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RESUMO

A anemia da doenca crénica (ADC) ou anemia de inflamacdo € comum em idosos e esta
associada a doencas infecciosas, inflamatorias e neoplasicas. Sua fisiopatologia inclui a acédo
de citocinas inflamatorias e regulacdo da Hepcidina que atua no metabolismo e na homeostase
do ferro. Neste contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar a expressdao de Hepcidina
sérica e o perfil das citocinas inflamatdrias, INF- e IL-6, e correlacionar com os marcadores
de ferro e com as variaveis clinicas e laboratoriais de idosos com ADC. O estudo foi realizado
no ambulatério de hematologia do HUWC e incluiu 90 idosos com diagnostico de ADC e
como grupo controle, 70 idosos saudaveis. Os dados clinicos e demograficos foram coletados
dos prontuarios. Os niveis séricos de Hepcidina, IL-6 e IFN-y foram determinados por
ELISA. Identificou-se que dentre os 90 pacientes, 22 % eram do sexo feminino e 78%
masculino. A média de idade foi de 74,12 + 7,87. Sendo que, 17% fumavam e 18% bebiam. A
maioria dos pacientes apresentavam > 3 comorbidades (70%), sendo HAS (90%), DM (58%)
e dislipidemia (40%) as comorbidades mais comuns. As mulheres apresentaram niveis de Hb
mais baixo do que os homens (10,2 g/Dl versus 11,1 g/dL, p=0,03) e pacientes > 80 anos
tiveram Hb menor do que aqueles < 80 anos (9,36 g/dL versus 10,6, p<0,001). A presenca de
habitos como fumar e beber ndo influenciaram na gravidade da anemia. Os niveis séricos de
ferro foram significativamente menores nos pacientes do que nos controles (64,13 pg/dL
versus 99,83 ug/dL, p<0,001), e 0 IST (23,90% versus 33,47%, p<0,001). Os niveis séricos de
ferritina foram significativamente maiores em pacientes do que nos controles. (219,21 ng/mL
versus 75,47 ng/mL, p<0,001). A dosagem da Hepcidina mostrou niveis significativamente
maiores em pacientes que nos controles. (43,83 ng/mL versus 23,77 ng/mL, p<0,001) Em
pacientes com > 3 comorbidades o nivel de Hepcidina foi significativamente maior do que
naqueles com <3 comorbidades (48,6 ng/mL versus 32,65 ng/mL, p < 0,001). O nivel de
Hepcidina apresentou correlacdo negativa, moderada e significativa com baixos niveis de
hemoglobina (r=0,35; p<0,001) e niveis elevados de ferritina (r=0,537; p<0,001). A dosagem
de IFN-y mostrou valores significativamente maiores em pacientes do que nos controles (72,3
pg/ml versus 34,9 pg/ml, p <0,001) e no sexo feminino do que no masculino (p=0,004). O
nivel de IFN-y mostrou uma correlagdo negativa, moderada e significativa com niveis mais
baixos de hemoglobina (r=0.405, p<0.001) e niveis mais elevados de Hepcidina (r=0,228, p=
0,004). A dosagem de IL-6 foi significativamente maior nos pacientes do que nos controles
(402 pg/ml versus 97,3 pg/ml, p<0,001) e ndo apresentou correlacdo significativa com os
niveis de IFN-y e Hepcidina. Conclui-se que sexo feminino, idade > 80 anos e presenca de
multiplas comorbidades foram associados a niveis mais baixos de hemoglobina, desregulacéo
no metabolismo do ferro e aumento da Hepcidina e IFN-y em pacientes idosos com ADC.
Esses achados destacam a associacdo da Hepcidina e do IFN-y na fisiopatologia ¢ seu
reconhecimento como um alvo potencial para abordagens diagnésticas na ADC.

Palavras-chave: Anemia; Idoso; Inflamacéo; Ferro; Hepcidina; Citocinas.



ABSTRACT

Anemia of chronic disease (ACD) or anemia of inflammation is common in the elderly and is
associated with infectious, inflammatory, and neoplastic diseases. Its pathophysiology
includes the action of inflammatory cytokines and the regulation of Hepcidin, which acts on
iron metabolism and homeostasis. In this context, the study aimed to evaluate the expression
of serum Hepcidin and the profile of inflammatory cytokines, INF- and IL-6, and to correlate
with iron markers and with clinical and laboratory variables in elderly people with ACD. The
study was carried out at the HUWC hematology outpatient clinic and included 90 elderly
people diagnosed with ADC and, as a control group, 70 healthy elderly people. Clinical and
demographic data were collected from medical records. Serum levels of Hepcidin, IL-6 and
IFN-y were determined by ELISA. It was identified that among the 90 patients, 22% were
female and 78% male. The mean age was 74.12 + 7.87. 17% smoked and 18% drank. Most
patients had > 3 comorbidities (70%), with SAH (90%), DM (58%) and dyslipidemia (40%)
being the most common comorbidities. Women had lower Hb levels than men (10.2 g/Dl
versus 11.1 g/dL, p=0.03) and patients > 80 years had lower Hb than those < 80 years (9, 36
g/dL versus 10.6, p<0.001). The presence of habits such as smoking and drinking did not
influence the severity of anemia. Serum iron levels were significantly lower in patients than in
controls (64.13 pg/dL versus 99.83 ug/dL, p<0.001), and STI (23.90% versus 33.47%, p<
0.001). Serum ferritin levels were significantly higher in patients than in controls. (219.21
ng/ml versus 75.47 ng/ml, p<0.001). Hepcidin dosage showed significantly higher levels in
patients than in controls. (43.83 ng/mL versus 23.77 ng/mL, p<0.001) In patients with > 3
comorbidities the Hepcidin level was significantly higher than in those with <3 comorbidities
(48.6 ng/mL versus 32.65 ng/ml, p < 0.001). Hepcidin level showed a negative, moderate and
significant correlation with low levels of hemoglobin (r=0.35; p<0.001) and high levels of
ferritin (r=0.537; p<0.001). The IFN-y dosage showed significantly higher values in patients
than in controls (72.3 pg/ml versus 34.9 pg/ml, p<0.001) and in females than in males
(p=0.004). The level of IFN-y showed a negative, moderate and significant correlation with
lower levels of hemoglobin (r=0.405, p<0.001) and higher levels of Hepcidin (r=0.228,
p=0.004). The IL-6 dosage was significantly higher in patients than in controls (402 pg/ml
versus 97.3 pg/ml, p<0.001) and showed no significant correlation with IFN-y and Hepcidin
levels. It is concluded that female sex, age > 80 years and presence of multiple comorbidities
were associated with lower hemoglobin levels, dysregulation in iron metabolism and
increased Hepcidin and IFN-y in elderly patients with ACD. These findings highlight the
association of Hepcidin and IFN-y in the pathophysiology and its recognition as a potential
target for diagnostic approaches in ACD.

Keywords: Anemia; Elderly; Inflammation; Iron; Hepcidin; Cytokines.
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1. INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento populacional e Imunossenescéncia.

O envelhecimento é um processo bioldgico universal que se manifesta como
um declinio na capacidade funcional e fisiolégica do organismo. Essa condigdo é
resultado da acdo de fatores intrinsecos, como imunossenescéncia e alteracOes
genéticas, mas também a fatores extrinsecos como infeccdes, dieta e condicbes de
ordem socioecondmica (ZHANG et al, 2017).

Nos Ultimos anos, 0s paises em desenvolvimento apresentaram uma
tendéncia progressiva para o envelhecimento populacional, decorrente do aumento da
expectativa de vida, proveniente da melhoria das condicBes sociais e avangos na
medicina, da diminuicdo da natalidade e, também, da alteracdo dos paradigmas sociais,
culturais e familiares da sociedade (PARTRIDGE; DEELEN; ELINE, 2018).

De acordo com a World Population Prospects (2019), havia 703 milhdes de
pessoas com > 65 anos no mundo em 2019, sendo que o nimero de idosos deve dobrar
para 1,5 bilhdo em 2050. Globalmente, a parcela da populacdo com > 65 anos aumentou
de 6% em 1990 para 9% em 2019, e estima-se, que essa proporcao aumente para 16%
até 2050, de modo que uma em cada seis pessoas no mundo tenha 65 anos ou mais
(FIGURA 1).

Figura 1: Previsao da evolucao da populacdo mundial idosa até 2.100
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Fonte: World Population Prospects, 2019.



A populacédo brasileira também passa por um rapido processo de transicdo
demogréfica que resulta a cada ano na incorporacdo de 650 mil novos idosos na
populacdo brasileira, sendo que, a estimativa para o ano de 2022 ¢é de que 0s idosos
ultrapassem 33 milhdes de pessoas, representando 13% da populagédo total no Brasil
(IBGE, 2019).

Esse processo pode ser observado graficamente pelas mudangas no formato
da piramide etaria ao longo dos anos, que segue a tendéncia mundial de estreitamento
da base (menos criancas e jovens) e alargamento do corpo (adultos) e topo (idosos),
decorrente do continuo declinio dos niveis de fecundidade e, em parte, da queda da
mortalidade (CHANG, 2019) (FIGURA 2).
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Figura 2: Perfil demografico da populacéo brasileira por idade e sexo nos anos de 2019
e previsdo para 2050.
Fonte: Nagdes Unidas, 2019.

Um importante fator associado ao ritmo do crescimento da populacéo idosa
no Brasil é o prolongamento gradativo da expectativa média de vida. Em 2010 a
longevidade foi de 73,5 anos e, segundo projec¢es atuais do IBGE, em 2050 alcancara a
média de 81,29 anos (IBGE, 2017; VIVAS, ROCHA, 2020). Concomitante a isso, é
possivel observar que h& o predominio do sexo feminino na populacéo idosa brasileira.
Enquanto a expectativa dos homens é de 69,73 anos, a das mulheres é de 77,32 anos,
uma diferenca de 7,59 anos (COSTA et al, 2018; SOUSA et al, 2018).




Deste modo, em vista do processo de envelhecimento populacional, a
transicdo demogréfica € acompanhada pela transicdo epidemioldgica. Tal processo é
caracterizado pela reducéo das doencas infecciosas e parasitarias (DIP) e o aumento das
de doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT) (NEUMAN; ALBERT, 2018). Essa
tendéncia foi observada por dados que evidenciaram a diminuicdo das DIP, que
representavam 45,7% do total de dbitos ocorridos no pais em 1930, e passaram a
representar apenas 5,9% dos Obitos com causas definidas, no ano de 2000. Engquanto
isto, as DCNT, seguindo uma tendéncia inversa, aumentaram sua participacdo de 11,8%
para 31,3% do total dos 6bitos ocorridos no mesmo periodo (BOCCOLINI, 2016)
(FIGURA 3).

Figura 3: Evolucdo da propor¢do de mortalidade segundo principais grupos de causas -
Brasil: 1930- 2005.
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Fonte: BOCCOLINI, 2016.

Assim, as DNCTs sdo atualmente as principais causa de morte e
incapacidade no Brasil. Doencas que se caracterizam por possuir etiologia multipla,
diversos fatores de risco, longo periodo de laténcia, duracdo prolongada, origem néo
infecciosa, sendo elas, as doencas cardiovasculares, as cerebrovasculares, as neoplasias,
as doengas respiratorias cronicas, o diabetes mellitus (DM), as doencas osteoarticulares,
além de transtornos mentais e neurologicos (CHRISTOFOLLETI et al, 2020).

O aumento da ocorréncia da DCNTs em idosos, estd associado a acdo de

fatores de ricos, como o consumo de alcool e tabaco, sedentarismo, obesidade,



dislipidemias e estresse, além da idade, sexo e raca (MASNOON et al, 2020; WHO,
2017).

Embora todos esses fatores de risco exercam influéncia no desenvolvimento
de DCNT, a anemia tem se destacado nesse grupo por sua ocorréncia e repercussoes
clinicas. Constitui-se assim, como um fator de risco em idosos que aumenta a
probabilidade de morte, de hospitaliza¢Ges, de déficit cognitivo, do risco de queda, e da
diminuicdo da funcionalidade (LEE et al, 2019).

No ultimo inquérito da Pesquisa Nacional de Saude (2013), a hipertensédo
arterial sistémica (HAS) foi a DCNT mais autorrelatada pela populacéo brasileira, com
mais de 50 % dos idosos relatando essa doencga. A segunda condi¢cdo mais relatada pela
populagéo idosa foi dor nas costas. Em seguida, as doengas cronicas mais notificadas
foram o DM, artrite reumatoide (AR), doencas cardiovasculares e respiratorias cronicas
com pouco mais de 20% relatando essas doencas.

Nesse contexto, o Brasil passa por uma transicdo epidemiolégica marcada
pela substituicdo progressiva de um perfil de alta mortalidade por doencas infecciosas
para um outro cenario, onde predomina a morbi-mortalidade por doencas
cardiovasculares, neoplasias, causas externas e outras doencas consideradas crénico-
degenerativas, tipicas de uma populacdo predominantemente idosa (THEME et al,
2015).

O desenvolvimento das doencas cronicas na velhice é resultado da
exposicao
do organismo a inumeras alteracdes fisioldgicas que afetam a sua integridade. Dentre o0s
sistemas do organismo, 0s que mais sofrem efeitos do envelhecimento séo o nervoso, o
enddcrino e o imunoldgico. As alteracbes do sistema imunolédgico no idoso incluem,
alteracbes numericas, morfologicas e funcionais dos diferentes tipos celulares que
compdem o sistema (CARMEL, 2019; RODGERS et al, 2019).

Os primeiros estudos em individuos idosos revelaram alteracbes na
imunidade inata e adaptativa em resposta a estimulos de patégenos e, assim, surgiu o
conceito de Imunossenescéncia, que é utilizado para definir o declinio da fungdo do
sistema imunoldgico relacionado a idade (GILLIS et al, 1981; METCHNIKOFF;
MITCHELL, 1987).

A Imunossenescéncia estd associada a diversas complicagBes clinicas,
incluindo maior predisposicao a infecgdes, menor resposta a vacinas, e maior incidéncia

de doencgas cronicas e neoplésicas. Além disso, também é responsavel pelo



desenvolvimento ou piora clinica de patologias autoimunes e degenerativas, como a
doenga de Alzheimer, AR e osteoartrite (BRAYNER; MILLER, 2017; CHAKTOURA
etal, 2017; ZINGER et al, 2017; RODGERS et al, 2019).

Os mecanismos responsaveis pela deterioracdo funcional do sistema
imunolégico, incluem a involugdo do timo, producdo de espécies reativas de O2 e
encurtamento dos telémeros. Ademais, também pode se destacar a atuacdo de fatores,
tais como: exposicdo recorrente a agentes infecciosos, tabagismo, etilismo, estresse e
obesidade (ANDERSEN et al, 2016; LIU et al,2017; ZHONG et al, 2019) (FIGURA 4).

Figura 4: Mecanismos que induzem a imunossenescéncia em idosos.
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A involugéo do timo, processo degenerativo caracterizado pela substituigéo
do seu tecido linfoide por tecido adiposo é o evento critico para as alteragdes observadas
na imunidade adquirida em decorréncia do envelhecimento, e ocorre paralelamente a
uma inibicdo na produgdo do hormdénio do crescimento e de interleucina 7 (IL-7),

fundamentais para a maturacéo dos linfécitos (FUENTES et al, 2017).



Como consequéncia principal da atrofia timica, ocorre reducdo da
populacédo e da diferenciagdo de linfocitos T virgens e de sua capacidade de resposta ao
antigeno quando comparadas a células jovens, levando a um repertério mais estreito
para reconhecimento de novos antigenos presentes em patdgenos e reducdo da eficacia
das vacinas (MULLER et al, 2019).

Outro evento importante no fendmeno da imunossenescéncia é o
encurtamento das extremidades cromossémicas, devido a perda do material genético da
sequéncia telomérica resultante da expressao reduzida da atividade da telomerase. O
resultado da erosao dos telémeros € instabilidade gendmica e morte celular (WEYAND;
GORONZY, 2016; CHAKTOURA et al, 2017; FUENTES et al, 2017; MULLER et al,
2019).

Recentemente, o envelhecimento imunolégico acelerado foi associado em
idosos que apresentam estresse cronico e depressdo, obesidade, insdnia, infeccbes
recorrentes por virus, como o citomegalovirus, e acimulo de células com fendétipo
secretor que estimulam a producdo de citocinas inflamatérias (DISU et al, 2019;
YEGOROV et al, 2020).

Sabe-se que ha uma grande interacdo entre o sistema imune e a salde
mental e essa interacdo desempenha papel nas enfermidades de cunho imunoldgico e na
depressdo das fungdes normais do sistema imune. Trabalhos relacionando resposta
imune com depressdo tém demonstrado que a grande maioria de pacientes idosos
depressivos apresentam producdo aumentada de citocinas inflamatérios e de
autoanticorpos levando a um maior acometimento de inflamacdes cronicas e doencas
autoimunes (DUGGAL et al, 2016; LEVIN; VASENINA, 2019; SCHIWECK et al,
2020).

Quanto a obesidade, foi demonstrado que idosos obesos tém ativacdo
insuficiente de células T e, também, defeitos comuns de recrutamento de linfécitos para
os sitios infecciosos. Além disso, adipocinas como a leptina e a adiponectina também
sdo reduzidas nesses individuos e ambas desempenham um papel fundamental no inicio
das respostas imunolégicas e na resolugdo da inflamacéo (CHOI et al, 2017; FRASCA
et al, 2020).

Por fim, o envelhecimento imunoldgico acelerado também é observado em
idosos com infecgBes cronicas que induzem a exaustdo dos linfocitos ou que
influenciam no declinio da memoria das células T levando a uma reposta imune

defeituosa. Isso se deve a uma estimulacdo antigénica excessiva, que gera proliferacéo



demasiada de linfocitos T. Durante essa replicacdo, os linfocitos acumulam lesdo no
DNA, perdem parte dos telomeros e ocorre dano nos genes fundamentais para expressao
de receptores (APPAY; VIRULENCE, 2017; FULOP et al, 2017; JERGOVIC et al,
2019; LENG; MARGOLICK, 2020).

Portanto, o envelhecimento do sistema imune é marcado por diversos
mecanismos capazes de gerar alteracdes estruturais e funcionais na imunidade inata e
adaptativa (GRAHAM, 2018). Embora, durante muitos anos, acreditou-se que o
compartimento inato sofria menos alteragdes que o adaptativo. Atualmente; varias
evidéncias apontam para as diversas transformagfes e um remodelamento gradual do
sistema imune inato com o envelhecimento (SADIGHI, 2018; CHOVANCOVA, 2020)
(FIGURA5).

Em relagdo a imunidade humoral ocorre um declinio com a idade, o
percentual de linfocitos B e a producdo de anticorpos sdo significativamente menores
em idosos, gerando o comprometimento da afinidade dos anticorpos produzidos, que
aumenta a incidéncia de algumas doencas autoimunes. Nesse contexto, ja foi
demonstrado que o aumento dos niveis de autoanticorpos leva ao desenvolvimento de
AR e lupus eritematoso sistémico, em individuos idosos (RAY; YUNG, 2018).

Outro aspecto que vale ressaltar € a necessidade de interacdo entre linfdcitos
B e T para a producdo de diferentes classes de anticorpos. Em individuos idosos, essas
interagbes podem ser defeituosas, uma vez que linfécitos T CD4+ senescentes
apresentam expressao reduzida do ligante de CD40, uma molécula crucial para a
ativacdo de linfocitos B por células T. Desta forma, hd uma diminuicdo de respostas de
linfécitos B contra novos antigenos extracelulares, deixando o idoso suscetivel a novas
infeccBes (NIKOLICHA, 2018; MOSKALEYV et al, 2020).

Existe ainda um declinio na ativacdo e, consequentemente, proliferacdo de

células T devido ao actimulo de linfécitos T CD28""°

em idosos. A auséncia do receptor
CD28 inibe a interacdo das células T como APC e com os linfocitos B. Assim, a
ativacdo das células T é fraca tornando os idosos mais suscetiveis ao surgimento de
novos patdgenos e menos responsivo a vacinas (FUENTES et al, 2017; VENTURA et
al, 2017). GORONZY; WEYAND, 2019).

Acerca da resposta imune inata, numericamente seus componentes -

neutréfilos, mondcitos, células dendriticas e natural killer (NK) - estdo preservados em



idosos, contudo, a atividade funcional dessas células aparece comprometida em
diferentes situacdes (NIKOLICH, 2018).

Com relacdo aos neutrdfilos, a quimiotaxia e fagocitose € menos eficiente
em idosos quando comparados a um grupo de individuos jovens. Assim, um prejuizo
das fungdes dos neutréfilos, aumenta a susceptibilidade a infecdes, devido a
incapacidade de fagocitose, producdo alterada de espécies reativas de oxigénio e
aumento da expressdo de citocinas inflamatoérias (FUENTES et al, 2017).

Quanto as alteracBes no repertorio de celulas NK, ocorre uma diminuicdo da
capacidade proliferativa, bem como produtividade de citocinas e quimiocinas. Dados
recentes associam deficiéncias na via de sinalizacdo que controlam a producdo de
citocinas em celulas NK, através da baixa expressdo do receptor de membrana CD94
expresso nessas células (PEREIRA; AKBAR, 2016; TARAZONA et al, 2017; PRCINA
et al, 2018; XU et al, 2020).

Quanto a atuacdo de macrdfagos, a sua capacidade fagocitica se apresenta
bastante reduzida com o envelhecimento. Que se deve a pouca expressdo ou danos nos
receptores toll-like (TLR), gerando menor fagocitose e atividade microbicida e maior
producdo de citocinas pro-inflamatdrias, como a interleucina 1 (IL-1), IL-6, TNF-a e
interferon gama (INF-y) (GRAHAM, 2018; MCGUIRE, 2019; BISCHOF et al, 2019;
CROOKE et al, 2019).

No que se refere as células dendriticas (DCs), durante o envelhecimento, a
maturacdo, € defeituosa e mostram um aumento na producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-6 e TNF- a, corroborando com um estado inflamatério, que
estd associado a maior incidéncia de doencas cronico-inflamatorias nos idosos
(VENTURA et al, 2017; FULOP et al, 2018). PAWELEC et al, 2019; ALLEN et al,
2020; CHOVANCOVA, 2020).

Portanto, as células da imunidade inata apresentam um fendtipo bastante
heterogéneo no envelhecimento a depender de seu contexto de ativacdo e
desenvolvimento. Esse fendtipo relaciona-se a um estado de inflamagdo desregulada,
niveis elevados de citocinas inflamatorias e proteinas de fase aguda durante a

imunossenescéncia, processo denominado Inflammaging (LIU et al, 2017).



1.2 Inflammaging

Recentemente, surgiu a “hipotese inflamatoéria” para explicar alteragdes
quantitativas e qualitativas no sistema imune de idosos, imunossenescéncia, associada
ao aumento dos niveis circulantes de citocinas pro-inflamatdrias, que resultam num
estado de inflamagdo cronica de baixo grau que confere ao idoso maior risco de
morbidade e mortalidade (FRANCESCHI et al, 2017).

Denominado como Inflammaging, este processo provoca um acumulo de
lesbes cronicas e tem sido considerado como determinante de doencas
neurodegenerativas, aterosclerose, DM e sarcopenia, sendo que infec¢fes subclinicas,
acumulo de tecido adiposo e tabagismo contribuem para a manutencéo desse processo
inflamatdrio cronico (FRANCESCHI et al, 2018).

A relacdo entre a imunossenescéncia e o inflammaging, foi relatada em
alguns estudos que avaliaram o perfil imunoldgico de idosos, nos quais foi observado
um declino da imunidade adaptativa, enquanto a imunidade inata € estimulada de forma
exacerbada por moléculas antigénicas, resultando em um estado pré-inflamatorio pelo
aumento da sintese de citocinas, como IL-6, TNF-a ¢ IFN- y, e diminui¢do da sintese
das citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 (KIRKWOOD, 2018; FULOP et al, 2019;
BATISTA et al, 2020) (FIGURA 5).

Além disso, o estado inflamatério em idosos também esta associado a
presenca de células com o fendtipo secretor associado a senescéncia, um estado celular
caracterizado pela capacidade aumentada de secretar citocinas pré-inflamatorias e pela
inaptiddo em se dividir, a senescéncia replicativa, o que leva essas células a uma maior
capacidade de secretar moléculas inflamatdrias e manter um ambiente inflamatério
(VIEGA et al, 2017).

Outras variedades de estimulos que sustentam a inflamacdo, incluem
patogenos virais e bacterianos, restos de células enddgenas, adipdcitos, componentes da
microbiota intestinal e fontes ambientais, como tabagismo e etilismo (FULOP et al,
2018).



Figura 5: Mecanismo do Inflammaging.
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Fonte: Adaptado de Batista et al, 2020. Legenda: A ativacdo continua do sistema
imunolégico altera o equilibrio de mediadores anti-inflamatérios (IL-10) e pro-
inflamatorios (IL-1, IL6, TNF-a). A perda desse equilibrio resulta em niveis mais
elevados de citocinas pré-inflamatorias em idosos, o0 que € conhecido como

Inflammaging.

Varios mecanismos celulares e moleculares estdo envolvidos no
Inflammaging, incluindo ativagdo cronica do sistema imunol6gico inato por sinais de
perigo exdgenos e enddgenos, em que o macrofago tem um papel central (BATISTA et
al, 2020).

As células imunes inatas, como o0s macréfagos, sdo consideradas as
principais produtoras de citocinas inflamatorias. Quando essas células recebem um
estimulo repetido de moléculas associados a patégenos (PAMPS) ou de produtos
enddgenos derivados de danos celulares (DAMPS), ativam gatilhos para expressar
citocinas inflamatdrias com potencial de induzir ativacdo de outras células imunes e
desenvolver um ambiente inflamatorio (CHEN; YUNG, 2019).

A diminuicdo do nimero e a expressdo reduzida de receptores de linfdcitos

B e T prejudica a capacidade de eliminagdo de antigenos exdgenos. Assim, essas células
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ndo podem mais exercer os efeitos regulatérios sobre 0 compartimento da imunidade
inata e um desequilibrio e estabelecido entre as atividades dos sistemas inato e
adaptativo, contribuindo para o estado inflamatério. Além disso, nesse estado
inflamatdrio, neutrofilos e mondcitos diminuem a expressdo de mediadores anti-
inflamatdrios como IL-10, 1L-4, IL-13, contribuindo para um perfil desequilibrado de
citocinas nos individuos idosos (CHEN; YUNG, 2019; BATISTA et al, 2020).

Entretanto, os fatores inflamatérios ndo sdo apenas produzidos por células
imunes, mas também por células ndo imunes, especialmente adipdcitos. O tecido
adiposo € fonte potencial de citocinas pro- inflamatérias (FRASCA et al, 2017,
LIVSHITS; KALINKOVICH, 2019). Os adipdcitos produzem niveis elevados de
citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, que podem afetar diretamente a tolerancia a
glicose e a sensibilidade a insulina. Além disso, no tecido adiposo, hd um acumulo de
SASP devido ao mecanismo de depuracdo prejudicado, que contribui para o efeito
inflamatorio por secretar a IL - 6, IL - 8 e TNF - o (LIVSHITS; KALINKOVICH,
2019). Com acumulo de gordura corporal, ocorre o desequilibrio entre as adipocinas pré
e anti-inflamatorias com excesso relativo de adipocinas pro-inflamatérias, o que
contribui para o desenvolvimento de inflamacdo (SALTIEL; OLEFSKY, 2017).

Assim, o Inflammaging, provoca um acimulo de lesdes cronicas e tem sido
considerado um determinante de doencas associadas a idade, como aterosclerose,
sindromes metabdlicas, neurodegeneracdo, doencas autoimunes, incluindo o DM2 e
obesidade e cancer. Todas essas patologias possuem 0 mesmo mecanismo patogénico, o
processo inflamatorio crénico (KIRKWOOD, 2018; SALTIEL; OLEFSKY, 2017).

Avancos recentes sugerem que o Inflammaging exerce um papel relevante
na fisiopatologia da anemia em idosos, por induzirem um estado inflamatério crénico de
baixo grau (HALAWI; MOUKHADDER; TAHER, 2017) (FIGURA 6).
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Figura 6: Relagdo entre envelhecimento, inflamagéo e anemia.
Fonte: Adaptado de Stauder et al, 2018.

Acredita-se que esse fendmeno tenha inicio da ativagdo da via do fator
nuclear kB/inflamassoma conduzida pelos PAMPs e espécies reativas de oxigénio que
se acumulam com o envelhecimento. Esse mecanismo, resulta em um ambiente
inflamatorio na Medula Ossea (MO) favorecendo o desenvolvimento de mutacdes
somaticas nas células-tronco hematopoéticas (CTHs) (STAUDER; VALENT; THEUR,
2018). CTHs portadores de certas mutagdes podem ter vantagem proliferativa sobre as
CTHs normais, embora apresentem menor capacidade de se diferenciar adequadamente.
Nesse caso, a anemia € resultado da eritropoiese ineficaz (STAUDER; VALENT,;
THEUR, 2018).

A anemia da inflamagdo (Al) ou anemia da doenga crénica (ADC) esta
associada a um estado inflamatorio cronico que restringe a disponibilidade do ferro para
hematopoese. As citocinas inflamatdrias ativam da expressdo de Hepcidina, um
horménio que atua na restri¢cdo do ferro por meio da oclusao da ferroportina, prendendo
o ferro dentro das células e, também atua nos macréfagos, bloqueando a liberacdo de
ferro reciclado dos eritrocitos (XIA et al, 2016). Além disso, TNF-a e IFN-y tém efeito
inibitério sobre o horménio regulador da eritropoiese, a eritropoetina (EPO). Niveis

elevados de citocinas inflamatorias afetam, negativamente, a producédo e a atividade
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biolégica da EPO, inibindo a diferenciacdo de progenitores eritroides contribuindo,

assim, para o desenvolvimento da anemia (WEISS, 2019).



14

1.3 Citocinas

As citocinas sdo proteinas pequenas, variando entre 15 e 20 kDa,
importantes na sinalizacdo autocrina, pardcrina e endocrina. Atuam também, no
desenvolvimento e na atividade do sistema imunoldgico, além de estimular a producéao
de novas citocinas e auxiliar nas diferenciagdes celulares (JOSEPH et al, 2018).

As citocinas podem receber denominacdes especificas que se referem ao
tipo celular que predominantemente as sintetizam e aos seus mecanismos de acao.
Sendo assim, as citocinas predominantemente sintetizadas por fagdcitos mononucleares
sdo denominadas monocinas, enquanto as produzidas principalmente por linfocitos séo
linfocinas. As citocinas que sdo sintetizadas e agem em outros leucécitos séo
denominadas interleucinas (IL). As IL estdo envolvidas na resposta e na apresentacdo de
antigenos, principalmente pelos linfocitos T auxiliares. As citocinas com fungdo de
controlar o trafego basal e inflamatério de leucdcitos por meio de quimiotaxia séo
chamadas de quimiocinas, ou seja, citocinas quimiotaxicas. A movimentacdo é
propriedade fundamental das células imunes e as quimiocinas sdo importantes
facilitadoras desse processo (ROSE, 2018).

As interleucinas, representam um importante grupo na familia das citocinas,
e sao pequenas moléculas de proteina de sinalizagdo de células especificas, que regulam
0 sistema imunoldgico de um organismo. As ILs sdo sintetizadas principalmente por
células T, mondcitos, macrofagos e células endoteliais, tendo como funcdes: facilitar a
comunicacdo entre as células do sistema imunoldgico, regular fatores de transcricao,
além de controlar a inflamacdo, a diferenciacdo, a proliferacdo e a secrecdo de
anticorpos (JUPE et al, 2018).

Em relacdo a estrutura das ILs, em sua maioria, pertencem a classe de
conformacdo quatro a-helicoidais, estrutura proteica composta por quatro longas hélices
a unidas por pontes dissulfeto, apresentando na extremidade um terminal NH2 e outro
terminal COOH (ROSE, 2018).

A classe das citocinas com essa conformagdo consiste em mais de 35
interleucinas e muitos mediadores, como hormonio do crescimento, prolactina, leptina,
fator inibidor de leucemia (LIF) e oncostatina M (OSM). Além disso, todos o0s
interferons e muitos fatores estimuladores de colénias (CSFs) pertencem a esta classe de

citocinas, que no total contém muito mais de 60 membros (SPANGLER et al, 2015).
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As citocinas se ligam a complexos de receptor multimérico em que,
frequentemente, uma subunidade também é encontrada nos complexos de receptor para
outras citocinas. Assim, diferentes tipos de células secretam a mesma citocina, € uma
Unica citocina pode agir em diversos tipos de ceélulas, fenébmeno denominado
pleiotropia. Frequentemente, atuam em forma de cascata, ou seja, uma citocina estimula
suas células-alvo a produzir mais citocinas. Essas substancias se ligam a receptores
especificos, ativando mensageiros intracelulares que regulam a transcri¢do génica, que
sintetizam moléculas de outras citocinas e ativam as células (ROSE, 2018; STARK et
al, 2018).

Dessa forma, as citocinas influenciam a atividade, a diferenciacdo, a
proliferacdo e a sobrevida da célula imunoldgica, assim como regulam a producéo e a
atividade de outras citocinas, que podem aumentar (pré-inflamatorias) ou atenuar (anti-
inflamatdrias) a resposta inflamatoria, de acordo com o microambiente no qual estéo
localizadas. Dentre as consideradas pro-inflamatorias, temos as IL 1, 2, 6, 7, IFN-y,
TNF-a. As anti-inflamatérias sdo IL-4, 1L-10, IL-13 e fator transformador de
crescimento  (FTCP) (JUPE et al, 2018).
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1.3.1 Interleucina- 6

As citocinas da familia interleucina 6 (IL-6) sdo proteinas de quatro hélices
e foram agrupadas em uma familia devido ao uso comum da subunidade do receptor
gp130. As citocinas da familia IL-6 original consistem em sete: IL-6, LIF, CNTF,
CLCF1, OSM, CT-1 e IL-11 (JONES; JENKINS, 2018) (TABELA 1).

Tabela 1: Nomenclatura das citocinas da familia IL-6 e suas funcdes.

NOME GENES EXPRESSAO FUNCAO
CELULAR
Macrofago, linfocitos,  Respostas agudas, angiogénese,
IL-6 IL-6, BSF2, HGF, HSF células epiteliais, diferenciacéo de LT e LB,
hepatocitos metabolismo da glicose
Celulas estromal, A
fibroblasto Hematopoese, adlpogejnese,
IL-11 IL-11, AGIF . . metabolismo dsseo, proliferacdo
condrdcitos, células
. celular.
neoplasicas
Oncostatina M MGC20461 Mondcito, macréfago, Hematopoese, metabolismo

(OSM)

Fator inibidor

neutréfilo, célula T

Célula T, mondcito,

lipidico, ésseo e hepatico

Remodelagéo 6ssea,

de leucemia CDF, DIA, HILDA fibroblasto, célula reqeneracio neural
(LIF) endotelial g ¢ '
Cardiotrofina T .
1 (CTF1) CT-1,CT1 Midcito cardiaco Apoptose
Fator . .
neurotréfico HCNTE Osteoblasto, o Metab_ollsmo 0sseo,
o osteoclasto, condrocito metabolismo da glicose
ciliar CNTF
Fonte: ROSE, 2020. Legenda: OSM: Oncostatina M, LIF: Fator inibidor de leucemia,

CTF1:Cardiotrofina 1.

Essa familia de citocinas sdo importantes mediadores envolvidos na
regulacdo da resposta da fase aguda a lesdo e infeccdo. Além de suas funcbes na
inflamacéo e na resposta imune, essas citocinas tambem desempenham um papel crucial
na hematopoese, regeneracdo hepatica e neuronal, desenvolvimento embrionario e
fertilidade (KANG et al, 2020).

IL-6 € uma citocina pro-inflamatéria secretada por macrofagos, linfocitos,
endoteliais.

fibroblastos e células estimulada por

lipopolissacarideos (LPS), IL-1 e TNF-a (JONES; JENKINS, 2018).

Sua producdo pode ser
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Em relacdo a sua estrutura, € uma proteina glicosilada composta por 212
aminoécidos e seu gene foi mapeado no cromossomo 7, na regido p2l. Tem a
caracteristica de estrutura de feixe de quatro hélices tipica de todas as citocinas dessa
familia, composta por quatro longas hélices a com trés locais de ligacao aos receptores
(HASEGAWA et al, 2016) (FIGURA 8).

A IL-6 exerce sua funcdo por meio do complexo de receptores, que consiste
na glicoproteina transmembrana de tipo | de ligag&o a IL-6 denominada IL-6R (também
designada CD126 ou gp80) e o receptor de transmembrana de tipo | gp130 (CD130)
(KANG et al, 2020).

Inicialmente a IL-6 foi identificada como uma proteina que estimula as
células B e regula o equilibrio entre as células T reguladoras e efetoras. Posteriormente,
foi observado que a IL-6 é um alvo para o desenvolvimento de uma série de doencas
crénicas e inflamatorias, como doencas neuroldgicas ou sindromes metabolicas
(TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

Sabe-se que a desregulacdo da sinalizacdo de citocinas do tipo IL-6 e niveis
elevados contribuem para o aparecimento e manutencdo de varias doencas, como AR,
doenca inflamatdria intestinal, osteoporose, esclerose multipla e varios tipos de cancer,
como mieloma multiplo e cancer de prostata (ROSE-JOHN, 2020).

Um estudo inicial revelou um papel critico da IL-6 em doencas
inflamatdrias e detectou niveis aumentados de IL-6 em soros de pacientes com mixoma
cardiaco, que desenvolvem uma ampla gama de sintomas inflamatérios que
desaparecem ap6s a remocao dos tumores (JOURDAN et al., 1990).

Ademais, o papel da IL-6 no Sistema Nervoso Central (SNC) e em doencgas
neuroldgicas também tem sido estudado. A IL-6 pode ser produzida principalmente por
astrécitos e microglia, em resposta a estimulos especificos. Niveis elevados de IL-6 no
SNC foram relatados em varias doencas neurologicas associadas a lesdo cerebral ou
inflamacédo no cérebro, como a esclerose multipla e Alzheimer (ROTHAUG et al, 2016;
WILLIS et al, 2020).

Os disturbios metabolicos também foram associados a niveis elevados de
IL-6. Ha evidéncias que sugerem que os adipdcitos de individuos obesos secretam IL-6,
atividade que se correlacionou com o volume dos adipécitos. Portanto, a obesidade €
considerada um estado de inflamacao crénica de baixo grau com niveis elevados de IL-
6 e TNF-alfa (KRAAKMAN et al, 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7201933/#bib42
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Embora a asma e outras doencas pulmonares ndo sejam normalmente
consideradas no grupo de doengas inflamatdrias, como AR, colite, esclerose multipla, a
resposta inflamatéria no pulmdo € essencial para a patogénese. Dados fornecem
evidéncias em apoio a um papel ativo da IL-6 em alguns aspectos da complexa
patogénese presente na asma e na doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Além
disso, estudos genéticos recentes que apoiam ainda mais o conceito emergente de I1L-6
como outro novo alvo potencial para doencas inflamatdrias pulmonares (FERRARI et
al, 2014; PRINS et al, 2018; DELLA et al, 2020).

A IL-6 também esta envolvida na regulacdo dos niveis séricos de ferro por
meio da sintese de hepcidina. Assim, a IL-6 induz a producdo de hepcidina, que
bloqueia a agéo do transportador de ferro para o meio interno celular, a ferroportina, que
fica no intestino e, assim, reduz os niveis de ferro sérico. Isso significa que o complexo
IL-6-hepcidina é responsavel pela hipoferremia e anemia associada a inflamacéo
cronica (NARAZAKI; KISHIMOTO, 2018).
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1.3.2 Interferon-gama (IFN-y)

Os interferons (IFNs) sdo classicamente considerados como citocinas e
receberam esse nome originalmente por sua acdo de interferir com a replicacéo viral
(ISAACS; LINDERMANN, 1957). Atualmente, outras funcfes foram relacionadas para
essa familia de citocinas, as quais sdo em geral divididas em dois grupos: Tipo | e 1l
(PERVOLARAKI et al, 2018).

Os interferons do tipo I compreendem os subgrupos do IFN-a, IFN-f, IFN-
o ¢ IFN-1, os quais sdo estruturalmente relacionados e se ligam a um receptor comum, o
IFNAR. Os interferons do tipo Il compreendem apenas o IFN-y, o qual se liga ao
receptor IFNGR (STANIFER; PERVOLARAKI; BOULANT, 2019).

O interferon do tipo Il, o IFN-y, possui diversas fontes de produgao, como
linfocitos B, células NK, células apresentadoras de antigeno (APCs) e linfécitos T,
sendo que estes Ultimos sdo sua maior fonte de produgdo (SCHREIBER; PIEHLER,
2015).

A producdo de IFN- y por APCs, como mondcitos, macrofagos e células
dendriticas (DCs), pode ser importante na autoativacdo celular e ativacdo de células
préximas ao sitio de estimulo. Assim, a secrecdo de IFN- y pelas células NK e APCs ¢
importante na defesa inicial do hospedeiro contra a infeccdo, enquanto que a secrecéo
de IFN- vy pelos linfocitos T ¢ a principal fonte de ativagdo da resposta imune adaptativa
(FENGER et al, 2021).

As interleucinas IL- 12 e IL - 18 secretadas por APCs ativadas por
estimulo antigénico, controlam a producdo de IFN 7. Essas citocinas servem como uma
ponte para acionar células da resposta imune inata na infeccdo com a produgéo de IFN-y
(PERVOLARAKI et al, 2017).

No inicio da resposta inata, 0 reconhecimento de muitos patdgenos pelos
macrofagos induz a secregdo de IL - 12 e quimiocinas. Essas quimiocinas atraem as
celulas NK para o local da inflamacéo, e a IL-12 promove a sintese de IFN-y nessas
células. Em macréfagos, células NK e T, a combinagéo de estimulagdo de IL- 2 e IL -
18 aumenta ainda mais a producéo de IFN - y (STANIFER et al, 2019).

Assim, 0 INF-y contribui na resposta inflamatdria aguda e principalmente na
crbnica, atraindo macrofagos e aumentando o numero de células fagocitarias no local da
inflamacdo (HOFFMAN et al, 2015).
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Na resposta imune adaptativa, a sintese do IFN-y regula a expressdo das
moléculas de MHC de classe Il em células que expressam constitutivamente esse
receptor, como células B, DCs e APCs. Age na via de apresentacdo do antigeno de
classe 1l promovendo a ativacao especifica de células T CD4 +, que véo atuar sobre o
antigeno e secretam ainda mais IFN-y (SCHREIBER; PIEHLER, 2015).

Além disso, as células Thl secretam preferencialmente IFN-y com outras
citocinas, e as células Th2 expressam apenas IL-4 e IL-5. Em geral, as respostas de Thl
associadas a imunidade mediada por antigenos sdo induzidas por patdgenos
intracelulares, como bactérias e protozoarios, enquanto as respostas de Th2 sdo
associadas a mecanismos mediados por anticorpos induzidos por infecgdo por
nematoide (WALTER, 2020).

Assim, o IFN-y estimula a imunidade inata mediada por células através das
células NK, imunidade citotoxica especifica baseada no reconhecimento do antigeno
ligado a superficie celular expresso em associacdo com moléculas de MHC e, acima de
tudo, a ativacdo de macrdfagos (XU et al, 2017).

Além das funcdes na defesa do hospedeiro, o IFN - vy também pode
contribuir para a patologia autoimune e cronicas. A produgédo excessiva de IFN-y resulta
em um estado inflamatorio, que predispde ao desenvolvimento de doengas autoimunes e
cronicas, como a nefrite autoimune, lGpus eritematoso sistémicos, esclerose multipla,
DM, obesidade, DPOC doencas cardicas (WEN et al, 2015, BARNER, 2016;
PESSATO, 2016).

Os reguladores negativos da producdo de IFN - vy incluem IL- 4, IL- 10,
fator de crescimento beta (TGF-R), em sua maioria, produzidas por células Th2 CD4+.
Sendo assim, a ativacdo das células Th2 é importante para limitacdo da expressao de
IFN-y e controle do processo inflamatério (PORITT; HERTZOG, 2015). Porém,
quando inibido, aumenta a suscetibilidade a muitos patogenos intracelulares, como
parasitas, bactérias e virus, alem de diminuir a resposta a vacinas. Também gera menor
defesa contra células cancerigenas e maior predisposi¢do ao desenvolvimento de tumor
(WANG et al, 2017).
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1.4 Hematopoese no Idoso.

O processo natural de envelhecimento induz, progressivamente, a disfuncéo
de vérios Orgdos e constitui importante fator de risco para a maioria dos canceres e
varias doengas (MIDIC et al, 2020).

Muitas alteracGes sdo observadas na hematopoese em decorréncia do
processo de senescéncia, por mecanismos diversos e complexos. No idoso, a
hematopoese € caracterizada por uma progressiva diminuicdo da reserva medular e
relativa hipofuncdo que se torna clinicamente evidente em situagdes de demanda
aumentada. Ha diminuicdo progressiva da celularidade medular, prejuizo na capacidade
de auto-renovacdo das células progenitoras, reducdo no potencial de regeneracdo e
pressdo seletiva para producéo e diferenciacdo mieloides (“myeloid skewing”) (ZHANG
et al, 2020).

H& modulagdo anormal da hematopoese, mediada por citocinas pro-
inflamatdrias que criam um ambiente pré-inflamatorio crénico. A diminuicdo da
resposta imune adaptativa e o aumento da inflamacdo sistémica, que caracterizam a
imunossenescéncia, tém efeitos deletérios a longo prazo, aumentando o risco para
desenvolvimento de céncer, aterosclerose, doencas neurodegenerativas entre outras.
Além disso, a emergéncia de hematopoese clonal tem incidéncia crescente com a idade,
0 que favorece a evolucdo para condi¢des pré-leucémicas (HAAN; LAZARE, 2018).

A anemia no idoso é mais precocemente sintomatica devido, sobretudo, a
comorbidades preexistentes e € uma condicdo sabidamente associada a incapacidade
funcional e com impacto negativo na morbimortalidade. O aumento da incidéncia de
anemia com a idade poderia sugerir um ajuste fisioldgico a diminuicdo do metabolismo
e, portanto, a interpretacdo da anemia como consequéncia inevitavel do processo
fisioldgico de senescéncia. No entanto, uma causa pode, em geral, ser identificada em

pacientes adequadamente investigados (LI; ZENG; XU, 2020).
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1.5 Anemia no ldoso

Segundo os critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a anemia é
definida pelo nivel de hemoglobina inferior a 12 g/dL em mulheres e menos de 13 g/dL
em homens (WHO,2011).

A incidéncia da anemia aumenta, com o avan¢o da idade, atingindo uma
prevaléncia de +17% em idosos com a faixa etaria > 60 anos de idade. No total, estima-
se que a prevaléncia global de anemia é de 32,9%, resultando em 68,4 milhdes de
pessoas atingidas, sendo 13,9% referentes a individuos idosos portadores de anemia
(GIRELLI et al, 2018). E provavel que esse niimero aumente, consideravelmente, nos
proximos anos, dado o envelhecimento da populacdo nas sociedades ocidentais
(PASRICHA, 2014; KASSEMBAU et al, 2014). A prevaléncia de anemia é maior no
sexo feminino entre os 65-74 anos e depois dos 75 anos prevalece no homem. Além
disso, é aproximadamente 3 vezes mais prevalente em idosos negros do que em
caucasianos (EISELE et al, 2013; MICHALAK et al, 2019).

Ademais, estudos relatam que a anemia € mais comum entre os residentes
em lares de idosos do que entre idosos residentes na comunidade. Resultados do estudo
Chan et al (2013) demonstraram que 48 % dos idosos institucionalizados apresentavam
anemia, enquanto Woodman et al (2007) verificaram que idosos residentes na
comunidade apresentavam uma taxa de anemia em torno de 11%. Estes dados suportam
a conclusdo de que a prevaléncia de anemia é substancialmente superior em instituicdes
do que na comunidade (RIVA et al, 2019).

A anemia em idosos torna-se, particularmente, relevante devido as varias
consequéncias e complicagdes associadas. Além de diminuir a qualidade de vida, est4
associada ao aumento da morbimortalidade e pode levar a eventos cardiovasculares e
neurolégicos. Outras correlagdes, como a diminuicdo do desempenho fisico, a
frequéncia das internacGes hospitalares, 0 comprometimento cognitivo e a depressao sao
causas frequentemente pautadas a anemia nessa populacdo (VALENT; THEURL, 2018;
ERSHLER, 2019).
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A respeito da etiologia no idoso, a anemia pode ser multifatorial, sendo mais
comuns as deficiéncias nutricionais e a anemia das doencas cronicas. Além disso,
hemorragias, hemolise e disturbios clonais também sdo causas recorrentes de anemia em
pacientes senescentes; porém, representam um numero menor de casos (TABELA 2)
(HALAWI; MOUKHADER; TAHER, 2017; LANIER; PARK; CALAHAN, 2018).

Tabela 2: Estudos referentes aos tipos incidentes de anemia em idosos.

ANEMIAS INCIDENCIA DE CASOS (%)
BACHecols. SHAVELLEe SHARMA e TEMATI e cols.
(2014) cols. cols. (2010)
(2012) (2019)
Anemia ferropriva 42% 24% 24.8% 16%
Anemia da doenca 38% 26% 22.9% 17%
cronica
Anemia da doenca 11% 11% 12,4% 15%
renal crénica
Anemia inexplicavel - 39% 8.6% 26%
Anemia multifatorial 9% } 7 6% 204
Anemia por
deficiéncia - - 2,8% 10%
Vit.B12 /ou Folato
Talassemia . - - 14%

Fonte: Adaptado de BARCH et al (2014), SHAVELLE e cols. (2012), SHARMA & SURI
(2019), TEMATI et al (2010).

Logo, a anemia por doenca crbnica (ADC), também conhecida como
anemia por inflamacgdo (Al), € considerada a segunda causa mais prevalente em idosos
no mundo, ap6s anemia ferropriva. Estima-se que 40% de todas as anemias no mundo
podem ser consideradas ADC ou anemias combinadas com importantes influéncia da
ADC, que, no total, representam mais de 1 bilh&o de individuos afetados (GOMEZ et al,
2017; STAUDER; VALENT; THEURL, 2018)
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1.5.1 Anemia da Doenca Cr6nica

Originalmente, a ADC esta comumente associada as doencas inflamatérias
crénicas como infeccdes, doencas autoimunes e neoplasias. Dados recentes sugerem que
a ADC também pode estar presente em individuos com insuficiéncia cardiaca
congestiva ou em pacientes ap6s o transplante. Na tabela 3 estdo exemplificadas as
condicdes patoldgicas mais frequentemente associadas a ADC (TIM et al, 2017;
HALAWI; MOUKHADER; TAHER, 2017; WEISS; GANZ; LAWRENCE, 2019).

Tabela 3: Patologias associadas a Anemia da Doenca Cronica.

Tuberculose, pneumonia bacteriana, abcesso pulmonar e epiema
Endocardite infecciosa

INFECCOES Infeccdo cronica do trato urinario
SUBAGUDAS E Micose e meningite
CRONICAS Infeccdo pelo HIV
Osteomielite

Doenca inflamatoria pélvica
Artrite reumatoide
DOENCAS Lupus eritematoso sistémico

INFLAMATORIAS \[;gzzug;eisn?‘:;iglgﬁ:s intestinais
NAO INFECCIOSAS ¢

Sarcoidose
Traumas severos

MALIGNIDADES Neoplasias hematoldgicas
Neoplasias ndo hematoldgicas

IDIOPATICAS -
Fonte: Adaptado de WEISS; GANZ; LAWRENCE, 2019.

O diagndstico da ADC é baseado na identificacdo de anemia normocitico-
normocrémica, acompanhada de achados laboratoriais que incluem baixos niveis de
ferro sérico, baixa saturacdo de transferrina, aumento dos niveis séricos de ferritina,
niveis inadequadamente baixos de EPO e marcadores inflamatdrios elevados, como a
proteina C reativa e velocidade de hemossedimentacdo (VHS) (WEISS, 2015; PETZER,;
THEUR; WEIS, 2018).

Os parédmetros bioquimicos da ADC estdo associados a desregulacdo na
homeostase do ferro proveniente da fisiopatologia inflamatoria. Niveis de ferritina, uma
proteina de fase aguda armazenadora do ferro, estdo elevados pela inducdo de varios
mediadores inflamatorios que estimulam o deposito do ferro. J& as concentracdes

circulantes da proteina transportadoras de ferro, a transferrina, apresentam-se baixas,
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devido a indisponibilidade do ferro e por sua expressao ser afetada negativamente pelas
citocinas. Além disso, a baixa disponibilidade do ferro sérico, devido a saturacdo do
estoque no figado e baco, limita a eritropoiese e acarreta a diminui¢do na sobrevida dos
eritrocitos (GOMES, 2016; MUCKENTHALER et al, 2017).

No idoso dois mecanismos principais devem ser considerados: a
Imunossenescéncia e o Inflammaging. A Imunossenescéncia corresponde & modificacao
do sistema imunologico devido ao envelhecimento, sendo acompanhado por uma
mudanca do perfil da expressdo das citocinas inflamatorias. Esse processo inflamatorio,
caracteristico do envelhecimento, corresponde ao Inflammaging, que gera uma
propensdo progressiva a um estado pro-inflamatorio (FRANCESCHI et al, 2018;
FARD; STOUGH, 2019).

Inicialmente, o mecanismo etiopatoldgico € ativado devido ao continuo
estimulo antigénico de moléculas neoplésicas, infecciosas, inflamatorias e adipdcitos.
Porém, devido a ineficiéncia do sistema imune pela Imunossenescéncia, as particulas
antigénicas ndo conseguem ser completamente eliminados e desenvolvem uma reagéo
imunoldgica constante de baixo grau (FIGURA 7) (FRAENKEL, 2017).

Figura 7: Mecanismo Inflammaging na anemia da doenca cronica.

LU0 QUL f
\

I Internalizagdo do Fe nas células & ole]

& 1 Ativagdo dos macréfagos
Q§) | Diminui¢do da sobrevida das hemacias

NN
1 Degradagio ferroportina
1 Internalizacdo do Fe nos macrofagos

X
<

1 Saturagdo da ferritina

-/
N

INF-y

= | Eritropoetina 1 Hepcidina

Fonte: Autoria propria. Legenda: Na anemia por doenca cronica, citocinas e células do

sistema reticulo-endotelial induzem alteragcGes que interferem em diferentes vias da
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eritropoiese, sendo o bloqueio na mobilizacdo do ferro pela Hepcidina o mecanismo
mais evidente.

As citocinas pré-inflamatorias, por sua vez, estimulam os hepatécitos a
produzir Hepcidina, o principal hormdnio regulador da homeostase do ferro. A
Hepcidina inibe a absorcdo de ferro no duodeno por meio da oclusdo do exportador
transmembranar do ferro, a ferroportina, causando sua internalizagdo e a restricdo da
saida celular do ferro dietético absorvido a circulagdo. Além disso, a Hepcidina atua nos
macrofagos, bloqueando a liberacdo de ferro reciclado dos eritrocitos senescentes e
restringindo a disponibilidade de ferro para a eritropoese (RAED et al, 2019).

Ademais, a IL-6 e 0 TNF-a estimulam a captacéo e a retengéo de ferro nos
macrofagos por diferentes vias, incluindo ativacdo precoce da eritrofagocitose, e
promocdo do armazenamento e a incorporacdao de ferro no estoque, a ferritina.
Paralelamente, o IFN-y promove a degradacdo da ferroportina na superficie celular,
reduzindo, assim, a exportacdo de ferro celular (FRASER et al, 2018).

Outro efeito do TNF-a e do IFN-y é a inibigdo no horménio regulador da
eritropoese, a EPO. Niveis elevados de citocinas inflamatdrias afetam, negativamente, a
producdo e a atividade biolégica da EPO, inibindo a diferenciacdo de progenitores

eritroides, contribuindo para anemia (WEISS, 2015).

Portanto, todos os mecanismos subjacentes resultam na restricdo do ferro e
no desenvolvimento da ADC. Logo, entender como as citocinas pro-inflamatérias e o
hormbnio Hepcidina atuam na instalacdo e na progressdo da ADC é de fundamental
importancia para propor o uso desses parametros como biomarcadores, ajudando no
diagnostico, progndstico, no direcionamento da terapia a ser utilizada e prevendo sua

eficacia.
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1.6 HEPCIDINA

A Hepcidina foi inicialmente descrita como o peptideo antimicrobiano
Liver-Expressed Antimicrobial Peptide 1 (LEAP-1), dada a sua atividade antibacteriana
e antifungica (KRAUSE et al, 2000), e posteriormente foi associada a regulacdo do
metabolismo do ferro (PARK et al, 2001).

E codificada pelo gene Hepcidin Antimicrobial Peptide (HAMP), localizado
no cromossoma 19, e produzida predominantemente pelo figado e em menores
quantidades pelo coragdo, rim, retina, células alveolares, mondcitos, macréfagos,
linfocitos, adipdcitos e células B pancreaticas (MLECZKO et al, 2014).

A Hepcidina primeiro é sintetizada como um pré- peptideo de 84
aminoéacidos, a pro-hepcidina, e depois é clivada duas vezes a nivel citoplasmatico e
secretada sob a forma de um peptideo maduro de 25 aminoacidos. Exibe uma estrutura
rica em cisteina unidas por quatro pontes de dissulfeto (KATSAROU;
PANTOPOULOQS, 2018).

Embora a forma predominante da Hepcidina tenha 25 aminoacidos
(hepcidina-25), foram também encontradas hepcidinas com dois peptideos curtos na
extremidade aminoterminal, hepcidina-20 e hepcidina-22. Como outros peptideos
antimicrobianos, possuem residuos hidrofilicos carregados positivamente que destroem
as membranas das bactérias. Assim, possui propriedades antibacteriana e antifingica,
cuja expressdo é exacerbada com a administracdo de lipopolissacarideos, um classico
indutor de proteinas de fase aguda (MLECZKO et al, 2014).

A expressao de Hepcidina é regulada essencialmente por 4 tipos de sinais:
sinais de aumento da atividade da eritropoetina; sinais de resposta a concentracdo de
ferro circulante; sinais de resposta inflamatoria e sinais de stress no reticulo-
endoplasmatico (RE) (ASCHEMEYER et al, 2018).

Quando a eritropoiese é funcional, o aumento da eritropoetina conduz
rapidamente a diminuicdo da Hepcidina sérica, que garante o fornecimento adequado de
ferro, estimula a mobilizagao de ferro para a MO e evita o desenvolvimento de anemia
perante processos hemorrdgicos ou hemoliticos. Todavia, a regulacdo pela EPO ¢é
realizada de forma indireta (SOENNWEBER et al, 2014).

Outra via de regulacdo da Hepcidina, ocorre pelos niveis de ferro sérico. Em
condicGes de sobrecarga de ferro, a Hepcidina é produzida para diminuir os niveis de
ferro circulante e assim proteger da toxicidade do ferro. A regulagdo da expresséo da
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Hepcidina em resposta ao ferro envolve outras moléculas, que funcionam como
sensores de ferro e cujos mecanismos de acdo explicam hoje a patogénese da maioria
das doencas genéticas de sobrecarga de ferro, particularmente a Hemocromatose
Hereditaria (HH) (BLANCHET et al, 2016).

O stress do reticulo endotelial também é capaz de modular a expresséo de
Hepcidina nos hepatdcitos, e ocorre quando as células sdo expostas a agentes toxicos,
alteracbes nutricionais ou outros agentes patoldgicos que interferem com o normal
processamento das proteinas recém-sintetizadas no reticulo endotelial, induzindo um
conjunto de respostas coordenadas conhecido como unfolded protein response (UPR).
Esta resposta tem como objetivo manter o controle de qualidade do reticulo endotelial e
ajudar a célula a adaptar-se ou a recuperar de condi¢cdes de stress. No entanto, esta
resposta também tem sido apontada como um fator de progressdo de doenca, como na
doenca hepatica cronica (PETERSON, 2015).

O principal mecanismo de regulagdo da Hepcidina s8o 0s processos
inflamatorios e infecciosos. Esses estados conduzem ao aumento de diferentes citocinas,
entre as quais a IL-6, se destaca. A ligacdo da IL-6 ao seu receptor, na superficie do
hepatocito, induz a fosforilacdo da Signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3) por intermédio da proteina Janus kinase (JAK) e a sua translocacdo para o
nacleo, onde se liga ao promotor do gene HAMP, e promove a transcricdo deste gene e
a sintese de hepcidina. O objetivo final é a limitacdo do ferro disponivel para os agentes
infeciosos (BOSER et al, 2015).

A dosagem da hepcidina por testes de imunoabsorc¢do enzimatica (ELISA)
oferece um uso clinico mais amplo da determinacdo de seus niveis no soro ou na urina,
podendo, eventualmente, desempenhar um papel na avaliacdo e no gerenciamento da
ADC. Além disso, pode ser uma ferramenta diagndstica confiavel para acompanhar a
resposta ao tratamento da anemia (GIEWLLI; NEMETH; SWINKELS, 2016).
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1.7 Metabolismo do Ferro

O ferro é um elemento vital para a homeostase celular. E essencial para o
transporte de oxigénio, para a sintese de DNA e metabolismo energético. Além de ser
um cofator importante para enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial, sintese da
hemoglobina nos eritroblastos, mioglobina nos musculos e dos citocromos no figado
(ABBATE; HILDER, 2017).

A deficiéncia de ferro acarreta diversas consequéncias clinicas, sendo a
anemia a manifestagdo mais relevante. Por outro lado, o acimulo ou excesso de ferro
apresenta toxicidade, pois produz radicais que danificam membranas lipidicas, proteinas
e acidos nucléicos. Portanto, & necessario que haja um perfeito equilibrio no
metabolismo do ferro, de modo que ndo haja falta ou excesso do mesmo
(SONNWEBER et al, 2019).

O ferro disponivel no organismo é obtido de duas fontes principais: da dieta
e da reciclagem de hemadcias senescentes. O ferro proveniente da dieta é absorvido no
epitélio duodenal, que apresenta estruturas vilosas para ampliar a superficie de
absorcdo. Nessas células ha a expressdo das proteinas, como a proteina transportadora
de metal divalente (DMT-1) e a ferroportina (FPT) que ajudam na internalizacdo dessa
molécula (WANG; BABIT, 2018; GALARIS et al, 2019) (Figura 8).

Figura 8:
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Fonte: Adaptado de GROTTO, 2008.

O ferro presente nos alimentos estd em duas conformaces e estruturas bem
diferentes. O ferro de origem animal também € o ferro heme, este ferro esté ligado a um
anel porfirinico pois € um constituinte da hemoglobina ou mioglobina do animal. O
ferro vegetal ou ferro ndo-heme, diferentemente do ferro heme, ndo possui o anel
porfirinico pois plantas ndo produzem hemoglobina ou mioglobina. O ferro ndo-heme,
portanto, geralmente vai estar associado a algum outro &tomo frequentemente formando
um sal, o que justifica a dificuldade de ser absorvido (ABBATE; HILDER, 2017).

A fagocitose e degradacdo de hemécias senescentes representam uma fonte
importante de ferro, que é suficiente para manter a necessidade diéria de ferro para a
eritropoiese. Macrofagos e NK reconhecem modificagdes bioquimicas na membrana da
heméacia senescente. Essas alteracfes sinalizam para que o macrofago elimine essas
células e obtenham o ferro para ser estocado no préprio macréfago na forma de ferritina
ou ser exportado pela FPT até os locais onde sera reutilizado, predominantemente MO,
onde participara da hemoglobinizacdo de novos eritrocitos (NAKAMURA et al, 2019).

O ferro por ser um metal de transi¢do, possui dois numeros de oxidacgéo, +2
e +3. O Ferro " é denominado ferroso e o Ferro ** ¢ o férrico. Quando o ferro ganha
elétrons por meio de reducdo ha estabilizacdo no estado ferroso e quando perde por
oxidagdo se encontra no estado ferrico. Dependendo da substancia que vai interagir com
o ferro, um redutor ou um oxidante, o ferro pode assumir uma carga diferente
(ABBATE; HILDER, 2017).

Na sua forma livre, o ferro é transportado no plasma pela transferrina (Tf),
uma glicoproteina de 80 KDa sintetizada e secretada pelo figado, que possui capacidade
de carregar duas moléculas de Fe3+. Além de transportar o ferro, a Tf atenua sua
reatividade e facilita a sua liberac&o para as células (DEV; BABITT, 2017).

Quando a capacidade de ligacdo da Tf estd totalmente saturada, o ferro
circula livremente pelo soro, na forma ndo ligada a Tf (NTBI), que é facilmente
internalizada pela célula, contribuindo para o dano celular nos casos de sobrecarga de
ferro (RISHI; SUBMANIAM; 2017).

O ferro ndo pode entrar nas células passivamente sem a ajuda de proteinas
carreadoras especificas. Esse transporte requer enzimas que alteram a oxidagéo do ferro

e receptores especificos para sua internalizacdo (NING; ZELLER, 2019).
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Em condic¢des normais, o ferro encontra-se no sangue acoplado a proteina
de transporte Tf na forma de Fe3+. Este complexo transferrina- Fe3+ é reconhecido por
um receptor de superficie celular especifico, o receptor da transferrina (TfR).

Inicialmente, o complexo transferrina- Fe3+ interage com o TfR presente na
superficie celular, formando um novo complexo TfR-transferrina-ferro (TfR1-Tf). Esse
complexo é entdo endocisado pela célula, e em seguida, sofre acdo da enzima redutase
citocromo que converte o Fe3+ em Fe2+, tornando apto para ser transportado para o
citosol celular pela enzima transportadora transmembrana DMT-1 (CHIFMAN et al,
2014).

Apos a internalizacdo do ferro, o receptor TfR1 e a Tf retorna a ligacéo na
membrana da célula na face extracelular, onde o pH neutro e o ferro plasmatico livre
promovem a liberacdo da Tf para o plasma e o TfR1 permanece pronto para 0 proximo
ciclo de entrada de ferro na célula. Esse processo é denominado “ciclo da transferrina”
(RISHI; SUBMANIAM; 2017).

Uma vez que o ferro passa a pertencer ao pool intracitoplasmatico, pode ser
utilizado para a biossintese de heme nas hemacias ou ser combinado com a apoferritina,
originando uma molécula de ferritina, estrutura que armazena o metal, a0 mesmo tempo
que o mantém disponivel para ser utilizado (CHIFMAN et al, 2014).

A homeostase do ferro é regulada por dois mecanismos principais: um deles
intracelular, de acordo com a quantidade de ferro que a célula dispbe, e 0 outro
sistémico, onde a Hepcidina tem papel crucial (WANG; BITT, 2019).

O controle celular do balanco do ferro no organismo ocorre pela interacao
de duas proteinas citoplasmaticas, denominadas proteinas reguladoras de ferro (IRP-1 e
IRP-2) e é modulado pelos niveis celulares de ferro. As IRPs estdo envolvidas nas
regulagdes pos transcricionais. Os elementos responsivos ao ferro (IRES) séo estruturas
presentes na moléecula de RNAm reconhecidos pelas IRPs (WANG; BITT, 2019).
Quando ha um aumento nos niveis de ferro do organismo as IRPs se ligam ao ferro e
ndo as IREs. Porém, quando ha uma diminuicdo dos niveis de ferro no organismo, as
interaces que ocorrem sdo entre IRPs e IREs e o resultado dessas interacGes leva a
diminuicdo dos niveis de ferritina e aumento dos niveis de receptor de transferrina e
DMT1 (RISHI; SUBRAMANIAM, 2017).

A regulacdo sisttmica da homeostase do ferro é feita pela Hepcidina,

produzida pelo figado em resposta a sobrecarga de ferro, mas também em resposta a
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mediadores inflamatorios, sendo posteriormente liberada na circulacdo (GALARIS et al,
2019).

A ferroportina é o receptor da Hepcidina e a interacdo hepcidina-
ferroportina controla os niveis de ferro nos enterdcitos, hepatocitos e macréfagos. Esse
complexo ¢é internalizado nos dominios da membrana basolateral dos macrofagos e a
ferroportina é degradada, bloqueando a liberacdo do ferro dessas células. Como
consequéncia ocorre 0 acumulo de ferro nos hepatécitos e macréfagos. A reducdo da
passagem do ferro para o plasma resulta na baixa saturacdo da transferrina e menos
ferro é liberado para o desenvolvimento do eritroblasto (RISHI; SUBRAMANIAM,
2017).

A Hepcidina estd particularmente associada a fisiopatogénese da ADC,
definida como uma anemia hipoproliferativa, caracterizada laboratorialmente por
hipoferremia na presenca de estoques adequados de ferro (SONNWEBER, 2020). A
relacdo entre citocinas inflamatorias desempenha um importante papel na patogénese da
ADC (MAHA et al, 2020). Portanto, estudos mais aprofundados sobre os mecanismos
que envolvem IL-6, INF-y e¢ Hepcidina na ADC sdo relevantes, para melhor
compreensdo sobre a patogénese e identificacdo de possiveis novos biomarcadores e

alvos terapéuticos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a associacao entre o nivel de sérico de Hepcidina e as citocinas pro-
inflamatorias IFN-y e IL-6 e sua relagdo com variaveis clinico-laboratoriais dos
pacientes idosos portadores de Anemia da Doengas Cronica acompanhados no
Servico de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade
Federal do Ceara (HUW-UFC).

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes idosos portadores de
Anemia da Doenca Cronica.

e Mensurar niveis séricos de Hepcidina em pacientes idosos portadores de ADC

e Correlacionar os niveis séricos de Hepcidina com o grau de anemia e variaveis

laboratoriais em pacientes idosos portadores de ADC.

e Mensurar niveis séricos de citocinas pro-inflamatorias IL-6 e IFN-y em

pacientes idosos portadores de ADC.

e Correlacionar os niveis séricos de citocinas pré-inflamatdrias com o grau de

anemia em pacientes idosos portadores de ADC.

e Avaliar associacdo dos niveis de citocinas pré-inflamatorias IL-6 e IFN-y com

o0s niveis de Hepcidina em pacientes idosos portadores de ADC.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo de delineamento quantitativo e qualitativo, com

caréater transversal analitico e prospectivo.

3.2 Populacéo e Casuistica

O estudo foi realizado no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC),
no periodo de 2020 a 2021, incluindo 160 individuos idosos. Sendo, 90 pacientes
diagnosticados com Anemia da Doenga Cronica acompanhados no Servico de
Hematologia do HUWC e 70 individuos voluntarios sem anemia como grupo controle.
Todos os participantes da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXO II).

Foram incluidos pacientes idosos (idade >60 anos), de ambos 0s sexos, com
diagnéstico de Anemia da Doenca Cronica confirmado por exames laboratoriais,
segundo os critérios da OMS (2011) que define anemia por hemoglobina menor que 12
g/dL em mulheres e menor que 13 g/dL em homens.

O grupo controle foi constituido por individuos idosos, que apresentaram
exames hematologicos dentro dos valores normais, pareados de acordo com 0 sexo e a
idade, e provenientes da cidade Fortaleza- Ce.

Os dados clinicos e demograficos complementares foram obtidos pela

analise dos prontuarios médicos disponiveis no acervo do HUWC.

3.3 Critérios de Inclusdo
3.3.1 Pacientes com Anemia da Doenca Cronica

Foram considerados critérios de elegibilidade: pacientes idosos (idade > 60
anos), de ambos os sexos, com diagnostico confirmado de Anemia da Doenga Crénica,
acompanhados em ambulatorio especializado de Hematologia no Hospital Universitario
Walter Cantidio e que consentiram participacdo voluntaria na pesquisa por meio da
assinatura do TCLE.
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3.3.2 Grupo Controle

Foram considerados como grupo controle individuos idosos sem anemia, de
ambos 0s sexos, que aceitaram participar voluntariamente da pesquisa por meio do
TCLE.

3.4 Critérios de Exclusao

Foram considerados critérios de exclusdo: pacientes que ndo se enquadram

nos critérios de inclusdo ou que se recusaram a participar do estudo.

3.5 Aspectos Eticos da Pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Hospital Universitario Walter Cantidio, através do sistema da Plataforma
Brasil (NUmero do processo: 3.817.121) (ANEXO II).

Nestes termos, a equipe executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir
todas as diretrizes e normas reguladoras descritas na Resolucdo n° 466 de 12 de
dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude que aprova as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos (BRASIL, 2012).

3.6 Biosseguranca e Descarte de Amostra Biologica

As normas de biosseguranga da Lei n° 11.105 de marco de 2005,
regulamentada pelo decreto n° 5.591 de 22 de novembro foram respeitadas em todas as
etapas do estudo, assim como o descarte de material bioldgico realizado conforme a
resolucdo da diretoria colegiada — RDC 306 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, de 7 de dezembro de 2004.

3.7 Coleta de dados

Os dados clinicos e sdcio-demogréaficos foram obtidos atraves da analise dos

prontudrios. As variaveis coletadas e analisadas neste estudo foram (ANEXO I1I):

e Caracteristicas demogréaficas: sexo (feminino e masculino) e idade (<60 e >
60 anos).

e Presenca e nimero de comorbidades.

e Polifarmacia (sim e ndo).

e Histdrico transfusional (sim e ndo).
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e Habitos: alcoolismo e tabagismo (sim e néo).

e Avaliacdo laboratorial, incluindo: hemograma; VHS; bioquimica (ferro
sérico, ferritina, capacidade latente de ligacdo do ferro, capacidade total de
ligacdo do ferro, indice de saturacdo da transferrina, eritropoietina, acido
félico, vitamina B12, TSH e T4L, Coombs direto); sorologias para hepatites
BeCeHIV.

3.8 Coleta e Processamento da amostra

Foram coletados de cada individuo dois tubos de 5 mL de sangue venoso,
sendo um tubo contendo EDTA e um tubo com gel separador. Apds a coleta, as
amostras foram mantidas sob refrigeracdo e processadas no Laboratorio de
Citogendmica do Cancer da Universidade Federal do Ceara (Figura 9).

O soro e o plasma foram separados por centrifugacdo a 3.000 rpm por 10
minutos. Aliquotas do sobrenadante, com volumes iguais foram armazenadas em
Eppendorf (1,5 ml) previamente identificados. Todas as amostras foram mantidas em
freezer a -80°C até a realizacdo das analises.

Figura 9: Etapas de coleta e processamento das amostras.

Fonte: Autoria prépria. Legenda: 1 e 2: Foi coletado sangue venoso em 1 tubo de
EDTA e um de soro de cada paciente. 3 e 4. As amostras foram mantidas sob
refrigeracdo e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos para separar soro e plasma

foram 5: Aliquotas de soro e plasma foram armazenadas em Eppendorf (1,5 ml)



37

previamente identificados. Todas as amostras foram mantidas em freezer a -80°C até a

realizacdo das analises.

3.9 Dosagem das citocinas IL-6, IFN-y e Hepcidina.

A dosagem de IL-6, IFN-y e Hepcidina foi realizada utilizando o teste de
imunoabsorcao enzimética (ELISA) sanduiche conforme orientacbes da INVITROGEN
(Califérnia, EUA) e R&D Systems (Minnesota, EUA), fabricantes dos Kits.

Cada Kit contém uma placa com 96 pocos, o suficiente para dosar até 80
amostras, sendo que, 16 pocos foram usados para testar amostras padronizadas em
duplicatas com concentragbes conhecidas de citocinas e Hepcidina para tracar uma

curva padrdo com os valores maximos e minimos.

3.9.1 Dosagem de Hepcidina e IFN-y.

As amostras de soro e o0s reagentes do kit foram descongeladas até atingirem
temperatura ambiente. Para a determinagcdo da Hepcidina e IFN-y foi utilizado o kit
R&D Systems e o teste foi realizado de acordo com as normas empregadas pelo
fabricante. A representacdo esquematica encontra-se na Figura 11.

Inicialmente, foi realizada a diluicdo das amostras e controles (diluido 1: 4)
devido a influéncia de niveis enddgenos e também preparado o padrao (diluido 1: 4), o
tampé&o de lavagem e o diluente calibrador.

Em seguida, foi usada a placa de poliestireno revestida com anticorpo
monoclonal especifico anti-Hepcidina e anti IFN-y para a adicdo de diluente de ensaio a
todos os pocos, e posteriormente, adicdo do padrdo em duplicata em 16 pocos e de
amostras e controles nos 80 pogos restantes. Nessa etapa, qualquer Hepcidina e IFN-y
presente nas amostras ficaram ligados pelo anticorpo imobilizado na fase solida.

A placa foi coberta e incubada por 2 horas em temperatura ambiente. Apds
0 término da incubagdo, a solucdo contida nos pogos foi aspirada, e 0s pogos foram
lavados quatro vezes com solucéo tampéo para retirar quaisquer substancias ndo ligadas.

Apbs as lavagens, foi adicionado na placa a solugdo conjugado (Anticorpo
Anti-Hepcidna/ anti IFN-y + enzima peroxidase). A placa foi coberta e incubada a


https://www.google.com/search?q=Carlsbad&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOZwTi3KKkxJTdrAyAgCbbk6WUQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiO28vegf_oAhVZHbkGHaeoA70QmxMoATAOegQIDRAD
https://www.google.com/search?q=Minneapolis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LVT9c3NExKNk02rMiqUOLUz9U3SCuoKk_T0spOttLPL0pPzMusSizJzM9D4VhlpCamFJYmFpWkFhUvYuX2zczLS00syM_JLN7ByggA7JP4C1kAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjoi4XUgv_oAhX4FbkGHfeRAvQQmxMoATAQegQICRAD
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temperatura ambiente por 2 horas. Seguiram-se mais quatro lavagens para remover
qualquer reagente anticorpo-enzima néo ligado.

Posteriormente, foi adicionado aos pogos substrato enzimatico, constituido
por solucgdes estabilizadoras de trametilbenzidina e peroxido de hidrogénio, responsavel
pelo aparecimento da cor azul proporcional a quantidade de Hepcidina e IFN-y ligada
na etapa inicial. A placa foi incubada no escuro a temperatura ambiente por 30 min e
entdo adicionou-se solucdo de parada a cada pocgo. A cor nos pogos mudou de azul para
amarelo.

Finalmente, a placa foi levada ao leitor de ELISA para analisar a densidade
Optica de cada poco utilizando filtro de comprimento de onda igual a 450 nm. Os
resultados obtidos com as amostras padronizadas foram colocados em um gréfico,
sendo tracada uma curva-padréo de concentracdo de Hepcidina e IFN-y, e os resultados

obtidos com as amostras testadas foram interpretados em funcao dessa curva.



Figura 10: Representacdo esquematica Elisa Hepcidina e IFN-y.
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1.1 Adic¢éo de 50 pL de Diluente de ensaio a cada poco

Placa sensibilizada com Anticorpos

1.2 Adic¢éo de 50 pL de padrao, controle e amostra nos pogos.

Antigenos capturado por Anticorpos

1.3 Adicéo de 200 pL de conjugado ( Ac anti-hepcidina + peroxidase ) nos pocos

Ligagdo do complexo conjugado ao
Anticorpo+ antigeno

1.4 Adicao 200 pL de substrato a cada poco e 50 pL de solugio de parada.

Reacéo do substrato com enzima do
conjugado (altera a cor)

3.9.2 Dosagem da IL-6.
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A dosagem das citocinas IL-6 foi realizada utilizando o teste de ELISA
sanduiche através de Kits especificos da INVITROGEN, seguindo o protocolo sugerido
pelo fabricante.

A placa de poliestireno para ELISA foi sensibilizada com a adicdo de 100
pL de anticorpo de captura em tampao de revestimento por 12 horas (overnight) a 4°C.
Apos esse periodo, cada poco foi aspirado e lavado 5 vezes com 250 pL de tampéo de
lavagem.

Posteriormente, foram adicionados 200 pL/ poco de diluente de ensaio para
0 bloqueio da placa, seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 1 hora. Entdo a
placa foi aspirada e lavada 5 vezes conforme mencionado anteriormente.

Foi realizada a diluicdo em serie para fazer a curva padréo, e entdo foram
adicionados 100 pL da diluicdo do padrdo aos pocos apropriados. Também foram
adicionados 100 pL dos plasmas dos pacientes e grupo controle e incubados por 2h a
temperatura ambiente.

Apos a incubagdo, foram realizadas 5 lavagens e em seguida adicionados
100uL /poco do anticorpo de deteccdo com estreptavidina-HRP. A placa foi coberta e
incubada por 1 hora. Seguiram-se um total de 3 lavagens.

Em seguida, foram adicionados 100 pL/ poco de substrato, tornando azul a
solugdo. Novamente a placa foi incubada por 1 hora e, por fim, adicionados 100 pL/
poco da solucdo de parada da reacdo, seguindo-se da analise da placa no

espectrofotémetro utilizando filtro de comprimento de onda igual a 450 nm.
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3.10 Andlise Estatistica

Apobs a coleta de dados, foram realizadas as analises estatisticas utilizando o
software Statistical Product and Service Solutions - SPSS® (versdo 21). Para as
variaveis categoricas foi utilizado o Teste de Qui-quadrado de Pearson ou Teste Exato
de Fisher.

As variaveis continuas ou quantitativas inicialmente foram testadas quanto a
sua distribuicdo de normalidade usando o teste de Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro-
Wilk. A comparagédo das médias ou medianas ocorreu através dos testes t de Student ou
ANOVA, quando a distribuicdo foi normal ou através dos testes de Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis, quando a distribuigéo n&o foi normal.

Os valores observados para as variaveis continuas foram submetidos a
analise de correlacdo, sendo os resultados expressos como o coeficiente de correlagédo

de Pearson ou Spearman (r) e o nivel de significancia fixado para p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao dos pacientes e controles.

Foram incluidos nesse estudo 90 pacientes idosos portadores de anemia da
doenca cronica (ADC) e 70 idosos voluntarios como o grupo controle. Dentre 0s
pacientes com ADC, observou-se que 20 (22%) eram do sexo masculino e 70 (78%) do
sexo feminino. A média de idade nesse grupo foi de 74,12 + 7,87 com predominio de
pacientes com idade de 60 a 79 anos em 72% dos casos avaliados (Tabela 4).

Em relacdo a polifarmécia, 64 (74%) pacientes faziam uso de trés ou mais
medicamentos. Apenas 10 (11%) referiram transfusdo de sangue prévia. Poucos
pacientes relataram habitos de beber e fumar; 15 (18%) e 17 (20%) respectivamente.

A maioria dos pacientes apresentaram >3 comorbidades, correspondendo a
63 (70 %) individuos. As comorbidades mais comuns foram HAS, presente em 81
(90 %) pacientes, DM em 52 (58 %) e dislipidemia em 36 (40 %) pacientes.

O grupo controle foi constituido por 70 idosos voluntarios sem anemia.
Dentre os controles, observou-se que 46 (65%) eram do sexo feminino e 24 (35%) do
sexo masculino. A média de idade nesse grupo foi de 71,8 + 6,55 anos. Em relacdo a
polifarmacia, apenas 4 (5,7%) faziam uso de trés ou mais medicamentos. Nenhum se
referiu a transfusdo de sangue prévia. Poucos relataram habitos de beber e fumar; 9
(12,8%) e 7 (10%) respectivamente. A maioria dos controles apresentaram < 3

comorbidades, correspondendo a 66 (94%) individuos.
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Tabela 4: Dados clinicos de pacientes idosos com anemia da doenga cronica.

Variaveis
n Total %
. Masculino 20 22%
Género .
Feminino 70 78 %
|dade (anos) média (SD) 74,12 (7,87) 100%
. 60-79 65 72 %
Grupo de idade

>80 25 28 %
) . Sim 64 74 %

Polifarmacia .
Néo 23 26 %
. Sim 10 11%

Transfusdo .
Nao 78 89 %
) Sim 15 18 %

Alcoolismo B
Nao 69 82 %
Sim 17 20 %

Fumo .
Néo 67 80 %
. <3 27 30 %

NuUmero de comorbidades
>3 63 70 %
Tipos de comorbidades
DM 52 58%
HAS 81 90 %
DRC 17 19 %
Cardiopatia 14 16 %
Dislipidemia 36 40 %
Doenca 0

Gastrointestinal o 10%
Artrose 9 10 %
Osteopenia 3 3%
Acrtrite Reumatoide 8 9%
Hipotireoidismo 12 13 %
Obesidade 13 14 %
Neoplasias 3 3%
DPOC 7 8 %

DM: diabetes mellitus, HAS: Hipertenséo arterial sistémica, DRC: Doenca renal cronica, DPOC: doenca
pulmonar obstrutiva crénica.
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Exames laboratoriais importantes para o diagnostico e avaliacdo da ADC
foram mostrados na Tabela 5. A diferenca na dosagem de hemoglobina entre pacientes
e controles foi significativa (10,3 g/dL versus 15,0 g/dL, p<0,001). Nao se observou
diferenca significativa entre os grupos para os indices CHCM (32,11 g/dL versus 32,0
g/dL, p=0,30) e VCM (87,45 fL versus 89,41 fL, p <0,38).

Nesse estudo, mulheres apresentaram niveis de Hb significativamente mais
baixos do que os homens (10,2 g/dL versus 11,1 g/dL p= 0,03), e pacientes com idade >
80 anos tiveram Hb significativamente mais baixa do que pacientes com < 80 anos (9,36
g/dL versus 10,6 g/dL, p <0,001) Figura 11 A e B.

O VHS foi significativamente mais elevado nos pacientes do que nos
controles, (69,00 mm/h versus 19,4 mm/h, p<0,001). A EPO enddgena avaliada apenas
nos pacientes apresentou niveis séricos médios de 11,00 (x5,57) mIU/mL, sendo
significativamente mais baixa nos homens do que nas mulheres (6,96 mlIU/mL versus
12,19 mIU/mL, p = 0,035).

Ao analisar o perfil do ferro, observamos niveis significativamente mais
baixos de ferro sérico (64,13 pg/dL versus 99,83 pg/dL, p<0,001) e IST (23,90% versus
33,47%, p<0,001) em pacientes do que nos controles. Entretanto, a ferritina (219,21
ng/mL versus 75,47 ng/mL, p<0,001) foi significativamente mais elevada em pacientes

do que nos controles.



Tabela 5: Dados laboratoriais de pacientes idosos com anemia da doenca cronica e
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controles.
Variaveis (unidades) Grupo Média Mediana DP P
Mann-Whitney

Hemoglobina (g/dL) Paciente 10,31 10,70 1,79 <0,001
Controle 15,04 15,00 1,56

VCM (fL) Paciente 87,45 88,15 9,31 0,387
Controle 89,41 90,00 6,28

CHCM (g/dL) Paciente 32,11 32,00 2,32 0,300
Controle 32,00 32,00 2,16

VHS (mm/h) Paciente 69 60 36 <0,001
Controle 19 20 5

IST (%) Paciente 23,90 22,00 15,45 <0,001
Controle 33,47 33,60 6,21

Ferro sérico (ug/dL) Paciente 64,13 65,00 24,90 <0,001
Controle 99,83 99,75 3,01

Ferritina (ng/mL) Paciente 219,21 150,00 179,83 <0,001
Controle 75,47 79,00 18,05

Eritropoetina (mlU/mL.) Paciente 11,00 10,77 5,57 -

DP: desvio padrdo, VCM: volume corpuscular médio, CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média,
VHS: velocidade de hemossedimentacdo, IST; indice de saturagdo da transferrina.
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Figura 11: Niveis de hemoglobina de pacientes com ADC de acordo com o género e

com a idade.
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Legenda: A) mulheres apresentaram niveis significativamente mais baixo de Hb do que os homens (10,2
g/dL versus 11,1 g/dL, p=0,03) B) pacientes com > 80 anos apresentaram Hb significativamente mais

baixa do que pacientes < 80 anos (9,36 g/dL versus 10,6 g/dL, p <0,001).

De acordo com os niveis de anemia, os pacientes foram classificados: 61

(67%) dos pacientes apresentaram anemia leve, 24 (26,3%) dos pacientes tiveram

anemia moderada e apenas 4 (6,7%) anemia grave Tabela 6.

Tabela 6: Classificacdo dos pacientes quanto ao grau da anemia.

Variaveis (unidades) Grupo NuUmero Média Mediana DP
%
Hemoglobina (g/dL) (%)
Leve (>10g/dL) 61 (67%) 11,2 111 1,32
Gravidade de anemia  Moderada (>8-<10g/dL) 24 (26,3%) 9,2 9,6 0,61
Grave (<8g/dL) 4(6,7%) 6,7 7,6 0,81

DP: desvio padréo.

P=0,03
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Diferencas significativas foram encontradas entre os grupos de pacientes
com anemia leve e moderada. Niveis mais elevados de VHS foram observados em
pacientes com anemia moderada quando comparados com aqueles com anemia leve
(92,3 mm/h versus 57,4 mm/ h, p=0,003) Figure 12A. Os pacientes com anemia leve
apresentaram niveis significativamente mais elevados de ferro sérico do que pacientes
com anemia moderada (68,97 pg/dL versus 51,83 pg/dL, p=0,017) Figure 12B.

Nenhuma associagéo significativa foi encontrada entre o grupo de pacientes
com anemia grave e anemia leve e o grupo de pacientes com anemia grave e moderada.

Em relacdo aos pacientes classificados com anemia grave, a média de idade
foi de 75, 12+ 1,3 anos, todos apresentaram mais de 3 comorbidade. Ao analisar o perfil
do ferro, observamos niveis significativamente baixos de ferro sérico (55 ug/dL) e IST

(22,5%), e niveis normais de ferritina (165,5 ng/ml).

Figura 12: Comparagéo entre os grupos de pacientes com ADC em relacdo a gravidade
de anemia.
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Legenda: A) VHS é significativamente maior na anemia moderada do que leve (57,4 mm / h versus 92,3
mm / h, p = <0,003) VHS: velocidade de hemossedimentagdo. B): O ferro sérico foi significativamente
maior na anemia leve do que moderada (68,97 ug / dL versus 51,83, p = 0,017).

Os pacientes foram avaliados de acordo com os habitos de vida. Foi possivel
observar que fumar e beber ndo influenciaram no desenvolvimento ou na gravidade da
anemia dos pacientes. Ndo foi observado diferenca significativa entre niveis de Hb
(10,75 g / dL versus 10,30 g/dL, p = 0,31), hepcidina (48,5 ng/dL versus 42,4 ng / dL, p
= 0,38), ferritina (258,5 ng/mL versus 194,6 ng/mL, p = 0,116), ferro (71 pg/dL versus
62 pg/dL, p= 0,709), IST (35,9% versus 21,8%, p= 0,105), EPO (9,75 mIU/mL versus
11 mlU/mL, p= 0,53), entre aqueles pacientes que bebiam e fumavam quando
comparado com 0s que ndo referiam esses habitos.



49

4.2 Analise da Hepcidina.

Nesse estudo os pacientes com ADC mostraram niveis séricos de Hepcidina
significativamente mais elevados quando comparados ao grupo controle (43,83 ng/mL

versus 23,77 ng/mL, p<0,001) Figura 13.

Figura 13: Andlise de Hepcidina em pacientes com ADC versus grupo controle.
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Legenda: pacientes com ADC mostraram niveis séricos de Hepcidina significativamente mais
elevados quando comparados ao grupo controle (43,83 ng/mL versus 23,77 ng/mL, p<0,001).

Foi observado que a presenca de comorbidades influenciou nos niveis de
Hepcidina, uma vez que, pacientes com > 3 comorbidades apresentaram niveis
significativamente mais elevados de Hepcidina do que aqueles com < 3 comorbidades

(48,62 ng/dL versus 32,65 ng/dL, p<0,001) Figura 14.
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Figura 14: Niveis de Hepcidina em pacientes com ADC de acordo com o numero de
comorbidades.
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Legenda: pacientes com >3 comorbidade apresentaram niveis mais elevados de hepcidina do que pacientes com
<3 comorbidades (48,62 ng/mL versus 32,65 ng/mL, p <0,001).

Utilizando a Correlacdo de Spearman, observou-se que ha uma correlacao
moderada, negativa e significante entre a Hepcidina e o nivel de hemoglobina (r=-
0,355; p<0,001). A elevacdo da Hepcidina é responsavel em parte pela diminuicdo da
hemoglobina no grupo analisado Figura 15.
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Figura 15: Correlacéo de Spearman entre os niveis de Hepcidina e de hemoglobina.
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Também se observou que hd uma correlagdo moderada, positiva e
significante entre a Hepcidina e o nivel de ferritina (r=0,537; p<0,001). A ferritina

aumenta com a elevacéao da hepcidina no grupo analisado Figura 16.
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Figura 16: Correlagdo de Spearman entre os niveis de Hepcidina e de ferritina.
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Né&o foram observadas diferengas significativas ao comparar os niveis de Hepcidina
e 0s seguintes grupos: entre o grupo masculino e feminino (p=0,827), pacientes com idade
categorizada em < 80 anos e >80 anos(p=0,889), dependéncia transfusional (p=0,705),
polifarmacia (p=0,223), presenca de sintomas (p=0,311), habitos como fumar e beber

daqueles que ndo praticavam esses habitos (p=0,759) e (p=0,389) Tabela 7.
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Tabela 7: Niveis de Hepcidina e sua relacdo com parametros clinicos.

Hepcidina (ng/mL)

Variaveis Média Mediana P
Grupo
Pacientes 43,83 46,49

*
Controle 23,77 23,09 0,001
Género
Feminino 43,12 43,01 0,827
Masculino 44,03 47,28
Idade
>80 43,17 44 91 0,889
<80 44,09 46,88
NUmero de Comorbidades
<3 32,65 23,27 0,001*
>3 48,62 48,38
Tabagismo
Sim 45,99 48,36 0,759
Néao 42 89 4593
Alcoolismo
Sim 48,50 52,57 0,389
Nao 42,43 44 91
Sintomas
Sim 41,97 4551 0,311
Néao 45,60 48,77
Transfusao
Sim 46,02 50,7 0,705
Néo 43,5 45 50
Polifarmacia
Sim 42 37 45 25 0,223
Nao 47,42 54,61

Os nimeros em asterisco indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos analisados por Mann-
Whitney e Kruskal Wallis.
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4.3 Analise do Interferon-gama (IFN-y).

Nesse estudo os pacientes com ADC mostraram niveis séricos de Interferon-
gama (IFN-y) significativamente mais elevados quando comparados ao grupo controle

(72,3 pg/mL versus 34,9 pg/mL, p<0,001) Figura 17.

Figura 17: Dosagem de IFN-y entre pacientes idosos com ADC e controles.
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Legenda: pacientes com ADC mostraram niveis séricos de IFN-y significativamente mais

elevados quando comparados ao grupo controle (72,3 pg/mL versus 34,9 pg/mL, p<0,001).

Uma maior expressdo de IFN-y foi observada em pacientes do sexo
feminino quando comparados ao masculino (p=0,04). A avaliacdo do IFN-y segundo a
idade categorizada em < 80 anos e >80 anos, ndo demonstrou diferenca significativa (p=
0,864) Tabela 8. Também ndo foi observada diferenca significativa entre 0s grupos
classificados como > 3 ou < 3 comorbidades (p=0,211) ou em relacdo a dependéncia

transfusional (p=0,192) e ou relato de polifarmacia (p=0,743).

Em relacdo aos habitos como fumar e beber, ndo houve diferenga
significativa dos niveis de IFN-y quanto aos pacientes que fumavam e bebiam, daqueles

gue ndo praticavam esses habitos (p=0,373) e (p= 0,876).
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Utilizando a correlacdo de Spearman, observou-se que hd uma correlacéo
moderada, negativa e significante entre o Interferon- gama e o nivel de hemoglobina
(r=-0,405; p<0,001) Figura 18. O aumento dos niveis de IFN-y atua na diminuic¢éo da

hemoglobina no grupo analisado.

Figura 18: Correlacdo de Spearman entre os niveis de interferon e hemoglobina.
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O IFN-y também estd associado a niveis mais elevados de Hepcidina.
Segundo a correlagdo de Spearman, observou-se que hd uma correlacdo positiva e
significante entre o IFN-y e o nivel de Hepcidina (r= 0,228 p=0,004) Figura 19.
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Figura 19: Correlacdo de Spearman entre os niveis de IFN-y e Hepcidina.
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Tabela 8: Niveis de IFN-y e sua relagdo com parametros clinicos.
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Interferon-gama (pg/mL.)

Variaveis Média Mediana P
Grupo
Pacientes 72,32 60,01

*
Controle 34,90 33,69 0,001
Género
Feminino 77,89 62,94 0,046*
Masculino 57,84 52,93
Idade
>80 68,68 60,63 0,864
<80 75,27 58,71
NUmero de Comorbidades
<3 76,20 48,13 0,211
>3 73,71 61,78
Tabagismo
Sim 67,52 55,82 0,373
Néao 89,33 72,17
Alcoolismo
Sim 69,35 52,93 0,876
Nao 75,09 58,71
Sintomas
Sim 41,97 4551 0,311
Néao 45,60 48,77
Transfusao
Sim 65,53 49,09 0,192
Néo 75,76 62,94
Polifarmacia
Sim 73,67 58,71 0,743
Nao 52,93 52,93

Os nimeros em asterisco indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos analisados por Mann-

Whitney e Kruskal Wallis.
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4.4 Analise da Interleucina- 6 (IL-6).

Os pacientes com ADC mostraram niveis séricos de IL-6 significativamente
mais elevados quando comparados ao grupo controle (402,5 pg/mL versus 97,39
pg/mL, p<0,001) Figura 20.

Figura 20: Dosagem de IL-6 entre pacientes idosos com ADC e pacientes controles
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Legenda: pacientes com ADC mostraram niveis séricos de IL-6 significativamente mais
elevados quando comparados ao grupo controle (402,5 pg/mL versus 97,39 pg/mL, p<0,001).

N&o foram observadas associac@es significativas entre os niveis de IL-6 e
parametros hematolégicos, bioquimicos, género, idade, nimero de comorbidades,
dependéncia transfusional, polifarmécia, fumo e bebida (p>0,05).

Utilizando a correlacdo de Spearman, observou-se que ndo ha uma
correlacdo significante entre a IL-6 e o IFN-y (r=0,07; p=0,544) e a Hepcidina (r=0,03,
p=0,778).



Tabela 9: Niveis de IL-6 e sua relacdo com parametros clinicos.
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IL-6 (pg/mL)
Variaveis Media Mediana P
Grupo
Pacientes 402,5 401,0

*

Controle 97,39 95,4 0,001
Género
Feminino 440 440 0,038
Masculino 286 290
Idade
>80 988,50 139 0,135
<80 177,15 177,15
NUmero de Comorbidades
<3 440,03 440,03 0,073
>3 408,04 21,61
Tabagismo
Sim 543,21 25,30 0,246
Nao 63,54 63,54
Alcoolismo
Sim 164,62 164,62 0,246
Néao 479,60 21,61
Sintomas
Sim 41,97 4551 0,311
Nao 45,60 48,77
Transfusao
Sim 979,77 110,08 0,440
Nao 293,27 293,27
Polifarmacia
Sim 407,05 407,05 0,374
Néo 345,02 330
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Os nimeros em asterisco indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos analisados por Mann-
Whitney e Kruskal Wallis.

5 DISCUSSAO

A anemia em idosos € um achado comum e tem um impacto negativo e
substancial na funcdo e na qualidade de vida. Embora o envelhecimento do sistema
hematopoiético sofra inimeras alteracdes e declinio funcional, na maioria dos casos
uma causa corrigivel pode ser identificada. O diagnostico e o tratamento adequado da
anemia em idosos sdo um desafio clinico e requerem uma abordagem abrangente,
especialmente porque mesmo a anemia leve estd associada ao declinio funcional e
aumento do risco de mortalidade por todas as causas.

A anemia da doenca cronica (ADC) ou anemia da inflamacédo (Al) é uma
das causas mais comuns de anemia em individuos idosos e geralmente se apresenta
como uma anemia leve a moderada, hipoproliferativa, associada a um quadro
inflamatdrio crénico que resulta em niveis elevados de hepcidina e consequente
deficiéncia funcional de ferro (FRAENKEL, 2017).

A média de idade dos pacientes foi de 74,1 + 7,8 anos. As alteracdes
hematoldgicas relacionadas a idade incluem reducdo da atividade das células-tronco
hematopoiéticas, diminuicdo da celularidade da MO, reducao da producdo de hemécias
e linfocitos, com aumento relativo da producdo de células mieloides e aumento da
producdo de citocinas inflamatorias. Esses altos niveis de citocinas induzem inflamacgéo
cronica de baixo grau, chamada de Inflammaging, que esta associada a multiplos riscos
de doencas, desenvolvimento de anemia e malignidades na populacdo idosa (ZHAO et
al, 2021).

A prevaléncia de anemia aumenta consideravelmente com a idade, sendo
mais prevalente em homens do que em mulheres (LEVORATO et al, 2014; CALLERA
et al, 2015; KATSUMI et al, 2021). No presente estudo, a maioria dos pacientes eram
do sexo feminino, constituindo 78% da populacdo, o que ndo condiz com relatos
anteriores (BACH et al, 2014; MUJICA et al, 2015; CHAPARRO, SUCHDEYV, 2019).
E possivel que nessa coorte, as mulheres procurem os servigos de satide mais cedo ou
com mais frequéncia do que os homens, sendo assim, mais notificadas.

Héabitos como fumo e consumo de alcool tém sido associados a uma maior
suscetibilidade ao desenvolvimento de anemia (BERAD, CHAND, 2019; WASEEM,
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ALVI, 2020; PARAMASTRI et al, 2021). Estudos anteriores mostraram que 0
tabagismo diminui os niveis de vitamina C, o que, por sua vez, predispde os individuos
a anemia devido a reducdo da absorcdo de ferro. Além disso, fumar e beber podem
causar macrocitose, alterando principalmente os niveis de vitamina B12 e acido folico,
além de gerar estresse oxidativo, inflamacédo, depressdo da MO e gastrite (WASEEM,
ALVI, 2020; PARAMASTRI et al, 2021). Embora, baixos niveis de hemoglobina
ocorram como resultado do tabagismo e alcoolismo, neste estudo ndo foi encontrada
associacdo entre habitos com a anemia.

Na ADC, os idosos sdo portadores de um estado inflamatério cronico,
caracterizado por altos niveis de marcadores pré-inflamatorios, resultado de multiplas
doencgas crbnicas que causam elevacdo da hepcidina, e consequentemente, promove 0
desenvolvimento da anemia (RITAMA et al, 2015; KAWABATA, 2020). Nesse estudo,
foi possivel observar que a maioria dos pacientes apresentaram 3 ou mais
comorbidades, sendo as doencas mais prevalentes; a DM, a HAS e a dislipidemia.

Outras comorbidades, como a DRC, doencas cardiacas e obesidade também
foram relatadas na nossa populacdo. Dados acumulados sugerem que a ADC, com
deficiéncia de ferro coexistente, € muito comum em pacientes com DRC especialmente
aqueles em dialise, e em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva nos quais a
deficiéncia de ferro prejudica o desempenho cardiovascular. Outros exemplos menos
estudados incluem DPO, doenca hepatica crbnica e aterosclerose (HARDANG et al,
2017; UEDA; TAKASAWA, 2018; STAUDER et al, 2018).

Quanto ao uso de medicamentos, a maioria dos nossos pacientes com ADC,
faziam uso de trés ou mais farmacos. Nenhuma relacdo significativa foi encontrada
entre 0 uso de medicamentos e a gravidade de anemia nesses pacientes. Embora,
estudos anteriores relataram, que pacientes idosos em uso cronico de anti-hipertensivos
e anti-inflamatodrio se tornam mais suscetiveis ao desenvolvimento de anemia uma vez
que estes medicamentos podem inibir a secrecdo de EPO, dificultar a absorcao do ferro
e gerar irritagdo gastrica com perda sanguinea gastrointestinal (KOHLAMNN et al,
2010; MARQUITO et al, 2014).

Nesse estudo, pacientes com 80 anos ou mais mostraram Hb
significativamente menor do que os pacientes mais jovens. E provavel que o processo
inflamatdrio relacionado a idade e as comorbidades associadas, juntamente com a

diminuicdo progressiva da celularidade medular e relativa hipofuncdo da MO que se
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tornam clinicamente evidentes em situacGes de aumento da demanda, justifiquem esse
achado.

Diversos estudos afirmam que o comprometimento da eritropoiese na ADC
¢ causado, em parte, pela reducdo da producéo e/ou diminuicdo da atividade bioldgica
do horménio EPO no quadro inflamatério (IGOR et al, 2006; THEURL et al, 2006;
SURESH et al, 2020; KAWABATA, 2020). Neste estudo, foram observados niveis
normais de EPO em pacientes com ADC, com niveis significativamente mais baixos em
homens. Isso sugere que a diminuicdo da producdo de EPO ndo desempenha um papel
fundamental na patogénese da ADC nesses pacientes.

Os pacientes foram classificados de acordo com o grau de anemia. Como
esperado, nesta coorte, apenas um pequeno numero de casos foi classificado como
anemia grave. Tal fato, se justifica devido a ADC ser geralmente leve a moderada e,
também, devido ao diagndstico precoce nesses pacientes. Além disso, devido ao grupo
de anemia grave ser constituido por um pequeno nimero de pacientes, ndo foi possivel
encontrar diferenca significativa entre seus parametros ao se compara com 0s grupos de
anemia leve e moderada.

Os pacientes classificados com anemia moderada tinham ferro sérico
significativamente menor e maior VHS do que pacientes com anemia leve, esses dados
sdo consistentes com a eritropoiese privada de ferro relacionada ao status
hiperinflamatoério conhecido na ADC (ALl et al, 2019; YACOUB et al, 2020).

Diversos estudos afirmam que o comprometimento da eritropoiese na ADC
é causado, em parte, pela reducdo da producdo e/ou diminuicdo da atividade bioldgica
do hormdnio EPO no quadro inflamatério (IGOR et al, 2006; THEURL et al, 2006;
SURESH et al, 2020; KAWABATA, 2020). Neste estudo, foram observados niveis
normais de EPO em pacientes com ADC, com niveis significativamente mais baixos em
homens. Isso sugere que a diminui¢do da producdo de EPO nédo desempenha um papel
fundamental na patogénese da ADC nesses pacientes.

Sabe-se que a etiologia da ADC é multifatorial e complexa, caracterizada
pela atuacdo das citocinas pro-inflamatdrias e pela hepcidina, resultando em eritropoiese
com restri¢do de ferro (HARDANG et al, 2017). Nossos achados corroboram com esse
conceito, uma vez que foram observados mais baixos niveis de ferro sérico e saturagéo
de transferrina, além de mais altos niveis de ferritina.

A hepcidina é um peptideo antimicrobiano produzido predominantemente
pelo figado e tem papel fundamental na restricdo de ferro observada na ADC.
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(ASCHEMEYER et al, 2018). Sua expressao é estimulada por sinais inflamatérios, que
induzem a internalizacdo do ferro com subsequente reducdo da saida de ferro celular,
sendo responsavel pelo quadro de anemia da inflamagdo, num processo mediado por
citocinas inflamatorias e envolvendo a via de sinalizacdo JAK/STAT3 (SCHIMIDT,
2015). Nesse estudo, os individuos com ADC apresentaram concentrac@es de hepcidina
significativamente mais elevadas do que individuos saudaveis e niveis mais elevados de
hepcidina diretamente associados ao nimero de comorbidades. Pacientes com ADC que
apresentavam > 3 comorbidades possuiam niveis significativamente mais elevados de
hepcidina do que aqueles com menos comorbidades. Além disso, 0 aumento dos niveis
de hepcidina foi associado a diminuicdo significativa dos niveis de hemoglobina e
aumento significativo dos niveis de ferritina, confirmando assim a atuacéo da hepcidina
no desenvolvimento da anemia por meio da restri¢ao do ferro.

Varios autores estudaram a expressao de citocinas em pacientes com ADC,
incluindo a IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-a (ALI et al, 2019; MCCRANOR et al, 2013;
RASHEED et al, 2013). Entretanto, sdo escassos estudos referentes a atuacdo do INF-y
na expressdo da hepcidina na ADC.

Poucos trabalhos relataram a atuacdo do IFN-y na fisiopatologia da ADC e
nenhuma relata sua associacdo com a expressdo da hepcidina (FRAZIER et al, 2011;
AGORO, MURA, 2016). Nessa serie de 90 pacientes com ADC, foram observados
niveis significativamente mais elevados de IFN-y quando comparados com individuos
sadios. Interessantemente, a ativacdo do IFN-y foi significativamente maior em
pacientes do sexo feminino do que no sexo masculino. Nao foram encontrados dados na
literatura sobre a influéncia do género nesse achado.

De acordo com o conhecimento do importante papel das citocinas
inflamatdrias na patogénese da ADC, também nesse estudo foi observada uma
associacdo significativa entre ativacdo do IFN-y e niveis séricos de hemoglobina.
Através da correlacdo de Spearman, observou-se que o aumento da expressdo do IFN-y
nos pacientes com ADC foi responsavel pela diminuicdo significativa de 12% dos
niveis de hemoglobina.

Além disso, foi demonstrada uma correlacéo significativa entre os niveis de
IFN-y e hepcidina. Até o presente momento, ndo se identificam na literatura trabalhos
que avaliem o papel da IFN-y como potencial biomarcador na ADC e sua influéncia nos
niveis da hepcidina. Esses dados favorecem a hipo6tese da importante cooperacdo do
IFN-y ndo apenas nos processos inflamatorios da ADC, mas também um papel do INF-y
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no aumento da sintese e liberacdo de hepcidina, colaborando para a promocédo e
progressdo da anemia nesses pacientes.

A IL-6 é uma das citocinas pré-inflamatorias e pré-tumorigénicas mais bem
caracterizadas na literatura (STARK et al, 2018; KANG et al, 2020) e esta ligada a
patogénese da ADC, induzindo a expressdo da hepcidina, promovendo a degradacéo da
ferroportina e gerando a restrigdo do ferro (SUEGA; WIDIANA, 2019; MAHA et al,
2020; SAYANTANI et al, 2021). No presente estudo observou-se niveis de IL-6
estavam aumentados em pacientes com ADC quando comparados ao grupo controle.
Esse achado esta de acordo com o trabalho realizado por Ali et al. (2019) em que niveis
de IL-6 se encontraram significativamente elevados em pacientes com ADC quando
comparados ao grupo controle. Contrariamente aos estudos anteriores, ndo encontramos
correlacdo significativa entre a sintese da IL-6 e a expressdo da Hepcidina e do IFN-y.
Também ndo foram observadas associaces significativas entre os niveis de IL-6 e
parametros hematoldgicos, bioquimicos, género, idade, nimero de comorbidades,
dependéncia transfusional, polifarmécia, fumo ou bebida.

A compreensdo do papel das citocinas inflamatérias na fisiopatologia da
ADC pode, potencialmente, indicar novos marcadores de diagnostico e de prognostico,

e potencialmente revelar novos alvos terapéuticos.
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. CONCLUSOES

Em concluséo, o género feminino, a idade avancada e a presenca de mais de 3
comorbidades estiveram associados a niveis mais baixos de hemoglobina nos
pacientes idosos com ADC.

Os pacientes com ADC apresentaram uma diminuicédo significativa no ferro sérico e
indice de saturacdo de transferrina, juntamente com aumento significativo nos niveis
séricos de ferritina, confirmando a eritropoese privada de ferro nessa condicéo.

O aumento significativo das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e IFN-y e dos niveis de
hepcidina nos pacientes portadores de ADC corroboram com o seu papel na
patogénese da anemia nesses pacientes.

Maiores niveis de hepcidina foram associados a um maior nimero de comorbidades,
negativamente correlacionados com a intensidade da anemia e positivamente
correlacionados com a ferritina sérica.

A expressdo de IFN-y mostrou correlagdo negativa com o nivel de hemoglobina e
positiva com o0s niveis de hepcidina, mostrando seu papel na patogénese da ADC
Esses achados destacam o papel da hepcidina e das citocinas inflamatérias na ADC e
evidenciam a hepcidina como um alvo potencial para abordagens diagndsticas e

acompanhamento terapéutico da anemia associada a inflamacao.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado pelas pesquisadoras Silvia Maria Meira Magalhdes e Raysa
Oliveira Maciel a participar da pesquisa intitulada “Imunosenescéncia e 0 Inflammaging
em pacientes portadores de Anemia da Doenca Cronica”. Vocé ndo deve participar
contra a sua vontade. Leia atentamente as informac6es abaixo e faca qualquer pergunta

que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Vocé esta sendo convidado(@ a participar de uma pesquisa intitulada
“Imunosenescéncia e 0 Inflammaging em pacientes portadores de Anemia da
Doenca Cronica”, que tem como objetivo avaliar o nivel de sérico de Hepcidina e
citocinas pro-inflamatérias TNF-alfa, INF- gama, IL-6 e correlacionar com variaveis
clinico-laboratoriais dos pacientes Idosos portadores de Anemia da Doencas Cronica
acompanhados no Servi¢o de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio da
Universidade Federal do Ceara (HUW-UFC). Para tanto, é necessario que a Senhor (a)
autorize, voluntariamente, a obtencdo de uma coleta de sangue periférico para que seja
realizada a pesquisa. Serdo coletados apenas 10 mL de sangue periférico para anélise de
Hepcidina e citocinas pré-inflamatérias TNF-alfa, INF- gama, IL-6 e esta coleta serad
realizada no Hospital Universitario Walter Cantidio - HUWC — Fortaleza/Ce. Também
é necessario que o Senhor (a) autorize, voluntariamente, a coleta de dados no seu

prontuario médico.

A sua participacdo na pesquisa € voluntaria e consciente, ndo havendo qualquer forma
de pagamento ou compensacdo material. Os riscos decorrentes de sua participacdo na
pesquisa sdo0 minimos, apenas um possivel e leve incdbmodo no momento da coleta de
sangue periférico, que é realizado no antebragco. Se vocé aceitar participar, estard
contribuindo para a evolugdo do conhecimento sobre inflamac&o e Anemia da Doenca
Crbnica. Se depois de consentir em sua participagdo vocé desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, independente do motivo e sem nenhum prejuizo para vocé. Sua identidade
sera mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgagéo dos resultados totalmente proibida

a terceiros, ficando restrita a discussdo académica de ambito cientifico e, ainda assim,
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sem qualquer possibilidade de identificagdo dos pacientes. Temos 0 compromisso de
que seus dados e material coletado serdo utilizados somente para esta pesquisa. Temos o
comprometimento de manté-lo atualizado (a) sobre os resultados parciais da pesquisa.
Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela

pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas.

Em caso de davida, poderd comunicar-se com a pesquisadora Raysa Oliveira Maciel
(85) 99856-5918 ou se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua
Capitdo Francisco Pedro 1290, Rodolfo Teofilo; telefone: 3366-8589 — E-mail:
cephuwc@huwec.ufc.br, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ -
Rua Coronel Nunes de Melo, 1000, Rodolfo Tedfilo; telefone: 3366-8346, E-mail:

comepe@ufc.br.

Esse documento serd impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado e a outra

com a pesquisadora.

O abaixo assinado , anos , RG: , declara

que é de livre e espontanea vontade que esta como participante de uma pesquisa. Eu
declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que,
apos sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteido, como
também sobre a pesquisa, e recebi explicacGes que responderam por completo minhas

davidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do participante da pesquisa Data Assinatura

Nome do pesquisador principal Data Assinatura
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PARECER CONMSUBSTANCIADD DO CEP
DADGE 00 PROJETO DE FESEUIZA
Thulo da Pecquisa: IMUNCESEMESCENCIA E ANEMIA DA DOSMNGA CROMICA: UMA ANALIZE D03

FARAMETROE IMUMCMOOULATORIOS.
Pacgulcador: RAYZA CILNEIRA MACIEL
Arsy Teendtioa:
Varcho: 2
GAAE: 255815915.2.0000.50=4
Incittulgdo Proponands: Departamento de Medicina Clinica da Universidade Federal do Coeard
Fatrooinador Primclpal: Financamenio Priprio

DaADZE D FARECER
Homarae do Parsssr 3.817.121

Aprecentagdo do Projabo:

Esbudo sobre anemia da dosnca crinlca & marcadores inflamatdrios. Faz parke do programa de pds
graduagio em ciéncias médicas, da mestranda Raysa, com ofentadon a professom Shvia Magakdes, Sera
realizado um esbudo de delineamenio guantitabvo & quali@fvo, com cardter ransversal anallico em
pacienies com anemia da doenca rinica acompanhados no Hospital UniversEdrio Waker Cantido (HUWC],
Incluindis 200 padentes ldosos. Bendo 150 pacienkes ldosos diagnosticsdos com Anemils da Doenga
Cndnica acompanhadics no Bervigo de Hemabologia do HUWE & 20 individuos wolunidrios sadlos como
grupo controle. Todos os parficipantes da pesquisa assinarfs o Termo de Consentimento Livre &
Esclarecids (TCLE). SerSo incluldos pacieniss idosos (dade &0 amos), de ambos 05 se¥0s, gue i=nham
dagndstico de Anemia da Dosnga Crinkca confrmadoe por exames laboratodals, segundo os criltrios da
OIS (2011) gue estabelere guadm anémico por hemogiohing menor gue 12 gidl em mulberes = menor
gue 13 gidL em homens. O grupo condrole serd comstftulde por indlviduos dosos sauddvwels, que
apreseniyT exames hemabddgioos dento dos vaiores ormals, pareados de acordo oo o s2%0 = 3 dade,
& provenisnies da cdade Fortslezs- Ce. O dados dinioos & demograficos complementanss serdo obtidos
pia andilss dos prontudrics médoos disponivels po aoervs do HILFNGC.

DObjstivo da Pecoulca:
Dbjefivo Primdnio:

Erdarepz:  um Cal Hurss o= sk, 9000

Bl Modoffn Tl CEP: g1
UF: CE Hunicipio: FOIRTALLIA
Temfona (OIS E-mall: comecsffulc br
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Axalar o pilvel d= sérdoo de Hepoding = cliocinas pri-infamabirias THF-afa, INF- gama, IL-5 & commelacionar
com waridvels dinkco-labomatordals dos pacientes osos portsdores de Anemia da Doengas Crdnica
scompanhados o Servigo de Hematoiogla do HospRal Universiario Walter Cantidio da Unhversidade
Federal do Cearn (HUW-UFRCL

Coatinsgis 45 Pasess T84T 1M

Awallapdn doc Ricoon # Benafiokoc:

RISCos:

O fscos gque os packni=s sarfio sxposios ao parbicipar da pesguiza serlic minimos. A oolets de sangue
wenoso reallzyda mo anfebraco serd minimamente Invasha, podends acontecer um leve desconforis ou
Incomodo ao ser reallzads a pungio venosa, pordém, a pesguisadora culdard para que iodos parficipantes
rexda sintam ou se sentirem, sejam bem assistidos & Ivre de detvar & sua paricipacdo na pesgqulsa em
qualguesr momenko.

Beneficios:

Ap paridpar do eshido, oS pacentes estarks colabomando oom o avango da pesguisa cientifica a respeto da
fisiopatiogls da Anemia da Doernga Cronica, germando o msior smbasamenio sobre o desenvoilvimento de
movas ieraplas & meicdologlas afiemaiivas para um diagrdsiico mals precoce & eficar

Comentarios & Conclderagles cobre a Pecoulca:

Fesquisa sobre anemia da doenga orinica & Inflamagio: / erfiammaging / Imunosenecénoa. Tema reisvante.
Comn mstodologla Cara.

Concldersgiss cobre o Temos Ss aprecentaqdo obrigabsria:

Todos 05 TEmMmos foram apreseniadcs.

Concluciec ou Penddnolac & Licta de Inadsquagbec:

Mo se aplca.

Conclderaghsc Flnalc a arttéric do CEP:

O pesguisydor deve enviar a sele CEP 0 relairio final a0 conduir 3 pesguisa.

Ects parsser fol slaborsdo bacsado noc documanios abaloo relsslonado:

Tipo Doourmsnic Amuive Fostage Apfor Seuagio
Infnrr'ﬂ-g-l-l:‘; Baskas FE_IHFDF.M-‘.I;-':E&_E»‘I.GIG.'L&_DG_F‘ D000 Aratho
do P ROJETS 1454834, pdl 100EEs
Projeio Delainsds ! | ProfsinRaysabladeiComBsversan pdf Ds010 | RAYEA OLUNEIRA Araiin
Brcchum 100537 |MACIEL

Erdarepe:  hm Cal Furss &= Bee, 9000

Balime: Fodolfo Teblic CEP: goaocTms
- CE Hunicipio: FPOICTALLIA
Talfona (OIS E-mail: comecsfiulc br
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Contirumgis 4 Femscsr LEAT 1H

ot

mo

InvesSgador PrejeioRaysaMadeiComizversanl pdl | 0S01/Z020 |RAYEA OLVEIRA A
10037 |MACIEL

TCLE ! Termos de | TCLEZVersao. pdf OS012020 |RAYZA OLNWEIRA Ao

Agsentimenio ! 10T | MACIEL

Jussficativa de

Ausdmcia

Cncamenio Crcamenio pot! 1SS  |RAYEA CLUWVEIRA FaTa i
143744 |MACIEL

Dutros TermoCompromisso pdl 1SM1Z2012 |RAYEA OLIVEIRA Areito
1438019 |MACIEL

Dutros ResponsaveiBetor g 1SM12012 |RAYEA OLWVEIRA Arsito
1435402 |MACIEL

Cutros FleiDepasiano pdl 15112019 |RAYEA OLVEIRA A
143527 DMACIEL

Outros Declaracalomcondancha pdt 1SM112019 |RAYEA OLVEIRA Arsiin
143501 |MACIEL

Outros CumoulosattesRaysatitvairablacel odl] 1501 172012 |RATEA CLIWVEIRA Arsiin
1434403  |MACIEL

DOutros CariafApreciacao paof 1SM1201% |RAYEA OLVEIRA Aceito
1433014 |MACIEL

Dutros Auinril abFamesc ologla. pal 1SM12012 |RAYEA OLWVEIRA Arsito
143218 |MACIEL

Dutros Al abCRogeemormica pd 1SM12012 |RAYEA OLWVEIRA Arsito
143201  |MATIEL

Cutros Anusncia. pd? 15112019 |RAYIA OLWVEIRA Ao
143143 |MACIEL

Cronograma Cronograma. pdf 1SM112019 |RAYEA OLVEIRA Arsiin
142231 |MACIEL

Foiha de Rosio FolhadeRosio pd 1SM1201% |RAYEA OLVEIRA Aceito
142500 |MACIEL

SNuagdo do Parsoesr:

Aprovado

NeoecoHa &preclsgdo da CONER:

Mo

FORTALEZA, I de Jansn de 2020
Ageinado por:
FERNANIDD ANTONID FROTA EEZERRA
|Ce-mirdama-dorial

Erdarepz:  hm Ca Forss o= sk, 9000

Balrra: Faodolfo Teirliz CEP: goacesrs

e CE HMonicipic:  POICTALLZS

Taldora: [ prEE-ETHY

-l
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Prontuario

Data de Nascimento

Sexo

Idade

Telefone

Profissao

DIAGNOSTICO

Diagnéstico

Data da Analise

| Observacées |

Comorbidades

DADOS DO HEMOGRAMA

Hemoglobina (Hb)

Neutrdfilos (mm3)

Plaguetas (mm3)

VCM

HCM

CHCM

BIOQUIMICA

Resultado

Ferro Sérico

Ferritina

indice de saturacdo da Transferrina

Capacidade Ferropéxica (CLLF;CTLF)

Acido Félico

Vitamina B12

TSH e T4L

Bilirrubina Total e fracbes

TGO e TGP

Eritropoetina

SOROLOGIA

SIM

HIV

Hepatite C

Hepatite B

MIELOGRAMA

Displasia

Diseritropoese:

| Disgranulopoese:

| Dismegapoese:

Sideroblastos em Anel

% Blastos

Conclusao

BIOPSIA DE MEDULA OSSEA

Celularidade

Hipocelular:

Normocelular:

Hipercelular:

Displasias

Diseritropoese:

Disgranulopoese:

Dismegapoese:

Fibrose

Presenca:

Auséncia:

Grau:

OUTROS EXAMES

Reticul6citos

VHS

Coombs direto




