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Frequéncia de Hemoglobina Fetal em Pacientes com Insuficiéncia Renal

Crénica em Uso de Eritrapoetina Humana Recombinante.

RESUMO

Em dois Centros de Hemodialise de Fortaleza, Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC) e Santa Casa de Misericordia, foram estudados cento e
v‘inte pacientes anémicos, com idade média de quarenta e dois anos, em
tratamento com eritropoetina humana recombinante (EPO-rHu), para avaliar os

niveis de hemoglobina fetal.

Dos cento e vinte pacientes estudados, noventa e quatro (78,33%
dos casos) apresentaram uma dosagem de hemoglobina fetal entre 1,0 e 2,0%

(valores normais até 1,0%).

Entdo, eritropoetina humana recombinante, hoje usada na terapia de
anemia da insuficiéncia renal cronica, pode elevar os niveis de hemoglobina

fetal.




1 INTRODUCAQ

A associacdo entre anemia e insuficiéncia renal cronica € um
fato conhecido a muito tempo e, denire as alteragdes encontradas no
paciente urémico a anemia € a mais constante e a responsavel por grande

parte da sintomatologia por ele referida & .

A anemia da insuficiéncia renal crénica é devida principalmente
a producdo insuficiente de eritropoetina pelos rins lesados. E com 0 uso da
eritropoetina humana recombinante, o0s pacientes portadores de
insuficiéncia renal crénica submetidos a hemodialise, vem tendo uma
resposta significativa, eliminando a necessidade de transfusoes sanglineas
e tendo uma consideravel melhora na qualidade de vida desses
pacientes © 9.

A eritropoetina na sua forma recombinante é capaz de estimular
a medula, aumentando a sua eritropoese e, consequentemente, o numero
de células vermelhas circulantes e aumenta o numero de células produtoras
de hemecglobina fetal, atuando como um agente ciclo-dependente

modificando a expressao dos genes da globina & .

O presente trabalho tem como objetivo verificar os valores de
hemoglobina fetal nos pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica,
mantidos em programa de hemodidlise em tratamento com eritropoetina
humana recombinante (EPO-rHu), em dois centros dialiticos em Fortaleza.

A dosagem de hemoglobina fetal desses pacientes foi realizada
pelo método de BETKE, no qual é adicionada uma determinada quantidade
de solucdo alcalina em uma concentragdao conhecida de hemolisado.
Apos um tempo especifico, a desnaturagdo € bloqueada por




adicdo de Sulfato de amdnio saturado ou parcialmente saturado. O Sulfato
de amdnio diminui o pH e precipita a hemoglobina desnaturada. Apds a
filiracdo, a quantidade de hemoglobina inalterada é avaliada e expressa
como hemoglobina élcali-resistente ou hemoglobina fetal em valores
percentuais, sendo para o método utilizado, valores normais em adultos de
até 1,0% 7.




2 REVISAO DE LITERATURA

A eritropoetina € um hormonio glicoprotéico de 34 kD, cujo estudo
inicialmente era dificultado pela sua escassez. Isto foi possivel a partir de
1977, quando MIYAKE e col. purificaram o hormdnio em urina de individuos
com anemia aplastica. A seguir, com o sequenciamento parcial dos
aminoacidos da EPQO urinaria, foi possivel a identificagido e clonagem do
genoma do DNA humano responsavel pela sua produgéo. O gene clonado
foi expresso em células de ovarios de hamsters chineses, permitindo a

sintese de quantidades em massa, possibilitando o seu estudo ® %)

O sitio primario da produgdo deste hormonio na vida fetal sao os
macréfagos hepaticos; a partir do terceiro frimestre, ocorre uma
transferéncia desta sintese para as células peritubulares renais. Este
processo parece ser geneticamente determinado © ).

Aparentemente, o figado tem uma sensibilidade a hipoxia
diminuida, através da comparagdo das quantidades de eritropoetina
produzidas entre ele e os rins, sendo apenas 10% da produgdo renal
mediante 0 mesmo estimulo hipoxico. Além disso, o figado requer maior
tempo de exposi¢io ac estimulo. Este fato tem o seu papel em evitar a
policitemia e os seus efeitos deletéricos na vida intrauterina, e pode ser
explicado através da circulagdo. No feto, o sangue oxigenado da placenta
chega via veia umbilical ao figado e grande parte dele viaja através do ducto
venoso direto para o coragéo. Ao final do terceiro trimestre, o ducto venoso
torna-se estreito e, como consequéncia, ha um aumento da quantidade de
oxigénio que chega ao figado. Esta constriccdo do ducto venoso

correlaciona-se temporariamente com a transferénca do sitio de produgéo
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da ertropoetina do figado aos rins. Apds o nascimento, o fluxo placentario
cessa e fecha o ducto venoso; desta forma, o sangue hepatico € suprido
pela artéria hepatica e veia porta, com pequena concentracéo de oxigénio;
enquanto isso, ha um aumento do volume e concentragcdo sanguinea de

oxigénio para os rins & 1629,

Ndo existem estoques pré-fabricados de eritropoetina. A sua

resposta relaciona-se diretamente ao grau de hipdxia que o organismo

experimenta, levando & producdo de novo de RNA mensageiro especifico ©
16, 20)

O mecanismo exato da a¢do do sensor de oxigénio ainda nao é
claro. Uma proteina contendo o grupo heme & exposto na superficie das

células produtoras de EPO e é sensivel as mudangas de tenséo de oxigénio
(8, 16, 20)

ApOs a sua secregdo, a EPO liga-se a superficie de céluias
progenitoras eritrdides, estimulando a sua proliferagéo e diferenciacéo. Dois
tipos de receptores, pelo menos, sdo citados nas células alvo. A
responsividade celular 8 EPO relaciona-.se ao nimero de receptores
expostos. O efeito intracelular apés a ligagdo hormonio-receptor €
desconhecido, estando em investigacdo a existéncia de segundos
mensageiros. Alguns autores postulam a influéncia da variag&o do calcio

intracelular como mediador da acdo da EPO nos precursores eritroides® '*

20)

A EPO regula a velocidade de produgéo de células vermelhas
pela medula 6ssea, o tempo de sua resposta frente ao estimulo hipéxico &
de cerca de um dia; a partir de entdo, existe um intervaio de uma semana
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para a maturacdo dos precursores eritréides, levando ao aumento do
hematocrito. Em condicdes basais, a sua concentragéo € de 10 a 20 mU/mi
em pacientes saudaveis, e é responsavel pela reposicdo de 1% do volume
de células vermelhas circulantes, que é eliminado diariamente pelo sistema

reticulo-endotelial © 629

A hemoglobina é constituida por um arranjo de quatro cadeias.
Dessas quatro, a cadeia alfa representa obrigatoriamente a metade. As
outras duas podem ser beta, delta ou gama. No adulto ha predominio
absoluto da hemoglobina com duas cadeias alfa e duas cadeias beta, dita
o®> B% a denominada hemoglobina A. Também existe uma pequena
percentagem de hemoglobina o? yv?, denominada de hemoglobina A;. No
feto encontra-se uma hemoglobina com dissociagdo gasosa adequada as
trocas improprias & vida intra-uterina, a hemogiobina o A2, denominada
hemoglobina fetal. Esta persiste em cifras decrescentes apds o nascimento
e & apenas encontrada como tragos (indices inferiores a 1,0%) no
adolescente e na vida adulta e caracteriza-se por ser resistente a

" desnaturacéo de alcalis ' 2 %31,

Algumas patologias podem estar associadas ao aumento da
hemoglobina fetal, tais como as talassemias o e B, anemia falciforme,
hipertiroidismo, miastenia gravis, doengas mieldides e outras S50

No diabetes a associagdo ocorre de maneira contraria. Acredita-se
gue a eritropoetina e a hiperglicemia atuam de modo diferente na célula
precursora eritroide (BFU-E). A eritropoetina estimulando as divisoes
celulares tendo como conseqiiéncia maior ou menor numero de hemacias

circutantes. A hiperglecemia interferindo na diminuicéo da producéo de
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hemoglobina fetal. Com isso, o padréo de formagdo de hemoglobina F no
tecido adulto hematopoético pode ser reversivel na dependéncia do

ambiente metabdlico celular 9.
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3 MATERIAL E METODOS

Cento e vinte pacientes portadores de insuficiéncia renal cronica,
foram estudados num periodo de outubro a dezembro de 1998. A idade
variou de dezesseis a setenta e seis anos (média: 42 + 13,5 anos), dos
quais sessenta e dois eram do sexo masculino. Todos estavam em
programa de hemodidiise nos centros dialiticos do Hospitai Universitario
Walter Cantidio e Santa Casa de Misericordia, ambos situados em
Fortaleza-Ceara. O programa constava de trés meses a dezoito anos
(média: 3,6 + 0,21 anos). Nos trés meses que antecederam o referido
estudo, nenhum paciente havia recebido transfusdo sangtliinea. A doenca
renal primaria era glomerulonefrite cronica em vinte pacientes,
nefroesclerose hipertensiva em dezesseis, lupus eritematoso sistémico em
nove, rins policisticos em sete, nefropatia diabética em seis, nefrite familiar
em seis e insuficiéncia renal cronica de causa ndo determinada nos demais

cinqlienta e seis casos.

Nao houve critérios de exclusdo de pacientes nesses dois centros,
ja que todos freqiientavam as sessbes de hemodidlise trés vezes por
semana e faziam uso de eritropoetina humana recombinante. Alguns
usavam suplemento de ferro oral e/ou drogas hipotensoras. Antes do inicio
do estudo, cada paciente fora informado e obtivemos seu consentimento por
escrito.

A avaliagdo bioquimica constituiu-se de hematocrito, hemoglobina,
calcio, albumina, fosforo e ferro séricos, indice de saturagdo de transferrina
e capacidade de fixacdo do ferro que foram obtidos de cada prontuario, com

datas de realizagdo recentes.
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A eritropoetina recombinante humana utilizada no tratamento
desses pacientes foi produzida por técnica de DNA recombinante, fornecida
em solucdo tamponada e estéril, na concentracdo de 3.000U/ml (EPREXR).
Conservada sob temperatura entre 4 e 8° antes de seu uso. Administrava-
se dose média de 80U/kg peso por via intravencsa, ao término de cada

sesséo de hemodidlise, trés vezes por semana.

As amostras para estudo foram obtidas por ocasido de punc¢io da
fistula arteriovenosa. Eram colhidos 3,0 ml de sangue em tubos vacutainer
contendo EDTA, com identificagdo prévia, utilizando-se seringas
descartaveis de 3,0 ml. As amostras foram encaminhadas ac Laboratério de
Hemoglobina do HEMOCE, onde foram realizados os procedimentos para
dosagem de hemoglobina fetal. Para obtengao do hemolisado, 0 sangue era
centrifugado a 1.500 r.p.m. por cinco minutos. Retirado o plasma, as
hemacias eram lavadas por trés vezes com solugdo salina a 0,85%,
centrifugados nas mesmas condi¢bes e desprezado o sobrenadante. Ao
volume de hemacias lavadas, era adicionado um outro de agua destilada,
homogeneizado e a seguir acrescentado um volume de cloroférmio, idéntico
ao do hemolisado formado. Agitado vigorosamente e centrifugado a 2.000
r.p.m. durante quinze minutos. A solugdo de hemoglobina sobrenadante ou
hemolisado, era retirada por meio de pipeta de Pasteur e transferida para
um tubo limpo, estéril e identificado previamente.

A dosagem de hemoglobina fetal foi realizada por meio da técnica
de BETKE, que tem como principio o fato de a hemoglobina fetal ser mais
resistente 4 desnaturacdo por solugdes fortemente alcalinas do que as
outras hemoglobinas.

Para execucdo do trabalho foram utilizados um espectofotometro,
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pipetas de 1,0, 2,0, 5,0 e 10,0 ml . Pipetador automatico, crondmetro, papel
de filtro (Whatman n° 1, S&S, Toyo), tubos 17 x 100 mm, funis pequenos e
as solugdes de Drabkin (Cianeto), NaOH 1,2N e solugdo saturada de

Sulfato de amoénio.

Para realizacdo da técnica citada, diluimos 0,6 ml da solugéo de
hemoglobina em um tubo contendo 10,0 mi da solugdo de Drabkin e
homogeneizamos por inversdo. Colocamos 56 ml da solugdo de
hemoglobina diluida em um tubo rotulado “Hb fetal”. Adicionamos 0,4 ml da
solucdo de NaOH 12N acionando-se o crondmetro, agitamos
cuidadosamente por 10 segundos o tubo. Ao final de dois minutos exatos,
adicionamos 4,0ml da solugdo saturada de Sulfato de amdnio.
Homogeneizamos por inverséo e deixamos em repouso por cinco a dez
minutos, no maximo. Filtramos o contetdo do tubo “Hb fetal” em duplc papel
de filtro. Preparamos a solugéo padrio colocando em um tubo de ensaio 1,4
mi da solucdo de hemoglobina antes diluida, 0,1 mi de &gua destilada e 1,0
mi da solugdo saturada de Sulfato de ambnio. Homogeneizamos e
transferimos 1,0 ml dessa solugdo para um outro tubo, adicionamos 9,0 ml
da solucdo de Drabkin. As densidades Opticas do tubo “Hb Fetal” e o tubo
“Padrio” foram lidas em 540 nm, contra um branco de solu¢do de Drabkin.

Os calculos foram feitos através da formula:

% Hb Fetal= D.O. Hb Fetal x 100
D.0O. Padrao x 10
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Foi formado um grupo controle constituido por vinte individuos
normais, doadores de sangue do HEMOCE-Fortaleza, que apresentaram
niveis maximos de Hb fetal de 1,0% (média: 0,69 + 0,1%)
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4 RESULTADOS

Todos os pacientes estudados frequentavam rigorosamente o0s
centros de didlise trés vezes por semana. E ao investigar a origem da
insuficiéncia renal nesses pacientes, apenas 53% deles apresentaram em
seus prontudrios uma causa definida da doenga, como esta representado
na figura 1. E os niveis de hemoglobina fetal desses pacientes estao
demonstrados na tabela 1.

FIGURA I

60-
50-
@cl
40- B GNC
ONEN
30 COLES
HRP
20+ COND
B NF
10+
0

Cl = Causa indeterminada

GNC =  Glomerulonefrite crénica
NEN = Nefroesclerose hipertensiva
LES = Lipus eritematoso sistémico
RP = Rins policisticos

ND = Nefropatia diabétca

NF = Nefrite familiar

Histograma do namero de casos, segundo a origem da
insuficiéncia renal crénica.
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TABELA | - Distribuicdo de frequéncia dos niveis de hemoglobina fetal
(HbF) segundo a origem da insuficiéncia renal cronica (IRC).

ORIGEM DA iRC
Glomerulonefrite cronica . 1,24
Rins policisticos 1,35
Lﬁpus eritematoso sistémico 1,35
Nefroesclerose hipertensiva 1,31
Nefrite familiar 1,12
Indeterminada 1,01

Notamos que os niveis de hemoglobina fetal apresentaram-se
superiores a 1%, sendo este o limite consideravel normal pela literatura

atual.

No grupo controle estudado, usado para confirmar os dados
apresentados pela literatura, esse nivel obteve uma média de 0,69 + 0,10%.

Os exames laboratoriais obtidos através dos prontuarios dos

pacientes apresentaram os valores assim apresentados na tabela 2.
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TABELA 1l - Dados laboratoriais relacionados aos indices de normalidade.

EXAMES DOS PACIENTES NORMAIS
(X)
Hematocerito (Ht) 31,36% 40-54% (homens)
12-16g% (muineres)
Hemoglobina (Hb) 11,00g% 14-18g% (homens)
37-148mcg/dl muheres)
Ferro sérico (FeS) 76,25mcg/dl 59-158mcg/dl omens)
Capacidade total de fixagéo 250-350mcg/dlmuneres)
do ferro (CTFFe) 266,70mcg/dl 300-400mcg/dlnomens)
indice de saturacéo de
transferrina (1ST) 27,36% 20-50%
Calcio sérico (Ca) 8,55mg/dl 8,4-10,6mg/di
Albumina sérica (Alb) 3,82mg/d| 3,5-5,0g/dl
Fésforo sérico (P) 3,57mg/dl 2,5-4,5mg/dI

Os valores de hematodcrifo e hemoglobina apresentaram-se em
niveis inferiores aos estabelecidos para normalidade, indicando portanto
sinais de anemia. O ferro sérico, capacidade total de fixagéo do ferro e
indice de saturacdo de transferrina mostraram-se dentro dos limites

normais, haja visto a maioria desses pacientes fazerem uso de
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suplementacdo de ferro, indicando assim uma boa resposta medular. O
calcio, albumina e fésforo séricos apresentaram-se em valores aceitaveis.

Os niveis de hemoglobina fetai mostraram-se elevados (acima
de 1%) em mais de 50% dos pacientes estudados, assim apresentados na
tabela 3. E a relacéo entre estes e o tempo de uso da eritropoetina humana
recombinante esta representada na figura 2.

TABELA Il - Distribuicdo de frequéncias de hemoglobina fetal (HbF).

Frequéncia

relativa (%)

Rt i RSP AL S RGN A R

0005 0,25 02 1,67
0,5 1,0 0,75 24 20,00
1015 1,25 70 58,33
1,5 2,0 1,75 24 20,00

TOTAL 120 100,0
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FIGURA 2

Tempo
{meses)
]
12
i1 .
10
<]
®
8
7 )
6
5
4
i ®
2
Nivel de
: HbF(X) %

02 0,4 06 08 1,0 1,2 1,4 1,6 1.8

Diagrama de dispersdo para niveis de hemoglobina fetal (HbF)
e tempo de uso de eritropoetina humana recombinante.

Podemos observar numa correlacdo positiva entre as duas
variaveis, em que o nivel de HbF é maior a medida que o tempo de uso do
horménio aumenta.




22

5  DISCUSSAO

O termo anemia de insuficiéncia renal cronica refere-se a
anemia que resulta diretamente da insuficiéncia das funcbes endocrinas €
excretérias do rim, sendo este a principal fonte de eritropoetina e, a

capacidade de secretar esse horménio & perdida a medida que o rim falha
(16)

Os valores de ferro sérico variam consideravelmente na doenca
cronica, portanto uma grande maioria (94%) do grupo estudado fazia uso de
suplemento de ferro. Isso deve-se ao fato de que 0s niveis de ferritina sérica
apresentavam-se baixos no inicio do tratamento com eritropoetina humana

recombinante (EPO-rHu).

Os niveis de hemoglobina fetal apresentaram-se mais elevados
naqueles pacientes cuja causa primaria da insuficiéncia renal cronica era
rins policisticos, nefroesclerose hipertensiva e lGpus eritematoso sistémico.

Relacionando-se os niveis de hemoglobina fetal com o tempo
de uso da eritropoetina humana recombinante (EPO-rHu), verificamos que
os pacientes que fizeram uso desse hormdnio ha um tempo maior
apresentaram uma elevagéo desses valores.

Tendo em vista noventa e quatro dos cento e vinte pacientes
estudados apresentarem niveis de hemoglobina fetal entre 1 e 2%, leva-se
a crer que esse aumento deva-se ao uso da erifropoetina humana
recombinante (EPO-rHu).
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6 CONCLUSAO

Na anemia da insuficéncia renal crénica tratada com o uso da
eritropoetina humana recombinante (EPO-rHu), no grupo estudado,
observamos niveis elevados de hemoglobina fetal em 78,33% dos
pacientes.

Vaie ressaltar a necessidade de um trabalho posterior para
estudar mais detalhadamente o assunto, haja visio que, os valores obtidos
podem ndo corresponder ao aumento real promovido por este horménio
nestes pacientes, uma vez que ndo foram determinados os niveis de
hemoglobina fetal antes do tratamento com eritropoetina humana
recombinante (EPO-rHu).
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The Frequency of Fetal Hemoglobin in Cronic Renal Failures Patients
in Use of Recombinant Human Eritropoietin.

SUMMARY

In two Hemodialysis Centers of Fortaleza city, Walter Cantidio
University Hospital (HUWC) and Santa Casa of Misericordia, was studied
one hundred-twenty anemic pacients with mean age of twenty four years
old, in treatment with recombinant human eritropoietin (r-HuEpo), for

avaliable the fetal hemoglobin levels.

Fron one hundred-twenty patients studied, ninety-four (78,33%
of all cases) apresented fetal hemoglobin levels enter 1,0% and 2,0%

(normals values until 1,0%).

Thus, the recombinant human eritropoietin, used actualy in
therapy of cronic anemia in cronic renal failure, can to eleve the fetal

hemoglobin levels.
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