (x10%/L)
Reticuldcitos (x10%/L)

239.88 +98.25
52.90 (46.80-93.60)

25456 +119.17
56.50 (43.40-95.02)

217.79 + 94.60
46.05 (34.50-72.60)

231.06 + 94.87
62.10 (44.65-73.40)

Funcéo Renal e Glicose

Glicose (mg/dL) 95.64+7.75 181.13 + 60.19° 96.27 +18.52 183.46 + 66.93%°

Ureia (mg/dL) 33.00 (26.50-40.00) 49.00 (35.00-75.00) 126.00 (94.00-164.00*"  126.00 (94.00-172.50)*"

Creatinina (mg/dL) 0.74+0.17 0.93 +0.35° 2.79 +1.04*° 2.42 +0.93*¢
Metabolismo do ferro. vitamina B12 e acido félico

Ferro (ug/dL) 36.00 (25.00-55.00) 39.00 (28.00-35.00) 43.00 (30.00-58.00) 38.00 (27.00-53.00)

CTFF (ug/dL) 204.97 +76.14 199.04 + 93.86 190.08 + 76.32 172.80 +59.35

Ferritina (ng/mL) 329.13 (102.38-595.58) 350.00 (129.50-579.00)  377.99 (180.81-607.21) 299.95 (188.00-510.29)

Transferrina (mg/dL) 194.29 + 65.55 182.77 + 65.85 171.57 + 66.16 169.85 + 54.61

Saturacao da Transferrina (%)

Vitamina B12 (pg/mL)
Acido Félico (ng/mL)

15.50 (9.31-21.75)
637.00 (221.00-958.25)
10.70 (5.85-20.00)

16.59 (11.41-27.93)

567.00 (304.75-941.50)

10.37 (5.05-15.48)

16.62 (13.53-24.42)
502.00 (248.00-1006.00)
7.86 (4.88-13.88)

18.10 (12.18-26.57)
763.00 (371.25-1048.25)
8.43 (4.22-17.67)

Marcadores inflamatérios

VS (mm)
PCR (mg/dL)

29.00 (12.00-48.00)
1.47 (0.29-2.55)

56.00 (30.00-73.50)"

6.35 (2.25-17.97)"

64.00 (33.00-80.50)"
4.92 (1.73-15.93)*

64.00 (41.00-91.00)°
6.43 (2.68-14.60)*

Os resultados s&o apresentados como média, + desvio padrdo ou como mediana (intervalo inter-quartil); * p<0.05 vs controlos;
e p<0.05 vs Diabetes mellitus tipo 2; © p<0.05 Doentes Renais. Abreviagio: Hb = Hemoglobina; VGM = Volume globular médio;
HGM = Hemoglobina globular média; CHGM = Concentracdo de hemoglobina globular média; RDW = Red blood cells

distribution; CTFF = Capacidade total de fixag&o de ferro; PCR = Proteina C reactiva

Quando os grupos foram estratificados por sexo, verificamos que nos controlos os
individuos do sexo masculino apresentam aumento significativo na contagem de mondcitos, na
concentragdo de creatinina e na PCR, quando comparados com os individuos do sexo feminino
(tabela 3).

No grupo de DM2 os individuos de sexo masculino apresentam aumento significativo
na concentracdo de hemoglobina, hematdcrito e nos marcadores de insuficiéncia renal (ureia e
creatinina) (tabela 3).

No grupo de DR os individuos de sexo masculino apresentam aumento significativo nos
marcadores inflamatorios (leucécitos totais e de neutréfilos) (tabela 3).

No grupo de DR com DM2, os individuos de sexo masculino apresentam aumento

significativo no ferro sérico e na saturacdo da transferrina (tabela 3).
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Tabela 3. Parametros hematolégicos, funcdo renal e glicose, marcadores do

inflamatdrios por grupos de patologia e género.

Grupo Controlo

Doentes com Diabetes Mellitus tipo 2

Doentes Renais

Doentes Renais com
Diabetes Mellitus tipo 2

metabolismo de ferro, vitamina B12 e acido folico e marcadores

Feminino Masculino Feminino Masculino Feminino Masculino Feminino Masculino
(n=63) (n=34) (n=200) (n=149) (n=46) (n=23) (n=50) (n=23)
Dados hematol6gicos
Leucécitos (x10°/L) 7.05 (5.61-8.88) 7.34 (5.96-8.53) 9.70 (7.47-12.57) 9.02 (6.74-12.50) 6.62 (5.81-8.53) 9.58 (6.60-12.70)2 10.15 (8.15-13.65) 8.83 (7.04-13.30)
Neutréfilos (x10%/L) 4.60 (3.40-6.20) 4.30 (3.70-5.82) 7.35 (5.12-9.87) 7.10 (4.70-11.00) 4.75 (3.95-6.75) 7.60 (5.00-10.20)2 8.20 (5.57-11.82) 7.50 (5.00-11.80)
Linfécitos (x10%/L) 1.50 (1.10-2.00) 1.35(1.07-1.82) 1.20 (0.80-1.67) 1.10 (0.70-1.60) 1.20 (0.80-1.60) 1.10 (0.80-1.40) 1.00 (0.77-1.60) 0.90 (0.70-1.10)

Mondcitos (x10%/L)
Eosinofilos (x10%/L)
Baséfilos (x10%/L)

Eritrdcitos (x10*/L)

Hb (g/dL)

Hematdcrito (%)

VGM (fl)

HGM (pg)

CHGM (g/dL)

RDW (%)

Plaquetas (x10%/L)

Reticulécitos (x10%/L)

0.50 (0.40.60)
0.10 (0.10.20)
0.10 (0.00.10)
4.01£0.64
12.30+2.08
37.1346.22
92.7647.19
30.80+2.91
33.17433.20
15.4642.26
235.22482.27
52.90 (36.4081.90)

0.65 (0.57-0.72)2
0.20 (0.10-0.22)
0.10 (0.00-0.10)
4114055
13.0142.14
38.816.31
94.45+7.76
31.67+3.04
33.49+0.83
15.2642.59
248.52+123.48
72.70 (51.80-93.60)

0.60 (0.40-0.80)
0.00 (0.00-0.10)
0.00 (0.00-0.10)
3.9240.68
11.86+2.00
35.84+6.22
91.6346.64
30.38+2.56
33.13+0.90
15.39+1.98
263.25+122.90
53.80 (43.10-109.02)

0.50 (0.40-0.70)
0.00 (0.00-0.10)
0.00 (0.00-0.10)
4.0540.70
12.43+2.009°
37.42+6.742
92.60+5.59
30.76:2.08
33.2040.80
15.58+2.54
242.89+113.32
60.30 (44.70-74.67)

0.60 (0.40-0.70)
0.10 (0.00-0.20)
0.00 (0.00-0.10)
3.3240.55
10.18+1.45
30.77+4.53
93.20+6.13
30.86:2.21
32.7542.62
15.83+1.76
221.41+104.51
39.60 (33.00-76.00)

0.60 (0.40-0.70)
0.10 (0.00-0.20)
0.00 (0.00-0.10)
3.5040.78
11.03+2.33
32.83+6.97
94.19+8.76
31.72+3.31
33.63+0.93
16.09+2.74
210.56+72.38
52,50 (30.70-68.00)

0.60 (0.27-0.90)
0.00 (0.00-0.20)
0.00 (0.00-0.10)
3.60+0.62
11.20+1.81
33.7945.71
93.83+4.98
31.17+1.96
33.2241.21
15.61+1.36
227.26+87.53
62.10 (41.70-73.00)

0.60 (0.40-0.90)
0.10 (0.00-0.10)
0.00 (0.00-0.10)
3.5840.59
11.16+1.84
33.1445.58
92.79+4.96
31.28+1.90
33.6310.87
15.64+1.26
239.34+110.84
91.40 (43.40-139.40)

Funcéo Renal e Glicose

Glicose (mg/dL)
Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

96.28+8.20
33.00 (23.00 39.00)
0.66+0.15

94.47+6.80
33.00 (28.50-43.25)
0.87+0.132

185.65+64.62
46.50 (33.00-69.00)
0.84+0.30

175.07453.28

53.00 (37.00-79.50)2

1.04+0.372

93.36+19.77
127.50 (91.75-166.00)
2.69+0.97

102.08+14.40
118.00 (94.00-159.00)
3.00+1.16

185.92+74.39
115.00 (93.75-147.75)
2.19+0.77

178.13+47.86
152.00 (109.00-183.00)
2.90+1.072

Metabolismo do ferro. vitamina B12 e acido félico

Ferro (ug/dL)

CTFF (ng/dL)
Ferritina (ng/mL)
Transferrina (mg/dL)

Saturacao da Transferrina (%)

Vitamina B12 (pg/mL)
Acido Félico (ng/mL)

31.50 (25.00-55.00)
201.75+73.08

329.13 (98.00-674.00)
194.18+64.97

15.59 (9.31-21.81)
615.50 (266.75-944.75)
9.55 (5.43-20.00)

38.00 (31.00-50.00)
214.00+87.71

333.69 (164.00-1347.25)
194.60+70.67

14.83 (8.87-19.58)
744.50 (164.00-1347.25)
11.28 (8.57-19.52)

41.00 (27.75-69.00)
196.90+73.86

373.02 (129.75-579.25)
185.95+65.43

16.20 (11.15-28.83)
572.50 (295.50-950.00)
8.21 (5.51-13.29)

38.00 (28.50-61.00)
203.79+128.65

542.00 (113.30-580.00)

175.43+67.11
17.72 (11.71-24.02)

542.00 (323.50-984.00)

7.28 (4.30-15.94)

43.00 (30.00-55.00)
195.92+75.62

407.74 (149.27-607.21)

178.88+68.60
16.662 (12.42-24.42)

627.00 (318.00-1186.50)

8.84 (4.88-18.59)

42.00 (20.50-65.50)
170.37+80.48

316.94 (189.09-700.98)
146.87+53.66

19.10 (15.59-27.11)
351.50 (213.50-554.50)
6.63 (4.90-10.37)

35.00 (27.00-44.50)
165.40+56.17

274.35 (188.00-437.35)
165.24+46.12

15.50 (11.83-21.99)
784.00 (486.00-1067.00)
8.43 (3.97-15.74)

46.00 (31.50-125.00)
195.00+66.49

454.46 (150.98-604.46)
182.66+75.30

27.63 (17.82-41.51)2
569.00 (250.50-1173.50)
8.25 (4.39-18.68)

Marcadores inflamatérios

VS (mm)
PCR (mg/dL)

28.00 (13.50-34.75)
1.49 (0.39-2.37)

43.00 (5.50-51.50)
0.96 (0.21-3.76)°

56.00 (34.00-70.00)
6.28 (2.14-16.55)

57.00 (28.00-76.50)
6.47 (2.28-19.50)

69.00 (42.00-84.75)
451 (1.33-15.73)

52.00 (29.00-78.00)
6.64 (3.96-16.49)

64.00 (41.00-85.00)
5.98 (1.98-18.69)

71.00 (24.50-98.00)
7.89 (2.93-13.96)

Os resultados sé@o apresentados como média, + desvio padrdo ou como mediana (intervalo inter-quartil); 2 p<0.05 vs feminino. Abreviagdo: Hb = Hemoglobina; VGM = Volume globular médio; HGM = Hemoglobina globular média; CHGM = Concentracédo

de hemoglobina globular média; RDW = Red blood cells distribution; CTFF = Capacidade de fixag&o de ferro; VS = Velocidade de sedimentacédo; PCR = Proteina C reactiva
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N&do foram encontradas diferencas significativas, nos parametros avaliados, no
individuos controlo do sexo feminino quando estratificados por idade. No entanto, nos
individuos do sexo masculino com idade superior a 80 anos (tabela 4) encontramos um
aumento significativo na contagem de leucdcitos totais e de neutrdfilos, e diminuicdo na
contagem de eritrdcitos, concentracao de hemoglobina e, na concentragdo sérica de vitamina

B12, quando comparado os que apresentam idade inferior a 80 anos (tabela 4).

Tabela 4. Parametros hematologicos, funcédo renal e glicose, marcadores do metabolismo de
ferro, vitamina B12 e &cido folico e marcadores inflamatérios nos individuos controlos,

estratificado por sexo e idade.

Sexo Feminino Masculino
Idade (< 80 anos) Idade (> 80 anos) Idade (< 80 anos) Idade (> 80 anos)
(n=32) (n=31) (n=20) (n=14)
Dados hematolégicos
Leucécitos (x10°/L) 6.36 (5.21-8.85) 7.75 (6.37-8.88) 6.76 (5.38-7.66) 8.27 (6.23-9.68)2
Neutréfilos (x10%/L) 4.05 (3.07-6.10) 4.80 (3.70-6.20) 4.00 (3.30-4.62) 5.75 (3.97-7.02)2
Linfécitos (x10%/L) 1.55 (1.20-1.85) 1.50 (1.00-2.00) 1.50 (1.20-2.07) 1.15 (0.97-1.60)
Monécitos (x10%/L) 0.50 (0.40-0.60) 0.60 (0.50-0.70) 0.60 (0.50-0.70) 0.70 (0.60-0.80)
Eosindfilos (x10%/L) 0.10 (0.10-0.20) 0.10 (0.00-0.20) 0.20 (0.10-0.30) 0.10 (0.00-0.20)
Basdfilos (x10%/L) 0.00 (0.00-0.10) 0.10 (0.00-0.10) 0.10 (0.0-0.10) 0.10 (0.00-0.10)
Eritrdcitos (x10**/L) 3.90+0.62 4.14+0.65 4.33+0.52 3.79+0.442
Hb (g/dL) 11.85+1.95 12.77+2.14 13.89+1.99 11.76+1.702
Hematdcrito (%) 35.76+5.78 38.54+6.44 41.41+45.91 35.10+4.98
VGM (fl) 92.29+8.76 93.25+5.22 95.69+7.27 92.70+8.37
HGM (pg) 30.66+3.55 30.94+2.11 32.11+2.93 31.05+3.18
CHGM (g/dL) 33.15+1.02 331.8+0.90 33.52+0.91 33.4610.74
RDW (%) 15.38+2.65 15.55+1.82 15.34+2.53 15.15+2.77
Plaguetas (XlOglL) 238.96+100.06 231.35+60.11 254.65+141.37 239.78+96.72
Reticuldcitos (x10%/L) 52.90 (46.80-63.00) 63.40 (26.00-100.08) 93.60 (93.60-93.60) NE
Funcéo Renal
Glicose (mg/dL) 97.6246.69 94.90+9.43 94.5545.15 94.3518.86
Ureia (mg/dL) 29.50 (20.00-36.00) 33.00 (28.00-40.00) 31.50 (27.50-42.50) 36.50 (28.00-45.00)
Creatinina (mg/dL) 0.63+0.16 0.70+0.14 a) 0.85+0.12 0.89+0.14
Metabolismo do ferro. vitamina B12 e acido félico
Ferro (pg/dL) 32.00 (24.50-55.00) 31.50 (23.50-70.50) 38.00 (25.50-56.50) 41.00 (26.00-252.75)
CTFF (ng/dL) 207.85+79.83 195.64+68.10 231.60+105.09 196.40+74.09
Ferritina (ng/mL) 199.11 (136.42-255.25) 442.79 (73.34-697.00) 499.38 (208.63-602.71) 219.97 (62.01-388.81)
Transferrina (mg/dL) 213.42+66.83 173.46+58.41 180.00 (170.00-280.00) 173.20£52.75
Saturacao da Transferrina (%) 15.46 (8.48-20.51) 17.27 (10.18-25.33) 15.48 (8.53-22.71) 13.08 (8.44-20.99)
Vitamina B12 (pg/mL) 610.00 (204.00-779.00) 653.00 (359.00-965.00) 1341.00 (536.00-1597.00) 192.00 (57.00-744.50)2
Acido Félico (ng/mL) 14.81 (7.29-20.00) 6.14 (5.22-10.78) 11.28(8.57-19.52) 11.57 (5.30-17.96)
Marcadores inflamatérios
VS (mm) 28.00 (19.00-38.50) 28.00 (12.00-34.00) 10.00 (3.50-52.00) 50.00 (36.00-52.00)
PCR (mg/dL) 1.49 (0.39-2.52) 1.43 (0.29-2.37) 0.37 (0.12-1.44) 4.85 (0.81-5.31)

Os resultados séo apresentados como média, + desvio padrdo ou como mediana (intervalo inter-quartil); 2p<0.05 vs idade < 80 anos.
Abreviacdo: Hb = Hemoglobina; VGM = Volume globular médio; HGM = Hemoglobina globular média; CHGM = Concentracdo de
hemoglobina globular média; RDW = Red blood cells distribution; CTFF = Capacidade total de fixacdo de ferro; VS = Velocidade de

sedimentacéo; PCR = Proteina C reactiva.

No grupo controlo, encontramos uma correlacdo significativa entre a idade e a
transferrina (r=-0.350; p=0.034); entre a hemoglobina e a PCR (r=-0.335; p=0.012), e com a
creatinina (r=0.219; p=0.031); e entre a VS e a hemoglobina HGM (r=-0.444; p=0.030), a
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concentracdo da hemoglobina globular média (CHGM) (r=-0.228; p=0.025), e a glicose

(r=-0478; p=0.018) (Figura 5).
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Figura 5. Correlagao significativa entre a hemoglobina e a creatinina (A) e entre a concentragdo de hemoglobina e a

PCR (B), no grupo controlo.

No grupo de doentes com DM2, os individuos do sexo feminino com idade superior a

80 anos apresentam aumento significativo na contagem de neutréfilos e nos marcadores de

insuficiéncia renal (ureia e creatinina), quando comparados com 0s que apresentam idade

inferior a 80 anos. Os individuos do sexo masculino com idade superior a 80 anos apresentam

aumento significativo nos marcadores de insuficiéncia renal (ureia e creatinina) e no RDW, e

uma diminuicéo significativa na concentracdo de hemoglobina (tabela 5).
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Tabela 5. Pardmetros hematoldgicos, funcédo renal e glicose, marcadores do metabolismo de

ferro, vitamina B12 e acido félico, marcadores inflamatérios nos doentes com DM2, estratificado

por sexo e idade.

Sexo

‘ Feminino
Idade (< 80 anos)
(n=112)

Idade (> 80 anos)
(n=88)

Masculino
Idade (< 80 anos)
(n=100)

Idade (> 80 anos)
(n=49)

Dados hematol6gicos

Leucdcitos (x10%/L)
Neutréfilos (x10%/L)
Linfécitos (x10%/L)
Monécitos (x10°/L)
Eosinéfilos (x10%/L)
Basofilos (x10%/L)

Eritrécitos (x10™/L)

Hb (g/dL)

Hematécrito (%)

VGM (fl)

HGM (pg)

CHGM (g/dL)

RDW (%)

Plaguetas (x10%/L)

Reticulécitos (x10%/L)

8.73 (7.26-11.82)
6.60 (4.60-9.37)

1.25 (0.90-1.80)

0.60 (0.40-0.80)

0.05 (0.00-0.10)

0.00 (0.00-0.10)
3.9540.72
11.9242.01
36.0146.27
91.3047.04
30.28+2.78
33.14+0.87
15.39+2.04
256.21+107.51
63.70 (43.10-134.45)

10.55 (8.15-13.27)
8.30 (6.10-10.67)2
1.10 (0,70-1.50)
0.60 (0.40-0.90)
0.00 (0.00-0.10)
0.00 (0.00-0.10)
3.8740.64
11.78+1.99
35.6246.19
92.0646.11
30.5142.27
33.1240.95
15.38+1.91
272.21+140.21
50.05 (38.02-96.50)

8.86 (6.64-12.17)
6.90 (4.30-10.70)
1.10 (0.80-1.67)
0.60 (0.40-0.70)
0.00 (0.00-0.17)
0.00 (0.00-0.10)
4.1240.67
12.68+2.08
38.1146.81
92.7745.79
30.85+2.09
33.24+0.77
15.29+2.49
253.24+119.25
56.00 (33.00-98.70)

10.20 (7.29-13.40)
7.20 (5.25-11.45)
0.90 (0.60-1.45)
0.50 (0.30-0.80)
0.00 (0.00-0.10)
0.00 (0.00-0.10)
3.8040.74
11.9242.052
36.0316.46
92.2745.18
30.5742.05
33.1240.85
16.19+2.542
221.77+97.92
64.60 (52.80-66.50)

Funcéo Renal e Glicose

Glicose (mg/dL)
Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

187.29+67.26
43.00 (29.25-58.75)
0.80+0.27

183.56+61.42
52.00 (38.00-80.75)2
0.89+0.332

178.81:55.66
47.50 (35.00-69.25)
0.97+0.36

167.44+47.70
72.00 (43.00-100.00)
1.18+0.362

Metabolismo do ferro e nutrientes hematopoiéticos

Ferro (ug/dL)

CTFF (ng/dL)
Ferritina (ng/mL)
Transferrina (mg/dL)

Saturacéo da Transferrina (%)

Vitamina B12 (pg/mL)
Acido Félico (ng/mL)

42.50 (28.00-69.00)
212.94477.59

375.65 (90.16-545.55)
199.20+67.00

15.64 (11.56-25.89)
623.00 (321.50-1005.50)
8.41 (6.26-13.17)

38.00 (26.25-67.75)
178.78+65.612

363.71 (193.32-619.50)
170.12+60.55°

16.20 (10.08-32.73)
496.00 (272.50-778.50)
7.70 (5.02-16.43)

37.00 (29.25-62.75)
212.74+152.64

353.18 (156.00-736.50)
179.08+68.96

17.47 (10.85-26.58)
585.00 (334.50-1102.00)
6.82 (4.09-16.60)

38.00 (26.50-64.00)
189.58+79.17

273.16 (103.05-551.78)
170.18+66.21

357.40 (13.50-20.96)
357.50 (274.50-1030.25)
8.90 (4.57-15.38)

Marcadores inflamatérios

VS (mm)
PCR (mg/dL)

58.00 (35.50-78.25)
5.63 (1.60-15.42)

52.00 (34.00-68.00)
7.98 (2.56-18.58)

59.00 (28.00-77.50)
6.93 (2.45-19.88)

49.00 (27.00-77.00)
6.47 (21.9-18.26)

Os resultados séo apresentados como média, + desvio padrdo ou como mediana (intervalo inter-quartil);  p<0.05 vs idade < 80 anos

Abreviacdo: Hb = Hemoglobina; VGM = Volume globular médio; HGM = Hemoglobina globular média; CHGM = Concentracdo de

hemoglobina globular média; RDW = Red blood cells distribution; CTFF = Capacidade total de fixagdo de ferro; PCR = Proteina C

reactiva

No grupo de doentes com DM2, encontramos uma correlagéo significativa entre a idade

e a contagem de neutréfilos (r=0.187; p<0.001), a concentracdo de hemoglobina (r=-0.119;
p=0.026); a creatinina (r=0.118; p<0.028); e a transferrina (r=-0.239; p=0.006); entre a
contagem de neutrdéfilos e o ferro sérico (r=-0.203; p=0.014); entre a hemoglobina e a PCR
(r=-0.276; p<0.001); entre o volume globular médio (VGM) e a creatinina (r=0.134; p=0.012), a
PCR (r=-0.142; p=0.016), o ferro sérico (r=0.188; p=0.023), e a saturacdo da transferrina
(r=0.224; p=0.011); entre a HGM e o ferro sérico (r=0.211; p=0.010), a saturacdo da
transferrina (r=0.245; p=0.005). Encontramos também uma correlacdo significativa entre o ferro
sérico e a PCR (r=-0.275; p=0.002); e entre 0 RDW e o ferro sérico (r=-0.166; p=0.044) (figura
6e7).
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Figura 6. Correlacdo significativa entre: (A) idade e a transferrina; (B) contagem de neutréfilos e o ferro sérico;

(C) concentragéo de Hb e a PCR; (D) VGM e a creatinina, nos doentes com DM2.
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Figura 7. Correlagéo significativa entre o ferro sérico e

a PCR, nos doentes com DM2.
Foram encontradas diferencgas significativas na concentragéo de glicose sérica, nos DR

do sexo feminino com idade superior a 80 anos e, um aumento na contagem de eosindfilos nos

do sexo masculino com idade superior a 80 anos (tabela 6).
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Tabela 6. Pardmetros hematoldgicos, funcédo renal e glicose, marcadores do metabolismo de

ferro, vitamina B12 e acido félico e marcadores inflamatoérios nos DR, estratificados por sexo e

idade.

Sexo

Feminino
Idade (< 80 anos)
(n=12)

Idade (> 80 anos)
(n=34)

Masculino
Idade (< 80 anos)
(n=11)

Idade (> 80 anos)
(n=12)

Dados hematol6gicos

Leucocitos (x10%/L)
Neutréfilos (x10%/L)
Linfécitos (x10°/L)
Monécitos (x10%/L)
Eosinofilos (x10%/L)
Basdfilos (x10%L)

Eritrécitos (x10*/L)

Hb (g/dL)

Hematdcrito (%)

VGM (fl)

HGM (pg)

CHGM (g/dL)

RDW (%)

Plaquetas (x10%/L)

Reticulécitos (x10%/L)

6.82 (5.94-7.79)
4.90 (4.37-5.37)
1.25 (1.00-1.77)
0.50 (0.35-0.67)
0.10 (0.00-0.17)
0.00 (0.00-0.10)
3.17+0.67
9.80+1.97
29.76+6.02
94.70+7.52
31.17+2.52
31.57+4.89
16.17+1.94
218.33+81.18
61.20 (37.5793.45)

6.62 (5.64-8.99)
5.46 (3.80-7,25)
1.15 (0.80-1.60)
0.60 (0.40-0.70)
0.10 (0.00-0.20)
0.05 (0.00-0.10)
3.3740.51
10.31+1.23
31.13+3.93
92.6745.59
30.76+2.12
33.17+0.83
15.71+1.71
222.50+112.66
39.00 (54.00-92.00)

8.72 (6.01-13.40)
6,30 (4,20-11,00)
1.10 (0.80-1.30)
0.60 (0.40-0.70)
0.00 (0.00-0.10)
0.00 (0.00-0.10)
3.54+0.94
11.48+2.79
34.27+8.38
96.5615.26
32.35+1.76
33.49+0.47
15.84+1.35
199.27:+64.63
37.45 (22.40-52.50)

10.00 (7.70-12.62)
8,18 (6,00-10,02)
1.10 (0.80-1.40)
0.55 (0.42-0.70)
0.15 (0.10-0.20)
0.00 (0.00-0.10)
3.47+0.63
10.62+1.85
31.5145.41
92.01+10.85
31.1434.28
33.75+1.22
16.32+3.63
220.91+80.22
54.00 (39.00-82.00)

Funcéo Renal e Glicose

Glicose (mg/dL)
Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

79.50+22.40
138.50 (70.50-166.75)
2.90+0.95

98.26+16.472

126.50 (91.75-14.50)

2.61+0.98

102.18+17.01
108.00 (91.00-142.00)
3.09+1.27

102.00+12.32
125.00 (104.50-176.25)
2.92+1.09

Metabolismo do ferro e nutrientes hematopoiéticos

Ferro (ug/dL)

CTFF (ng/dL)
Ferritina (ng/mL)
Transferrina (mg/dL)

Saturagdo da Transferrina (%)

Vitamina B12 (pg/mL)
Acido Félico (ng/mL)

37.00 (27.00-44.00)
185.71+380.67

422,00 (193.40-726.22)
182.50+68.55

15.74 (11.42-17.78)
502.00 (341.00-999.00)
7.55 (4.43-16.26)

45.50 (30.25-62.50)
199.50+77.89

393.49 (130.57-448.92)

177.85+70.27
17.64 (12.80-27.91)

750.50 (237.50-1380.00)

10.05 (4.88-19.63)

42.00 (21,25-66.50)
190.00+107.63

494.46 (167.81-969.32)
146.25+69.44

19.10 (15.70-27.23)
455.00 (248.00-528.00)
6.63 (5.05-12.46)

46.00 (19.00-65.50)
173.50459.18

316.94 (217.18-393.51)
1475044354

19.05 (12.69-27.11)
224.00 (182.00-634.00)
6.56 (3.92-10.27)

Marcadores inflamatérios

VS (mm)
PCR (mg/dL)

50.00 (30.50-80.00)
3.65 (1.24-6.70)

79.00 (54.00-92.00)
5.36 (1.18-17.29)

69.00 (18.50-77.00)
8.97 (3.65-17.27)

50.00 (30.00-84.00)
4.70 (3.46 14.65)

Os resultados séo apresentados como média, + desvio padrdo ou como mediana (intervalo inter-quartil); 2 p<0.05 vs idade < 80 anos

Abreviagdo: Hb = Hemoglobina; VGM = Volume globular médio; HGM = Hemoglobina globular média; CHGM = Concentragcdo de

hemoglobina globular média; RDW = Red blood cells distribution; CTFF = Capacidade total de fixagcdo de ferro; VS = Velocidade de

sedimentacéo; PCR = Proteina C reactiva; NE = nédo efectuado

Nos DR, encontramos uma correlacéo significativa entre a contagem de neutrdfilos e a
ureia (r=0.281; p=0.019); entre 0 VGM e a VS (r=-0.526; p=0.003); entre a HGM e o RDW
(r=-0.330; p=0.006); entre 0 RDW e a ureia (r=0.237; p=0.050), e a CTFF (r=-0.360; p=0.034); e
entre a VS e a ureia (r=0.384; p=0.040) (figura 8).
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Figura 8. Correlacéo significativa entre a contagem de neutrdéfilos e a ureia (A); entre os valores de VS e ureia,
no grupo de doentes com DR.

Os DR com DM2 do sexo feminino com idade superior a 80 anos apresentam aumento
significativo na concentracdo de ferritina, diminuicdo na contagem de reticuldcitos e na
concentracdo de transferrina quando comparados com os doentes com idade inferior a 80
anos. Nos doentes do sexo masculino ndo se encontraram diferencas significativas entre os

gque apresentam idade superior a 80 anos, com 0s que apresentam idade inferior a 80 anos
(tabela 7).
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Tabela 7. Pardmetros hematoldgicos, funcédo renal e glicose, marcadores do metabolismo de
ferro, vitamina B12 e acido fdlico e marcadores inflamatorios nos DR com DM2, estratificado

por sexo e idade.

Sexo ‘ Feminino Masculino
Idade (< 80 anos) Idade (> 80 anos) Idade (< 80 anos) Idade (> 80 anos)
(n=26) (n=24) (n=11) (n=12)
Dados hematolégicos
Leucécitos (x107/L) 8.90 (7.71-11.50) 12.00 (9.73-14.57) 8.69 (5.28-12.80) 9.51 (7.53-16.82)
Neutréfilos (x10%/L) 6.95 (5.22-9.52) 9.00 (7.40-12.90) 6.80 (3.70-11.30) 8.40 (5.80-13.17)
Linfécitos (x10%/L) 1.00 (0.77-1.72) 0.95 (0.72-1.27) 0.90 (0.70-1.40) 0.80 (0.47-1.10)
Monécitos (x10°/L) 0.60 (0.27-0.70) 0.65 (0.22-1.07) 0.70 (0.50-1.00) 0.45 (0.40-0.82)
Eosinfilos (x10%/L) 0.10 (0.00-0.20) 0.00 (0.00-0.17) 0.10 (0.00-0.10) 0.05 (0.00-0.17)
Basofilos (x10%/L) 0.00 (0.00-0.10) 0.00 (0.00-0.10) 0.00 (0.00-0.10) 0.00 (0.00-0.00)
Eritrocitos (xlOlZIL) 3.58+0.69 3.62+3.55 3.65+0.55 3.52+0.65
Hb (g/dL) 11.01+2.05 11.42+1.52 11.53+1.84 10.83+1.84
Hematdcrito (%) 33.23+6.53 34.39+4.73 34.1845.31 32.20+5.89
VGM (fl) 92.86+4.09 94.88+5.70 93.51+4.82 92.13+5.21
HGM (pg) 30.83+1.64 31.54+2.23 31.55+1.99 31.04+1.87
CHGM (g/dL) 33.22+1.30 33.21+1.15 33.55+0.80 33.71+0.97
RDW (%) 15.55+1.18 15.67+1.55 15.37+0.93 15.89+1.51
Plaguetas (x10°/L) 227.23193.72 227.29+82.30 238.90+132.83 239.75:92.36
Reticuldcitos (x10%/L) 72.80 (72.00-73.60) 48.40 (21.60-52.20)2 91.40 (43.40-139.40) NE
Funcéo Renal
Glicose (mg/dL) 196.11+82.66 174.87+64.16 171.45+42.77 184,25453,23
Ureia (mg/dL) 111.50 (86.00-159.00) 117.50 (102.75-145.75) 157.00 (90.00-176.00) 142.50 (117.25-210.50)
Creatinina (mg/dL) 2.27+0.96 2.11+0.49 2.93+1.05 2.88+1.12
Metabolismo do ferro, vitamina B12 e acido félico
Ferro (ng/dL) 41.00 (29.00-60,00) 29.00 (22.50-38.00) 43.00 (28.75-74.50) 97.00 (31.50-156.50)
CTFF (ug/dL) 181.06+56.90 152.00+50.84 162.00+62.06 221.40+63.18
Ferritina (ng/mL) 221.98 (89.52-302.19) 362.71 (266.46-911.75)2  626.95 (62.78-1463.00) 448.92 (229.49-498.50)
Transferrina (mg/dL) 185.30+47.62 143.50+34.282 147.00+62.04 211.20+78.50
Saturagao da Transferrina (%) 17.43 (11.45-23.78) 13.35 (11,74-21.53) 26.54 (15.53-30.28) 33.06 (14.52-54.95)
Vitamina B12 (pg/mL) 744.00 (486.00-992.00) 852.50 (347.50-1912.75) 820.00 (359.00-1527.00) 465.00 (140.75-1086.50)
Acido Félico (ng/mL) 8.90 (4.05-20.00) 7.38 (3.75-15.06) 19.03 (3.11-20.00) 5.22 (4.50-14.46)
Marcadores inflamatérios
VS (mm) 69.00 (46.50-87.50) 56.00 (24.00-88.50) 92.00 (16.00-100.00) NE
PCR (mg/dL) 3.89 (1.77-20.04) 8.91 (3.74-20.00) 5.75 (2.75-14.90) 12.46 (3.34-13.97)

Os resultados sé@o apresentados como média, £ desvio padrdo ou como mediana (intervalo inter-quartil); 2 p <0.05 vs
idade < 80 anos

Abreviagdo: Hb = Hemoglobina; VGM = Volume globular médio; HGM = Hemoglobina globular média; CHGM =
Concentracdo de hemoglobina globular média; RDW = Red Blood cells distribution; CTFF = Capacidade total de

fixacdo de ferro; VS = Velocidade de sedimentacédo; PCR = proteina C reactiva

Nos DR com DM2, encontramos uma correlacdo significativa entre a idade e a
contagem de neutrofilos (r=0.286; p=0.014); e o ferro sérico (r=-0.338; p=0.041), e a saturacao
da transferrina (r=-0.363; p=0.035); e entre a PCR e o ferro sérico (r=-0.450; p=0.013) (figura
9).
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Figura 9. Correlacéo significativa entre a idade e a contagem de neutréfilos (A); e entre a contagem de neutréfilos e
o ferro sérico (B), nos DR com DM2.
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CAPITULO V = Discusséo e Concluséo
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Neste trabalho foram avaliadas alteracdes eritropoiéticas e inflamatérias em doentes
com DR e/ou com DM2. Foram ainda avaliadas as altera¢des associadas ao género e a idade,

tanto no grupo controlo, como nos 3 grupos de doentes.

Alteracfes associadas com doenca renal

Os nossos DR apresentam uma diminuicdo da concentracdo da hemoglobina, do
hematdcrito e na contagem de eritrocitos, a qual se associa um aumento do processo
inflamatério. A diminuicdo dos parametros hematoldgicos nestes doentes podera estar
relacionada com a diminuigcdo na producdo renal de EPO e/ou com o aumento do processo
inflamatério.

De acordo com o descrito previamente por muitos autores (Klahr, 2003, Rao M, 2007),
a DR tem vindo a ser associada com aumento dos niveis séricos de proteinas de fase aguda,
tais como a PCR, dos niveis de citocinas pro-inflamatérias, nomeadamente a IL-6, dos
componentes do sistema de complemento e dos marcadores de disfuncdo endotelial. Este
aumento no processo inflamatério descrito na literatura nos DR, e que nés confirmamos neste
trabalho, poderd justificar a diminuicdo da hemoglobina nestes doentes. Pois como é sabido, o
aumento do processo inflamatério, nomeadamente pelo aumento dos niveis de IL-6, esta
associado a um aumento nos niveis de hepcidina, que por sua vez inibe a absorcéo intestinal
do ferro e diminui a sua libertacdo pelos macréfagos (Fuchs D, 1991), condicionando uma
diminuicdo da quantidade de ferro disponivel para a eritropoiese.

Por outro lado, o declinio da funcdo renal tem vindo também a ser associado com
diminuigc&o da producéo de EPO pelo rim (Sonmez, 2010). Esta diminuicdo de EPO condiciona
inevitavelmente diminuicdo na resposta a hipoxia, e consequentemente diminuicdo da
eritropoiese.

A anemia associada com a diminuicdo da funcdo renal é um problema clinico
significativo principalmente nos individuos seniores, a qual se associa aumento da morbidade e
da mortalidade, associada principalmente a doenca cardiovascular (Barbagallo, 2004). A
anemia € uma caracteristica comum nos DR, e é uma complicagdo de etiologia multifactorial.
Tratamento com agentes estimuladores de eritropoiese foi um marco na nefrologia moderna,
gue teve vantagem inquestionavel nos DR. No entanto, estudos recentes tém mostrado que a
correcgdéo da anemia na DR dos estadios 3-4 pode ser prejudicial (Sonnez, 2010).

Nos nossos DR, ndo se encontrou correlacdo entre os parametros hematolégicos e os
marcadores inflamatérios, com excepc¢éo da correlagdo entre o VGM e a VS. Estes resultados
poderao estar relacionados com o facto dos nossos doentes renais nos estadios 3 e 4, e como
tal, o grau de inflamacé&o ser baixo.
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Alteracbes associadas com diabetes mellitus tipo 2

O grupo de doentes com DM2 apresentam, quando comparados com o grupo controlo,
alterac6es na funcao renal e aumento no processo inflamatorio.

A DM2 esta entre as doencgas crénicas mais comuns que afecta sobretudo individuos
idosos, quanto mais a populagcdo envelhece maior € a propor¢cdo de doentes com DM2 e
consequentemente as suas complicacdes se expendem. Tem vindo a ser associado com
alteracbes micro e macrovasculares, sendo esta ultima a principal causa de mortalidade nestes
doentes (El Oudi M, 2010).

O aumento do processo inflamatorio nestes doentes tem vindo a ser descrito na
literatura, através de varios estudos mostrando que a PCR e algumas citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo IL-6 e TNF-a, estdo elevados, tal como encontramos também no nosso
grupo de doentes. As causas deste aumento no processo inflamatoério sdo diversas e ainda ndo
estao totalmente esclarecidas; no entanto, a obesidade, a resisténcia a insulina e a disfuncao
endotelial sdo causas identificadas nestes doentes (Golbidi, 2011).

Nos individuos com DM2, o aumento da idade parece estar relacionada com aumento
da inflamacao (correlagéo positiva entre a idade e a contagem de neutrofilos, e negativa entre a
idade e a transferrina), com a diminuicdo da funcédo renal (correlacdo positiva entre a idade e a
concentracdo de creatinina), e com diminuicdo na concentracdo da hemoglobina (correlagéo
negativa entre a idade e a concentracdo de hemoglobina). A diminuicdo da concentracdo de
hemoglobina nestes doentes podera também estar relacionada com o aumento do processo
inflamatdrio. Efectivamente encontramos correlagdes significativas entre a contagem de
neutréfilos e o ferro sérico; entre a hemoglobina e a PCR; entre o VGM e a PCR e, a saturagéo
da transferrina; entre a HGM, e o ferro sérico e a saturagdo da transferrina; e entre o ferro
sérico, e a PCR e o RDW.

Alterac8es associadas com doenca renal e com diabetes mellitus tipo 2

A diabetes é a causa mais comum de DR no mundo ocidental; presente em quase dois
tercos de todos os doentes com insuficiéncia renal (Navarro, 2008). A leséo renal provocada
pela diabetes é a chamada de nefropatia diabética. A incidéncia de nefropatia diabética esta a
aumentar, por um lado devido ao niumero crescente de casos de DM2 e por outro pela maior
esperanca de vida destes doentes, gracas as medidas de intervencdo adoptadas (Remuzzi,
2002). As causas exactas da nefropatia diabética ainda sdo desconhecidas; no entanto,
estudos sugerem que alguns dos mecanismos envolvidos incluam a hiperglicemia, a presencga
em circulagao de complexos glicosilados e o aumento do processo inflamatério (Cooper, 1998),
gue condicionam alteracdes na histologia renal (Thomas, 2004).

Os nossos DR com DM2 apresentaram diminuicdo na concentragdo da hemoglobina,
no hematdcrito e na contagem de eritrécitos, quando comparados com o grupo controlo e ao

grupo de doentes com DM2. Nos parametros inflamatdrios apenas encontramos diferenca
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estatisticamente significativa entre os 3 grupos de doentes na contagem de neutrdfilos,
sugerindo que o grau de inflamacdo € significativamente superior no grupo de DM2,
particularmente quando associado a DR. Estes resultados vém de encontro ao descrito por
Dalla Vestra e et al. (2005), que mostraram que os individuos com DM2 e com nefropatia
diabética manifestam niveis elevados de exposicéo diversificada de fase aguda marcadores de
inflamacéo e citocinas pro-inflamatdrias, incluindo PCR e IL-6 que foram maiores em individuos
com membrana glomerular.

Nos nossos DR com DM2, o aumento da idade parece estar relacionada com aumento
da inflamacéao (correlacdo positiva entre a idade e a contagem de neutrdéfilos e negativa entre a
idade e o ferro sérico). Este processo inflamatdrio estd muito mais exacerbado nos DR com

DM2 do sexo masculino.

AlteracBes associadas com género e idade nos individuos controlo

Os individuos controlo do sexo masculino apresentaram diminuicdo na contagem de
eritrocitos e na concentragdo da hemoglobina, quando comparados com os individuos com
idade inferior a 80 anos. Efectivamente, tem vindo a ser descrito na literatura aumento da
prevaléncia de anemia com a idade, sendo mais acentuada apés os 80 anos (Barbagallo,
2004). A correlacdo negativa entre a concentracdo de hemoglobina e a PCR, assim como o
aumento do numero de neutréfilos totais e a correlacdo negativa entre a idade e a
concentragdo de transferrina, sugere que este declinio da hemoglobina associado com a idade
poderd estar relacionado com o aumento do processo inflamatério associado com aumento de
idade (Barbagallo, 2004).

Em concluséo, os nossos resultados demonstram que tanto os DR como os doentes
com DM2 apresentam alteracgdes eritropoiéticas, que poderdo estar associadas com aumento
no processo inflamatério. Mais estudos serdo necessarios para esclarecer a origem do
processo inflamatério, nestes doentes e a sua influéncia no progndstico e prognéstico da DR e
de DM2.
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