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Resumo

A anemia é uma das complica¢fes mais frequentes nos doentes renais crénicos
(DRC) em hemodialise (HD). Esta anemia associa-se a défice de producdo de
eritropoietina (EPO) a nivel renal, e consequente diminui¢do da producéo de eritrécitos.
A utilizacdo da terapéutica com eritropoietina humana recombinante (EPOhr) no inicio
dos anos 90 permitiu uma diminui¢cdo importante na prevaléncia de anemia nos DRC,
melhorando a funcdo cardiaca e consequentemente a qualidade de vida destes doentes.
No entanto, existe uma grande variabilidade na resposta a terapéutica com EPOhr nestes
doentes, em que cerca de 25% necessitam de doses elevadas e 5 - 10% né&o respondem a
esta terapéutica. Os mecanismos subjacentes a esta resisténcia a terapéutica com EPOhr
permanecem ainda por elucidar.

Neste trabalho foram estudadas as alteracGes associadas, com resisténcia a
terapéutica com EPOhr com particular énfase na inflamacgdo, no metabolismo de ferro e
na sua relagdo com as proteinas morfogénicas 6sseas (BPM-2).

Setenta e dois individuos portugueses foram incluidos neste estudo: 48 doentes
em HD e 24 controlos saudaveis. Treze dos doentes em HD utilizavam Cateter Venoso
Central (CVC) e 35 usavam Fistula Artério-Venosa (FAV) como acesso vascular. A
todos foi efectuado o hemograma completo, contagem de reticuldcitos, e niveis
circulantes de transferrina, ferritina, ferro, saturacdo da transferrina, receptor soltvel da
transferrina (RsTf), Proteina C-Reactiva (PCR), interleucina 6 (IL-6) e BMP-2.

Quando comparados com os controlos, 0s doentes em HD apresentam
diminuicdo na concentracdo de hemoglobina (Hb), no hematdcrito, na contagem de
eritrocitos, e na concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM), como também,
uma diminuicdo na contagem do namero de reticuldcitos, de linfocitos e de plaquetas e
nos niveis séricos de ferro e de transferrina. Também foram encontrados em doentes em
HD aumento dos niveis de ferritina, RsTf, PCR, IL-6 e BMP-2.

Doentes em HD usando CVVC como acesso vascular apresentam um aumento dos
niveis séricos de BMP-2, quando comparados com aqueles que utilizam FAV [55,3
(35,8-85,7) e 43,4 (24,9-55,3 pg / mL)], respectivamente. Foram encontradas nos
doentes em HD, correlacbes negativas entre os niveis de BMP-2 e contagem de
eritrocitos (r =- 0,390, p = 0,006) e contagem do nimero de reticulécitos (r =- 0,305, p =
0,033).
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Os nossos resultados mostram que os niveis de BMP-2 estdo aumentados nos
doentes em HD, particularmente naqueles que utilizam CVC como acesso vascular.
Adicionalmente, o aumento da BMP-2 parece interferir com a eritropoiese. Mais
estudos serdo necessarios para esclarecer o papel da BMP-2 nos distdrbios da

eritropoiese e BMP-2 como marcador de doenca vascular em doentes em HD.
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Abstract

Anemia is one of the most common complications in patients with Chronic
Kidney Disease (CKD) on hemodialysis (HD). This anemia is associated with
insufficient synthesis of erythropoietin (EPO) by the kidneys, causing a decrease in the
production of red blood cells. The use of therapy with recombinant human
erythropoietin (EPOhr) in the early 90's allowed a significant decrease in the prevalence
of anemia in patients with CKD, significantly saving transfusion requirements. This
therapy allowed an improvement of cardiac function and improving the quality of life of
these patients. However, there is great variability in response to therapy EPOhr. About
25% of patients need high doses and 50-10% does not respond to EPOhr therapy. The
mechanisms underlying resistance to EPOhr therapy remain controversial.

In this study, we evaluated associated specific alterations with particular
emphasis in inflammation, iron metabolism parameters and their relation to bone
morphogenetic proteins (BMP-2), in order to clarify the mechanisms of resistance to
therapy EPOhr therapy of CDK patients in HD.

Seventy-three Portuguese individuals were enrolled in this study: 48 HD patients
and 25 healthy controls. Fourteen HD patients used central venous catheter (CVC) and
34 arterio-venous fistula (AVF) as vascular access. Complete blood count, reticulocyte
count, and circulating levels of transferrin, ferritin, iron, transferrin saturation, soluble
transferrin receptor (s-TfR), C-reactive protein (CRP), interleukin 6 (IL-6) and BMP-2,
were evaluated for all patients and controls. When compared to healthy controls, HD
patients showed significantly lower haemoglobin concentration, haematocrit, red blood
cell counts and mean cell haemoglobin concentration; iron and tranferrin serum levels,
reticulocyte, lymphocytes and platelets counts. Increased mean cell haemoglobin,
ferritin, TfR, CRP, 1L-6 and BMP-2 were also found in HD patients. HD patients using
CVC as vascular access presented an increased BMP-2 serum levels, when compared
with those using AVF [55,3 (35,8-85,7) and 43,4 (24,9-55,3 pg/mL), respectively]. In
HD patients, negative correlations were found between BMP-2 serum levels, and
erythrocyte (r=-0,390; p=0,006) and reticulocyte counts (r=-0,305; p=0,033).

Our data show that BMP-2 is increased HD patients, particularly in those using
CVC access for HD procedure; moreover, the rise in BMP-2 seems to negatively
interfere with erythropoiesis. Further studies are needed to clarify the role of BMP-2 in

the eryhropoietic disturbances and to study BMP-2 as a marker of vascular disease in
\Y
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HD patients, as it might provide a potential target to slow-down the accelerated course

of HD associated vascular disease.
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1. Doenca Renal Crdnica

1.1 — Introducéo

A doenca renal cronica (DRC) constitui um problema de Saude Publica mundial.
A sua prevaléncia e incidéncia ttm aumentado de forma acentuada nos Gltimos anos.
Segundo a Sociedade Portuguesa de Nefrologia, estima-se que em Portugal mais de 800
mil pessoas sofrem de DRC. Todos os anos sdo registados mais de 2000 novos casos de
insuficiéncia renal cronica (IRC), existindo actualmente 16.000 doentes em dialise, e
cerca de 2000 estdo em lista de espera para transplante.

A DRC ndo esta dependente da idade nem do sexo, embora a sua incidéncia seja
maior nos adultos e idosos, ou seja, é uma patologia predominantemente geriatrica. A
DRC é uma doenga crénica, com uma evolucgdo irreversivel, acompanhada pela
diminuicdo progressiva do ndmero de nefrénios (unidades funcionais do rim)
funcionais, comprometendo a homeostasia do organismo (Ribeiro, 2008). Decorrente da
natureza evolutiva da doenca, alguns nefrénios, permanecem intactos, enquanto outros
sdo destruidos, ocorrendo assim hipertrofia nefrética. Este processo adaptativo permite
ao rim continuar a responder as necessidades do organismo até uma fase muito
avancada de destruicdo do parénquima renal. Nesse processo o rim deixa de eliminar
adequadamente substancias resultantes do metabolismo e de sintetizar a EPO,
apresentando o doente alteracBes persistentes, tais como azotemia, hipercalémia,
acidose metabdlica, hipocalémia, hiperfosfotémia, anemia, edemas, nauseas, vomitos,
evoluindo para um quadro de sindrome urémico (Rebollo, 2001).

A DRC tem etiologias variaveis, podendo resultar de patologias que afectam
directamente os rins, incluindo glomerulopatias, hipertenséo arterial (HTA), doenca
cardiovascular (DCV), uropatia obstrutiva, infeccdo e nefropatia diabética (ND) sendo
esta ultima uma das principais causas de DRC (Craig, 2005; Draibe, 2001).

Segundo a National Kidney Foundation Disease Outcomes Quality Initiative
(NKI-KDOQI) a DRC é classificada em 5 estadios que variam de acordo com o grau de
lesdo renal (Abensur, 2010). Na tabela | estd resumida a evolucdo, classificacdo e
estadiamento da DRC.
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Tabela 1: Estadios da doenca renal crénica.

Estadios Descric&o TFG (mL/min /1.73m?)
Ligeira insuficiéncia renal com filtracdo normal ou -
>

ligeiramente aumentada
Ligeira diminuicéo da funcdo renal com lesdo renal

2 60-89
(leve)

3 Diminui¢cdo moderada da fungéo renal 30-59

4 Diminuicdo grave da funcdo renal 15-29

. Insuficiéncia renal com necessidade de terapéutica 15
<
de substituicao

TFG= Taxa de Filtragdo Glomerular; Tabela Adaptada de Abensur, 2010.

Na fase terminal da DRC os doentes apresentam-se geralmente mais desnutridos,
com anemia mais acentuada e com maior prevaléncia de HTA e de insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC) (Draibe, 2001). Estes factores sdo responsaveis pelo maior
namero de hospitalizacdes e por um aumento na mortalidade apds inicio da terapéutica
de substituicdo.

E fundamental considerar sempre que a DRC, uma vez estabelecida, tem

evolucdo progressiva independentemente da etiologia.
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1.2 - Terapéutica de Substituicdo

Nas ultimas décadas, assistiu-se a um grande desenvolvimento no tratamento da
DRC com inovagdes progressivas tanto ao nivel das técnicas de dialise como ao nivel
do transplante renal (TR).

Os doentes que perderam a funcédo renal e atingiram a fase terminal da doenca
tém actualmente varias alternativas terapéuticas disponiveis: tratamento dialitico, com
opcdes de HD, dialise peritoneal (DP), hemodiafiltracdo online (HDF), e 0 TR.

O tratamento da DRC deve ser conservador (ndo dialitico) enquanto o doente
puder manter os seus habitos de vida. A eficiéncia do tratamento conservador envolve o
controlo da HTA, restricdo proteica da dieta, do potassio, do fosforo e do sodio (Draibe,
2001).

As doencgas de base, incluindo a diabetes mellitus (DM), a ICC, o lupus
eritematoso sistémico (LES) ou outras, devem ser tratadas e controladas, para prevenir a
progressdo da DRC. Quando os sintomas da DRC progridem e ndo se consegue 0
controlo da doenca com tratamento conservador pode optar-se por tratamento dialitico
ou TR.

Os tratamentos dialiticos tém como objectivo melhorar a qualidade de vida do
doente, a remocdo de ureia e creatinina do sangue, manter a concentra¢do adequada dos
electrolitos e corrigir a acidose. Apesar de a dialise ser realizada com o objectivo de
minorar a insuficiéncia, ndo consegue substituir a funcdo hormonal nem a actividade
metabolica do rim (Santos, 2003).

Para a realizacdo do tratamento dialitico é necessario criar um acesso vascular
que permita a circulacdo sanguinea entre o doente e o equipamento de dialise. Um
adequado acesso vascular permite, ndo s6 um melhor resultado terapéutico como
aumentar a sobrevida dos doentes (Santos, 2003). Trata-se de um requisito
indispensavel para a realizagdo do tratamento de substituicdo, de extrema importancia
no sucesso da HD e na qualidade de vida do doente em dialise (Santos, 2003).

O primeiro acesso vascular usado foi o Shunt arteriovenoso de Scribner-Quintan
em 1960, tendo sido considerado um marco muito importante na historia da dialise,
pois, permitiu, pela primeira, vez efectuar tratamento hemodialitico por periodos longos
de tempo (ADRNP, 2006). No entanto, a trombose e a infeccdo eram complicacgdes

comuns, assim como a reduzida durabilidade do efeito obtido.
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A criacdo de um acesso vascular permanente, a evolucdo das membranas de HD,
a utilizacdo do bicarbonato na solugéo dialisante e dos estimuladores da eritropoiese,
assim como, novas técnicas como a hemodiafiltracdo online tornaram a dialise cada vez

mais “biocompativel”.

1.2.1 - Hemodialise

Pode considerar-se que a HD foi iniciada em 1830, quando o fisico inglés
Thomas Graham verificou que ao separar dois liquidos com substancias dissolvidas por
uma membrana celulésica, existia trocas entre os liquidos. Graham designou esta
experiéncia por "Dialise™ e as membranas com estas caracteristicas "semipermeaveis"
(ADRNP, 2006).

A primeira sess@o de HD foi realizada em 1924 por George Haas, tendo uma
duracdo de 15 minutos. A técnica foi posteriormente desenvolvida por Kolff e Berg que
utilizaram o celofano como membrana de dialise. Foi aplicada a varios doentes crénicos
que faleceram devido a ndo existéncia de acesso vascular permanente (ADRNP, 2006).
Em 1945 ¢ concretizado o primeiro grande éxito num caso de insuficiéncia renal aguda
e em 1960, Belding Scribner juntamente com Dillard e Quintan, criaram um Shunt
arteriovenoso externo, uma protese com pecas de teflon, que permitiu um acesso
vascular mais prolongado.

A HD ¢é um procedimento dialitico que tem como objectivo a remocéo de solutos
urémicos acumulados e o excesso de agua. Restabelece o equilibrio electrolitico e
acido-base do organismo, mediante o uso de uma maquina que substitui o rim. Os
processos de difusdo, conveccdo e ultrafiltracdo ocorrem através de uma membrana
semipermeavel, removendo as substancias indesejaveis e fornecendo as substancias que
estdo em défice como o célcio e os bicarbonatos (Ronco, 2001; Mehta, 2001; Petroni,
2002). O fluxo constante do sangue de um lado da membrana e 0 uso de uma solucao
dialisante do outro, em contracorrente, permite a remogéo dos produtos de degradagéo
de um modo semelhante a da filtragdo glomerular. O doente insuficiente renal realiza
habitualmente trés sessdes (trés a quatro horas cada) por semana.

Para a realizacdo desta terapéutica de substituicdo é necessario um acesso
vascular que permita a circulagdo sanguinea entre o doente e a maquina de didlise. A
FAV que consiste na anastomose de uma veia com uma artéria, € uma das técnicas mais
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utilizadas na pratica clinica. Foram desenvolvidos outros acessos vasculares,
designadamente a protese vascular e 0 CVC, mas a FAV continua a ser considerada
como o acesso ideal para o doente com DRC em hemodialise (Allonand, 2002; Pisoni,
2002; Costa, 2008) e a mais frequentemente usada em Portugal.

Apesar da FAV apresentar algumas desvantagens, como o risco de trombose
arterial da fistula, de infecgdo, e de hipertensdo venosa, € considerada o acesso vascular
de eleicdo, porque apresenta durabilidade superior, menor numero de infecges, de
tromboses e de hospitalizacbes, e esta associada a menor mortalidade quando

comparada com 0s outros acessos vasculares alternativos (Schon, 2007).

1.2.2 — Dialise Peritoneal

A DP ¢é um procedimento dialitico que utiliza o peritoneu como membrana
semipermedvel. O peritoneu é uma membrana muito vascularizada constituida por duas
camadas: uma que reveste o interior das paredes da cavidade abdominal e outra que
recobre a maior parte dos érgdos abdominais. Entre as duas camadas existe um espaco,
denominado de cavidade abdominal. Para se efectuar a DP, deve-se em primeiro lugar,
introduzir um cateter no interior da cavidade e através da mesma, vai-se introduzir uma
determinada quantidade de solucdo de dialise que, deve ser deixada no seu interior por
um periodo de tempo variavel conforme o caso. Assim, o peritoneu funciona como uma
membrana semipermeavel permitindo a depuracdo do sangue. (NKUDIC, 2006). Este
tipo de tratamento, deve ser repetido as vezes que forem necessarias, mediante a
introducdo de uma quantidade maior ou menor de solucdo de dialise.

A utilizacdo do cateter de Tenckhoff, a introducdo da DPCA (dialise peritoneal
continua ambulatéria) em 1978, os avancos na melhoria das solugbes de dialise e o
aparecimento da DP automatica, transformaram a técnica DP numa alternativa valida e
eficaz na terapéutica da insuficiéncia renal (Blagga, 2004).

A DPCA ¢ um procedimento que pode ser realizado no domicilio e consiste na
execucao de trocas, que o doente pode realizar, de bolsas de diélise. A solugdo de didlise
permanece na cavidade abdominal durante um periodo de quatro a cinco horas, durante
0 qual ocorre a osmose e difusdo de solutos atraves da membrana peritoneal. O liquido é
depois drenado e substituido por uma solugdo nova. O nimero de trocas de bolsa, a

concentracdo de solugdo de dialise e o volume a infundir varia de caso para caso, de
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acordo com a indicacdo médica (Ribeiro, 2009). E um tipo de auto-dialise e a maioria
dos doentes faz quatro trocas diérias consecutivamente.

Para este tipo de dialise é necessario um cateter de silicone flexivel com um ou
dois “cuffs” de dacron — cateter de Tenckhoff. O implante do cateter € feito
habitualmente por disseccdo cirurgica ou por peritoneoscopia. Os “cuffs” fixam o
cateter e impedem o desenvolvimento de infeccbes do peritoneu (Costa, 2003). A
DPCA é indicada para doentes com ICC, doenga cardiaca sistémica, DM, dificuldade de
acesso vascular, e idosos com problemas cardiovasculares (Abensur, 2008; Ribeiro,
2009).

A didlise peritoneal ciclica continua (DPCC) é um tipo de dialise idéntico a
DPCA, mas em que o doente ndo necessita de realizar trocas diurnas de solucéo de
dialise, melhorando assim a sua qualidade de vida. E um método continuo, com trocas
automaticas nocturnas, que consiste na realizacdo de 6 a 8 ciclos de 1h-1h30.

A didlise peritoneal intermitente (DPI) é um tipo de diélise que é realizada nos
hospitais com o recurso ao mesmo tipo de maquina de dialise utilizada na DPCC. Para a
realizacdo da DPI é necessario um cateter, rigido ou flexivel, que deve estar posicionado
na area pélvica para acesso a cavidade abdominal. A dialise é realizada em trés etapas:
infusdo, permanéncia e drenagem da solucdo dialitica. As trocas sdo repetidas em
periodos fixos de tempo, ndo devendo ser inferior a 30 minutos. Os tratamentos com
DPI sdo mais demorados do que com DPCC, durando 36-42 horas por semana.

As principais complicacdes da DP incluem peritonite, infeccdo do tunel
subcutdneo e do orificio de saida. A peritonite é causada por agentes bacterianos ou
fangicos. As principais manifestacbes sdo: turvacdo do liquido peritoneal, dores
abdominais, febre, nduseas e vomitos (Abensur, 2008).

A infeccdo do tdnel subcutaneo e do orificio de saida caracteriza-se pela
presenca de material purulento, calor em redor do orificio de saida do cateter, podendo
associar-se com dor abdominal e febre. Como na peritonite, recomenda-se a
administracdo imediata de antibioticoterapia.

Apesar da melhoria a nivel dialitico e do cuidado do doente, a taxa de

mortalidade anual de doentes renais em tratamento hemodialitico permanece elevada.
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1.2.3 — Hemodiafiltracdo Online

Tem vindo a ser sugerido que as terapias suportadas por fendmenos convectivos
representam modalidades promissoras e neste contexto a HDF é apelativa porque
combina a ultrafiltracdo (clearance de solutos de maior peso molecular) com a difusédo
(remocéo de solutos de menor peso molecular), ou seja, uma modalidade de dialise mais
efectiva que aumenta o espectro de solutos a remover.

Durante a HDF, a utilizacdo de um fluido dialitico ultrapuro e a utilizagdo de
fluido de substitui¢do estéril em combinagdo com o uso de membranas sintéticas de alto
fluxo, resulta numa optimizacéo da biocompatibilidade do circuito extracorporal (APIR,
2010).

Alguns estudos tém sugerido que a HDF se associa a tolerancia e eficacia
superiores, quando comparada com a HD convencional e de alto fluxo, podendo
aumentar a longevidade do doente; a HDF online aumenta a estabilidade hemodindmica
intradialitica, o que facilita o tratamento de doentes idosos e de alto risco; a HDF pode
melhorar a biocompatibilidade do sistema dialitico, reduzindo a bioactivacdo e o
consequente efeito inflamatério.

Foi também descrito que a HDF online reduz os niveis sanguineos dos produtos
de glicosilacdo avancada que estdo implicados nas complicacdes de longo termo em
doentes hemodialisados (APIR, 2010).

1.2.4 — Transplante Renal

Os doentes escolhem este tipo de tratamento por varias razdes: evitar a dialise,
melhorar o seu bem-estar, e qualidade de vida (Bittencourt, 2004). O TR é um
procedimento que envolve o transplante de um rim saudavel de um dador vivo ou morto
para um receptor com DRC a realizar dialise ou em fase pré-dialitica.

O TR ¢ indicado em todos os doentes com DRC (1-70 anos), sem doengas
neoplasicas ou doenca cardiovascular sintomatica. Para a realizacdo do TR séo
necessarios varios exames: provas de compatibilidade sanguinea e de
histocompatibilidade (para evitar reacgdes que possam produzir perda da funcdo do

0rgdo) cruzada entre possiveis doadores e receptores (Bittencourt, 2004).
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O TR é o melhor método de tratamento do doente insuficiente renal terminal,
dado que melhora de forma significativa a sua qualidade de vida e em alguns doentes

pode mesmo ser life-saving.
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2 — Doenca Renal Cronica associada a Diabetes Mellitus

A DM é uma doenca cronica, multissistémica, que afecta um nimero crescente
de individuos em todo o mundo. Nos paises desenvolvidos a mortalidade do doente
diabético com IRC é aproximadamente duas vezes superior a da populacdo em geral.

A DM inclui um grupo de alteraces metabolicas que tém em comum a
hiperglicemia e que resultam de uma complexa interaccdo de factores genéticos e
ambientais. Estima-se que cerca de 380 milhdes de individuos desenvolverdo DM em
2025, constituindo uma preocupante pandemia mundial (McGill, 2009). Estudos
coordenados pelo grupo de Gardete Correia estimam que a prevaléncia da DM em
Portugal é de 11,7 % sendo mais elevada nos homens (14,2%) (Correia, 2009). As
complicagdes associadas a DM podem ser microvasculares (oculares, neuropaticas e
nefropaticas) ou macrovasculares (doenca coronaria, arterial periférica, e
cerebrovascular). No que respeita as complicacdes microvasculares, nomeadamente
oculares, a mais comum e especifica das microangiopatias cronicas da DM é a
Retinopatia Diabética (RPD), sendo a principal causa de cegueira em todo mundo
(Osorio, 2006; Waugh, 2007). A DM causa alteracdes estruturais na morfologia renal,
designadamente do glomérulo, caracterizadas pelo espessamento da membrana basal
glomerular e do mesangio devido a acumulacdo de matriz extracelular, e aumento do
volume renal (Katz, 2002). As causas da nefropatia diabética (ND) sdo ainda
desconhecidas. No entanto, alguns estudos sugerem que 0s mecanismos envolvidos
incluem a hiperglicemia, a presenca de complexos glicosilados na circulacdo e a
activacdo de mediadores inflamatérios (Craig, 2005). A hiperglicemia é responsavel
pela hiperfiltracdo renal que induz o aumento da pressdo capilar glomerular. Esta
promove a proliferacdo celular que € regulada pela libertacdo do Transforming Grown
Factor a (TGF-a) implicado na hipertrofia, na divisdo celular e no processo de fibrose
renal, através da estimulacdo da producdo de colagénio e de fibronectina. Os produtos
glicosilados resultantes da ligacdo da glicose a proteinas do rim também contribuem
para a lesdo renal através da estimulacdo de factores promotores de fibrose. A
glomerulosclerose na diabetes € caracterizada pelo espessamento da membrana basal
glomerular, esclerose mesangial difusa e nodular (ndédulos de Kimmelstiel-Wilson),
arterioloesclerose hialina, microaneurismas e alteragfes tubulares e intersticiais (Katz,

2002). A gravidade das lesGes renais correlaciona-se com a taxa de filtracdo glomerular,
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grau de albumindria, duracdo da diabetes, grau de controlo da glicemia e de alguns
factores genéticos (Katz, 2002; Caramori, 2002).

A anemia é cada vez mais reconhecida em doentes com IRC associada a DM
(Stevens, 2003; Laville, 2004). Aproximadamente 40 % dos doentes diabéticos sofrem
de nefropatia (Morrish, 2001; Gross, 2005). A anemia é mais frequente nos doentes
diabéticos com nefropatia do que nos ndo diabéticos com insuficiéncia renal idéntica
causada por outros factores (Thomas, 2005; Ravana, 2007). A redugdo da funcéo renal
correlaciona-se com o0s niveis de Hb nestes doentes. A diminuicdo da producdo de
eritrocitos na ND deve-se essencialmente a baixa concentracdo de eritropoietina (EPO)
sérica resultante da diminui¢do da sua producdo. E concomitante com a alteragio
inflamatoria causada pela DRC que também interfere na absorcdo intestinal de ferro e

na sua mobilizacdo, provocando a anemia na ND (Wang, 2004).
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3. Doenca renal cronica e suas complicacdes

Como referido anteriormente, uma das principais complicacdes associadas a
DRC € a anemia. Assim, dado os objectivos desta tese, neste ponto € feito uma revisao
das principais causas, assim como dos mecanismos patofisiologicos associados a

anemia na DRC.

3.1. Anemia no doente renal crénico

A associacdo entre a anemia e a DRC é conhecida ha mais de 150 anos, sendo
responsavel por parte da sintomatologia do doente urémico.

A anemia é uma complicagdo frequente e importante na DRC associando-se a
aumento da morbilidade e mortalidade. De acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude, considera-se que ha anemia quando a Hb é <13 g/dl em homens e mulheres na
p6s-menopausa, e <12 g/dl em mulheres na pré-menopausa. Esta condi¢cdo ocorre em
cerca de 90% dos doentes com DRC e com TFG <25-30 mi/min (WHO, 2008).

A anemia é habitualmente hipocromica e normocitica e resulta da inter-relacéo
de diversos factores, salientando-se: eritropoiese diminuida, hemolise, hemorragia e
inflamagdo (Price, 2010). A eritropoiese inadequada € a causa mais importante da
anemia e resulta da reducéo da sintese de eritropoietina (EPO) pelo parénquima renal.
Outros factores também contribuem, principalmente a deficiéncia absoluta ou funcional
de ferro, a diminuicdo do tempo de vida dos eritrocitos e deficiéncias nutricionais
eritropoiéticas, tais como de vitamina B12 e de folatos (WHO, 2008; Costa, 2008).
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3.1.1- Terapéutica com Eritropoietina Humana Recombinante

A EPO é uma citoquina essencial na regulacdo da eritropoiese, produzida no rim
(90%) e figado (10%) em resposta a hipoxia. Esta glicoproteina, que tem um peso
molecular de 30-35 kDa e 165 aminoacidos, € muito glicosilada e actua como factor de
crescimento nas células progenitoras eritroides (CFU-E) promovendo a sua proliferacdo
e diferenciacdo, e inibindo a apoptose (Putten, 2008; Costa 2008).

A introducéo da terapéutica com EPO humana recombinante (EPOhr) no inicio
dos anos 90 permitiu uma diminuicdo importante da prevaléncia de anemia nestes
doentes, reduzindo acentuadamente as necessidades transfusionais (Khankin, 2010).
Esta terapéutica, permitiu uma melhoria da funcdo cardiaca e consequente melhoria da
qualidade de vida destes doentes (Khankin, 2010).

3.1.2-Resisténcia a terapéutica com EPOhr

Na DRC a eritropoiese esta diminuida, condicionada por uma resposta medular
inadequada devido a baixa secrecdo de EPO, a diminuicdo da resposta da medula 6ssea
a EPO, e a diminuicdo da eritropoiese decorrente da menor disponibilidade em ferro (Li,
2010).

Segundo alguns autores, uma das explicacbes para esta resposta medular
inadequada a terapéutica com EPOhr, resulta da activacdo de células inflamatorias, com
libertacdo de citoquinas inflamatdrias (Ex: IL-1 e IL-6), do factor de necrose tumoral
alfa (TNF-a), e do interferdo gama (INF-y) que inibem a proliferacdo e diferenciacédo
dos precursores eritroides. A NKF-KDOQI recomenda que o valor adequado de Hb em
doentes submetidos a tratamento com agentes estimuladores de eritropoiese (ESA) seja
de 11-12 g/dl. No entanto, este valor ndo é alcancado em muitos dos doentes, mesmo
com doses elevadas de ESA (Kanbay, 2010).

A baixa capacidade de resposta a EPO é um factor de risco associado com
mortalidade. Tanto a incapacidade de se alcancar o valor adequado de Hb, como a
administracdo de doses elevadas de ESA, estdo associados com risco aumentado de
ICC, enfarte do miocéardio ou acidente vascular cerebral. (Kanbay, 2010).

A NKF-DOQI define “resisténcia a terapéutica com EPOhr” quando se verifica

pelo menos uma das trés condi¢6es: diminuicdo significativa nos niveis de Hb com dose
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constante de ESA, aumento significativo da dose de ESA necessaria para manter o nivel
de Hb, ou incapacidade para aumentar o nivel de Hb para valores> 11 g/dl com dose
equivalente de darbopoietina a de 1,5 pug / kg / semana (Kanbay, 2010).

O "indice de resisténcia a eritropoietina” (IRE) € um método alternativo,
considerado por alguns autores como o melhor marcador do grau de resisténcia a ESA.
Um valor de IRS> 0,02 ug /kg/semana indica resisténcia & ESA. O tempo do IRE pode
ser importante para aferir o grau de resposta a estes agentes (Kanbay, 2010).
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3.2- Inflamacéo

A inflamac&o é uma resposta a varios estimulos agressivos, como lesdo tecidular
causada por infeccdo ou dano fisico. E um processo complexo que envolve a
participacao de varias células e moléculas, e pode ter intensidade e duracdo diferentes.

A DRC é considerada uma situacdo inflamatéria que induz a libertacdo de
citoquinas pro-inflamatdrias, incluindo o TNF- a, a IL-1, a IL-6 e o IFN-y, que sdo
produzidas por diferentes células, incluindo leucdcitos, fibroblastos e ceélulas
endoteliais. (Kushner, 1999). Estas citoquinas, estdo associadas a alteracbes sistémicas
induzindo, o aumento de proteinas da fase aguda, como a Proteina C reactiva (PCR) e o
fibrinogénio, assim como uma diminuicdo da albumina e da transferrina (Cooper, 2003;
Smrzova, 2005).

As causas para a resposta inflamatoria exacerbada em DRC em HD n&o estdo
ainda bem esclarecidas. Existem, no entanto, varias fontes possiveis, incluindo
contaminacdo bacteriana do dialisador, incompatibilidade com a membrana do
dialisador e infeccdo do acesso vascular. No entanto, o procedimento de dialise pode ser
apenas parcialmente responsavel pela resposta inflamatéria, porque mesmo doentes com
insuficiéncia renal que ainda ndo estdo em didlise, apresentam aumento de marcadores
inflamatorios, que aumentam ainda mais apds inicio do tratamento de HD regular,
sugerindo que a doenca por si s6 desencadeia uma resposta inflamatoria (Macdougall,
2002; Schindler, 2002; Costa, 2008).

Durante a resposta inflamatdria, a mobilizagdo de ferro, dos locais de
armazenamento no sistema reticulo-endotelial, é inibida, comprometendo a proliferacao
e diferenciacdo de células progenitoras eritroides, reduzindo, portanto, a eritropoiese
(Macdougall, 2002).

A resisténcia a EPOhr pode dever-se a activacdo de linfécitos T e de mondcitos,
que condicionam a producdo aumentada de citoquinas pro-inflamatérias. Estas
citoquinas, por sua vez, podem agir localmente, antagonizando a ac¢do da EPOhr a

nivel celular, causando resisténcia a terapéutica com EPOhr.
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3.3- Ferro e seu metabolismo

O ferro € um elemento essencial para a homeostasia celular. Nos mamiferos esta
presente em proteinas de armazenamento de ferro e na Hb e mioglobina e em algumas
enzimas. As células do organismo, requerem ferro em diferentes processos metabélicos,
nomeadamente o transporte de oxigénio, a sintese de DNA e o transporte de electres
(Li, 2010).

O ferro utilizado pelo organismo provém da dieta. Uma dieta normal contém 13-
18 mg de ferro dos quais apenas 1-2 mg sdo absorvidos por dia no epitélio duodenal
(Figueiredo, 2010). A quantidade de ferro absorvida é regulada pelas necessidades do
organismo, sendo, no entanto, limitada.

A solicitacdo da absorcdo de ferro pelo organismo promove uma maior
expressao de proteinas envolvidas neste processo, como a proteina transportadora de
metal divalente (DMT-1) e a ferroportina (FPT) (Grotto, 2008). Estas proteinas sao
responsaveis pelo transporte de ferro, nas células, estando o ferro na forma de Fe (Il). A
transformacéo de Fe (I11) em Fe (Il) é mediada pela redutase citocromo b duodenal ou
Dcytb. O Fe (Il) liga-se @ membrana dos enterdcitos e a proteina transportadora do
heme 1 (HCP-1) incorporando assim o ferro para o meio intracelular.

O Fe (Il) absorvido pode seguir duas vias; € incorporado na ferritina, ou
deslocado para a membrana basolateral do enterdcito (Grotto, 2008). Ai, o [Fe (1)] é
oxidado [Fe (lII)], por accdo da hefestina, sendo posteriormente captado por uma
glicoproteina de 80 kDa, a transferrina (Tf) via receptores da Tf e gene da
hemocromatose humana (HFE). A Tf é sintetizada no figado, retina e cérebro,
transportando ferro, até aos locais de sintese de hemoproteinas ou para armazenamento
(Grotto, 2008).

A entrada do ferro nas células é iniciada pela sua ligacdo ao receptor soluvel da
transferrina (RsTf), presente na superficie de diferentes tipos de células. O RsTf é um
homodimero transmembranar constituido de duas subunidades idénticas ligadas por
pontes dissulfureto. Cada subunidade apresenta um dominio C-terminal extracelular, um
dominio transmembranar e um pequeno dominio N-terminal citoplasmatico. (Grotto
2010).

A ligacdo entre o RsTf e a Tf é facilitada pelo pH de 7,4 e s6 depois desta
ligacdo se inicia a captacao de ferro pelas células.
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No citosol, estd presente a proteina da hemacromatose que vai formar um
complexo com o RsTf e a Tf. O complexo que se forma vai ser acidificado por bombas
de H+ (ATP dependentes) que diminuem o pH para 5,5. Esta modificagdo no pH induz
modificagdes nas moléculas da Tf-Fe (1I) e do RsTf permitindo a libertacdo de ferro
para o citoplasma.

Como mencionado anteriormente, a proteina DMTL1 € essencial para o fluxo de
ferro do endossoma para o citoplasma. Uma vez que o ferro libertado pela Tf esta na
forma Fe (I11) e a DMT1 tem grande afinidade para o Fe (11), o ferro é entdo reduzido a
Fe(ll) por uma ferrro-reductase STAT3 que € responsavel pela reducdo do ferro
libertado pela Tf, que seré entdo transferido para o citosol pela DMT1 (Grotto 2010;
Collins, 2008). Assim, o ferro pode ser armazenado, incorporado na ferritina, (células
ndo eritroides) ou ser utilizado na sintese de outras proteinas que contém ferro,

nomeadamente para a sintese de Hb (células eritroides).
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3.3.1.- Regulacéo da absorcéo do ferro

Os macrdfagos, enterdcitos e os hepatocitos desempenham um papel crucial na
homeostasia de ferro. A absorc¢éo de ferro é modulada pelo péptido hepcidina (HPN),
que é considerado actualmente, o regulador central da homeostasia do ferro no
organismo (Deicher, 2004).

A hepcidina (HPN) ¢ um peptideo codificado pelo gene “hepcidin antimicobrial
peptide” (HAMP) (Krause, 2000), é constituida por 25 aminoacidos e € sintetizada
principalmente a nivel hepético.

O mecanismo de ac¢do da HPN depende da sua interaccdo com a ferroportina
(FPN), uma proteina de membrana, expressa na superficie dos macréfagos, hepatocitos,
enterocitos e células placentérias. (De Domenico, 2007). A interac¢do entre a HPN e a
FPN, induz a degradacdo do endossoma bloqueando o transporte de ferro pela FPN.
Quando os niveis de transferrina sérica estdo elevados, a sintese de hepcidina é
estimulada e desta forma, inibe a absorcdo intestinal de ferro, a libertacdo de ferro pelos
macrofagos, e o0 seu transporte através da placenta (Ganz, 2005). Por outro lado, quando
os niveis de transferrina sérica estdo diminuidos, a producdo de HPN é suprimida,
aumentando assim a absorcao intestinal em ferro, assim como a sua libertacdo pelos
macrofagos. (Nemeth, 2004).

A expressdo da HPN é estimulada pela sobrecarga de ferro e inflamacéo e, em
contrapartida, a sua sintese esta inibida na deficiéncia de ferro, na hipdxia, no aumento
da eritropoiese, de eritropoietina e na anemia (Fig.1) (Ganz, 2006).

O estimulo da expressdo da HPN, em resposta a inflamacéo e/ou infeccédo, é em
parte mediado pela citoquina IL-6, limitando a biodisponibilidade de ferro para as
células. (Wrighting, 2006). Na inflamacdo cronica, esse estimulo é continuo e resulta
em alteracbes na homeostase do ferro levando a anemia da inflamacg&o (Ganz, 2004).
Um segundo modo de regulacdo da hepcidina depende interac¢do do promotor do gene

de HPN com a via Smad/ BMP que sera explicado no ponto 3.5.

18
Joana Lopes Martins Coimbra



Resisténcia a Terapéutica com Eritropoietina Humana Recombinante e niveis plasmaticos de BMP-2 em doentes hemodialisados
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Figura 1: Esquema representativo da regulagdo pela hepcidina do ferro no organismo. (Adaptado de

Collins, 2008)
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3.4. Inflamacado e Metabolismo de Ferro

A resposta inflamatoria interfere na accdo da EPO, na absorcdo intestinal de
ferro, e na mobilizacéo de ferro pelo organismo.

Durante o processo inflamatorio a HPN aumenta devido a um mecanismo que é
independente do metabolismo de ferro e da actividade eritropoiética. A citoquina pro-
inflamatoria IL-6, que como referido anteriormente esta aumentada durante os
processos inflamatorios, é um activador da HPN (Nemeth, 2004; Wrighting, 2003).

A IL-6 € uma citoquina com multiplas actividades bioldgicas, constituida por
212 aminoacidos, com um peso molecular de 22.000-30.000 Da, codificada por um
gene localizado no cromossoma 7. A IL-6 activa a via STAT3, que interage com o
promotor do gene HAMP. No entanto, para a activacdo de STAT3 é necessaria a ac¢ao
de Smad4 para que ocorra a expressao do gene HAMP. Estes mecanismos indicam que
a HPN pode ser um mediador patolégico da anemia das doencas cronicas (Kemma,
2008;Piperno, 2009).

3.5. Proteinas Morfogénicas Osseas e Metabolismo de Ferro

As BMP’s sdo glicoproteinas de baixo peso molecular pertencentes a familia do
TGF-B, de estrutura dimérica, com duas cadeias polipeptidicas unidas por pontes
dissulfito, podendo ser homodiméricas (duas cadeias idénticas) ou heterodiméricas
(duas cadeias diferentes) (Pouliot, 2003).

As BMP’s estdo envolvidas na morfogénese, desenvolvimento e homeostasia
celular (regulacdo da proliferacdo, apoptose, e diferenciacdo) e na remodelacdo da
matriz extracelular (Canalis, 2010). Além de relacionadas com o tecido 0sseo, séo
proteinas morfogénicas multicelulares, com amplo espectro de actividades bioldgicas
em diversos tipos celulares, incluindo mondcitos, células epiteliais, células
mesenguimatosas e células neuronais (Canalis, 2010). O aumento dos niveis de ferro
promove a activacdo das BMP’s, que se vao ligar a receptores especificos na superficie
celular, designadamente a hemojuvelina (HJV). Esta ligacdo causa a fosforilacdo de
receptores R-Smads que dimerizam com a Smad4. O heterodimero formado (R-
Smad/Smad 4) desloca-se para o nucleo activando a transcricdo do gene HAMP (Ganz,
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2006). A HJV parece actuar como regulador positivo da expressdo de HPN. No entanto,
mutacdes no gene HJV associadas com hemocromatose hereditaria tém capacidade de
gerar sinais via BMP’s que induzem a expressdo de HPN. Alguns estudos descrevem
que a anulagdo do sinal BMP/TGF no figado de ratos resulta em niveis baixos de HPN
e em sobrecarga de ferro.

Recentemente Dalfino et al (Dalfino, 2010) descreveram pela primeira vez um
aumento dos niveis sericos de BMP-2 em doentes com DRC, assim como uma
correlacéo entre as concentracdes séricas da TFG e BMP-2, sugerindo que o0 aumento de
BMP-2 esta directamente associado com lesGes renais (Dalfino, 2010).

Estes resultados suportam a hipdtese de que a funcédo renal pode influenciar a sintese/ou
metabolismo da BMP-2.

INiveis Elevados de Ferro Hipoxia

Anemia

Niveis Baixos de Ferro Eritropoiese

Macrofago

Enterdcito

Th x-
Infeccio % O O

Inflamacdo Tf.Fe TI
() o 0% %"

Figura 2: Vias envolvidas na regulacdo da Hepcidina. (Adaptado de Mariani, 2009)

A interleucina (IL-6) estimula a sintese de hepcidina através da activacdo de STAT; proteinas
morfogénicas do o0sso (BMP’s) estimulam a expressdo genética da hepcidina através de uma via
dependente de hemojuvelina (HJV), receptores de BMP (R-BMP) e activacdo de SMAD. As vias activas
de regulacdo (actividade eritropoiética, regulacdo do metabolismo de ferro e regulagdo da inflamacéo)

21
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controlam em conjunto a producdo de hepcidina nos hepatécitos. A transferrina também estimula a
expressao genética da hepcidina através de uma via dependente do receptor soltvel de transferrina (RsTf),
proteina HFE e activacdo de SMAD. A eritropoietina tem um efeito inibidor na expressdo de hepcidina
através da inibicdo do receptor da eritropoietina (R-EPO), de STAT e de SMAD.
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Parte Il — Objectivos
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1. Objectivo

Como foi descrito anteriormente, as BMP’s parecem ter um papel importante na
regulacdo da expressdo do gene da HPN. Esta ultima tem um papel importante na
regulacdo da absorcdo e mobilizacdo de ferro no organismo. Uma vez que os doentes
sob terapéutica de HD e de EPOhr, apresentam uma deficiéncia funcional em ferro, que
se acentua no caso dos doentes resistentes & terapéutica com EPOhr que apresentam
também um processo inflamatério mais acentuado, tornou-se importante avaliar os
niveis de BMP-2 em DRC sob terapéutica de HD e de EPOhr, a fim de clarificar o seu
papel na IRC, na inflamacdo e na resisténcia a terapéutica com EPOhr.

Com esse objectivo, avaliamos diferentes marcadores de insuficiéncia renal,

marcadores inflamatdrios, o metabolismo de ferro e niveis plasmaticos de BMP-2
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Parte 111 — Metodologia
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1. Material e métodos

1.1. Doentes

Foram incluidos neste trabalho setenta e dois individuos, 48 com DRC em
hemodialise [20 homens e 28 mulheres, com idade média (xDP) de 64,0 (x 15,9 anos)]
e 24 individuos saudaveis [14 homens e 10 mulheres, com idade média (xDP) de 34,5
(11,6 anos)].

As causas da insuficiéncia renal no grupo de doentes foram as seguintes:
diabetes mellitus tipo 1l (n=16), sindrome nefrético cronico (n= 7), doenca renal
hipertensiva (n= 5), doencas renais tabulo intersticiais (n=1), uropatia obstrutiva (n=1),
sequelas de tuberculose (n=1), amiloidose (n=1) e causa indeterminada (n=16).

Todos os doentes estavam sob terapéutica hemodialitica trés vezes por semana,
com duracdo média de 3-5 horas por sessdo. Em média estes doentes estavam em
terapéutica hemodialitica hd 36 meses. Utilizaram-se dialisadores de alto fluxo de
polissulfona classe-FX (Fresenuus Medical Care, Ba Homburg Alemanha); 35 dos
doentes usavam como acesso vascular FAV e 13 CVC.

Catorze doentes foram classificados como resistentes e 34 como sensiveis a
terapéutica com EPOhr. A classificacdo dos doentes como sensiveis ou resistentes a
terapéutica com EPOhr foi efectuada de acordo com as recomendagdes europeias para
boas préticas clinicas, que definem resisténcia a EPOhr: doentes que para atingir 0s
niveis de Hb entre 11 e 12 g/dl necessitam de doses de EPOhr superiores a 300 Ul
Kg/semana de epoetina beta ou de 1.5ug/Kg/semana de darbopoietina o. A dose média
(xDP) de EPOhr nos doentes sensiveis a EPOhr foi de 0,33 (+ 0,36) pg /kg/semana e
nos doentes resistentes foi de 2,07 (£ 0,39) ug /Kg/ semana.

Além da terapéutica com EPOhr, todos os doentes estavam sob terapéutica
profilactica com ferro e &cido folico, de acordo com as recomendacdes do guia europeu
de boas préticas clinicas, para evitar deficiéncias nutricionais e favoravel a accao da de
eritropoietina.

N&o observamos diferenca estatisticamente significativa entre os doentes
resistentes e sensiveis a EPOhr quanto a idade, sexo, peso corporal, altura, indice de
massa corporal e tempo de dialise; também, ndo se verificou diferenca estatisticamente
significativa entre o nimero de doentes que usavam FAV e CVC como acesso vascular,

nem entre os que tinham e os que ndo tinham diabetes mellitus tipo II.
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Foram excluidos deste estudo os doentes com cancro, patologias hematoldgicas,
doengas auto-imunes e infec¢des agudas.

Todos os doentes deram 0 seu consentimento informado para participar neste
estudo.

Voluntarios saudaveis (14 homens e 10 mulheres), com valores hematoldgicos e
bioguimicos normais, sem qualquer histéria de doenca renal ou inflamatoria, foram
utilizados como grupo controlo. Este grupo, foi emparelhado, na medida do possivel,

por idade e sexo com o grupo de doentes em HD.

1.2. Ensaios

Foram colhidas amostras de sangue (com e sem EDTA) no grupo controlo em
jejum e nos doentes imediatamente antes da sessdo de HD.

A contagem de eritrocitos, hematocrito, concentracdo de Hb, indices
hematimétricos [volume globular médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM) e
concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) e RDW] foram efectuadas num
contador automatico (Sysmex K1000, Sysmex, Hamburgo, Alemanha).

A contagem de reticuldcitos foi efectuada ao microscopio em esfregacos de
sangue periférico apds coloragdo supravital com azul-de-metileno novo (Sigma, St.
Louis, Missouri, EUA). O indice de producdo de reticuldcitos (IPR) foi calculado para
medir a producdo efectiva de eritrocitos, corrigido para o grau de anemia e para a
libertacdo prematura dos reticuldcitos pela medula 6ssea. A concentragdo sérica de ferro
foi determinada por método colorimétrico (ferro, Randox Laboratories, Crumlin, Reino
Unido) e a ferritina e a transferrina foram determinadas por imunoturbidimetria
(ferritina e transferrina sérica, Randox Laboraries, Crumlin, Reino Unido). A saturacao
da transferrina (ST) foi calculada pela formula: ST (%) = 70,9 X concentracdo sérica de
ferro (em pg/dl) / concentracdo de transferrina sérica (mg/dl).

Foram usados imunoensaios para determinar o0s niveis seéricos do receptor
soltvel da transferrina (Human sTfR, Quantikine IVD, In Vitro Diagnostic, R & D
Systems, Min-Napolis, Minnesota, EUA). A proteina C-reactiva (PCR) foi determinada
por turbidimetria (Tina-quant® C-reactive protein high sensitive assay, Roche
Diagnostics, Basel, Suica) e os niveis sericos de IL-6 foram determinados por ELISA

(Human IL-6 High Sensitivity ELISA, eBioscience).
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Os niveis de BMP2 foram determinados por ELISA (Quantikine, R&D Systems,
Minnesota, EUA).

1.3. Analise Estatistica

Os dados foram analisados com recurso ao programa estatistico SPSS, versédo
17.0. O teste de Kolmogov-Smirnov foi usado para avaliar a normalidade da
distribuicdo das variaveis. Os resultados obtidos sdo apresentados como média (+ DP)
qguando a variavel seguia distribuicdo normal e como mediana (intervalo interquartil)
quando a variavel seguia uma distribui¢cdo normal. As comparacGes entre grupos foram
efectuadas utilizando o teste t-Student quando a variavel tinha distribuicdo normal ou o
teste de Mann-Whitney U quando a variavel ndo tinha distribuicdo normal. Os testes de
correlacdo foram efectuados utilizando o teste de Pearson ou de Spearman consoante a
variavel tinha ou ndo tinha distribuicdo normal. Valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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Parte 1V — Resultados
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Os resultados obtidos foram analisados de duas formas: a) diferencas entre o
grupo de controlo e o grupo de doentes em HD; b) diferencas nos diferentes parametros,
por tipo de acesso vascular, por classificacdo de resistentes ou sensiveis a terapéutica
com EPONhr e por associagdo ou ndo com diabetes mellitus tipo II.

Na tabela 2 estdo representados os resultados obtidos no grupo controlo e no
grupo de doentes em HD referentes aos dados hematologicos, ao metabolismo do ferro,
aos marcadores inflamatdrios e aos niveis plasmaticos de BMP2.

Os doentes em HD apresentam diminuicéo significativa na concentracdo de Hb,
no hematdcrito, na CHGM, e na contagem de eritrocitos e reticuldcitos, e um aumento
do VGM. Os doentes apresentam ainda diminuicdo significativa na contagem de
linfocitos e de plaquetas; aumento da razdo de neutrofilos/linfocitos, dos marcadores
inflamatérios (PCR e IL-6), e alteracbes no metabolismo do ferro (aumento
significativo da concentracdo serica de ferritina e do RsTf, e diminuicdo do ferro e de
transferrina) quando comparados com o grupo controlo. Os niveis plasméaticos de BMP2

eram significativamente superiores nos doentes em HD (Figura 3).
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Tabela 2: Parametros hematoldgicos, marcadores do metabolismo de ferro, marcadores inflamatérios e

niveis de BMP-2 no grupo controlos e no grupo de doentes em HD.

Hb(g/dL) 14,94 + 0,88 11,95+1,79 2
Hematocrito (%) 44,32 + 2,85 37,38+5,35%
RBC (x10%/L) 4,90 + 0,46 3,93+0,56*
VGM (fL) 88,25 +11,95 95,03 +5,86 "
HGM (pg) 30,62 +1,61 30,39+2,44
CHGM (g/dL) 33,75+ 0,47 32,05+1,48°%
RDW (%) 15,00 (14,80-15,50) 15,91 (13,67-17,90)
Reticulocitos (x10%L) 61,09 + 32,01 43,40 + 27,77 °
IPR 1,21 +£0,62 0,92 + 0,60
Leucocitos (x109/L) 6,55+ 1,15 6,46 + 2,13
Neutrofilos (x10%L) 3,98 (3,16-4,90) 3,81 (2,97-4,91)
Linfocitos (x10%/L) 1,96 + 0,37 1,45 + 0,65 *
Mondcitos (x10%L) 0,18 +£0,13 0,45 +0,20
Eosindfilos (x10%/L) 0,18 (0,08- 0,22) 0,15 (0,08-0,31)
Basofilos (x10%/L) 0,005 (0,003-0,008) 0,025 (0,011-0,040)
Neutrofilos/Linfocitos 1,72 +£0,11 4,05 +0,34°2
Plaquetas 242,00 (211,25-283,75) 151,50 (130,75-196,00)%
Marcadores do Metabolismo do Ferro
Ferro (ug/dL) 54,50 (43,25-70,75) 32,00 (26,50-51,00)
Ferritina (ng/mL) 103,06 +£ 61,86 415,50 + 166,00 2
Transferrina (mg/dL) 312,17 + 44,47 172,14 + 36,74 2
Saturacao Transferrina 14,23+ 271 13,32+ 4,75
RsTf (nmol/L) 12,82 (11,06-15,25) 20,97 (15,16-38,27)
Marcadores Inflamatorios e Niveis de BMP2
PCR (mg/dL) 0,68 (0,42-1,47) 6,14 (2,68-17,23)
IL-6 (pg/mL) 0,42 (0,27-0,59) 3,19 (1,23-4,69) ®
BMP-2 (pg/mL) 26,49 (18,58-34,26) 46,41 (31,17-62,62) ®

Os resultados sdo apresentados como media * desvio padrdo ou como mediana (intervalo interquartil); * p

< 0,001, vs Controlos; ® p < 0,05, vs Controlos.

Hb: Hemoglobina; RBC: Red Blood Cells, VGM: Volume Globular Médio, HGM: Hemoglobina
Globular Média, CHGM: Concentracdo da Hemoglobina Globular Média, RDW: Red blood cells

distribution, IPR: indice de Producio de Reticuldcitos, RsTf= Receptor sollvel da transferrina.
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Figura 3: Niveis plasméticos de BMP-2 no grupo controlo e no grupo de doentes em HD.

Na tabela 3 estdo representados os dados hematoldgicos, marcadores do
metabolismo de ferro, marcadores inflamatérios e niveis plasmaticos de BMP-2 nos
doentes, de acordo com o tipo de acesso vascular.

Os doentes que usam CVC como acesso vascular apresentam diminuicéo
significativa de HGM e de CHGM e um aumento significativo no RDW quando
comparados com doentes que usam FAV. Apresentam também diminuicéo significativa
da concentracdo de ferritina e aumento significativo do RsTf. Os niveis plasmaticos de
BMP2 foram significativamente superiores nos doentes que utilizam CVC como acesso

vascular quando comparados com os doentes que usam FAV.
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Tabela 3: Parametros hematoldgicos, bioquimicos e inflamatdrios no grupo controlo e no grupo de doentes em HD, por tipo de acesso vascular.

Dose EPOhr
Hb(g/dL)
Hematdcrito (%)
RBC (x10™/L)

VGM (fL)

HGM (pg)

CHGM (g/dL)

RDW (%)
Reticulocitos (x10%/L)
IPR

Leucécitos (x10%/L)
Neutrofilos (x10%/L)
Linfécitos (x10°%/L)
Monécitos (x10%L)
Eosindfilos (x10%L)
Basofilos (x10°/L)
Neutrofilos/Linfdcitos
Plaquetas

14,94 + 0,88
4432+ 2,85
4,90 + 0,46
88,25 +11,95
30.62 + 1.61
33.75+0.47
15.00 (14.80-15.50)
61.09 + 32.01
1.21 +0.62
6.55+ 1.15
3.98 (3.16-4.90)
1.96 +0.37

0.18 +0.13
0.18 (0.08- 0.22)
0.005 (0.003-0.008)

1.72 £0.11
242.00 (211.25-283.75)

0,75+0,87
11,95+1,77°
36,785,03 *
3,86+0,54 °
95,4145,52 *
31.07+2.10
32.4741.42°
14.30 (13.60-16.465)
42.20+27.28
0.90+0.60
6.50+2.21
3.82 (3.07-4.93)

1.43+0.612
0.4740.21
0.16 (0.10-0.30)
0.021 (0.011-0.038)

2.75 £1.80
146.00 (130.50-167.00)

1,14+0,90
11,92+1,92 2
38,85+6,00 2
4,14+0,56 2
94,07+6,76
28.62+2.43 2P
31.01+1.06 2P

17.90 (14.35-20.25) 2°
46.38+29.77

0.98+0.64
6.34+£1.95

3.48 (2.64-4.88)
1.50+0.75°

0.4140.20
0.13 (0.07-0.40)
0.035 (0.011-0.058)

2.30 £2.27
193.00 (153.50-262.00)

Marcadores do Metabolismo do Ferro

Ferro (ug/dL)
Ferritina (ng/mL)

Transferrina (mg/dL)
Saturacdo transferrina
RsTf (nmol/L)

54.50 (43.25-70.75)
103.06 + 61.86

312.17 + 44.47
14.23+2.71
12.82 (11.06-15.25)

37.00 ( 28.00-54.00)
461.27 + 157.06 °

171.65 + 30.56
13.32+4.75
20.15 (13.74-27.93) 2

27.00 (19.50-32.25) 2
301.00+132.21 2P

173.35459,40 2
8.77 + 1.26
37.44(22.05-56.78) 2°

Marcadores Inflamatdrios e Niveis Plasmaticos de Proteina Morfogénica do Osso

PCR (mg/dL)
IL-6 (pg/mL)
BMP-2 (pg/mL)

0.68 (0.42-1.47)
0.42 (0.27-0.59)
26.49 (18.58-34.26)

4.96 (2.31-16.94)°
2.20 (1.18-4.44) ®
43.40 (24.92-55.32)

10.45 (5.28-20.74)
2.65 (1.23-5.87)
55.31 (35.78-85.65) 2°

Os resultados sdo apresentados como media + desvio padrdo ou como mediana ( intervalo interquartil); @ p < 0.05 vs Controlos ; ° p < 0.05, vs FAV.
Hb: Hemoglobian; RBC: Red Blood Cells; VGM: Volume Globular Médio; HGM: Hemoglobina Globular Média; CHGM: Concentracdo da Hemoglobina Globular Média;

RDW: Red blood cells distribution; IPR:indice de Producéo de Reticulcitos; RsTf: Receptor Soltvel da Transferrina.
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Na tabela 4 estdo representados os dados hematoldgicos, marcadores do metabolismo
de ferro, marcadores inflamatdrios e niveis plasmaticos de BMP-2 do grupo de doentes
resistentes e sensiveis a terapéutica com EPOhr.

Os doentes resistentes a terapéutica com EPOhr apresentam diminuicdo significativa
na concentracdo da Hb, da HGM, da CHGM e no numero de linfocitos, e aumento
significativo no RDW quando comparados com o0s doentes sensiveis a terapéutica com
EPOhr. Relativamente aos parametros relacionados com o do metabolismo de ferro verificou-
se que os doentes resistentes a EPOhr apresentam diminuicao significativa dos niveis de ferro,
e aumento significativo do RsTf quando comparados com os doentes sensiveis a terapéutica
com EPOhr.

Na tabela 5 estdo representados os dados hematoldgicos, marcadores do metabolismo
de ferro, marcadores inflamatorios e niveis plasmaticos de BMP-2, nos grupos de doentes
diabéticos e ndo diabéticos.

O grupo de doentes diabéticos apresenta aumento na contagem de plagquetas quando
comparado com o grupo de doentes ndo diabéticos. Ndo foram encontradas diferencas
significativas nos dados hematologicos, nos marcadores do metabolismo do ferro e
inflamatorios, nem nos niveis plasméaticos de BMP-2, entre estes dois grupos.

Foram ainda avaliadas correlacGes entre as diferentes variaveis em estudo, tendo-se
verificado, uma correlacdo negativa estatisticamente significativa entre os niveis plasmaticos
de BMP-2 e a contagem de eritrocitos no grupo de doentes em HD (r= -0,372; p=0,006) e no
total de individuos estudados (r= 0,572; p <0,001) (Fig.4). Observou-se também uma
correlacdo negativa estatisticamente significativa entre o nimero absoluto de reticuldcitos e 0s
niveis de BMP-2 no grupo de doentes em HD (r= -0,305;p=0,033) e no total de individuos
estudados (r=-0,349; p <0,001) (Fig.5).
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Tabela 4: Parametros hematoldgicos, bioquimicos e inflamatérios no grupo controlo e no grupo de doentes em HD , sensiveis e resistentes a terapéutica com EPOhr.

Dose EPOhr ( pg/kg/semana)  ---—e-- 0.33+0.36 2.07£0.39
Hb(g/dL) 14.94 +0.88 12.42+1.702 10.86+1.53 2P
Hematdcrito (%) 44,32 £ 2.85 38.22+5.37° 35.46+4.93 2
RBC (x10%/L) 4.90 + 0.46 4.00+0.54 3.78+0.58
VGM (fL) 88.25 £11.95 95.58.#5.54 2 03.76+6.54
HGM (pg) 30.62 + 1.61 31.00+2.32 29.19+6.54 °
CHGM (g/dL) 33.75+0.47 32.54+1.27°2 30.95+1.34 2P
RDW (%) 15.00 (14.80-15.50) 14.00 (13.60-16.38) 17.15(14.98-18.85) ® b
Reticuldcitos (x10%/L) 61.09 + 32.01 43.41+25.78 43.37+32.81
IPR 1.21+0.62 0.92+0.55 0.92+0.71
Leucdcitos (x10%/L) 6.55+ 1.15 6.68+2.32 5.92+1.48
Neutréfilos (x10°/L) 3.98 (3.16-4.90) 3.78 (2.93-5.04) 4.09 (2.96-4.53)
Linfécitos (x10°/L) 1.96 + 0.37 1.59+0.64 * 1.12 #0.542°
Mondcitos (x10%L) 0.18 +0.13 0.48+0.21 0.38+0.18
Eosindfilos (x109/L) 0.18 (0.08- 0.22) 0.15 (0.100-0.322) 0.13 (0.06-0.23)
Basofilos (x10%/L) 0.005 (0.003-0.008) 0.023 (0.011-0.040) 0.031 (0.011-0.042)
Neutréfilos/Linfocitos 1.72+0.11 2.17+0.14 4.050.34
Plaquetas 242.00 (211.25-283.75) 148.50 (128.75-184.75) 2 171.50 (142.00-228.75) ?
Marcadores do Metabolismo de Ferro
Ferro (ug/dL) 54.50 (43.25-70.75) 37.00 (28.75-55.00) 24.00 (15.00-30.00) #°
Ferritina (ng/mL) 103.06 + 61.86 434.80+147.66 * 371.76+200.31 %
Transferrina (mg/dL) 312.17 + 44.47 174.00+36.86 ° 167.93+37.40 2
Saturacdo transferrina 1423+ 271 20.97 £ 13.95 13.97 £4.75
RsTf (hmol/L) 12.82 (11.06-15.25) 20.73 (14.16-27.83) @ 41.26 (17.22-47.87) 2°
Marcadores Inflamatdrios e Niveis Plasmaticos de Proteina Morfogénica do Osso
PCR (mg/dL) 0.68 (0.42-1.47) 5.46 (2.27-17.08) 9.73(2.97-27.75) 2
IL-6 (pg/mL) 0.42 (0.27-0.59) 2.15 (1.06-4.60) @ 3.40 (1.24-4.93) 2
BMP-2 (pg/mL) 26.49 (18.58-34.26) 43.40 (30.39-53.11) ® 55.32 ( 34.25-66.95) *

Os resultados séo apresentados como media + desvio padrio ou como mediana (intervalo interquartil ); @ p < 0.05 vs Controlos ; ® p < 0.05, vs Sensiveis
Hb: Hemoglobina; RBC: Red Blood Cells; VGM: Volume Globular Médio; HGM: Hemoglobina Globular Média; CHGM: Concentracdo da Hemoglobina Globular Média;
RDW:Red blood cells distribution; IPR: indice de Producéo de Reticuldcitos; RsTf: Receptor soltvel da transferrina.
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Tabela 5: Parametros hematoldgicos, bioquimicos e inflamatdrios no grupo controlo e no grupos de doentes em HD diabéticos e ndo diabéticos .

Dose EPOhr(ug/kg/semana) 0.84+0.86 0.89+ 0.95
Hb(g/dL) 14.94 + 0.88 12.10+1.94 2 11.65+1.50?
Hematdcrito (%) 44,32 £ 2.85 37.63+5.83° 36.90+4.41°
RBC (x10*/L) 4.90 + 0.46 3.93+0.60 3.94+0.50
VGM (fL) 88.25 £11.95 95.70+5.72 93.78+6.10 2
HGM (pg) 30.62 £1.61 30.90+2.55 29.51+2.01
CHGM (g/dL) 33.75£0.47 32.15+1.50 31.87+1.47°2
RDW (%) 15.00 (14.80-15.50) 14.85 (13.77-17.20) 15.40 ( 13.53-19.33)
Reticuldcitos (x10%/L) 61.09 £ 32.01 44.0429.01 42.38+25.90
IPR 1.21+0.62 0.94+0.64 0.88+0.54
Leucocitos(x10%/L) 6.55 + 1.15 6.28+1.76 6.83+2.75
Neutréfilos(x10%/L) 3.98 (3.16-4.90) 3.88 (3.15-4.90) 3.37 (2.71-5.40)
Linfécitos(xlOQ/L) 1.96 + 0.37 1.34+0.46 2 1.65+0.88
Monécitos(xlOglL) 0.18+0.13 0.46+£0.19 0.42+0.22
Eosindfilos(x10%/L) 0.18 (0.08- 0.22) 0.18 (0.08-0.33) 0.14 (0.08-0.24)
Basofilos (x10%/L) 0.005 (0.003-0.008) 0.024 (0.011-0.042) 0.02(0.012-0.040)
Neutrofilos/Linfdcitos 1.72 £0.11 4.04 £0.34 2.12 +0.08
Plaguetas 242.00 (211.25-283.75) 144.50 (128.50-152.00) * 232.50 (174.00-307.75) °
Marcadores do metabolismo de Ferro
Ferro (ug/dL) 54,50 (43.25-70.75) 33.00 ( 27.25-50.25) 31.00 (21.50-52.50)
Ferritina (ng/mL) 103.06 = 61.86 412.64 +169.73 2 420.88+163.72 2
Transferrina (mg/dL) 312.17 + 44.47 174.75 £30.11 2 167.23+47.48 2
Saturacdo Transferrina 1423 +2.71 13.32+4.75 17.44 +8.95
RsTf (nmol/L) 12.82 (11.06-15.25) 21.00 ( 16.42-40.18) ® 17.30 (13.69-37.44) 2
Marcadores Inflamatorios e Niveis Plasmaticos de Proteina Morfogénica do Osso
PCR (mg/dL) 0.68 (0.42-1.47) 5.56 (2.68-14.66) * 7.00(2.65-29.10) @
IL-6 (pg/mL) 0.42 (0.27-0.59) 2.36(1.15-4.43) ® 2.65 (1.25-6.08)
BMP-2 (pg/mL) 26.49 (18.58-34.26) 43.40 (25.70-57.52) @ 49.40 (35.80-69.80) *

Os resultados sdo apresentados como media + desvio padrdo ou como mediana (intervalo interquartil ); @ p < 0.05 vs Controlos ; ° p < 0.05, vs Diabéticos
Hb: Hemoglobina; RBC: Red Blood Cells; VGM: Volume Globular Médio; HGM: Hemoglobina Globular Média; CHGM: Concentragdo da Hemoglobina Globular Média;
RDW: Red blood cells distribution; IPR: Indice de Producdo de Reticulécitos; RsTf: Receptor Soltvel da Transferrina.
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Figura 4: Correlacao entre a contagem de eritrdcitos e niveis plasmaticos de BMP-2.
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Parte V — Discussao e Conclusoes
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Neste estudo, foram avaliadas alteracfes sistémicas associadas com a resisténcia
a terapéutica com EPOhr em doentes com DRC em HD, com particular énfase na
inflamacdo, no metabolismo de ferro e na sua relacdo com os niveis plasmaticos de
BMP2. Os doentes com DRC em HD foram estratificados de acordo com o tipo de
acesso Vvascular, resistentes e/ou sensiveis a terapéutica com EPOhr, e se eram
diabéticos ou ndo diabéticos. Todos os parametros estudados nos DRC foram

comparados com um grupo controlo.

DRC em hemodialise

A anemia é uma complicacdo comum nos DRC em HD. Para compensar esta
anemia, resultante principalmente de uma producdo insuficiente de EPO pelo rim, é
incluida actualmente a administracdo de EPOhr nos protocolos terapéuticos destes
doentes (Iseki, 2007).

Neste trabalho, verificAmos que os doentes com DRC em HD apresentavam uma
diminuicdo da concentracdo de hemoglobina, do hematdcrito, da contagem de
eritrécitos, e hipocromia quando comparados com o grupo controlo (Tabela 2).

A hipocromia observada podera estar relacionada com o processo inflamatorio
ou com alteragdes no metabolismo de ferro que estes doentes apresentam.
Efectivamente, os nossos doentes em HD apresentaram, diminuicdo de transferrina, e
aumento da PCR e da IL-6, corroborando a presenca do processo inflamatorio
exacerbado nestes doentes.

As causas para esta resposta inflamatdria nos doentes em HD ndo estdo bem
esclarecidas. Existem no entanto varias explicacdes possiveis, incluindo entre outras: a
contaminagdo bacteriana do dialisador, a incompatibilidade com a membrana do
dialisador e o tipo de acesso vascular.

O processo inflamatério tem também impacto no metabolismo do ferro,
alternando a absor¢do e a mobilizacdo do ferro do sistema reticuloendotelial, de que
resulta uma diminuicdo da disponibilidade de ferro para a eritropoiese, inibindo a

proliferacdo e diferenciagdo das células eritroides (Deicher, 2004;Mariani, 2009).
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Os doentes em HD apresentaram aumento dos niveis séricos de ferritina e de
RsTf, e diminuicdo de ferro e de transferrina. Estes resultados sugerem um défice
funcional em ferro, o qual esta de acordo com o previamente publicado (Dallalio, 2003;
Weinstein, 2002).

Os doentes em HD que usam CVC como acesso vascular apresentam hipocromia
e anisocitose (RDW aumentado) mais acentuada quando comparados com doentes em
HD que usam FAV como acesso vascular (Tabela 3). Estas alteragcbes poderdo estar
relacionadas com o aumento do processo inflamatério e/ou com a diminuicdo da
disponibilidade de ferro para a eritropoiese. Efectivamente, os doentes que usam CVC
como acesso vascular apresentaram tendéncia para um aumento da PCR, diminuicdo da
ST e aumento do RsTf quando comparados com os doentes que usam FAV como acesso
vascular. No entanto, o uso de CVC néo devera ser o Unico factor associado ao aumento
do processo inflamatério, pois os doentes que utilizam FAV como acesso vascular
também apresentam aumento dos marcadores inflamatérios (PCR, IL-6 e razdo
neutrdfilos/linfécitos) quando comparados com o grupo controlo.

Os nossos resultados também evidenciam que os doentes em HD com CVC
necessitam de doses maiores de EPOhr para atingir niveis adequados de Hb quando
comparados com os doentes que usam FAV, o gque sugere que o processo inflamatorio
mais exacerbado nestes doentes, podera estar a influenciar negativamente a eritropoiese,

implicando assim a necessidade de doses mais elevadas de EPOhr.

Alteracdes associadas com resisténcia a terapéutica com EPOhr

Os doentes resistentes a terapéutica com EPOhr apresentam diminuicdo na
concentracdo de Hb, mesmo apds administracdo de doses mais elevadas de EPOhr
(Tabela 4). Esta anemia é hipocromica (diminuicdo da HGM e da CHGM) e associa-se
a anisocitose mais acentuada. Como todos o0s doentes estavam sob terapéutica
profilactica com ferro e acido félico, e os niveis séricos de ferro e de vitamina B12 estdo
dentro dos limites de normalidade, estas alteracGes parecem n&do estar associadas a
deficiéncia nestes nutrientes eritropoiéticos. De facto, ndo verificAmos diferencas
estatisticamente significativas nos marcadores de metabolismo de ferro entre os dois
grupos de doentes (sensiveis e resistentes), com excepcdo do RsTf que era mais elevado

nos doentes resistentes a EPOhr (Tabela 4). O estimulo inflamatorio exacerbado,
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observado nos doentes com DRC resistentes a terapéutica com EPOhr, induz a
libertagdo de citoquinas pro-inflamatorias, como a IL-6, que podem ter efeito de
supressao da eritropoiese. Estas citoquinas pré-inflamatorias, particularmente a IL-6,
estimulam a producdo de hepcidina que inibe a absorcdo intestinal de ferro e a

libertacdo do ferro pelos macrofagos (Dallalio, 2003; Wrighting, 2006).

Accdo da BMP-2 na Doenca Renal Cronica

O aumento dos niveis plasmaticos de BMP2 e a sua correlagdo com a funcéo
renal foram recentemente descritos em doentes com DRC (estadio Il ou superior)
(Dalfino, 2010). Na nossa série de doentes, observdmos um aumento significativo nos
niveis plasmaticos de BMP-2, em particular nos doentes que usam CVC como acesso
vascular (Tabela 3).

Neste trabalho descrevemos pela primeira vez uma correlagdo negativa entre 0s
niveis plasmaticos de BMP-2, e as contagens de eritrécitos e de reticuldcitos, sugerindo
que um aumento dos niveis de BMP-2 tem um impacto negativo na eritropoiese (Figura
4 e Figura 5) dos DRC.

O aumento dos niveis plasmaticos de BMP-2 poderdo associar-se com um
aumento da expressdo de hepcidina (via ndo-inflamatéria), como foi recentemente
descrito em doentes com mieloma multiplo (Ludwing, 2010). A hepcidina tem um papel
importante no metabolismo de ferro pois restringe a absorcdo de ferro a nivel intestinal
e a sua libertacdo pelos macrofagos. A IL-6 é um activador de producéo da hepcidina no
entanto, a BMP-2 parece ser um activador da sintese da HPN ainda mais importante que
a IL-6 nos doentes com mieloma multiplo (Maes, 2006).

O aumento de BMP2 pode reduzir a producdo de hepcidina, mas parece pouco
provavel que determine uma anulacdo completa da sua producdo uma vez que esta
também ¢é estimulada pela via inflamatdria. A inibicdo terapéutica de BMP-2 pode ser
contra-indicada devido a sua importancia na formagdo de osteoblastos, cartilagem e
0SS0.

Segundo Ludwig a deplecdo de hepcidina por anticorpos neutralizantes, em
combinagdo com agentes eritropoiéticos, restaura os niveis normais de Hb em modelos

de ratos com anemia de doenca cronica (Ludwing, 2010).
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Em conclusdo, neste trabalho confirmamos que a inflamacdo e o défice
funcional em ferro, estdo associados a resisténcia a terapéutica com EPOhr. Verificamos
ainda que os niveis de BMP-2 estdo aumentados nos DRC em HD, e que estes niveis
poderdo estar relacionados com a diminuicéo de eritropoiese nestes doentes.

Mais estudos serdo necessarios para que se compreenda a relacao entre 0s niveis
de BMP-2 e a eritropoiese, assim como a razdo para o seu aumento nos doentes em HD

que utilizam CVC como acesso vascular.
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