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RESUMO
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Os pacientes com cancer podem apresentar diversas anormalidades hematologicas, sendo a
anemia a alteracdo mais comum. A etiologia da anemia ¢ multifatorial, envolvendo
mecanismos que podem estar relacionados ou ndo a doenga (perda de sangue, hemolise,
infiltragdo medular), ao tipo e estagio do tumor e também a terapéutica utilizada
(radioterapia e quimioterapia). A reducdo nas taxas de hemoglobina pode estar relacionada
a alteracdes na producdo e na resposta dos precursores eritrdides a Eritropoetina, a
liberagdo de citocinas nas diversas fases da doencga e também ao déficit nutricional muitas
vezes encontrado nesses individuos. O objetivo desse estudo foi avaliar aspectos
relacionados a atividade inflamatoria sobre o metabolismo do ferro e a eritropoiese em
pacientes com tumores solidos. Foram coletadas amostras de sangue de 402 pacientes
adultos com diversos tipos de cancer. Os pacientes com anemia foram sub-classificados
como tendo anemia ferropriva (AF) (hipoferremia e hipoferritinemia), Anemia de Doenga
Cronica (ADC) (hipoferremia e ferritina sérica normal ou aumentada) e Anemia
Relacionada ao Cancer (ARC) (sem anormalidades no metabolismo do ferro). Para a
avaliacdo da eritropoiese foram realizados hemograma completo e dosagem de
eritropoetina; para a avaliagdo do metabolismo do ferro: determinagdes do ferro sérico,
capacidade de ligagdo do ferro a transferrina, ferritina e receptores soluveis da transferrina
(sTfR) e Indice sTfR/ log ferritina; para a avaliagdo da resposta inflamatoria: dosagens de
Proteina C Reativa (PCR), Interleucinas 1 e 6, Fator de Necrose Tumoral alfa, neopterina
e pro-hepcidina séricas e determinacdo da Velocidade de Hemossedimentagdo das
hemaceas(VHS). Dentre os pacientes com cancer 34,8 % apresentaram anemia. O tipo de
anemia mais freqiliente foi a ARC (37%) seguido pela ADC (20,7%) e finalmente pela AF
(17%). Os niveis de PCR, IL-6, VHS e IL-1B foram significativamente superiores em
pacientes com ADC quando comparados com AF, ARC ou em pacientes sem anemia. Os
niveis de Pro-Hepcidina, TNF-o. e neopterina ndo foram diferentes entre os grupos de
pacientes com cancer, mas foram superiores quando comparados a um grupo de individuos
normais. O efeito negativo de fatores inflamatdrios sobre a eritropoiese foi observado no
grupo de pacientes com ADC, onde houve correlagdo inversa entre hemoglobina e ferritina
sérica, PCR e IL-6. Nao houve correlagdo entre os niveis de pro-hepcidina com o grau de
anemia ou com parametros relacionados ao metabolismo de ferro. De acordo com nossos

resultados, embora ndo tenha sido possivel demonstrar uma relagao direta entre inflamagao
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e alteragdes no metabolismo do ferro, a atividade inflamatoria presente em todos os grupos
de pacientes, aparentemente estd especialmente relacionada a patogénese da ADC. A
hepcidina ¢ reconhecida como importante reguladora e como principal mediadora das
alteracdes do metabolismo do ferro na ADC. No presente trabalho, usando um ensaio
imunoenzimatico comercial, ndo foi possivel demonstrar o significado fisiolégico da

pro-hepcidina na anemia em pacientes com cancer.
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Patients with cancer present several hematological alterations, and anemia is the most
common of them. Anemia ethiology is multifactorial and can be related or not to the
disease (bleeding, hemolysis, bone marrow infiltration), to the type and stage of the tumor
and also to the therapy. Hemoglobin reduction can be consequent to alteration in production
and response of erythroid precursor to erythopoietin, releasing of cytokines and nutritional
deficiency. The objective of this study was to evaluate some aspects related to
inflammatory activity on iron metabolism and erythropoiesis in patients with solid tumors.
Blood samples from 402 patients were analyzed and those patients with anemia were
subdivided into: iron deficient anemia (IDA) (hypoferremia and hypoferretinemia), chronic
disease anemia (CDA) (hypoferremia and serum ferritin normal or elevated) and anemia
related to cancer (ARC) (no iron abnormalities). Erythropoiesis was assessed by complete
blood cell count and erythropoietin determinations; iron metabolism by serum iron, total
iron binding capacity, serum ferritin, soluble transferrin receptors (sTfR) and sTfR/log
ferritin indices; inflammatory response by C-Reactive protein (CRP), interleukins 1P e 6,
tumor necrosis factor o (TNF- a), neopterin, pro-hepcidin and erythrocyte sedimentation
rate (ESR). Anemia was observed in 34.8% of cancer patients. The majority of patients
presented ARC (37%), followed by CDA (20.7%) and IDA (17%). CRP, IL-6, ESR and
IL-1PB levels were significantly higher in patients with CDA than in IDA, ARC and cancer
without anemia. Pro-hepcidin, TNF-a and neopterin values were not different among
anemic patients groups, although higher levels of neopterin had been observed in patients
with cancer when compared to normal individuals. The negative effect of inflammatory
factors on erythropoiesis represented by inverse correlations between hemoglobin and
serum ferritin, CRP and IL-6 were observed in ADC group. There was correlation neither
between pro-hepcidin levels and anemia degree nor between pro-hepcidin and iron
metabolism parameters. According to our results, although it was not possible to
demonstrate a direct correlation between inflammation and iron metabolism alterations, the
inflammatory activity apparently is related to ADC pathogenesis. Hepcidin is an important
regulator of iron metabolism and has been recognized as the main mediator of iron
metabolism alterations in CDA. In our study, by using ELISA test, it was not possible to

show the participation of pro-hepcidin in anemia in cancer patients.
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1.1- Anemia

A anemia ocorre quando o equilibrio entre a producdo e a destruicdo de
eritrocitos ¢ afetado, tornando a capacidade de transporte de oxigénio no sangue periférico
insuficiente para suprir as necessidades dos diversos tecidos. De maneira geral a anemia

pode ser conseqiiente a:
* Produc¢do inadequada dos eritrocitos

= Reducdo da sobrevida dos eritrocitos na circulagao devido a hemolise ou

perda sangiiinea

= Retengdo exagerada de eritrocitos essencialmente normais em um baco

anormalmente grande

* Seqiiestro de eritrdcitos anormais como acontece, por exemplo, na

anemia falciforme (Bain, 1997),

A reducdo da concentragdo de hemoglobina nos eritrocitos ¢ o principal
parametro laboratorial para diagnosticar a anemia. O valor normal de hemoglobina para

adultos ¢ de 13-17 g/dL em homens e de 12-15 g/dl em mulheres. (Bain, 1997),

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e Instituto Nacional do

Cancer dos Estados Unidos a anemia pode ser classificada clinicamente como:

= Anemia leve: a queda na concentragdo de hemoglobina nido causa

sintomas (o nivel varia de individuo para individuo).

* Anemia moderada: a queda na concentragdo de hemoglobina provoca

sintomas, mas ainda ndo ha necessidade de transfusoes.

= Anemia grave: a baixa concentracdo de hemoglobina geralmente resulta
na necessidade de transfusdo de eritrocitos (geralmente quando o nivel

de hemoglobina situa-se abaixo de 8,0 g/dl) (Groopman et al, 1999).

Introdugdo
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1.1.1- Anemia e cincer
1.1.2- Prevaléncia

Pacientes com cancer podem apresentar diversas alteragdes hematologicas.
Cerca de 50% dos pacientes apresentam anemia, 0 que representa a maior causa de
morbidade nessa populacdo (Bron et al, 2001). A anemia ¢ mais freqliente em pacientes
com cancer hematologicos do que com tumores solidos e sua freqiiéncia aumenta a medida

que a doenga se torna mais grave (Skillings,1993).

Um estudo epidemiologico conduzido no Canadd em que individuos com varios
tipos de cancer foram estudados mostrou que 28% dos pacientes tornaram-se anémicos em
algum estdgio da doengca e 12% desses pacientes necessitaram de transfusdo
(Skillings et al, 1999). Na Franca um estudo com 1064 pacientes em quimioterapia
(sem derivados de platina) para tratamento de cancer da regido coloretal, de mama, de
pulmao e ovario revelou que 37% dos pacientes apresentaram anemia (Coiffier et al, 2001).
A prevaléncia foi relativamente baixa em pacientes com cancer coloretal € mama que
recebem tratamento quimioterdpico (10 a 20%), mas relativamente alta em pacientes
recebendo tratamento quimioterapico para linfoma ndo Hodgkin, cancer de ovario e
pulmao (50 a 60%) (Skillings et al, 1995). Mais recentemente, em um levantamento feito
na Europa com 15.367 pacientes com cancer, foi relatado que 67% deles tiveram anemia e
que mais de 60% ndo receberam nenhum tratamento especifico (Harper e

Littlewood, 2005).

A prevaléncia e a gravidade da anemia associada ao cancer estao relacionadas
com a agressividade, tipo e estagio do tumor, assim como com o tempo e a intensidade do

tratamento (Obermair et al, 1998).

1.1.3- Causas da anemia

Sdo apontadas como possiveis causas da anemia associadas ao cancer: perda
sangiiinea, excesso de destrui¢do dos eritrocitos, agdo mielossupressora e nefrotoxicidade
de agentes radio e quimioterapicos, infiltragdo e fibrose medular pelo tumor, inadequada

producdo de eritropoetina (EPO), deficiéncias nutricionais (ferro, folato, vitamina B12),
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diminui¢do ou utilizacao ineficiente do ferro e infec¢des intercorrentes (Ludwig et al, 1998;

Faquin et al,1992; Means,2003).

Os pacientes com cancer comumente apresentam processo inflamatorio cronico
associado. Esse processo causa diversas alteragdes fisiologicas (anorexia, nausea, vomitos e
desordens no metabolismo) que podem levar a caquexia e provavelmente a anemia.

(Maccio et al,2005).

Algumas causas da anemia estdo associadas a particularidades do tumor. Por
exemplo, pacientes com tumores gastrointestinais, urindrios e uterinos freqlientemente
apresentam hemorragias. Leucemias linfoides cronicas e linfomas estdo associados com
anemias hemoliticas autoimunes e infiltracdo da medula 6ssea. Contudo, ocorrem casos
onde ndo hé infiltragdo na medula 6ssea, perda sangiliinea, hemolise, ou outras desordens

nutricionais, hepaticas ou renais que possam explicar a anemia (Moldawer, 1989).

1.1.4- Sinais e sintomas gerais

Os principais sintomas de anemia nos pacientes com cancer sao comuns a
diversos tipos de anemia: fadiga, vertigens, depressdo, anorexia, nauseas, sindrome

dispéptica, alteragdes do sono, alteragdes menstruais e perda da libido.

Entre os sinais apresentados por esses pacientes podemos destacar a dispnéia,
complicacdes cardiovasculares, alteragdo de fungdes cognitivas, diminui¢do da temperatura
da pele e palidez da pele e das mucosas. A gravidade desses sintomas depende ndo s6 do
grau de anemia, mas também da doenca de base (tipo de cancer) e da capacidade

cardiovascular e pulmonar do paciente (Ludwig e Fritz, 1998).

1.2- Anemia induzida pelo tratamento

O tipo ¢ a intensidade do tratamento tem um consideravel impacto nos niveis de

hemoglobina (Skillings et al, 1995). A radioterapia pode induzir ou agravar a anemia.
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Dependendo da dose e do local, a radiagao pode causar um dano prolongado ao “pool” de
células progenitoras hematopoiéticas da medula 6ssea (Mughal, 2001). A quimioterapia
citotoxica ndo se restringe as células malignas, mas afeta qualquer célula com capacidade
proliferativa. Os mecanismos indutores de anemia variam de acordo com o tipo de droga e
incluem: morte da célula progenitora, bloqueio ou atraso na produgdo de fatores
hematopoiéticos, dano oxidativo as células maduras e destruicdo celular mediada pelo
sistema imune (Bokemeyer, 2001). Em particular, a nova geracdo de taxanos, agentes
quimioterapicos com a¢do antimicrotubular e que sdo mielossupressores podem contribuir

para o agravamento da anemia em pacientes com cancer (Bron et al,2001).

Determinados quimioterapicos como a cisplatina, pacliotaxel, docetaxel,
vinolrebine, topotecam, irinotecam, etoposide e ifosfamida estdo mais freqiientemente

associados com a anemia grave (Barret-Lee et al, 2000).

A anemia em pacientes com cancer tem sido considerada como de mau
prognostico da doenca (Cabanillas et al,1978; Moullet et al,1998). Além disso a anemia
pode diminuir a resposta do tumor a radioterapia (Hirst,1986; Smaniotto et al, 2000) e a

radio e quimioterapia associados (Thews et al,1998; Shasha, 2001).

Tumores so6lidos como cancer de pulmdo e ovario, que sdo tratados com
derivados de platina, sdo considerados como os que requisitam maior nimero de
transfusdes sangiiineas. Drogas derivadas de platina sd3o conhecidas por causarem
toxicidade renal e, com isso, afetarem a producdo de Eritropoetina (EPO) (Clarke e

Palister, 2005).

1.3- Anemia, grau de oxigenacio tumoral e resposta terapéutica

Pacientes cujos tumores apresentam altos niveis de hipdxia t€m menor controle
da doenga e menores chances de cura quando comparados com pacientes com melhor
oxigenacao tumoral no mesmo estagio e tamanho do tumor (Brizel et al, 1996). A hipdxia
tumoral depende de fatores como: tamanho do tumor, tipo e estdgio histoldgico, aporte de

hemoglobina e extensdo da necrose. A hipoxia tumoral ocorre quando o tamanho do tumor

Introdugdo

44



excede a capacidade da microcirculacdo em suprir oxigénio para as células tumorais.
Virios estudos mostram que o grau de hipdxia ¢ maior na area tumoral do que nos tecidos

adjacentes normais (Clarke e Pallister, 2005; Kelleher et al ,1996).

A relagdo entre hipoxia tumoral e evolugdo ou gravidade do processo
neoplasico pode ser explicada por 3 hipdteses: primeiro, a hipdxia pode induzir a mudancas
na expressdo das proteinas oxigénio-dependentes do tumor como o fator de crescimento
endotelial, estimulando a angiogénese e dessa forma aumentando o potencial de
crescimento de tumores e metastases. Segundo, a hipdxia impede a formacao de moléculas
de oxigénio reativas que quando submetidas a radioterapia causam danos no DNA das
células tumorais. Assim, a reducao dos niveis de oxigénio contribuiriam para a resisténcia a
radioterapia.. Terceiro, a hipdxia pode produzir um crescimento acelerado de células
tumorais que sdo resistentes a apoptose, dificultando o processo de cura e o controle da
doenga (revisado em Clarke e Pallister 2005). Além disso, a hipoxia tumoral pode aumentar
a expressdao do gene supressor tumoral p53, um fenotipo celular que apresenta um maior

potencial de tornar-se maligno (Littlewood, 2001).

Virios trabalhos mostraram que a correcdo da anemia pode melhorar
a -resposta a quimio ¢ a radiossensibilidade do tumor (Teicher ,1994, Silver e Piver,1999,
Thews et al. 2001). Obermair (2001) estudando pacientes com cancer cervical relatou que a
resposta a quimioterapia ¢ 90% mais eficiente quando os niveis de hemoglobina estdo
acima de 11g/dL durante qualquer ciclo da quimioterapia, sugerindo que a concentragdo de
hemoglobina circulante estaria relacionada com o grau de oxigenacdo do tumor e,

consequentemente, com a resposta a quimioterapia.

Esses dados sustentam a importdncia da monitorizagdo dos niveis de
hemoglobina nos pacientes, o que pode representar um maior sucesso na terapia

antineoplasica (Vaupel, 1994).

1.4- Anemia e qualidade de vida

A qualidade de vida ¢ avaliada por meio de quatro pardmetros basicos:
bem-estar fisico, que representa o atual estado fisico, incluindo a doenca e os efeitos

colaterais do tratamento; bem-estar funcional, que se refere a habilidade da pessoa
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desempenhar atividades basicas cotidianas; bem-estar mental ou emocional, que se refere
ndo s6 a angustia emocional, mas também a atitudes positivas ou alegria de viver; e

bem-estar social, que envolve atividades com o apoio da familia e amigos (Cella,1997).

Além de todas as repercussoes fisicas e emocionais oriundas do proprio cancer,
ha de se considerar que a intensidade do tratamento e sua toxicidade também podem

contribuir para uma piora na qualidade de vida dos pacientes com cancer (Cella,1997).

Nesse sentido, a manutencao de niveis adequados de hemoglobina ¢ importante,
j4 que sintomas relacionados a anemia como fadiga, letargia, dispnéia, perda de apetite e
dificuldade de concentragdo, adicionados a outros problemas emocionais e fisicos
contribuem negativamente para a qualidade de vida desses pacientes. (Winningham, 1994,

Harper e Littlewood 2005).

Fica assim evidente a importancia de se diagnosticar a anemia, definir sua
etiologia e, se possivel, aplicar o tratamento adequado. Entretanto, nem sempre € possivel
se definir o tipo de anemia que o paciente apresenta. Muitos pacientes nao apresentam
alteracdes como perda sanguinea, disfuncdo renal ou hepatica, infiltracio da medula,
hemolise ou deficiéncias nutricionais que poderiam explicar a anemia e a ferropenia e sdo
diagnosticados como tendo anemia de doenca cronica (ADC), assunto abordado nesse

estudo e que serd apresentado a seguir.

1.5- Anemia da doenca cronica

A observagdo que a infec¢do estava associada com hipoferremia foi feita em
1932 por Locke et al, o que possibilitou uma explicacdo parcial para a anemia presente em

pacientes com infec¢des cronicas.

Em 1952, Cartwright ¢ Wintrobe demonstraram que a anemia associada com
infeccoes era indistinguivel da anemia de inflamagao, e sugeriram que a hipoferremia seria
o resultado do seqiiestro de ferro pelo sistema reticuloendotelial e da interrup¢do da
absor¢do do ferro intestinal. Observagoes semelhantes foram encontrados em ratos

submetidos a exposi¢ao a endotoxinas bacterianas (Cartwright ,1971).
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Atualmente ¢ sabido que a ADC tem sua fisiopatogénese associada a dois
fatores principais: alteragdes na proliferacdo e diferenciagdo da série eritroide e disturbios
no metabolismo do ferro resultando em um déficit na sintese de hemoglobina. Assim, a
ADC ¢ definida como uma anemia hipoproliferativa caracterizada pela baixa concentragdo
de ferro no plasma ou soro, embora os estoques de ferro no sistema reticuloendotelial

apresentem-se adequados (Means, 2003).

Para melhor entender as alteragdes no metabolismo do ferro na ADC, seria
interessante rever, brevemente, como acontece esse metabolismo em condi¢des normais,

que pode ser assim resumidamente apresentado:

A homeostase do ferro ¢ mantida basicamente por meio de dois mecanismos:
regulacdo da absor¢do do ferro da dieta no intestino e a reciclagem do ferro proveniente da
destruicdo de hemacias senescentes. O ferro originario da reciclagem das hemaécias ¢
produto da degradacdo da molécula de hemoglobina que ocorre nos macréfagos do bago
ap6s a média de 120 dias de sobrevivéncia das hemaécias e representa a principal fonte de

ferro para o organismo (Hoffbrand e Pettit, 1995; Wintrobe et al, 1998).

A absorc¢do do ferro ocorre no duodeno e jejuno. Mais de 90% do ferro da dieta
¢ absorvido como sais de ferro presentes nos vegetais e laticinios e os 10% restantes na
forma heme. Os sais de ferro sdo solubilizados pelo suco gastrico e, entdo, absorvidos.
Como s6 a forma ferrosa do ferro é passivel de absor¢do, uma redutase férrica localizada na
superficie apical da célula da mucosa ¢ responsavel pela transformagao do ferro +++ em
ferro++. O ferro++ ¢ entdo internalizado por meio da ligagdo com uma proteina
transportadora chamada DMT-1 (proteina transportadora de metal divalente 1). A absor¢ao
do ferro nas formas de mioglobina e hemoglobina provenientes da ingestdo de carnes ¢
feita por um mecanismo aparentemente mais simples e mais eficiente do que a absor¢ao dos
sais de ferro. O ferro heme ¢ absorvido como uma metaloporfirina intacta e, no interior da
célula, ¢ liberado da porfirina pela heme oxigenase, entrando na circulagdo como ferro

inorganico. (Hoffbrand e Pettit, 1995; Wintrobe et al, 1998).

No interior da célula o ferro ¢ estocado na forma de ferritina ou ¢ conduzido
para a superficie basolateral celular dos enterdcitos, onde serd oxidado por meio da acdo da

hefaestina e finalmente exportado pela ferroportina. A ferroportina também ¢ responsavel
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pela exportagdo do ferro nos macréfagos e a enzima oxidante no plasma equivalente a
hefaestina no intestino ¢ a ceruloplasmina (Weinstein et al 2002, Chung e

Wessling-Resnick 2003).

No plasma a transferrina tem alta afinidade pelo ferro na forma férrica e
transportara o ferro para os locais de depdsito ou para os 6rgaos que requerem o ferro para
o seu metabolismo. O complexo transferrina-ferro ¢ internalizado nas células por meio da

ligacdo com o receptor de transferrina (TfR) (Conrad et al, 1999).

O TfR estad presente em praticamente todas as células do organismo, mas
principalmente nos precursores eritroides, células da placenta e figado. Trata-se de uma
glicoproteina de aproximadamente 9500 Daltons, composta de dois mondmeros ligados por
pontes dissulfito, que possui um dominio citoplasmatico de 61 aminoacidos, um segmento
transmembrana de 28 aminoacidos e um segmento extracelular com 671 residuos. Cada
receptor liga-se a uma ou duas moléculas de transferrina que, apds a invaginacdo da
membrana e formag¢do de vesicula endocitica acidificada promove a liberagdo do ferro. O
complexo receptor-transferrina ¢ reciclado de volta a superficie das células, enquanto o
ferro liberado no citoplasma ¢ utilizado ou estocado (Seligman, 1983). A clivagem
proteolitica da porcao extracelular do TfR dentro das vesiculas endociticas ou exociticas, da
origem a forma solivel do TfR (sTfR), presente no soro complexado & molécula de Tf. As
concentragdes séricas do receptor estdo correlacionadas com o conteudo total de receptores
localizados na superficie celular (Skikne,1998). Considerando que o TfR ¢ derivado
principalmente de precursores eritréides na medula 6ssea e dos reticuldcitos, o nivel do
sTfR reflete o nivel da eritropoiese medular. A expressdo de TfR na superficie celular esta
elevada quando ha necessidade de maior captacdo de ferro, como nos casos de anemia
ferropriva. Portanto, o nivel de TfR apresenta uma relagdo direta com a atividade eritroide
e uma funcdo inversa com a disponibilidade celular de ferro (Béguin, 1992). Concentragdes
diminuidas de sTfR sdo observadas nas situacdes de decréscimo da eritropoiese, como na
anemia aplastica e anemia secundaria a quimioterapia ou insuficiéncia renal cronica,
enquanto valores elevados sdo descritos quando ha expansdo da eritropoiese como nas

anemias hemoliticas (Ferguson et al,1992).

Introdugdo

48



Na anemia que acompanha processos inflamatorios o numero de receptores nao
¢ alterado, o que torna a determinagdo do sTfR um método util para distinguir ADC de
Anemia Ferropriva (AF), diagndstico diferencial por vezes dificil de ser feito

(Ferguson et al,1992; Abshire, 1996).

1.5.1- Citocinas envolvidas

A participagdo do processo inflamatorio e da rede de citocinas e seus produtos ¢
fundamental na patogénese da anemia em pacientes com cancer. As que foram motivo do
presente estudo ou que estdo mais intimamente relacionadas com os aspectos da

eritropoiese e metabolismo do ferro investigadas, sao aqui resumidamente apresentadas:
Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O TNF ¢ sintetizado nos fagocitos mononucleares, células T estimuladas por
antigenos, células Natural Killer (NK) e mastocitos ativados como uma proteina
transmembrana ndo glicosilada, com uma extremidade aminoterminal intracelular e uma
grande extremidade carboxiterminal extracelular. O TNF de membrana ¢ expresso como
uma molécula com trés partes idénticas formando um homotrimero. A forma de membrana
do TNF ¢ clivada por uma metaloproteinase e libera um polipeptideo de 17 kDa. Trés
dessas cadeias polipeptidicas se polimerizam para formar a proteina circulante do TNF que
possui 51 kDa. O TNF secretado assume uma forma de piramide que tem na sua base os
sitios de ligacdo o que permite a ligagdo simultdnea da citocina com trés moléculas do

receptor (Abbas & Lichtman, 2005).
As principais agdoes do TNF-a na resposta imune sao:

* Aumenta a expressdo das moléculas de adesdo nas células endoteliais,

aumentando o numero de leucdcitos na lesdo.

= Estimula os macrofagos e outros tipos de células a secretarem citocinas

que contribuem para o recrutamento de leucocitos.
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= Ativa os leucdcitos para a destruicdo de microorganismos.
= Participa na recuperacao tecidual, durante o processo de angiogénese.
* Induz células tumorais a apoptose.

* Atua nas células reguladoras do hipotdlamo induzindo a febre, junto

coma IL-1
» Estimula a secrecao de IL-1 e IL-6 pelos macréfagos.

= Atua nos hepatdcitos aumentando a sintese de certas proteinas séricas

como a proteina amildide A

= Ativa o sistema de coagulacdo alterando o equilibrio entre as atividades
pro-coagulantes e  anticoagulantes do  endotélio  vascular

(Abbas et al,1997).

O TNF-a interfere na hematopoiese tanto na proliferagdo celular como no
metabolismo do ferro. Inibe a expressio e a resposta da medula a EPO
(Schooley et al,1987; Johnson et al,1990; Ulich et al,1990;Clibon et al 1990;
Means et al, 1990; Faquin et al, 1992; Jelkmann 1998), estimula a eritrofagocitose
(Moldaver 1989) e intensifica a apoptose da CFU-E (Trey e Kushner, 1995, Bron et al,
2001). Suas agdes sobre o metabolismo do ferro sdo bastante diversas. Por um lado
aumenta a sintese de ferritina (Torti e Torti, 2002) e por outro interfere na exportacdo do
ferro pelos macrofagos, ja que diminui a expressdo da ferroportina (Ludwiczek et al, 2003)
e aumenta a expressdo da DMT-1 e TfR2 dos macrofagos, hepatdcitos e fibroblastos,
aumentando a captacdo de ferro (Ludwiczek et al, 2003; Thomas e Thomas, 2005). O
conjunto desses mecanismos leva a uma menor proliferagdo celular e a menor

disponibilidade de ferro que permanece armazenado nas células do SRE.
Interferon gama (IFN-y)

O IFN-y ¢é uma glicoproteina homodimérica, cuja atividade esta relacionada a
sua configuragdo em que as duas subunidades idénticas podem interagir com dois
receptores levando a sua agregacdo e ativagdo. E derivado principalmente das células T

ativadas (ThO , TH1 e CD8+) e células Natural Killer (NK) (Abbas and Lichtman, 2005).
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O IFN-y apresenta diversas fungdes biologicas representadas em trés atividades
principais: atividade antiviral, atividade antitumoral e efeitos imunomoduladores. Embora
tenha sido originalmente reconhecido como um agente antiviral, sdo suas atividades
imunomoduladoras que possuem uma maior importancia bioldgica, ja que tem um papel
importante na fase efetora da resposta imune mediada por células. E uma citocina
pleiotropica que influencia o crescimento, a diferenciacdo e a ativagdo das células T,
células NK, macréfagos e células dendriticas, células efetoras essenciais no sistema imune
inato( Takaoka e Yanai, 2006). O IFN-y pode atuar juntamente com TNF-o e induzir a

producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio nos macrofagos (Male et al,1996).

Na hematopoiese o IFN-y pode ser considerado, entre as citocinas, como o mais
potente inibidor da proliferacdo de CFU-E e BFU-E (Means, 2003). Esse efeito inibidor
pode ser comprovado pela correlagdo inversa entre os niveis de IFN-y e as concentracdes de
hemoglobina e contagem de reticulocitos no sangue periférico (Weiss,2002). Exerce
também um efeito apoptdtico entre as CFU-E ( Trey e Kushner,1995; Kushner et al 1998;
Bron et al, 2001).

Outra atividade inibitoria do IFN-y seria como interferente na resposta da
medula a EPO. Acredita-se que essa atividade seja devido & sua acdo na diminui¢do da

expressao de receptores de EPO (Means,1999).
Dentre as agdes no metabolismo do ferro do IFN-y podemos destacar:

» Estimula a transcri¢do mas inibe a tradu¢do da sintese de ferritina,
provavelmente por induzir a ligacdo IRP+IRE por meio da agdo do
Oxido Nitrico produzido pelo IFN-y (Weiss et al, 1993, Weiss et
al,1997),

* Inibe a expressdo do RNAm do TfR (Byrd e Horwitz 1993),

= Estimula a expressdo da proteina DMT1 aumentando dessa forma a

captagdo de ferro na forma ferrosa (Fahmy e Young,1993),

* Induz a reten¢do de ferro nos enterécitos pela regulacdo negativa da

ferroportina (Weiss et al,1997).
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IL-1

A IL-1 apresenta-se em duas formas: IL-1a e IL-1B, que sdo produzidas por
dois tipos de genes diferentes. Ambas as formas sao polipeptideos de 17 kDa e apresentam
menos de 30% de homologia entre eles. Ambas as formas ligam-se aos mesmos receptores

de superficie celular e possuem as mesmas atividades biologicas (Abbas et al,1997).

A principal fonte de IL-1 sdo os fagdcitos mononucleares ativados. A producao
de IL-1 ¢ induzida por produtos bacterianos, tais como lipopolissacdrides e por outras
citocinas, tais como o TNF. A IL-1 também ¢ produzida por neutrofilos, células epiteliais e
células endoteliais aumentando a expressdo das moléculas de superficie que regulam a

adesdo dos leucocitos (Abbas e Lichtman , 2005)

A principal func¢do da IL-1 ¢ como mediadora da resposta inflamatoria inata. O
efeito biologico da IL-1, como do TNF-a, depende da quantidade de citocina liberada. Em
baixas concentragdes age como um mediador no local da inflamagdo, junto com os
macrofagos e células endoteliais. Quando em grandes concentragdes induz a sintese de
proteinas de fase aguda pelo figado e estimula o gasto metabolico (caquexia)

(Abbas et al,1997)

O principal envolvimento da IL-1 na eritropoiese consiste na sua capacidade de
suprimir o crescimento das BFU-E e CFU-E (Means 2003). Além disso, junto com o TNF,
a IL-1 inibe a produg¢do de EPO por um mecanismo independente do fator indutor de
hipoxia. A afinidade de ligacdo dos indutores de transcri¢do da EPO estaria afetada devido
a formagdo de radicais livres (Jelkmann, 1998). A sobrevida dos eritrécitos também pode
ser afetada pela IL-1 por meio da indugdo da apoptose, contribuindo para instalacdo da

anemia (Means,1999).

A IL-1 aumenta a tradu¢cdo do RNAm da ferritina (Torti e Torti,2002), aumenta
a expressao da DMT-1 e TfR2 dos hepatocitos e TfR dos macrécitos, elevando a captacao
do ferro (Thomas e Thomas,2005). Foi proposto que esta ferritina aramazenada pudesse

agir como uma armadilha para que o ferro ndo se tornasse disponivel para a eritropoiese

(Rogers et al, 1994) .
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IL-6

A IL-6 ¢ uma citocina de aproximadamente 26 KDaa .A forma funcional da
IL-6 ¢ um homodimero, com cada subunidade formando um dominio com quatro a-hélices.
(Abbas e Lichtman, 2005) . E sintetizada pelos macréfagos, células do entodélio vascular,
fibroblastos e outras células em resposta a IL-1 e ao TNF. A IL-6 também pode ser

produzida pela ativag@o de células T (Abbas e Lichtman, 2005).

A IL-6 ¢ o mediador central da resposta de fase aguda e o determinante
primario da producgdo de proteina C reativa. Nos hepatocitos estimula a sintese de varias
proteinas plasmaticas que atuam na resposta da fase aguda e nos linfocitos B estimula a

diferenciagdo e consequentemente a produgdo de anticorpos (Abbas et al, 1997).

Na eritropoiese a IL-6 atua como um cofator com outras citocinas participando
na inibi¢do do crescimento de células jovens hematopoiéticas (Abbas et al,1997). Aumenta
a produ¢do de EPO nos hepatocitos, mas inibe sua producao nos rins (Jelkmann ,1998)
limitando dessa forma a produ¢dao de EPO que ¢ inapropriadamente baixa para o grau de

anemia nas infegdes, inflamagdes e desordens neoplésicas (Spivak,1993).

Contribui para uma maior captagdo de ferro pelos macréfagos por meio do
estimulo da expressao de CD 163 (receptor para o complexo haptoglobina-hemoglobina)
(Graversen 2002). A IL-6 ¢ o principal indutor da expressao de hepcidina, importante

regulador do metabolismo do ferro (Nemeth ,20044a).
Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico ¢ uma molécula gasosa simples, formada a partir da
transformagao da L-arginina em citrulina, sob a agdo da oxido nitrico sintase induzivel
(INOS). A iINOS ¢ uma enzima citosélica que estd ausente nos macréfagos em repouso,
mas pode ser induzida como resposta a lipopolissacarides e a outros produtos bacterianos,
especialmente quando combinados com o IFN. O NO tem uma ampla gama de atividades.
Nos macrofagos, funciona como uma potente substancia microbicida (Abbas and Lichtman,
2005). Tem um efeito anti-inflamatoério por meio da inibi¢do da indu¢do de VCM-1 e

ELAM-1 (molécula de adesdo leucécito-endotelial 1) por citocinas (De Caterina
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et al, 1995). Durante a hemolise intravascular, o NO reage com a oxihemoglobina
(NO scavenging), levando a deple¢do do NO e, consequentemente, a uma reducdo na
geracdo da guanina ciclica monofosfato (¢cGMP). Como resultado, ocorrem alteragdes no
tonus da musculatura lisa, ativagdo e agregacao plaquetarias, promovendo a formagao de

trombos (Rother et al 2005).

O NO pode bloquear a eritropoiese diretamente pela inibi¢do da proliferacdo de
progenitores eritroides na medula 6ssea (Donovan et al, 2000). Uma parte desse efeito esta
relacionada com a interferéncia do NO na biossintese do heme, por meio do do bloqueio na
tradu¢do do RNAm da aminolevulinato sintase, por um mecanismo que envolve a ativagao
das proteina reguladoras do ferro (IRP) e da reducao da atividade da ferroquelatase, enzima
responsavel pela incorporacdo do ferro ao grupo pirrolico, passo final da via da biossintese

do heme (Weiss, 2002).

Em um experimento realizado com camundongos anémicos infectados com
Trypanossoma, Mabbott e Sternberg injetaram uma substidncia inibidora de NO e

perceberam uma reducgdo significante da gravidade da anemia (Mabbot e Sternberg,1995).

Além dessas agdes o NO participa também diminuindo a sobrevida das

hemaéceas circulantes (Means,1999).

Um estudo realizado por Recalcati et al estimulando macrofagos com
lipopolissacarides mostrou que o NO atua aumentando levemente os IRP-1 e reduzindo
drasticamente os IRP2, levando dessa forma a um aumento na traducdo da ferritina
(Recalcati et al,1998). O NO participa também no aumento da tradu¢gdo do RNAm do

receptor de transferrina (Domachowske, 1997, Weiss et al, 1997).

A presenca de acumulo de ferro pode levar a diminui¢do da formag¢ao de 6xido
nitrico (NO) por meio do do bloqueio da transcri¢do da enzima iNOS (Weiss et al ,1993). A
sobrecarga de ferro nos macrofagos leva a uma diminuicdo de NO e dessa forma os
macrofagos perdem sua capacidade para destruir patdgenos intracelulares, como
Legionella , Listeria , Erlichia e Candida pelas vias mediadas pelo IFN-y (Brock,1994;
Weiss et al,1995; Menacci et al ,1997 ).
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Neopterina (Neop)

A neopterina (2-amino-4-hidroxi-6-(D-eritro-1",2’3’-trihidroxipropil)-pteridina)
pertence a classe das pteridinas derivadas biosinteticamente da guanosina trifosfato (GTP)
(Murr et al,2002). E sintetizada e secretada por mondcitos e macrofagos ativados
(Sheldon et al, 1991, Iwagaki et al,1995) e sua secrecdo ¢ induzida pelo INF-y
(Romagnani, 1994; Lucey et al, 1996).

Estudos in vitro mostraram que a neopterina pode aumentar a liberacdo de
TNF-o de monocitos estimulados por lipopolissacarides, sugerindo assim, uma habilidade
da neopterina em modular o perfil de citocinas participantes da ativacdo imune

(Barak e Gruener, 1991, Fuchs et al, 1992)

As concentracdes de neopterina encontram-se aumentadas em uma grande
variedade de condi¢des nas quais o sistema imune mediado por células ¢ ativado, como nos
transplantes de medula 6ssea e outros oOrgdos, doengas como artrite reumatoéide, lupus
eritematoso sistémico, esclerose multipla, sarcoidose, diabetes, insuficiéncia cardiaca
congestiva e diversas doengas infecciosas (Reibnegger et al, 1986a; Sheldon et al, 1991;
Fuchs et al,1992; Grotto et al,1994; Iwagaki et al, 1995a; Muller et al,1998b;
Hamerlinck, 1999).

Em doengas neoplésicas, altas concentragdes de neopterina no soro, urina ou
liquido ascitico, indicaram um risco aumentado de recidiva do tumor, aparecimento de
metastases ou morte do paciente (Fuchs et al 1992, Murr et al 1999b). Foram observadas
concentragdes elevadas de neopterina em pacientes com diferentes tipos de cancer, como:
linfomas de Hodgkin e Nao-Hodgkin, leucemia linféide cronica e mieloma maultiplo
(Hausen et al 1982), assim como em canceres ginecoldgicos (Reibnegger et al 1986b,
Reibnegger et al 1987), tumores genitourindrios masculinos (Aulitzky et al 1985,
Lewenhaupt et al 1986), cancer de pulmao (Fuchs et al 1992), e em carcinomas de células
escamosas da cavidade oral (Murr et al,1998). Com excecdo do cancer gastrointestinal, foi
observada uma associacdo entre os niveis de neopterina e o grau de malignidade do tumor,
assim como com o progndstico. (Fuchs et al 1992, Putzki et al 1987). Em um grupo de

pacientes com cancer de mama, somente 20% dos pacientes tinham niveis elevados de
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neopterina (Fuchs et al 1992). Adicionalmente, outro estudo mostrou uma correlagdo entre
altas concentragdes de neopterina e a presenga de metastases e até mesmo com o grau de

diferenciagao do tumor (Murr et al 1999a).

Em pacientes com ADC , a diminui¢do nos niveis de hemoglobina esta
associada com concentracdes aumentadas de neopterina. A correlacdo negativa entre
neopterina ¢ hemoglobina pode ser explicada pela acdo simultdnea de citocinas , por
exemplo, IFN-y na sobrevivéncia dos eritrocitos, € neopterina na eritropoiese.
(Melichar et al, 2006). A neopterina tem uma a¢ao inibitdria indireta na eritropoiese, por

meio do bloqueio da transcrigdo do RNAm da EPO (Pagel et al,1999).

Niveis elevados de neopterina sérica foram associados a distarbios do
metabolismo do ferro, como aumento da ferritina ¢ diminuicdo do ferro sérico
(Denz et al 1992, Fuchs et al 1993). Essas alteragdes podem ser conseqlientes a acdo das
pteridinas sobre a redugdo do ferro férrico a ferroso, facilitando dessa forma a transferéncia

do ferro para as formas de deposito (Hausen et al, 1982).

Em um estudo com pacientes com cancer ginecologico foi relatada correlagao
negativa entre os niveis de neopterina urindria e hemoglobina, hematocrito, ferro sérico,
capacidade de ligagdo do ferro a transferrina, e indice de saturacdo da transferrina,
enquanto uma correlacao positiva foi observada entre neopterina urindria e ferritina de soro
e niveis de EPO. Estes resultados sugerem que a ativagdo do sistema imune levaria ao
aumento dos niveis de neopterina, que atuando no metabolismo do ferro contribuiria para a

patogénese da anemia em pacientes com cancer ginecoldgico (Reibnegger et al,1986b).
Hepcidina

A hepcidina ¢ um peptideo sintetizado pelos hepatocitos. O nome HEP significa

figado e CIDIN significa antibacteriano. (Fleming 1998).

Sua estrutura quimica foi descrita por Hunter et al (2002) que, por meio do de
técnicas de espectrofotometria e ressonancia magnética, constataram tratar-se de uma
molécula de estrutura retorcida em forma de grampo de cabelo cujos dois bragos estdo

ligados por pontes dissulfeto em uma configuracdo de escada. Uma caracteristica altamente
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incomum da molécula ¢ a ligagdo de pontes dissulfeto entre duas cisteinas adjacentes junto
a sua curva mais acentuada,0 que confere uma maior reatividade quimica a molécula

(Figura 1). (Ganz, 2005).

Embora a forma predominante da hepcidina presente na urina tenha
25 aminodcidos (hepcidina-25), foram também encontradas hepcidinas com dois peptideos
curtos na extremidade aminoterminal, hepcidina-20 e hepcidina-22. Como outros peptideos
antimicrobianos, residuos hidrofilicos carregados positivamente estdo espacialmente
separados dos hidrofobicos, uma caracteristica de peptideos que destroem as membranas
das bactérias (Ganz, 2005). Assim, possui propriedades antibacteriana e antifungica, cuja
expressao ¢ exacerbada com a administragdao de lipopolissacarides, um classico indutor de

proteinas de fase aguda (Fleming, 1998).

Tw
e

Figura 1- Estrutura Quimica da Hepcidina.

Os residuos carregados positivamente estdo em azul, os negativos em vermelho
e as pontes dissulfeto em amarelo .A seta indica a ponte dissulfeto entre duas cisteinas

adjacentes.(Ganz e Nemeth ,2006 mod).
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A hepcidina parece ter um efeito inibitdrio na eritropoiese sob 2 aspectos: o
primeiro seria por meio da inibi¢do da proliferacio e diminuicdo da sobrevida de
progenitores eritrdides, de acordo com estudo in vitro com células formadoras de coldnia
(Dallalio et al, 2006). A segunda provavel acdo da hepcidina sobre a eritropoiese seria por

meio da diminui¢ao da resposta de células precursoras a EPO (Weinstein et al, 2002).

A relacdo entre hepcidina e metabolismo de ferro tem sido alvo de numerosos
estudos. Pigeon et al (2001) e Nicolas et al (2002) propuseram ser a hepcidina um regulador
negativo da captag¢do do ferro no intestino e na liberagdo do ferro dos macrofagos. Assim,
um aumento da captagdo do ferro pelo hepatocito pelo receptor de transferrina-2 (TfR-2) ou
a exposicao a lipopolissacarides levam ao aumento da produgdo e secrecdo da hepcidina
que, por sua vez, interage com o complexo beta 2 microglobulina-HFE-T{R, aumentando
a retencdo de ferro nos macréfagos da cripta duodenal. Os enterdcitos, em resposta ao
acumulo de ferro, expressam de forma reduzida as proteinas transportadoras, diminuindo a
absor¢ao do ferro da dieta (Fleming, 1998). Assim, a acdo da hepcidina poderia explicar as
alteragdes no metabolismo do ferro na ADC: menor concentragdo de ferro circulante e

maior acimulo de ferro no sistema reticuloendotelial.

Foi demonstrado que a inflamagdo pode levar a uma superproducdo de
hepcidina, predominantemente pela indugdo de hepcidina por meio de citocinas
inflamatorias, especialmente a IL-6. A IL-6 participa nesse processo como uma citocina
reguladora, que age diretamente nos hepatdcitos estimulando a produc¢do de hepcidina
(Rivera et al 2005). Outras citocinas inflamatorias parecem ndo estimular a producdo de
hepcidina; como o TNF-a, que aparentemente impede que a producao de hepcidina ocorra

(Andrews,2004).

Na investigacdo sobre a regulacdo da Hepcidina pela IL-6 Nemeth et al.
(2004a) injetaram lipopolissacarides em ratos selvagens e em ratos nocauteados para o gene
da IL-6. Os ratos selvagens aumentaram a expressao de hepcidina e mostraram uma
diminui¢do significativa nos niveis de ferro sérico. Em contraste, nos ratos nocauteados
para IL-6 ndo houve nenhum aumento na expressdo de hepcidina e nem diminuig¢do de
ferro sérico. Uma experiéncia complementar realizada em voluntarios humanos mostrou

que a infusdo de IL-6 estimulou a excrecao de hepcidina urinaria dentro de 2 horas e
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induziu a hipoferremia (Nemeth et al, 2004a). Considerando esses dados, os autores
sugeriram ser a IL-6 o indutor primario da expressdo de hepcidina, e a aumentada
expressdo de hepcidina, por sua vez, resultaria em hipoferremia. Estes dados sdo
consistentes com observagdes clinicas que mostram que a hipoferremia acontece logo apds

o inicio da inflamagdo (Andrews,2004).

A sobrecarga de ferro também pode atuar como um regulador da expressao de
hepcidina, aumentando sua expressdo e, assim, presumivelmente tentando compensar o

excesso de ferro (Pigeon et al 2001, Muckenthaler, 2003).

A anemia ¢ a hipoxemia participam como reguladores negativos da hepcidina,
ou seja, niveis reduzidos de hemoglobina estariam associados a niveis reduzidos de
hepcidina, favorecendo, assim, a absor¢ao de ferro pelos enterdcitos e a liberagdo do ferro

dos estoques nos macréfagos (Ganz, 2003).

Recentemente foi proposto o mecanismo de a¢do da hepcidina no enterdcito
(Nemeth, 2004b) (Figura 2): a hepcidina regula a absor¢ao do ferro pelo enterdcito por
meio da ligacdo com a ferroportina que ¢ degradada, impedindo dessa forma que o ferro
seja exportado para o plasma para ser transportado pela transferrina. Quando os estoques de
ferro estdo altos, o figado produz hepcidina que degrada a ferroportina ¢ bloqueia a
transferéncia de ferro dos enterdcitos para o plasma. O acumulo de ferro nos enterocitos
leva @ menor expressdao da DMT-1 da membrana luminal do enterdcito, diminuindo assim a
absor¢do do ferro. Quando os estoques de ferro estdo baixos, a produ¢do de hepcidina ¢
suprimida, e a absor¢do ¢ preservada. A interacdo hepcidina-ferroportina também explica o
acumulo de ferro em macrofagos em doencas inflamatorias caracterizadas pela alta
producdo de hepcidina. Na presenca de hepcidina, a ferroportina ¢ interiorizada, a
exportagdo do ferro ¢ bloqueada, e o ferro fica armazenado dentro dos macréfagos. A
interagdo direta da hepcidina com a ferroportina ndo é necessariamente a unica via pelo
qual a exportacdo do ferro ¢ regulada. Ha evidéncias que os niveis de mRNA da
ferroportina também sdo regulados pelos niveis de ferro (McKie et al, 2000;

Frazer et al, 2002).
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Figura 2- A Hepcidina regulando a expressdo de ferroportina na membrana basolateral dos

enterocitos.

Esquerda: deficiéncia de ferro, com expressdo de hepcidina diminuida e
ferroportina expressa na membrana de basolateral. Nessa situacdo ocorre a maxima
absor¢do de ferro. Direita: excesso de ferro. O figado produz hepcidina que interage com as
moléculas de ferroportina na membrana basolateral, causando a endocitose e degradacdo da
ferroportina A exportagdo de ferro dos enterdcitos ¢ diminuida, e as células ficam repletas
de ferro. Finalmente, os enterdcitos repletos de ferro serdo langados no liumen do intestino
(Nemeth et al 2004b mod.).DMTI1=Proteina Transportadora De Metal Divalente 1,

Fe= Ferro.
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Proteina C reativa (PCR)

Pertence a uma familia de proteinas denominada pentraxinas, assim chamada
porque forma um pentamero ciclico composto por 5 subunidades idénticas ndo glicosiladas
e ligadas de forma ndo covalente, formando uma estrutura discéide muito estavel. Cada

mondmero pesa 23.5 kDa (Baumann e Gauldie, 1994; Xia e Samols, 1997).

A PCR ¢ o prototipo de proteina de fase aguda, com marcada elevagdo da
concentragdo em resposta a diversos estimulos inflamatorios. Como a maioria das proteinas
de fase aguda, ¢ sintetizada exclusivamente no figado principalmente em resposta a IL-6 e
TNF-a (Gabay e Kushner, 1999). Ela comeca a ser secretada cerca de 6h apo6s o estimulo,
como por exemplo cirurgia, infeccao ou enfarte do miocardio. A partir dai as concentragdes
duplicam cada 8h, e atingem o pico por volta das 50h. Com estimulos muito intensos a
concentragdo da PCR pode ultrapassar os 500 mg/L ou seja 1000 vezes superior ao basal.
Apobs a suspensdo ou cessagdo do estimulo, os niveis da PCR diminuem rapidamente,
apresentando uma meia-vida de 19h. As elevadas concentragdes de PCR persistem
enquanto o estimulo existir (Pepys e Baltz, 1983, Vigushin et al, 1993,
Hogarthet al, 1997). Com a excecdo da insuficiéncia hepatica muito grave, a PCR eleva-se
sempre que houver um quadro inflamatorio, € o seu valor depende da intensidade do

estimulo e da velocidade de sintese (Pepys e Baltz, 1983).

A PCR participa do processo inflamatorio desestabilizando o RNAm da NO
sintase endotelial, diminuindo a liberagdo da NO basal e estimulada (Verma e Anderson,
2002), aumentando a expressao das moléculas de adesdo ICAM-1 ¢ VCAM-1 pelas células
endoteliais (Pasceri et al, 2001), estimulando monoécitos a produzirem citocinas
inflamatorias  (Szmitko et al, 2003) e ativando o sistema complemento

(Torzewski et al, 1998; Mold et al, 1999).

A PCR, como a al-antitripsina, parece inibir a eritropoiese prejudicando a
ligacdo da transferrina com o seu receptor e prejudicando também a internalizagao

subseqiiente do complexo receptor da transferrina pelas células eritroides

(Peetre et al, 1986).
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1.5.2- Fisiopatologia da ADC

Apos a breve revisdao das principais citocinas e demais proteinas inflamatdrias
envolvidas na fisiopatologia da anemia associada ao cancer, podemos observar por meio da
Figura 3, a interacdo entre elas e os principais fatores que levam a um menor nimero de

eritrocitos circulantes e a redugao na sintese de hemoglobina.

Fatores determinantes da patogénese da ADC e a inter-relagdo com o processo

inflamatorio e distarbios do metabolismo do ferro:

1) Redugdo da sobrevida dos eritrocitos: aparentemente, a reducdo do nimero
de eritrocitos deve-se a eritrofagocitose exacerbada pelos macréfagos estimulados por
citocinas. Foi demonstrado in vitro que o TNF-o estimula a eritrofagocitose, contribuindo
para a destrui¢do precoce dos eritrocitos (Kitagawa et al ,1996). Segundo Means (1999) a
diminuicao de sobrevida eritrocitaria estaria relacionada a acao de citocinas, como IL-1, e
com citocinas mensageiras secundarias, como o 6xido nitrico (NO). O INF-y, diminuindo a
expressdo dos EPO-Rs, levaria a neocitdlise (hemolise seletiva de células eritroides jovens
que expressam poucos EPO-Rs e que ativam os macrofagos ao “clearance” de células
vermelhas), que associada a menor producao de EPO induzida por citocinas, contribuiria

para a instalagdo da anemia (Alfrey et al, 1997).
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2) Distarbio na homeostasia do ferro: as citocinas tem papel preponderante nos
distarbios do ferro na ADC. O TNF-a e a IL-1 induzem a sintese da ferritina, a aquisi¢ao e
estoque do ferro pelo sistema reticuloendotelial, limitando a sua disponibilidade para o
eritrocito. Além disso a IL-1 e a IL-6 regulam negativamente a expressao do RNAm do
receptor da transferrina, o que ¢ compensado pelo maior estimulo da expressdo e maior
capacidade de transporte da proteina transportadora de ferro divalente (DMT-1), proteina
transmembrana do duodeno, capaz de internalizar o ferro ferroso da luz intestinal para

dentro do enterocito (Gunshin et al,1997).

O INF-y estimula a transcricdo da ferritina, mas inibe sua traducdo
(provavelmente induzida pelo NO) (Weiss, 1997), inibe a expressdo do RNAm do receptor
da transferrina (Byrd et al,1993), aumenta a captacdo e retengdo do ferro ferroso por meio
do aumento da expressdo do DMT-1 e reduz a expressao da ferroportina, contribuindo para

a retengao do ferro nos mondcitos (Wardrop e Richardson, 2000 ).

Assim, as citocinas participam de varios processos que induzem a hipoferremia
e hiperferritinemia durante o processo inflamatorio cronico. A limitada disponibilidade do
ferro para a eritropoiese pode ser evidenciada pelos elevados niveis de zincoprotoporfirina

no soro de pacientes com ADC (Hastka et al,1993).

Além da PCR, outras proteinas de fase aguda estdo envolvidas no
desenvolvimento da ADC. A ol anti-tripsina (o.1-AT) é uma delas. E produzida tanto pelos
hepatodcitos como pelos macrofagos e mondcitos (Perlnutter et al,1985;Yuan,1992). Foi
demonstrado um efeito inibidor da a1-AT sobre a ligacdo da transferrina ao seu receptor
em células da placenta in vitro (Graziadei et al,1993), assim como a a.1-AT inibiu a liga¢do
e a internalizagdo da transferrina e seu receptor em células K562 e reticuldcitos, além de ter
reduzido o crescimento e proliferagio de células K562 e o crescimento de BFU-E

(células progenitoras eritroides) (Graziadei et al, 1994).

3) Inibigdo da proliferacao e diferenciagdo eritroides: Vdrias citocinas inibem o
crescimento de progenitores eritrdides, mas o IFN-y parece ser o mais potente
(Wang et al, 1995). Tem sido sugerido que as citocinas podem interagir com a formagao e
funcdo de fatores de crescimento da eritropoiese, como o fator de “’stem cell” e a EPO,

além de serem capazes de induzir a formagdo de NO ou radicais toxicos de oxigénio que
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diretamente  bloqueiam a  eritropoiese, inibindo a biossintese do heme
(Maciejewski et al,1995; Furukawa et al 1995). O TNF-a tem tanto um efeito estimulador
como inibidor sobre a hemopoiese. Se combinado com o fator estimulante de colonia de
granulécito e monécito (GM-CSF) ou IL-3 inicialmente aumenta a proliferacdo de células
CD34+ em cultura. Entretanto, em culturas de longa duracdo inibe a maturacdo e
proliferacao de células mieldides, provavelmente porque as células permanecem nas fases
GO0/G1 do ciclo celular (Parker e Pragnell, 1995)

4) Infiltracdo da medula por microorganismos ou células tumorais: a supressao
medular pode ocorrer devido a um efeito direto da invasdo das células tumorais ou
microorganismos no tecido medular, ou pela agdo téxica dos seus produtos, como
demonstrado em pacientes com HIV ou malaria (Yap e Stevenson, 1994;Boelaert, 1996).

5) Redugdo na producdo e na resposta a EPO: Um estudo conduzido por
Miller et al (1990) em 81 pacientes com tumores sélidos e anemia demonstrou que, para os
mesmos niveis de hemoglobina, as concentragdes de EPO estavam significantemente mais
baixas em paciente com cancer quando comparados com um grupo controle de pacientes
com anemia ferropriva. Mais uma vez as citocinas tem um papel importante nesse processo.
Foi demonstrado que citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1 o e IL-1 B inibem a
producdo de EPO induzida pela hipoxia (Faquin et al, 1992). O conceito de que a
diminuic¢ao da produ¢do da EPO e do efeito do processo inflamatdrio como participantes da
alteracdo na eritropoiese em pacientes com cancer ndo ¢ unanime na literatura.
Kim et al (2002) em recente estudo com criangas com cancer, mostraram uma elevagao
significativa da EPO em resposta a redugdo dos niveis de hemoglobina. Por outro lado, os
valores de TfR ndo se correlacionaram com os niveis de hemoglobina, sugerindo uma
resposta medular ineficiente. Nao observaram, ainda, correlagao entre os niveis de TNF-a e
valores de VHS (Velocidade de Hemossedimentagdo) com o grau de anemia, o que
enfraquece a possibilidade da participacdo do processo inflamatério na alteracdo da
hemopoiese que causaria a anemia.

Além disso, a resposta a EPO ¢ bastante dependente da presenca de uma
quantidade suficiente de ferro para a proliferacdo celular e metabolismo do ferro, condi¢ao
que esta alterada na ADC. Outras deficiéncias nutricionais como falta de folato ou vitamina

B12 também determinam anemia em pacientes com cancer.
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1.5.3- Caracteristicas Laboratoriais da ADC

A ADC possui as seguintes caracteristicas laboratoriais: apresenta-se como
normocrdmica/normocitica ou, eventualmente, discretamente microcitica/hipocromica e
com baixa ou normal contagem de reticuldcitos. Os estoques de ferro na medula dssea
estdo adequados ou levemente aumentados, a capacidade de ligacao do ferro a transferrina e
o ferro sérico estdo reduzidos e os niveis de ferritina estdo normais ou elevados
(Bron et al, 2001). Freqlientemente observa-se um aumento de proteinas de fase aguda, tais

como a proteina C reativa (PCR), fibrinogénio e alfa 1 antitripsina (Ludwig et al, 1998).

1.6- Diferenciacio entre ADC e Anemia Ferropriva

De 20 a 50% dos pacientes com ADC tém diminui¢cdo do Volume Corpuscular
Médio das hemacias (VCM), sendo freqiientemente confundida com anemia ferropriva
(AF). A concentragdo de ferritina ¢ conhecida como o melhor indicador bioquimico do
estoque de ferro medular. Porém, como ¢ uma proteina de fase aguda, encontra-se alterada
em processos inflamatorios, ndo sendo um bom indicador da deficiéncia de ferro em

pacientes com cancer (Gupta,2003).

Uma importante associagdo encontrada em pacientes com cancer ¢ a ADC com
a AF, representada em sua maioria por microcitose, altos niveis de sTfR e RDW
(Red Cell Distribution Width) aumentado. Nesses casos, além das citocinas que no cancer
aumentam a resisténcia a EPO e inibem a eritropoiese, a falta de ferro contribui para uma

menor produgdo de eritrocitos (Gupta, 2003).

A diferenciagdo entre AF e ADC e a forma combinada AF/ADC tem sido alvo
de diversos estudos. Varios indicadores bioquimicos e indices hematologicos tém sido

propostos como uteis nessa diferenciacao.

O indice sTfR/log ferritina tem valores mais elevados em pacientes deficientes
de ferro com quadro infeccioso ou inflamatério associados, quando comparados com

pacientes com ADC sem deplegao de ferro (Punnonen et al, 1997). Esse mesmo indice foi
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indicado como o melhor marcador para a identificagao bioquimica da deficiéncia funcional
de ferro em pacientes sem um processo agudo associado, mas teve sua acurdcia reduzida
quando da forma combinada deficiéncia de ferro mais resposta de fase aguda

(Thomas et al, 2002).

Kim et al (2002) estudaram pacientes com cancer ndo hematologicos,
subdividindo-os em 2 grupos, de acordo com a presenga ou auséncia de estoque de ferro
medular. Observaram que os parametros sTfR, ferritina e indice sTfR/ferritina ndo foram
eficientes para detectar a deple¢do do ferro. Sugerem que a baixa acuracia do sTfR em
pacientes com doencas malignas deve-se provavelmente a reduzida atividade eritropoiética
da medula 6ssea, expressao desproporcional entre TfR celular e sTfR ou a supressdao da

mobilizacao do ferro.

Outro estudo usando o sTfR como possivel indicador da deficiéncia de ferro em
pacientes com ADC sugere que pacientes com ADC e niveis de sTfR similares aos
encontrados na AF podem ser classificados como deficientes de ferro se a saturagcdo de
transferrina for baixa. Nesse grupo de pacientes, o valor de RDW foi significantemente
mais alto e o VCM significantemente mais baixo do que nos pacientes com ADC classica

(Gupta, 2003).

Segundo Weiss (2002), a administragdo de complexos contendo ferro em
pacientes com cancer deve ser cautelosa considerando que: 1) o ferro ¢ um fator de
crescimento essencial e que promove o crescimento e a proliferacdo de microorganismos e
células tumorais; e 2) o ferro possui a capacidade de inibir o sistema imune mediado por
células T . Além disso, o aumento dos niveis de ferro ¢ um potencial agente carcinogénico
por si s6, promovendo danos teciduais e contribuindo para o aumento de células malignas.
Dai a importancia de se diagnosticar corretamente a deficiéncia de ferro nesses pacientes,

evitando, assim, a suplementacao desnecessaria.
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Figura 3- Fisiopatologia da anemia associada ao cancer.(Nowrousian mod. 1998)
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1- Avaliar a anemia em um grupo de pacientes com cancer ndo hematolégico
atendidos no Hospital das Clinicas e Centro de Atencdo Integral a Saide da

Mulher (CAISM) da UNICAMP, independente do tipo de tumor e forma de

tratamento.

2- Diagnosticar e classificar a anemia em pacientes com cancer por meio de um

protocolo laboratorial estabelecido.

3- Avaliar a eficiéncia de diferentes parametros laboratoriais na diferenciacao

das anemias.

4- Avaliar a participacio de moduladores da resposta inflamatéria no

metabolismo do ferro e na eritropoiese.
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3.1- Local do estudo e procedéncia dos pacientes

O estudo foi desenvolvido no municipio de Campinas, na Divisdo de Patologia
do Hospital das Clinicas (HC) da Unicamp e os pacientes foram selecionados nos
ambulatorio de Oncologia do HC e no Centro de Atencdo Integral a Saude da Mulher

(CAISM).

3.2- Critérios de inclusiao de pacientes no estudo

Foram selecionados para esse estudo pacientes adultos de ambos os sexos com

diagnostico de tumores solidos com ou sem tratamento por radioterapia e/ou quimioterapia.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelos Comités de Etica da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Unicamp e do CAISM.(aprovagdes em anexos).

A participag@o no projeto foi voluntaria. Os pacientes deram consentimento por

escrito concordando com sua participagao nesse estudo.

3.3- Critérios de exclusiao de pacientes no estudo

Foram excluidos pacientes com cancer hematoldgicos, pacientes em uso de
eritropoetina, medicacdo contendo ferro, vitamina B12 ou &cido folico e pacientes

transfundidos ha menos de 120 dias.

3.4- Casuistica e métodos

Para definir o tamanho amostral recorremos ao setor de Estatistica da Faculdade
de Ciéncias Médicas que, por meio de um calculo baseado na propor¢dao de anemia em
pacientes com cancer rotineiramnte atendidos na Divisdo de Patologia Clinica, determinou

que o nimero minimo de individuos a serem estudados seria de 382 pacientes. .
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A partir do calculo amostral, participaram da pesquisa 402 pacientes com
tumores solidos, sendo 195 do sexo feminino e 207 do sexo masculino, na faixa etaria

entre 21 e 88 anos.

Os pacientes tiveram 20 ml de sangue coletado, em jejum, em trés tubos: um
tubo com EDTA trissodico (para avaliacdo dos pardmetros hematimétricos), um com citrato
de sodio (para realizacdo de VHS) e outro com gel ativador de coagulo para avaliagdo do

metabolismo do ferro, e marcadores inflamatorios.

Foram classificados como anémicos todos os pacientes que apresentavam niveis

de hemoglobina inferiores a 12 g/dL.(Theurl et al, 2006;Thomas e Thomas 2005).
Os pacientes foram divididos nos seguintes grupos :

a) Pacientes com cancer sem anemia (com hemoglobina superior ou igual a
12 g/dl) perfazendo um total de 262 pacientes. Desse grupo foram selecionados
30 pacientes para realizarmos todas as analises laboratoriais. O critério para sele¢do desses
30 pacientes foi aleatorio, por ordem de entrada no estudo, sendo homogéneo em relagdo ao
sexo. A selegdo de 30 pacientes foi realizada visando a otimizacdo da utilizacdo dos
recursos, tendo em vista o alto custo dos reagentes.

b) Pacientes com céancer e anemia (com hemoglobina inferior a 12 g/dl)
perfazendo um total de 140 pacientes.

3.5- Analises realizadas

Foram realizadas dosagens laboratoriais relacionadas a avaliacdo da

eritropoiese, metabolismo do ferro e pardmetros envolvidos na resposta inflamatoria.

3.5.1- Avaliagdo da eritropoiese
Para avaliagdo da eritropoiese foram realizadas as seguintes determinagdes:

Hemograma completo utilizando contador automatizado hematologico Sysmex

XE 2100 (Sysmex Corporation, Kobe , Japan).
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Contagem de reticuldcitos automatizada por citometria de fluxo com o uso de
um marcador fluorescente de RNA (polimetina), no analisador hematoldgico automatizado

Sysmex XE 2100 (Sysmex Corporation, Kobe , Japan).

Medida do tamanho médio do reticulocito (RET-Y), utilizando contador

automatizado hematologico Sysmex XE 2100 (Sysmex Corporation, Kobe , Japan).

Nos pacientes com hemoglobina inferior a 12 g/dl foi realizada a dosagem de
eritropoetina (EPO), por ensaio imunoenzimatico por eletroquimioluminescéncia utilizando

o Kit Immulite EPO, e o leitor Immulite 2000 (DPC- Los Angeles, EUA).

O exame da morfologia das células sangiiineas foi realizado pela analise

microscopica em extensdo sangiiinea corada por Leishman .

3.5.2- Avaliagdo do metabolismo do ferro
Ferro sérico (Fe): ensaio colorimétrico (Synermed, Westfield, IN, USA).

Capacidade Total de Ligagao do ferro (TIBC): ensaio colorimétrico (Synermed,

Westfield, IN, USA).

Ferritina (FTNA): ensaio imunoenzimatico por eletroquimioluminescéncia ,Kit

Ferritin Immulite e o leitor Immulite 2000 ( DPC, Los Angeles, EUA).

Indice de saturagdo da transferrina (IST): calculado pela formula ferro

sérico/TIBC X 100) e expresso em percentagem.

Receptor soluvel da transferrina (sTfR):nefelometria no sistema de automacgao

BN 100 ( Dade Behring, Marburg, GmgH, Germany).

Foi calculado também o indice sTfR/log FTNA.
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3.5.3- Avaliagdo de parametros envolvidos na resposta inflamatoria

Dosagem de Proteina C Reativa (PCR): nefelometria no sistema de automacgao

BN 100 ( Dade Behring, Marburg, GmgH, Germany)

Velocidade de hemossedimentacdo (VHS) : sistema de automagdo Sedisystem

(Beston Dickinson Division Vacutainer, Meylan, France).

Dosagem das Interleucinas IL-6, IL-1B e TNF-a : método imunoenzimatico tipo
sanduiche (ELISA) com anticorpos monoclonais Quantikine HS (R & D System,
MN,USA)

Dosagem de Pro-Hepcidina (Pro-Hep): ELISA competitivo (DRG Instruments
GmbH DRG International, Germany).

Dosagem de neopterina (Neop): ELISA competitivo (IBL, Hamburg, Germany).

A tabela 1 mostra os valores de referéncia de acordo com os fabricantes para os

parametros séricos estudados.
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Tabela 1-Valores de referéncia (recomendados pelos fabricantes)

Variaveis Valor de referéncia
Fe H:40 a 160
(ug/dl) M: 30 a 160
TIBC 250 a 400
(ug/dL)
IST 33e55
(%)
FTNA H:30 a 450
(ng/ml) M:13 a 150
sTfR 0,76 a 1,76
(mg/L)
PCR <50
(mg/dl)
IL-6 0,447 29,96
(pg/ml)
IL-1B ND a 1,996
(pg/ml)
TNF-a ND a4,71
(pg/mL)
Pro-Hep SI
(ng/ml)
Neop <10
(nmol/L)
EPO 3,7a29,5
(mIU/ml)
VHS 10a15
(mm’)

H = homens, M=mulheres,Fe = Ferro, TIBC =Capacidade Total de Ligacdo de Ferro, IST= Indice de
Saturagdo da Transferrina, FTNA = ferritina, sTfR= Receptor soluvel da transferrina , PCR= Proteina C
Reativa, IL-6=Interleucina 6, IL-1p= Interleucina 1 beta , ND= Nao detectavel, TNF-a= Fator de necrose
Tumoral alfa , Pro-Hep = Pro- hepcidina, SI= Sem informacdo, Neop = Neopterina, EPO= Eritropoetina e

VHS=velocidade de hemossedimentacao.
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3.6- Classificacao do tipo de anemia

Os pacientes com cancer e valores de hemoglobina abaixo de 12 g/dl foram
classificados como anémicos (Theurl et al 2006,Thomas e Thomas 2005) e de acordo com
os critérios abaixo, os pacientes foram classificados em AF, ADC ou anemia relacionada ao

cancer (ARC).

Foram adotados alguns critérios para o diagndstico de AF, ADC e ARC,
segundo uma revisao de dados da literatura (Chua et al, 1999; Kruiper-Kramer et al, 1997;
Nagral et al, 1999;Wians et al, 2001;Ullrich et al, 2005; Choi e Pai, 2003;
Opasich et al, 2005)

Critérios adotados para o diagndstico de AF:

= Fe: <50 ng/dl para homens e <40 ng/dl para mulheres
= IST:<15%

= FTNA: <50 ng/ml

Critérios adotados para o diagnostico de ADC:

= Fe: <50 pg/dl para homens e <40 pg/dl para mulheres
= FTNA :>100 ng/ml

Critérios adotados para o diagndstico de ARC:

= Fe normal

= IST >15%

= FTNA: normal ou elevada

= (Contagem de reticuldcitos : normal

= Dosagem de bilirrubinas: normal

=  VCM: normal

= Eletroforese de Hb: normal
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3.7- Analise estatistica

A comparagdo entre os grupos foi feita pelo teste de Analise de varidncia
(ANOVA) com transformagdo Rank, para diminuir a assimetria e variabilidade dos dados.
Quando a diferenca entre os grupos foi significativa foi realizado o teste de Tukey para

identificar as diferencgas.

A correlacdo entre os diversos pardmetros laboratoriais foi testada por meio da
determinagdo do coeficiente de correlagdo de Spearman. O nivel de significdncia adotado

para os testes estatisticos foi de 5% (p < 0.05).

Na determinacdo do ponto de corte entre os parametros , para discriminar os
diferentes grupos utilizou-se a estimagdo da Curva ROC. Foram determinados os valores de

maior sensibilidade e especificidade de cada parametro.

Os programas computacionais utilizados foram:The SAS System for Windows
(Statistical Analysis System), versdo 8.02.(SAS Institute Inc, 1999-2001, Cary, NC, USA.),
SPSS for Windows (Statistical Package for the Social Sciences), versao 10.0.7 (SPSS Inc,
1989-1999, Chicago, IL, USA), Microcal Origin, versao 5.0.(Microcal Software Inc,
1991-1997, Northampton, MA, USA), Minitab for Windows, versdo 12.1.(Minitab Inc,
1998, State College, PA, USA.)

Todas as analises estatisticas foram realizadas pela Comissdao de Pesquisa -

Estatistica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.
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4- RESULTADOS
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4.1- Descricao da populaciao

Foram estudados 402 pacientes com diversos tipos de cancer, sendo mais
freqlientes os tumores de intestino, seguidos pelos tumores de mama, cabeca e pescoco,

prostata e gastrico (Tabela 2).

Tabela 2- Distribuicao dos tipos de canceres de acordo com a localizagao

Tipo de cancer Freqiiéncia Percentual
(n=402) (%)
Intestino 122 30,3
Mama 53 13,2
Cabeca e Pescogo 50 12,4
Prostata 48 11,9
Gastrico* 47 11,6
Pulméo 34 8,5
Ginecologico** 18 4,5
Genitourinario 13 32
Diversos*** 9 22
Figado 5 1,24
Pele 3 0,7
Total 402 100

*Gastrico: esofago e estdmago,** Ginecologico: Utero e ovario,*** Diversos: Abdoémen (1),Coxa (1), partes

moles (2), pelve (1), torax (1) e veia cava (1) e metastase 6ssea (2).

4.2- Avaliacao do tipo de anemia

Dos 402 pacientes estudados 140 apresentaram anemia com niveis de

hemoglobina inferiores a 12 g/d, representando um percentual de 34.8% do total.

Dos 140 pacientes com anemia, 105 puderam ser classificados de acordo com
os critérios descritos anteriormente (em Métodos). Em 35 pacientes ndao foi possivel

classificar a anemia devido a insuficiéncia de resultados laboratoriais (Tabela 3).
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Tabela 3- Freqiiéncia dos tipos de anemia em pacientes com cancer

Tipo de Anemia Freqiiéncia Percentual
ARC 52 37,1
ADC 29 20,7
AF 24 17,1
NC 35 25,0

ARC: Anemia Relacionada ao Cancer , ADC: Anemia de Doenca Cronica, AF: Anemia Ferropriva,

NC: nio classificados.

4.2.1- Descri¢ao dos grupos de acordo com o tipo de anemia

A Tabela 4 mostra a distribuicdo dos tipos de cancer separados pelos grupos
com e sem anemia. Como pode ser observado, os canceres de intestino e gastricos foram os

mais freqlientes nos trés tipos de anemia.

A andlise dos tipos de cancer e tipo de tratamento foi apenas descritiva, visto
que ndo era objetivo do trabalho estudar a anemia em relag@o aos tipos de cancer ou formas

de tratamento.

Tabela 4- Distribui¢do por localizagdo dos canceres nos diversos grupos de pacientes

ARC ADC AF CSA

Tipo de cancer F % F % F % F %
Cabeca e Pescogo 8 15,4 5 17,2 2 8,3 3 10,0
Diversos 2% 3,9 1** 34 - - 2k 6,7
Figado 2 3,9 - 17,4 - - 2 6,7
Gaéstrico 9 17,3 5 6,9 7 29,2 - -
Ginecoldgico 3 5,8 2 - 1 42 2 6,7
Genitourinario 3 5,8 - 20,6 - - - -
Intestinal 14 26,9 6 20,7 10 41,7 11 36,7
Mama 4 7,7 2 6,9 4 16,7 3 10,0
Proéstata 2 3,9 1 34 - - 2 6,7
Pulmao 5 9,6 7 24,1 - - 5 16,7

ARC= anemia Relacionada ao Cancer, ADC = Anemia de Doen¢a Cronica,AF = Anemia Ferropriva,
CSA= Cancer sem anemia .F = freqiiéncia, %= percentual, * 2 pacientes com metastase Ossea, **cancer em

partes moles,*** cancer de pele.
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A quimioterapia foi a forma de tratamento mais freqlientemente utilizada em
todos os grupos de pacientes com anemia e também no grupo de pacientes sem anemia. No
grupo de pacientes com ADC 20% ndo estavam em tratamento no momento em que foram
estudados. (Tabela 5). Em anexos encontra-se a distribui¢do do tipo de tratamento por

localizagao do cancer.

Tabela 5- Freqiiéncia dos diversos tipos de terapéutica nos grupos com € sem anemia.

Terapia ARC ADC AF CSA
Q 58% 66% 48% 53%
R 2% - 4% 13%
QR 31% 14% 9% 27%
ST 9% 20% 39% 7%

ARC= anemia Relacionada ao Cancer, ADC = Anemia de Doenca Crdnica, AF = Anemia Ferropriva,
CSA= Cancer sem anemia . R= Radioterapia; Q= quimioterapia; R+Q= Radioterapia com quimioterapia

associada; ST= sem tratamento radio ou quimioterapico

4.3- Avaliacao laboratorial
4.3.1- Avalia¢ao hematoldgica e do estado do ferro

A Tabela 6 mostra resultados referentes aos valores hematimétricos e
relacionados ao metabolismo do ferro nos trés tipos de anemia e no subgrupo de pacientes

com cancer sem anemia. Os resultados por pacientes constam em anexos.

Analisando inicialmente os dados hematimétricos, nao houve diferenga
significativa entre os niveis de hemoglobina entre os trés grupos de anemia (Figura 4). Os
valores de VCM nos pacientes com AF foi significantemente menor do que nos pacientes

com ARC, mas nao houve diferenga entre ADC e AF (Figura 5) .

Embora nado tenha havido diferenca quanto as contagens absolutas de RET, os
valores de RET-Y, que representam o tamanho e conteudo de Hb nos RET, foi
significativamente menor nos grupos com AF e ADC quando comparados com os grupos

ARC e CSA (Figura 6).
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Como esperado, pacientes com AF apresentaram valores menores de IST e

FTNA e valores de TIBC significantemente superiores a todos 0s outros grupos.

Os niveis de sTfR e sTfR/log FTNA foram significativamente maiores em
pacientes com AF, quando comparados aos outros tipos de anemia ou em pacientes sem

anemia, (Figuras 7 e 8).

Os pacientes sem anemia mostraram niveis séricos de FTNA significativamente

menores do que os pacientes com ADC, mas niveis similares aos pacientes com ARC

(p=0,0717).

Em relacdo a EPO, o grupo com AF apresentou niveis significativamente

superiores aos com ARC, mas similares ao grupo com ADC (Figura 9).
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Tabela 6- Parametros hematimétricos € relacionados ao metabolismo do ferro nos trés

tipos de anemia e no subgrupo de pacientes com cancer sem anemia.Valores em

mediana (minimo € maximo).

AF ADC ARC CSA p ANOVA
(n=24) (n=29) (n=54) (n=30)
Hb (g/dl) 10,7° 10,4° 11,0° 13,6° <0,001
(8,5-11,8) (8,0-11,9) (7,6-11,9) (12,0-16,0)
VCM (fl) 79,8 ° 85,9° 91,7° 92,4° <0,001
(66,5-93,1) (76,7-101,9) (72,2-115,5) (81,3-99,1)
RET (x10°/1) 56,4° 51,3° 58,0° 62,8° 0,188
(11,0-113,1) (11,0-79,0) (13,0-100,1) (36,9-98,9)
RET-Y 1677 ° 1759 * 1929 ° 1903 ° <0,001
(1359-1930)  (1552—-1939)  (1775—-2146) (1794 —2006)
Fe (mg/dl) 41,0° 32,0° 72,0° 77,0° < 0,001
(21,0-77,0) (11,0-51,0) (44,0-323,0) (42,0-245,0)
TIBC (mg/dl) 421,5° 229,0° 281,0°¢ 3480 ° <0,001
(264,0-575,0) (112,0-377,0) (180,0-458,0) (219,0-551,0)
IST (%) 9,8° 12,8° 248" 222° < 0,001
(4,6-17,3) (6,1-26,7) (15,,6-103,7) (10,3-90,0)
sTfR (mg/l) 2,4° 1,7° 1,7° 1,5° < 0,001
(191'855) (O$1'3$5) (O$7'4$1) (057'254)
sTfR/log FTNA 1,6° 0,6° 0,7° 0,7° <0,001
(0,9-11,7) (0,1-1,2) (0,2-1,4) (0,3-1,4)
FTNA (ng/ml) 18,5° 339.8° 200,1 ¢ 171,2°¢ <0,001
(2,8-128,6) (62,5-2646,0) (50,0-154,5) (37,8-1179,0)
EPO (mIU/ml) 37,0° 27,0 *° 26,3° 153°¢ < 0,001
(12,8-94,6) (9,4-241,0) (6,6-880,0) (7,1-36,9)
Hb=hemoglobina, VCM=Volume corpuscular médio, Ret = contagem de reticulécitos absoluta,

RET Y=Tamanho médio dos reticulécitos, Fe = Ferro, TIBC= Capacidade Total de Ligacdo de Ferro,

IST= Indice de saturagdo da Transferrina , sTfR = Receptor soluvel da transferrina, FTNA = ferritina,

EPO= Eritropoetina. CSA= Cancer sem anemia, ARC= Anemia Relacionada ao Cancer, ADC= Anemia de

Doenga Cronica e AF= Anemia Ferropriva. Os grupos que apresentam letras diferentes sdo significativamente

diferentes ao nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 4- Boxplots referentes a Hb em todos os grupos estudados.
* mediana # minimo e maximo. Hb = Hemoglobina., ARC= Anemia Relacionada ao Cancer, ADC=Anemia

de Doenga Cronica, CSA = Cancer sem anemia.
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Figura 5- Boxplots referentes ao VCM em todos os grupos estudados.
* mediana # minimo ¢ maximo. VCM = Volume Corpuscular Médio., ARC= Anemia Relacionada ao Céncer,

ADC =Anemia de Doencga Cronica, CSA = Cancer sem anemia.
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Figura 6- Boxplots referentes ao RET-Y em todos os grupos estudados.
* mediana # minimo ¢ maximo. RET-Y = Volume médio do reticuldcito, ARC= Anemia Relacionada ao

Cancer, ADC =Anemia de Doenga Cronica, CSA = Cancer sem anemia.
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Figura 7- Boxplots referentes ao sTfR em todos os grupos estudados.
* mediana # minimo e maximo. STfR = Receptor soluvel da Transferrina , ARC= Anemia Relacionada ao

Cancer, ADC =Anemia de Doenca Crdnica, CSA = Cancer sem anemia.
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Figura 8- Boxplots referentes ao sTfR/log FTNA em todos os grupos estudados.
* mediana # minimo e maximo. STfR = Receptor soluvel da Transferrina dividido pelo logaritmo da
Ferritina., ARC= Anemia Relacionada ao Cancer, ADC =Anemia de Doenga Cronica, CSA = Cancer sem

anemia.

Resultados

92



2801

200

150—

100+ #

EPO {mlU/ml)

a0+

T " Ty | # % "

0 I I I
ARC ADC AF

TIFO DE ANEMIA

Figura 9- Boxplots referentes a EPO em todos os grupos estudados.

* mediana # minimo e maximo. EPO = Eritropoetina, ARC= Anemia Relacionada ao Cancer,

ADC = Anemia de Doenga Croénica, CSA = Cancer sem anemia.

4.3.2- Avaliacdo da atividade inflamatoria

A Tabela 7 mostra os valores referentes aos parametros relacionados a resposta

inflamatoria nos grupos com anemia e no grupo CSA.

Foram observados valores significativamente maiores de PCR, VHS, IL-6 ¢
IL1-B e nos pacientes com ADC, quando comparados com pacientes com AF, ARC ou

CSA (Tabela 7 e Figuras 10,11,12 e 13).

Analisando o conjunto de pacientes como um todo e subdividindo-o apenas de
acordo com os valores de PCR, observamos que o grupo de pacientes com
PCR > 0,50 mg/dl apresentou niveis séricos de IL-6 significativamente mais altos
(mediana = 10,18; intervalo 1,42-249,30) do que o grupo de  pacientes com
PCR < 0,50 mg/dl (mediana = 3,22 ; intervalo 0,00-57,40). Quando esses aspectos foram

analisados de acordo com o tipo de anemia, foi observado nao haver diferenga em relagao
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aos niveis de IL-6 quando a PCR era < 0,50 mg/dl. Entretanto quando os valores de PCR
eram > 0,50 mg/dl, os maiores niveis de IL-6 foram observados no grupo com ADC
(ADC X ARC: p= 0,002 e ADC X CSA: p= 0,001). Pacientes com AF ¢ CSA com
PCR > 0,50 mg/dl mostraram niveis de IL-6 estatisticamente diferentes, sendo superiores

no grupo com AF (p=0,027).

Nao houve diferenca significativa entre os grupos estudados quanto aos valores
de TNF- a (p= 0,257), neopterina (p=0,223) e Pré-Hepcidina (p= 0,076). Igualmente nao
houve diferenca significativa nos valores de TNF-a, Neopterina e Pro-hepcidina quando os

grupos foram separados pelos niveis de PCR (> 0,50 and < 0,50 mg/dl).

Embora nao tenha havido diferenca nos niveis de NP entre os grupos de
pacientes com cancer, quando esses grupos foram comparados com um grupo de 26
individuos normais (pacientes de uma soroteca do laboratorio de Patologia Clinica do HC),
foi observado que pacientes com neoplasias apresentam valores significativamente mais
elevados (mediana do grupo normal 3,95 nmol/l , intervalo de 2,20 a 7,50 nmol/l) do que o

grupo com ARC (p< 0,001), ADC (p <0,001), AF (p=0,001) e CSA (p< 0,001).
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Tabela 7- Parametros de marcadores inflamatorios nos trés tipos de anemia e no subgrupo

de pacientes com cancer sem anemia. Valores em mediana (minimo-maximo)

AF ADC ARC CSA p*
(n=24) (n=29) (n= 54) (n=30) ANOVA
0,41° 7,36° 0,70 ° 0,33°
PCR (mg/dl) (0,02-12,60) (0,49-29,30) (0,02-16,30) (0,02-5,72) < 0,001
60,00 *° 126,50 ° 84,50 ° 47,50 ¢
VHS (mm) (20,00-130,00)  (57,00-449,00) (12,00-134,00) (4,00-131,00) < 0,001
3,79 *° 10,77 6,63° 2,85°
IL-6 (pg/ml) (0,80-32,10) (1,14-249,30) (0,00-57.40) (0,00-1930,20) <0,005
0,222 0,46 ° 0,232 0,11%
IL-1B (pg/ml) (0,03-1,58) (0,01-7,96) (0,04-7,41) (0,02-0,94) < 0,030
1,99 ° 2,62° 1,96 ° 1,86°
TNFa (pg/ml) (0,84-21,13) (1,11-14,08) (0,81-24,39) (0,10-39,03) 0,257
8,25 ° 9,60 ° 9,10° 9,20°
Neop (nmol/L) (4,80-14,00) (3,60-78,00) (5,00-85,00) (5,00-81,00) 0,223
210,10° 255,90 ° 261,50 ° 230,90 °
Pro-Hep (ng/ml) (57,10-386,00)  (96,00-479,00)  (138,80-1222,00) (109,80-847,00) 0,076

*Valores de p referentes a comparacdo entre o grupo ADC com os grupos AF, AC e CSA. Nao houve

diferenca significativa na comparagdo entre os outros grupos estudados.

ARC= Anemia Relacionada ao Cancer, ADC =Anemia de Doenga Cronica, CSA = Céancer sem anemia,

VHS= velocidade de

p = Coeficiente de correlagio de Pearson, PCR=

Proteina C Reativa,

hemossedimentacao, IL-6=Interleucina 6, IL-1p= Interleucina 1 beta , TNFoa= Fator de necrose Tumoral alfa,

Neop = Neopterina , Pro-Hep =

significativamente diferentes ao nivel de 5% de acordo com o teste de Tukey.

Pr6- hepcidina. Os grupos que apresentam letras diferentes sdo
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Figura 10- Boxplots referentes a PCR em todos os grupos estudados.
* mediana  # minimo e maximo. PCR= Proteina C Reativa, ARC= Anemia Relacionada ao Céancer,

ADC=Anemia de Doenga Cronica, CSA = Cancer sem anemia.
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Figura 11- Boxplots referentes a IL-6 em todos os grupos estudados.
* mediana # minimo e maximo. IL-6= Interleucina 6 ,ARC= Anemia Relacionada ao Céancer,

ADC= Anemia de Doenga Croénica, CSA = Cancer sem anemia.
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Figura 12- Boxplots referentes a IL-1 beta em todos os grupos estudados.
* mediana # minimo e méaximo. IL-1= Interleucina 1, ARC= Anemia Relacionada ao Céncer,

ADC =Anemia de Doenca Cronica, CSA = Cancer sem anemia.
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Figura 13- Boxplots referentes ao VHS em todos os grupos estudados
* mediana # minimo e maximo. VHS= Velocidade de hemossedimentacdo ,ARC= Anemia Relacionada ao

Cancer, ADC =Anemia de Doenga Cronica, CSA = Cancer sem anemia.
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4.4- Correlacoes entre as variaveis estudadas
4.4.1- Correlagao entre atividade inflamatdria e anemia

A Tabela 8 mostra as correlagdes entre os parametros relacionados com o

processo inflamatorio e dois parametros relacionados a anemia: EPO e Hb.

Como pode ser observado, a acdo de fatores pro-inflamatorios IL-6 e PCR
aparentemente exercem um efeito negativo sobre os niveis de Hb somente no grupo com
ADC, o que, por sua vez, leva a uma maior liberagao de EPO. Embora no grupo com CSA
todos os pacientes tivessem valores de Hb > 12,0 g/dl, houve uma correlagdo inversa entre
Hb e VHS, sugerindo que nos pacientes embora sem anemia ja haveria uma tendéncia a
menores niveis de Hb nos individuos com maior atividade inflamatdria detectada por

valores anormalmente altos de VHS.
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Tabela 8- Coeficiente de correlagdo (Spearman) entre as varidveis relacionadas com a

anemia e com a atividade inflamatdria nos diversos grupos estudados.

Variaveis ARC ADC AF CSA
r p r P r p r 1Y

Hb X IL1-B -0,118 0,419 -0,308 0,110 -0,414 0,044 0,103 0,621
Hb X IL-6 0,023 0,873 -0,612 0,001 -0,341 0,110 -0,347 0,097
Hb X VHS 0,278 0,081 -0,409 0,052 0,383 0,095 -0,680 0,001
Hb x Pro-Hep 0,214 0,134 -0,125 0,532 -0,002 0,992 -0,155 0,458
Hb x Neop -0,187 0,187 -0,056 0,774 -0,174 0,437 -0,068 0,724
Hb x TNF-a 0,194 0,211 -0,113 0,606 -0,353 0,098 -0,117 0,536
Hb x PCR 0,104 0,475 -0,467 0,012 0,278 0,188 -0,156 0,409
Hb X FTNA -0,295 0,035 -0,624 0,001 -0,204 0,349 -0,126 0,539
EPO x IL-1B -0,074 0,618 0,296 0,125 0,175 0,412 -0,188 0,378
EPO X IL-6 0,127 0,416 0,401 0,034 0,246 0,257 0,162 0,458
EPO X PCR 0,162 0,281 0,520 0,005 0,287 0,207 0,288 0,128
EPO x Pro-Hep -0,007 0,964 -0,251 0,205 -0,153 0,473 -0,153 0,473
EPO x Neop -0,081 0,593 -0,126 0,513 0,259 0,243 0,373 0,050
EPO x TNF-a 0,010 0,949 0,206 0,345 0,224 0,303 0,063 0,742
EPO X VHS 0,173 0,311 0,331 0,122 0,303 0,192 0,391 0,043

r: coeficiente de Spearman.Os valores significativos etdo representados em negrito.

Hb=Hemoglobina, EPO=Eritropoetina, PCR=Proteina C Reativa, VHS=velocidade de Hemossedimentacao,

IL-6=Interleucina 6, IL-1B=Interleucina 1 beta , TNFoa=Fator de necrose Tumoral alfa , Neop=Neopterina,

Pr6-Hep = Pro- hepcidina.
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4.4.2- Correlacao entre atividade inflamatoria e o metabolismo do ferro

Com o intuito de correlacionarmos uma possivel acdo da atividade inflamatoria
no metabolismo do ferro, os niveis de IL-6, PCR, VHS, TNF-q, IL1-, Neop e Pr6-Hep
foram correlacionados aos valores de Fe, FTNA, IST, sTfR e sTfR/log FTNA (Tabela 9).

O grupo com cancer com AF apresentou o maior numero de correlagdes entre
os marcadores inflamatorios e o metabolismo do ferro. Embora essas correlagdes possam
ser consideradas fracas, aparentemente as proteinas de fase aguda exercem uma acdo
negativa sobre os componentes da fase funcional do metabolismo do ferro (Hb, Fe, TIBC e
sTfR). Comportamento semelhante foi observado no grupo com ARC. As correlagdes
FTNA x VHS e FITNA x PCR eram esperadas, ja que esses trés parametros sao

considerados indicadores de atividade inflamatoria.
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Tabela 9- Coeficiente de correlacdo (Spearman) entre as varidveis relacionadas com a

atividade inflamatoria e o metabolismo do ferro.

Varidveis ARC ADC AF CSA
r P r p r p r p
FTNA X IL1-B -0,008 0,958 -0,411 0,030 0,044 0,842 0,019 0,928
FTNA X IL-6 0,163 0,277 0,318 0,098 0,536 0,010 0,047 0,835
FTNA X PCR 0,403 0,005 0,537 0,003 0,404 0,077 0415 0,035
FTNA X TNF-a -0,135 0,388 0,218 0,317 -0,039 0,863 0426 0,030
FTNA x Neop 0,066 0,646 -0,189 0,325 0,065 0,779 0337 0,092
FTNA X VHS 0,333 0,035 0,424 0,043 0,542 0,016 0470 0,017
FTNA X Pro-Hep -0,086 0,547 0,405 0,032 0,229 0,284 0290 0,201
Pré-Hep X STFR -0,086 0,546 0,405 0,032 0,229 0,024  -0,005 0,979
IL-6 X FE -0,315 0,030 0,003 0,985 -0,261 0,009 -0,362 0,081
IL-6 X STFR/log -0,339 0,020 -0,108 0,583 -0,359 0,001 0226 0311
FTNA

PCR X FE -0,163 0,260 0,215 0,270 -0,445 0,001  -0,432 0,019
PCR X TIBC -0,423 0,002 0,119 0,544 -0,415 0,001 0211 0,270

r: coeficiente de Spearman. Os valores significativos etdo representados em negrito.

Hb=Hemoglobina, EPO=Eritropoetina, PCR=Proteina C Reativa, VHS=velocidade de Hemossedimentacao,

IL-6=Interleucina 6, IL-1B=Interleucina 1 beta , TNFa=Fator de necrose Tumoral alfa , Neop=Neopterina,

Pré-Hep = Pro- hepcidina.

4.4.3- Correlagao entre os niveis de Hemoglobina e Eritropoetina

Com o objetivo de avaliarmos a resposta da EPO a anemia correlacionamos os

niveis de Hb com os niveis de EPO nos diversos grupos de pacientes. O unico grupo entre

os anémicos que mostrou correlagdo significativa, embora fraca, foi o de pacientes com AF

(r=-0.058, p=0.009).

Curiosamente uma correlagdo inversa moderada foi observada no grupo sem

anemia (r= -0.545, p=0.002). A Figura 14 ilustra essa correlacao.
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Figura 14- Correlacdo entre niveis de Hb e log EPO nos véarios grupos estudados.

LOG= logaritmo, EPO= Eritropoetina, Hb = Hemoglobina, ARC= Anemia Relacionada ao Cancer,

ADC =Anemia de Doenca Cronica, AF= Anemia Ferropriva, CSA = Céancer sem anemia.
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4.5- Avaliacdo dos parametros laboratoriais na diferenciacio entre ADC e AF em

pacientes com cancer

Para verificarmos qual o melhor pardmetro para distingdo entre AF e ADC,
estabelecemos a sensibilidade e a especificidade de cada exame laboratorial por meio da

analise da curva ROC.

Os resultados mostraram que o melhor parametro para a distingdo entre AF e
ADC foi o indice sTfR/log FTNA, apresentando uma sensibilidade de 93,1%, com
especificidade de 95,5%. (Figura 15).Outros parametros que apresentaram resultados
interessantes foram a TIBC, com sensibilidade de 69,0% e especificidade de 100,0%
(Figura 16) e a PCR com sensibilidade de 82,1% e especificidade de 81,0% (Figura 17). Os

valores referentes as curvas ROC estdo apresentadas em forma de tabela em anexos.

Curva ROC

1,00 4|—,_1

75

,50

25

Sensibilidade

0,00 . . i,
0,00 25 50 75 1,00

1 - Especificidade

Figura 15- Curva ROC para sTfR/log FTNA (ADC ¢ AF)
AUC= 0.987+0.011; 1.C. 95% (0,966- 1,000); p-valor = 0,001,
Ponto de corte < 0,9845, Sensibilidade = 93.1%, Especificidade = 95,5%
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Figura 16- Curva ROC para TIBC (ADC ¢ AF)

AUC = 0,935 £0,030; I.C. 95% (0,875- 0,994); p-valor = 0,001
Ponto de corte <260, Sensibilidade = 69,0%, Especificidade = 100,0%.

Curva ROC
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Figura 17- Curva ROC para PCR (ADC e AF)

AUC= 0,874 £ 0,051; I.C. 95% (0,774- 0,975); p-valor = 0,001
Ponto de corte > 1,925, Sensibilidade = 82,1%, Especificidade = 81,0%.
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Conforme os dados obtidos a partir da curva ROC propomos um protocolo laboratorial para diferenciacdo

da anemia em pacientes com cancer.

| Ac folico & VB12 normais |

:,/' A Eletroforese de Hb normal |

v wr 15T <15 %
;’;( Iy " Farro < 50 para homens & < 40 ugidlL para mulharss
iy & sTHR > 2,0 gidl
= s ‘o sTRMog FTHA = 0,98
‘o TIBC = 260 ugidL
w RET-Y < 1542

2 { ANEMIA FERROPRIVA }
ra

S FTHA <50 madmil
£ W PGR < 1,92

Paciente com W WHS <= 73mm

o Ferma = 50 para homens & < 40 ugidL para mulheras

cancer l~-____ :
i ~ 7w Hemoglobina abaixo de 12 gidL

w
: o FTNA = 100 ngiml
‘11 wr ETiFilog FTNA = 0,88
'\.1
h AMEMIA DE DOENGA CROMNICA ‘W PCR > 1,92 mg/dL
W 5TIR = 2,0 gidl
k " Rat normal ou baixo
S VHS > 73 mm

Fa normal

FTHA mormal ou aumentada

\
\ '© ANEMIA RELACIONADA AQ CANCER 15T > 15 %

EETY nommal ou > 1775

b

! Parfil hepdtico sem alteracies ]

Figura 18- Protocolo proposto para diferenciacio entre ADC, ARC e AF em pacientes

com cancer
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A associacdo entre anemia ¢ inflamagdo tem sido exaustivamente investigada.
Numerosos mecanismos estdo envolvidos na patogénese da ADC e os estudos mais

recentes tém mostrado um progresso crescente em seu entendimento.(Means, 2003).

A investigacdo da anemia em pacientes com cancer ¢ particularmente
desafiadora, uma vez que, além dos efeitos do processo inflamatorio sobre a eritropoiese,
adicionam-se outros relacionados a propria transformacao maligna, peculiaridades relativas
a localizagdo do tumor e as repercussdes conseqiientes aos diversos tratamentos.

(Clarke e Pallister, 2005).

Como resultante temos a eritropoiese sofrendo numerosas interferéncias que
culminam com um quadro de anemia cuja etiologia principal nem sempre € identificada. A
propria definicdo do valor de Hb como indicativo de anemia em pacientes com cancer nao ¢é
homogénea na literatura. Alguns autores recomendam valores de Hb inferiores a 12 g/dl em
mulheres e inferiores a 13,0 g/dl em homens (Sweenwy et al, 1998). Outros sugerem
Hb <12 g/dl para mulheres (Theurl et al 2006, Thomas ¢ Thomas, 2005), ¢ Hb <13.5 para
homens ou Hb <11,5 g/dl para mulheres (Bokemeyer e Foubert, 2004). A Organizagao
Mundial de Saude define anemia como um Hb <10.9 g/dl (Groopman e Itri, 1999). Em
nosso estudo adotamos o valor de hemoglobina abaixo de 12 g/dl como indicativo da

presenca de anemia (Theurl et al 2006, Thomas e Thomas 2005).

O proximo passo seria classificar a anemia para que alguns aspectos
particulares relativos a participagdo de proteinas pro-inflamatorias pudessem ser
investigados. Novamente deparou-se com a falta de consenso na literatura sobre quais
parametros e quais valores de corte seriam considerados para sub-classificar diversos tipos
de anemia. Alguns exemplos de critérios adotados para o diagnostico de AF podem ser
citados: VCM < 80 fl e FTNA < 15 pg/dl (Chua et al, 1999); ferro medular ausente
acompanhado de microcitose (Kruiper-Kramer et al, 1997); FTNA < 14 pg/l para mulheres
e < 39 pg/l para homens, IST < 20% (Nagral et al, 1999); Fe < 26 ng/dl para mulheres,
<76 ng/dl para homens e FTNA <20 pg/l (Wians et al, 2001); IST <10% e Hb < 11,0 g/dl
(Ullrich et al, 2005); FTNA < 12 pg/l para mulheres, e < 50 pg/dl para homens e
Hb < 12,0 g/dl (Choi e Pai, 2003). A mesma falta de consenso ¢ observada no diagnostico
de ADC: VCM > 80 fl, CRP > 5,0 mg/l e FTNA normal ou elevada (Chua et al, 1999);
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presenca de ferro nos macroéfagos e auséncia nos eritroblastos medulares
(Kuiper-Kramer et al, 1997); FTNA > 240 pg/l para mulheres e > 375 pg/l para homens
(Wians et al, 2001); redugdes nos valores de Fe e TIBC, FTNA normal ou elevada e sTfR

normal ou levemente elevado (Opasich et al, 2005), entre outros.

Para adotar-se critérios para o diagnostico das anemias partiu-se do
conhecimento da fisiopatogenia das anemias, ou seja, pacientes deficientes de ferro
deveriam apresentar alteracdes laboratoriais condizentes com redu¢do do ferro funcional
(redugdo nos niveis de Hb, Fe e IST) e do ferro de estoque (redugdo da FTNA), e pacientes
com ADC deveriam apresentar ferropenia e estoque de ferro normal ou elevado,

representado pelos niveis de FTNA.

Num terceiro grupo (ARC) foram alocados os pacientes que tinham anemia mas
ndo apresentavam ferropenia, condi¢do necessaria para serem classificados como AF ou
ADC, e cujas caracteristicas clinicas e laboratoriais ndo sugeriam outros tipos de anemias

carenciais ou hemolise/hemorragia.

O termo “anemia relacionada ao cancer” foi utilizado por Clarke e Pallister
(2005) que o definiram como uma forma de ADC especifica para pacientes com céancer e
secundaria a ativagdo da resposta imune e inflamatéria induzida pelo proprio tumor.
Adotou-se esse termo para um sub-grupo de anemia onde provavelmente a resposta
inflamatoria tem efetiva participacdo na anemia, mas sem um reflexo aparente sobre o ferro

circulante, ja que os niveis de ferro sérico estavam acima do valor minimo normal.

A partir do estabelecimento desses critérios respondeu-se aos dois primeiros
objetivos desse estudo: avaliar o perfil hematoldgico de um grupo de pacientes com cancer
e classificar a anemia. Assim, os resultados mostraram que cerca de 35% dos pacientes
estudados apresentavam anemia, frequéncia menor do que a descrita por Bron et al em
2001.Como o grupo era bastante heterogéneo, abrangendo diversas localizacdes dos
tumores em diferentes fases e tipos de tratamento, ¢ provavel que essa freqiiéncia tenha
sido diluida pela presenca de condi¢des patologicas que exercem menor interferéncia na
eritropoiese. A freqliéncia da anemia observada nesse estudo foi semelhante ao do

“European Cancer Anemia Survey” em que 15.367 pacientes foram analisados em
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24 paises da Europa e foram diagnosticados 39,3% de pacientes com diversos tipos de

cancer e anemia (Ludwig et al, 2004).

Quanto ao tipo de anemia, a mais frequente foi a ARC, seguida da ADC e
finalmente pela AF, onde mais de 40% dos casos correspondia a cancer de intestino e cerca
de 30% de cancer gastrico, o que era esperado. A menor prevaléncia de AF ressalta a
importancia de um diagnostico laboratorial preciso. O uso indiscriminado da reposi¢ao de
ferro sem que o diagndstico de AF tenha sido definido ainda ¢ bastante difundido. Para os
pacientes com cancer e anemia a reposicao desnecessaria do ferro, além de ndo reverter a
anemia, pode retardar a instituicdo de um tratamento mais eficaz, como o uso de EPO
recombinante, que tem mostrado resultados positivos com respeito a maior sobrevida dos

pacientes (Littlewood , 2001, Leyland Jones e O'shaughnessy ,2003).

Uma caracteristica comum aos trés tipos de anemia foi o carater
hipoproliferativo das mesmas, representado por contagens normais ou baixas de RET e
auséncia da correlacao inversa entre niveis de Hb e numero de RET, caracteristico das

anemias hemoliticas e hemorragicas que cursam com medula dssea regenerativa.

A resposta da EPO a anemia também foi bastante insipiente. Os niveis elevados
de EPO nos grupos anémicos em relagdo ao CSA aparentemente foram insuficientes para
estimular adequadamente a eritropoiese. Na AF a correlagdo Hb X EPO foi significativa,
porém fraca, assim como o grupo com AF mostrou valores mais elevados de EPO quando
comparados com ARC, sugerindo uma tentativa de resposta da EPO a anemia na
deficiéncia de ferro. O grafico em que valores de log de FTNA sdo correlacionados com os
valores de Hb tem sido bastante utilizado para ilustrar a resposta da eritropoiese a EPO em
diversos tipos de anemia (Roque et al, 2001), justamente por representar a cinética de
resposta da EPO a anemia. Normalmente o nivel sérico da EPO ¢ relativamente baixo
(5-30 mIU/ml) e, em condicdes fisioldgicas quando ocorre o declinio linear nos valores de
Ht ou Hb, ¢ observada uma elevagdo exponencial da EPO sérica a partir de valores de

Hb < 10-11 g/dl) (European School of Haematology -ESH, 2006).

J& foi demonstrado que a resposta a anemia estd prejudicada em diversas
doengas malignas (Béguin et al, 1992; Corazza et al, 1998; Ozguroglu et al, 2000),

provavelmente como resultado dos efeitos supressivos da Neop, TNF e IL-1 sobre as
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células produtoras de EPO. Foi mostrado in vitro que a IL-1 ¢ o TNF-a inibem diretamente
a expressao do gene da EPO e do seu receptor, diminuindo assim a proliferagdo eritroide e
aumentando a apoptose (Frede et al 1997;ESH, 2006). A a¢do inibitoria das citocinas
inflamatorias 1L-1a, IL-1B, IL-6, TGF-B e TNF- a sobre a producdo de EPO induzida por
hipoxia foi demonstrada em células Hep3B provavelmente por um efeito direto na

transcri¢do da EPO ou na estabilidade do seu RNAm (Faquin et al ,1992).

Em um estudo com criancas com cancer ¢ anemia foi observada uma correlagao
moderada entre Hb e¢ EPO, mas ndo entre TNF-o ou VHS, usados como indices
inflamatorios, e niveis de Hb, EPO ou sTfR. Os autores sugerem que em criangas com
cancer a producdo de EPO ndo estd alterada e que a inflamagdo crénica ndo tem efeito
inibitdério sobre a eritropoiese (Kim et al, 2002). No nosso estudo a acdo inibitdria das
citocinas sobre a EPO foi observada apenas no grupo com ADC, por meio das correlagdes

entre EPO x IL-6 ¢ EPO x VHS.

A diversidade de dados a esse respeito sugerem que os niveis de EPO podem
variar de acordo com a doenca de base e podem depender de outros fatores como infiltragdo
medular, disponibilidade de ferro e capacidade proliferativa das células eritroides. A
resposta a EPO também pode estar relacionada a gravidade da doenga e a concentragdo de
citocinas circulantes. Nesse sentido foi demonstrado que na presenca de concentragdes
aumentadas de TNF e IFN-y sdo necessarias maiores concentracdes de EPO para restaurar
as UFC-E (Means,1990). Além disso, a resposta a EPO ¢ altamente dependente de
suprimento adequado de ferro para a proliferacdo e sintese de Hb, uma condi¢do que

geralmente estd prejudicada em pacientes com ADC (Rodriguez, 2001).

A participacao da atividade inflamatdria sobre a eritropoiese e metabolismo do
ferro, um dos objetivos do nosso estudo, mostrou resultados interessantes. Foram
observados niveis de PCR, VHS, IL-6 e IL-1 mais elevados no grupo de pacientes com
ADC do que nos demais tipos de anemia e mesmo no grupo sem anemia. Como usamos
como critério principal para a identificagdo do grupo com ADC a ferropenia com valores de
FTNA normais ou elevados, seria esperado um provavel efeito desses marcadores
inflamatorios sobre o metabolismo do ferro, o que ndo foi observado. Uma das vias de

indu¢do da hipoferremia da inflamagdo ¢ por meio da IL-6 induzindo a sintese de
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hepcidina, hormonio regulador do ferro. A descoberta desse peptideo produzido pelo figado
e sua agdo inibitdéria na absor¢ao intestinal do ferro e na liberagdo do ferro do SRE trouxe
algumas respostas importantes para o entendimento da fisiopatogenia da ADC
(Nemeth et al, 2004), o que tem colocado esse hormonio como mediador central da anemia

da inflamagao.

J& foi demonstrado que a IL-6 regula a expressdo da hepcidina por meio da
ligagao direta do STAT3 hepatico ao gene promotor (Wrighting e Andrews, 2006). Outro
regulador positivo da producdo hepatica de hepcidina seria a sobrecarga de ferro, enquanto
a hipoxia e a anemia resultariam numa diminuicdo da sua sintese (revisado em
Donovan et al, 2006). O mecanismo pelo qual a hepcidina regula a exportagao do ferro nos
enterocitos e macrdéfagos também ja foi descrito e consiste na ligagdo da hepcidina com a

ferroportina e na inducdo de sua degradacao nos lisossomas (Nemeth et al, 2004).

Assim, a possibilidade de se quantificar a hepcidina no soro dos pacientes seria
uma boa ferramenta para investigar aspectos relacionados a anemia e os disturbios do
metabolismo do ferro principalmente nas anemias que acompanham os quadros

inflamatorios.

Recentemente foi disponibilizado no mercado um ensaio enzimatico que propde
quantificar a Pro-Hep, constituida de 60 aa (aa 25-84) e que corresponde a forma resultante
da clivagem do precursor da hepcidina. O teste de ELISA usa anticorpo de coelho
policlonal contra a regido N-terminal (aa 28-47) da Pr6-Hep (Kulaksiz et al ,2004). Alguns
estudos usando esse ensaio t€ém mostrado resultados intrigantes. Os niveis de Pro-Hep no
soro foram significativamente mais baixos em pacientes com hemocromatose hereditaria do
que em pacientes controle, e significativamente maiores em pacientes com insuficiéncia
renal cronica, mas ndo foi observada correlagdo entre Pro-Hep e ferro, FTNA ou IST
(Kulaksiz et al , 2004). A relagao entre Pro-Hep, funcdo renal e estado do ferro foi estudada
em pacientes em hemodialise ¢ em receptores de transplante renal. Foi observada uma
correlacdo entre hepcidina e funcdo renal, mas ndo entre hepcidina e os pardmetros
relativos ao estado do ferro. Os autores sugerem um possivel papel do rim e da fung¢ao renal

sobre o metabolismo do ferro (Malyszko et al, 2006). Kulaksiz et al (2004) anteriormente
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sugeriram que os rins, além do figado, estaria envolvido ndo somente na sintese, mas

também na elimina¢@o da hepcidna.

A concentra¢do de Pro-Hep no plasma foi avaliada em pacientes com anemia
falciforme e ndo foi observada diferencga entre os controles saudaveis e os pacientes com
anemia falciforme, independente de estarem na fase estdvel da doenga ou em condigdes

relacionadas a complicac¢des provocadas por infec¢des (Ezeh et al, 2005).

Recentemente foi investigada a possivel participacdo da hepcidina como
marcador inflamatério na aterosclerose. Niveis mais elevados de pro-hep foram
encontrados em pacientes com artrite reumatoide do que nos controles, enquanto o grupo
com aterosclerose mostrou valores similares ao grupo controle normal. Os autores
argumentam que provavelmente o processo inflamatoério que acompanha a aterosclerose ¢
menos grave do que o da artrite reumatdide e que possivelmente a excre¢do urinaria da
hepcidina poderia ser detectada nos processos inflamatorios de baixo grau ou sub-clinicos,

como o da aterosclerose (Oguz et al, 2006).

Até o momento ndo tem-se conhecimento sobre outros estudos em que tenha
sido avaliada a determina¢do de Pro-Hep em pacientes com cancer. Os resultados obtidos
foram aquém das nossas expectativas, ja que ndo foi observada diferenca nos niveis de
Pro-Hep entre grupos anémicos, entre pacientes com e sem anemia, € mesmo quando os
pacientes com cancer foram comparados a um grupo de individuos saudaveis (dados nao
mostrados). Diferentemente de outros marcadores inflamatorios, a Pro-Hep ndo se
correlacionou com a gravidade da anemia nem com os marcadores do metabolismo do
ferro. Embora a IL-6 seja o principal indutor da hepcidina e o possivel efeito inibitorio da
IL-6 na eritropoiese tenha sido demonstrado no grupo com ADC, ndo foi observada

correlagdo entre IL-6 e Pro-Hep

Dallalio et al (2003) dosaram a hepcidina no soro por meio da técnica de
Western-Blott e ndo observaram correlagdo entre a hepcidina e marcadores do
metabolismo do ferro, com exce¢do das concentracdes de FTNA. Sugeriram que a
hepcidina estaria primariamente associada com a regulacdo da producdo de FTNA, e em

menor escala um real mediador da ACD. Esses resultados estdo em concordancia com os
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aqui descritos, ja que houve uma correlagdo significativa entre pro-hepc ¢ FTNA no grupo

com ADC.

O real valor das determina¢des de Pro-Hep séricas tem sido motivo de véarios
questionamentos, uma vez que a forma madura da hepcidina é a unica conhecida como
biologicamente ativa. A deteccao e quantificacdo da hepcidina no plasma ou urina tem
esbarrado em dificuldades técnicas, como o tamanho muito pequeno do peptideo
(20, 22 e 25 aminodcidos), disponibilidade limitada do antigeno e o isolamento da
hepcidina da urina que ¢ bastante demorado (Malyszko et al, 2006). Por outro lado a
determinagdo da pro-hepc que tem 60 aminoacidos ¢ passivel de ser medida, mas a por¢ao
N terminal do anticorpo utilizada pode representar aminoacidos precursores nao funcionais
e ndo a molécula ativa. (Brookes et al,2005). A determinacdo de hepcidina urindria poderia
ser uma medida mais precisa devido as caracteristicas do peptideo: uma molécula de baixo
peso molecular poderia ser retirada mais rapidamente da circulagdo e provavelmente
poderia corresponder a uma “forma livre” de hepcidina, ao contrario do forma detectada
pelo Ac utilizado nas anélises do soro (Means,2004). Ambas as explicagdes sdo plausiveis,

embora ndo esclarecam os nosso resultados.

Analisou-se também os niveis de Neop, produto dos macrofagos estimulados
pelo IFN-y, cuja determinacdo pode estimar a extensdo do stress oxidativo e a ativagao do
sistema imune (Murr et al ,2002). Tem a vantagem de ser um elemento mais estavel do que
o IFN-y quando na circulagdo, facilitando sua determinag¢dao (Fuchs et al,1991). Niveis
elevados de Neop foram descritos em pacientes com doengas infecciosas (Fuchs et al, 1993;
Denz et al, 1992; Grotto et al, 1994), doengas auto-imunes (Samsonov et al 1995;
Samsonov et al ,1997; Reibnegger et al 1986a; Reibnegger et al,1986c), em doencas
neurodegenerativas (Leblhuber et al, 1999), assim como em doencas cardiovasculares,
como aterosclerose (Ridker et al, 2000), cardiomiopatia e miocardite cronica
(Samsonov et al, 1992).Recentemente foi relatado que valores séricos de Neop eram
significativamente mais elevados nos pacientes com doencas falciformes do que nos
controles, provavelmente devido a presenga de processos de microobstrugdes cronicas

presentes mesmo durante a fase “estavel” da doenga (Rodrigues et al ,20006).

Discussdo

115



Em doengas tumorais malignas a elevacdo dos niveis de Neop depende do tipo
de tumor, estando elevados em cerca de 90% das neoplasias hematologicas e em 20% dos
tumores de mama e melanoma (Reibnegger et al,1986b, Reibnegger et al,1991).Freqiiéncias
intermediarias de altas concentracdes de Neop foram observados em cancer de ovario
(80%) e de pulmdo (cerca de 58%) (revisado por Murr et al, 2002).Outro fator que
interfere no grau de elevacdo dos niveis de Neop seria o estdgio do tumor
(Wachter et al, 1989) e a agressividade do tumor, o que confere um valor prognostico a
Neop, ja que respostas celulares mais intensas contra tumores mais agressivos levariam a

niveis mais elevados de Neop (Murr et al ,2002).

Nos processos vasculares, niveis elevados de Neop além de sugestivos da
ativacdo dos macrofagos, seriam indicativos da atividade inflamatéria cronica

(Schumacher et al, 1997; Anwaar et al, 1999).

No grupo de pacientes com cancer que estudamos foi observado que todos os
grupos apresentaram niveis de Neop sérica mais elevados do que um grupo de individuos
normais. Entre os pacientes com cancer, a mediana mais elevada foi encontrada no grupo
com ADC, mas s6 alcancou diferenga significativa com o grupo com AF. Esses dados
corroboram os da literatura e reforcam o papel da Neop como um marcador da ativagao do
sistema imune e da participacao da resposta do sistema monocito/macréfago contra células
tumorais (Murr et al, 2002). Vale lembrar que outros fatores podem estar colaborando para
a elevacdo dos niveis de Neop nesses pacientes, ja que outras citocinas sdo capazes de
induzir a libera¢do de INF-y por células T e, consequentemente, aumentar a liberagdo de

Neop, como IL-2, TNF-a e GM-CSF (Brown et al, 1989; Marth et al, 1994).

A correlacdo entre Neop e a eritropoiese nos pacientes com cancer nao foi por
no6s demonstrada, diferentemente do relatado em outras doengas cronicas, como infeccao
pelo HIV (Fuchs et al, 1991), artrite reumat6ide (Reibnegger et al, 1986a) e neoplasias
hematologicas (Denz et al, 1990). Da mesma forma a acdo da Neop sobre o metabolismo
do ferro demonstrada em doencgas inflamatorias cronicas (Fuchs et al, 1991;

Weiss et al, 1988), ndo foi observada nas neoplasias malignas.
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Finalmente, foi objetivo desse trabalho avaliar a eficiéncia de diferentes
parametros laboratoriais na dificil diferenciacdo entre AF e ADC. Numerosos estudos tém
se dedicado a esse tema. Entre os diversos pardmetros, a determinagdo sérica do receptor da
transferrina tem se mostrado ser a mais eficiente (Markovic et al, 2005,
Remacha et al 1998, Wians et al, 2001, Margetic et al, 2005, Hanif et al, 2005).No nosso
estudo o sTfR mostrou uma sensibilidade moderada (69%) e boa especificidade (82.6%)
para distinguir ADC da AF. Quando foi associado ao log da FTNA, entretanto, esse
resultado foi visivelmente melhor (sensibilidade 93.1% e especificidade 95.5%). Esses
dados confirmam os da literatura, em que a combinagao de um parametro que mede o ferro
funcional (sTfR) com um outro que se refere ao ferro de estoque (FTNA) parece ser mais
eficaz do que quando utilizados separadamente (De Caterina et al, 2005;

Margetic et al 2005).

A concentragdo do sTfR aumenta progressivamente numa propor¢ao inversa a
magnitude da deficiéncia de ferro, ja que as células regulam a expressdao do receptor de

acordo com a necessidade de ferro das células (Skikne et al ,1990).

Entretanto o sTfR também reflete a atividade eritropoiética. Assim,
provavelmente os niveis de sTfR que foram encontrados nos nossos pacientes com AF nao
foram tao elevados como era esperado porque outros interferentes, principalmente o uso de
drogas citostaticas, de alguma maneira devem interferir na atividade medular, prejudicando

a expressao desses receptores nas células eritropoiéticas.

Por outro lado, anemias com atividade eritropoiética elevada como as anemias
hemoliticas sdo acompanhadas por niveis elevados de sTfR. No grupo com ARC oito dos
52 pacientes apresentaram valores superiores ao limite normal (> 2,38 mg/l).Desses oito
pacientes, dois apresentaram VCM > 100 fL, mas contagem de reticuldcitos normal
(69,9 e 35,1X10%/ul), o que praticamente afasta a possibilidade da coexisténcia de um

processo hemolitico.

Um outro parametro analisado que apresentou 6tima especificidade (100 %) e
moderada sensibilidade (69 %) para diferenciar AF de ADC foi o TIBC. Tem como

maiores vantagens a facilidade de obtencdo e o baixo custo. Valores menores do que
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260 pg/dl afastam a possibilidade do paciente ter AF. Entretanto, valores acima de
260 pg/dl podem ser encontrados nos pacientes com ADC (8/29).Entre esses oito, somente
um apresentava também niveis de sTfR sugestivos de AF associada. Portanto, esse

parametro nao auxilia na identificagdo da AF +ADC.

Markovic et al (2005) estudaram e analisaram a utilizagdo do sTfR e do indice
sTfR /log FTNA na identificagdo dos pacientes com AF, ADC e AF+ADC. Usaram como
critério para classificar os pacientes com a associagdo AF+ADC a presenca simultidnea de
sangramento e tumor soOlido gastrointestinal. Os pacientes com AF eram os que
apresentavam apenas sangramento ¢ os com ADC aqueles com neoplasias ou doenga
inflamatéria sem sangramento. Observaram que no grupo com AF+ADC, os valores do
sTfR e do indice sTfR /log FTNA eram mais elevados do que no grupo com ADC, mas
menores do que no grupo com AF. Determinaram como valor de corte para o
sTfR < 2,07 mg/dl e < 0,90 para o indice sTfR /log FTNA para diferenciar ADC de AF e
AF+ADC. Adotamos esses valores para identificar possiveis pacientes com ADC+AF e
observamos que oito dos 29 apresentaram valores de sTfR > 2,07 mg/l e desses nove, seis
apresentaram, concomitantemente valores de sTfR /log FTNA < 0,90, sugerindo a
associa¢do dos dois tipos de anemia. Nesses pacientes seria interessante uma investigacao

clinica mais detalhada, investigando inclusive a presenca de sangramento oculto.

Os marcadores inflamatérios PCR e VHS mostraram boa sensibilidade
(82,1% e 95,8%, respectivamente) para indicar pacientes com ADC, embora a
especificidade ndo tenha tido o mesmo desempenho (81 % para PCR e 65% para o VHS).
De qualquer modo, por tratarem-se de parametros laboratoriais rotineiros, em especial o
VHS, podem ser auxiliares no diagndstico de ADC. Assim, pacientes com anemia e

VHS > 73 mm (1° hora) merecem uma investigacdo adicional da presenga de ADC.
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6- CONCLUSAO
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Podemos concluir que:

Cerca de 1/3 da populacdo de pacientes com cancer estudada apresentou anemia
e que a forma mais freqiiente de anemia foi a ARC, seguida da ADC e finalmente da AF. O
diagnostico diferencial entre os diversos tipos de anemia foi bastante dificultado devido a

possibilidade da coexisténcia de diversos fatores etidgicos.

O indice sTfR/log FTNA foi o melhor indicador na diferenciacdo entre ADC e

AF em pacientes com céncer.

A atividade inflamatdria foi mais evidente no grupo de pacientes com ADC.

O processo inflamatério mediado por proteinas pré-inflamatdrias
aparentemente exerce um efeito negativo sobre a eritropoiese e de maneira menos

expressiva no metabolismo do ferro, contribuindo, assim, para o estabelecimento da ADC.

A Neopterina, produto dos macréfagos estimulados pelo IFN-y, cuja
determinagdo pode estimar a extensdo do stress oxidativo e a ativacdo do sistema imune,

mostrou niveis elevados em todos os grupos de pacientes com cancer.

Nao foi possivel demonstrar a participacdo da hepcidina na anemia de pacientes
com cancer utilizando a metodologia por nés empregada. Entretanto, como ndo pode ser
descartada a possibilidade de uma limitacdo técnica do ensaio, € prematura uma conclusao

a respeito e novos estudos sdo necessdrios para um melhor entendimento.
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Anexo 1

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
i 2 Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
LIPEITIA MR & (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925
® www fem unicamp br/pesquisa/etica/index html
B cepla fem unicamp br

CEP, 18/05/04.
(Grupo 11I)

PARECER PROJETO: N° 109/2004

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DA ANEMIA EM PACIENTES COM NEOPLASIAS
ATENDIDOS NO HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNICAMP”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Michele Leal Vieira Jacober

INSTITUICAO: Laboratério de Hematologia do Depto. de Patologia Clinica/ HC/UNICAMP
APRESENTACAO AO CEP: 10/03/2004

APRESENTAR RELATORIO EM: 18/05/05

II - OBJETIVOS

Avaliar o perfil hematologico e a prevaléncia dos diversos tipos de anemia em um grupo
de pacientes com neoplasias ndo hematologicas atendidos no HC - Unicamp e repercussdes em
sua qualidade de vida

111 - SUMARIO

Serdo acompanhados prospectivamente 500 pacientes adultos de ambos os sexos com
neoplasias ndo hematologicas, com ou sem anemia antes do inicio do tratamento anti-neoplasico,
atendidos nos ambulatérios de Oncologia e enfermarias do HC-Unicamp. Os pacientes
previamente sem anemia serdo seguidos mensalmente com coletas de sangue a cada consulta de
rotina e aplicagdo de um questionario para avaliagdo da qualidade de vida.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto esta descrito adequada e detalhadamente e o termo de consentimento a ser
apresentado aos pacientes esta satisfatorio.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolu¢bes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.
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O conteido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIL.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagSes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 18 de maio de 2004.

Profa. Dra armen Sij ia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE'ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

4 Caixa Postal 6111

13083-970 Campinas, SP

& (0__19) 3788-8936

fax (0__19) 3788-8925

a

CEP, 18/05/04
(PARECER PROJETO N° 109/2004)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DA ANEMIA EM PACIENTES COM NEOPLASIAS
ATENDIDOS NO HOSPITAL DAS CLINICAS DA UNICAMP”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Michele Leal Vieira Jacober

II - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou a Emenda que inclui pacientes atendidas no CAIS/UNICAMP,
referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O conteiido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

Profa. Drn’é‘a”rﬁ{fe:?;ia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Anexo 2-Tipos de terapia recebidas pelos pacientes agrupados de acordo com a presenga ou auséncia de anemia

Pacientes com cancer e anemia Pacientes com cancer sem anemia

Homens n= 51 Homens n= 16

Mulheres n=54 Mulheres n=14

Idade Média 60 anos (30-88)* Idade Média 56 anos (35-80)*
Localizacio n terapia n terapia

R Q R+Q ST R Q R+Q ST

Cabeca e Pescoco 15 7 6 2 3 3
Figado 2 1 1 2 1 1
Gastrico 21 1 11 4 5 1 1
Genito- 3 2 1
urinario
Ginecoldgico 6 4 2 2 1 1
Intestino 30 18 7 5 11 1 9 1
Mama 10 5 5 3 2 1
Metastase 6ssea 2 1 1
Pele 1 1
Préstata 3 1 1 1 2 2
Pulmao 12 10 2 5 3 2
Diversos ** 1 1
Total 105 2 61 22 20 30 4 16 8 2

R= Radioterapia; Q= quimioterapia; R+Q= Radioterapia com quimioterapia associada; ST= sem tratamento radio ou quimioterdpico. * Nao houve diferenca significante

entre os grupos estudados quanto ao sexo e idade em pacientes com e sem anemia. **Paciente com cancer em partes moles.




Anexo 3- Parametros hematimétricos e relacionados ao metabolismo do Ferro em pacientes com neoplasia ¢ Anemia Relacionada ao

Cancer

n Idade Sexo Hb(g/d) VCM HCM RDW Ret RETY RETY/V EPO Fe TIBC IST FTNA STfR STfR/

(anos) (fL) (pg) (%) 10°/ul CM (mlIU/  (ug/dl) (ug/dL) (%) (ng/ml) (mg/L) Log

ml) FTNA

60 F 11,4 72,2 23,2 16,2 56,6 - - 30,5 323 347 93,08 - - -
3 47 F 10,5 107,3 34,8 16,8 68,0 1991 18,56 95,4 57 318 17,92 316,3 1,84 0,98
18 - M 9,8 95,4 30,2 154 73,9 1855 19,44 36,6 61 351 17,38 252,0 2,45 0,71
22 - M 10,4 99.4 31,8 15,2 58,5 1880 18,91 16,1 94 241 39,00 625,0 1,70 0,59
25 66 M 11,4 96,3 32,1 17,3 55,0 1886 - 42,8 64 262 24,43 83,7 1,66 0,73
30 63 M 10,7 97,2 30,0 15,8 33,2 1845 18,98 15,1 73 458 15,94 50,0 1,40 1,04
39 64 F 10,1 98,1 31,4 15,5 58,0 1873 19,09 - 70 417 16,79 136,8 0,81 0,57
46 69 M 11,9 94,4 31,7 13,8 25,9 2034 21,55 14,3 57 287 19,86 110,0 1,22 0,81
50 70 M 11,8 79,2 28,2 16,6 45,1 1971 24,89 35,7 66 203 32,51 365,0 1,65 0,33
62 72 F 10,3 91,7 29,6 17,2 56,4 1902 20,74 13,9 78 361 21,61 75,3 1,24 0,67
85 - M 8,3 95,9 30,6 16,1 46,3 1843 19,22 12,2 90 238 37,82 1436,0 1,25 0,45
91 57 F 10,7 88,4 29,6 13,4 13,0 1845 20,87 - 60 362 16,57 177,2 3,06 0,88
96 76 M 11,3 98,8 32,6 13,1 13,5 2043 20,68 30,8 62 180 34,44 273,8 1,43 0,30
106 52 F 11,7 106,3 33,6 16,0 69,9 2002 18,83 18,3 110 379 29,02 104,1 2,41 0,82
125 56 M 10,3 97,4 31,6 17,0 58,0 1976 20,29 17,4 111 363 30,58 414.8 1,98 0,80
127 64 M 8,8 90,5 32,0 16,3 26,1 1934 21,37 110,0 248 239 103,77 506,44 0,73 0,42
141 54 M 11,8 87,4 31,0 12,7 72,4 1921 21,98 13,3 101 350 28,86 3719 1,66 0,61
154 45 M 7,6 96,7 30,9 18,8 82,2 1775 18,36 126,0 76 362 20,99 381.,5 2,09 1,07
170 78 M 11,6 92,9 30,4 15,0 18,3 2005 21,58 17,8 108 183 59,02 615,0 1,13 0,29
173 73 M 10,7 87,2 29,8 17,9 67,5 1985 22,76 28,9 74 324 22,84 200,1 1,57 0,63
188 67 M 10,4 87,6 28,0 15,9 - - - 24,9 58 223 26,01 1246,0 2,75 0,24
203 63 F 8,1 105,3 35,5 18,4 64,1 2146 20,38 880,0 183 332 55,12 15450 0,81 0,83
213 55 F 11,0 93,5 29,7 14,3 344 1929 20,63 23,7 61 382 15,97 86,5 1,44 0,91
223 57 F 11,6 95,9 29,9 13,8 54,7 1887 19,68 28,4 58 290 20,00 177,7 0,74 0,95
224 52 M 11,7 96,3 31,0 19,6 83,3 1995 20,72 49,1 145 224 64,73 283,7 2,65 0,60




227
231
234
237
238
240
241
242
248
249
251
306
315
319
320
325
330
333
350
356
369
392
398
400
418
419
434

50
46
61
75
73
74
67
76
59
60
30
79
48
56
88
55
79
50
67
65
57
57
55
54
32
78
62

11,5
11,8
9,2

10,9
11,0
9,9

11,2
10,2
11,0
11,9
10,9
11,7
11,7
11,5
10,5
10,0
11,5
11,1
11,2
11,1
11,0
11,9
8,6

11,4
11,7
114
10,5

94,4
90,2
93,6
91,8
86,5
89,5
115,5
84,0
87,6
88,6
85,0
83,9
90,5
92,7
103,9
82,4
83,9
89,3
87,5
93,4
99,7
88,2
83,8
88.3
88,1
87,2
91,9

32,3
29,8
30,8
29,6
28,5
28,0
38,6
27,3
27,9
28,8
28,6
28,1
31,0
29,0
34,4
26,2
26,9
29,0
28,1
31,8
31,5
30,0
28,4
30,4
29,0
28,0
30,3

14,0

15,9
15,3

15,7
16,8
17,8
19,0
19,8

18,3
17,8
15,7
16,6
16,8
15,4
14,1
18,6
17,9
18,4
14,1
18,1
15,5

15,7

41,7

29,9
76,9

51,0
60,6
374
73,3
69,4
0,0
100,1
72,2
49,5
35,1
33,1
71,5
53,6
91,0
82,7
78,5
51,2
64,2
76,9

1943

1976
1943

1869
2116
1873
1965
1910

1832
2025
1845

1847
1889
1894
1979
1880
1933

1966

20,58

21,11
21,17

20,88
18,32
22,30
22,43
21,56

21,84
22,38
19,90

22,01
21,15
21,65
21,19
18,86
21,92

22,27

14,7
12,5

13,5
17,7
20,0

14,0
40,4
20,3
15,5
48,8
39,6
51,0
13,1
14,9
19,3
27.8
30,4
33,7
31,7
52,3
45,4
46,6
20,1
6,6

33,6

53
75
62
108
60
62
108
55
66
52
52
58
118
71
70
81
44
101
52
106
95
64
81
79
76
81
56

261
204
191
284
260
319
306
351
262
233
247
241
326
363
348
270
200
287
216
199
258
306
254
269
364
275
278

20,31
36,76
32,46
38,03
23,08
19,44
35,29
15,67
25,19
22,32
21,05
24,07
36,20
19,56
20,11
30,00
22,00
35,19
24,07
53,27
36,82
20,92
31,89
29,37
20,88
29,45
20,14

244.7
62,2
1074,0
155,1
131,1
246,3
1989
99,1
194,3
291,0
103,8
132,6
130,0
78,6
115,8
295,5
435,7
73,3
172,8
623,2
193,3
169,0
279,8
419,0
1094
1024,0
298,3

1,76
2,13
1,46
0,89
1,07
0,87
1,46
1,76
1,84
1,35
1,38
1,80
1,72
1,42
4,12
1,66
1,78
1,60
2,70
1,19
1,91
2,67
1,81
1,58
1,79
1,61
3,04

0,37
0,60
0,29
0,67
0,83
0,77
0,59
0,69
0,79
0,70
0,70
0,78
0,84
0,84
1,31
0,48
0,72
1,43
0,81
0,57
0,78
0,72
1,24
0,37
0,82
0,51
0,90




Anexo 4- Parametros hematimétricos e relacionados ao metabolismo do Ferro em pacientes com neoplasia e Anemia de Doenca

Cronica

n Idade Sexo Hb(g/d) VCM HCM RDW Ret RETY RETY/V EPO Fe TIBC IST FTNA STfR STfR/

(anos) (fL) (rg) (%) (10°/) CM (mlIU/  (ug/d)  (ug/dL) (%) (ng/ml) (mg/L) Log

ml) FTNA

12 48 F 8,5 83,8 28,6 16,4 11,0 1939 23,14 241,0 44 361 12,19 2753 1,12 0,46
13 73 M 10,3 97,1 30,1 18,8 79,0 1667 17,17 24,6 28 235 11,91 7783 2,74 0,95
43 75 M 10,1 90,0 31,7 15,6 56,5 1759 19,54 16,5 26 220 11,82  339,8 0,82 0,32
65 61 M 9,4 94,1 30,6 15,4 65,7 1760 18,70 28,5 40 276 14,49 7442 1,16 0,40
70 46 M 10,8 96,5 31,6 14,4 48,2 1792 18,57 27,0 35 377 9,28 223,7 1,83 0,78
76 64 F 9,5 93,2 28,1 14,2 27,4 1777 19,07 16,2 41 271 15,13  303,8 1,44 0,58
78 - M 11,6 84,3 27,2 17,2 35,8 1864 22,11 23,1 28 229 12,23 260,2 2,37 0,98
100 65 F 8,6 78,8 25,0 17,2 32,7 1644 20,86 40,5 23 222 10,36 991,1 3,49 1,16
111 67 M 9,2 85,2 27,8 16,5 - - - 57,4 30 241 12,45 7114 0,94 0,33
115 78 M 10,3 87,5 27,5 16,1 52,9 1623 18,55 73,3 43 335 12,84 243,6 2,29 0,96
131 52 F 11,9 87,7 29,2 - - - - 10,0 34 223 1525 625 1,66 0,92
155 73 M 10,4 85,9 27,1 14,0 - - - 9,9 45 322 13,98 1884 1,44 0,63
162 51 M 11,5 85,4 26,2 18,4 58,8 1552 18,17 56,3 23 231 9,96 798,3 2,69 0,93
167 59 M 9,5 85,1 26,2 16,5 64,3 1636 19,22 52,4 51 256 19,92  2646,0 2,22 0,65
183 53 F 10,3 101,9 32,6 16,9 - - - 1330 32 248 12,90 863,7 0,75 0,26
185 39 M 9,1 88,2 28,3 14,3 - - - 15,5 42 292 14,38  363,7 1,22 0,48
198 67 F 11,1 83,4 25,6 - - - - 9,4 11 180 6,11 2431 1,36 0,57
201 62 M 10,5 76,7 24,0 19,2 67,0 1599 20,85 67,9 35 349 10,03  426,1 0,91 0,35
208 43 F 11,8 77,8 25,0 - 49,6 - - 453 34 211 16,11 131,2 1,28 0,60
228 66 F 10,4 88,2 27,9 17,6 - - - 14,6 44 363 12,12 1051,0 1,88 0,62
293 48 M 11,2 88,2 28,8 13,1 30,3 1833 20,78 14,5 26 192 13,54  381,7 1,12 0,43
308 54 M 11,3 99,4 31,6 15,1 54,8 1934 19,46 15,5 48 214 22,43 194,6 2,42 1,06
312 59 F 11,7 80,8 24,9 14,8 38,5 1597 19,76 27,3 17 145 11,72 122,7 0,13 0,06
316 39 F 11,1 77,0 25,5 13,2 67,4 1837 23,86 14,6 30 112 26,79  360,8 1,45 0,57




321 59 M 9,9 81,8 25,4 17,3 16,4 - - 26,0 20 185 10,81 2589 2,16 0,90
367 79 F 11,5 81,3 27,2 15,1 53,7 1728 21,25 26,8 29 210 13,81 165,1 1,79 0,81
389 41 F 11,4 86,1 29,3 14,1 38,1 1794 20,84 29,0 41 194 21,13 1043 1,84 0,91
415 45 M 8,2 86,5 29,2 15,6 - - - 48,9 13 159 8,18 676,6 1,77 0,63
431 46 F 8,0 79,4 24,9 17,0 - - - 30,8 29 185 15,68 1594,0 2,07 0,65

Hb=hemoglobina, VCM=Volume corpuscular médio, Ret=contagem de reticuldcitos absoluta, Fe = Ferro, TIBC=Capacidade Total de Ligacdo de Ferro,
IST= Indice de Saturacdo da Transferrina , sTfR= Receptor solivel da transferrina, FTNA = ferritina, EPO= Eritropoetina , -= Andlises nio realizadas ou dados

néo obtidos.



Anexo 5- Parametros hematimétricos e relacionados ao metabolismo do Ferro em pacientes com neoplasia € Anemia Ferropriva

n Idade Sexo Hb(g/d) VCM HCM RDW Ret RETY RETY/ EPO Fe TIBC IST FTNA STfR ST{R/
(anos) (fL) (rg) (%) (10°7) VCM (mIU/  (ug/dl)  (ug/dL) (%) (ng/ml) (mg/L) Log
ml) FTNA
6 57 M 99 80,5 25,1 21,7 23,2 1894 23,53 37,8 50 441 11,34 18,5 2,43 1,92
7 31 F 11,3 78,2 24.9 17,9 39,0 1677 - 24,6 21 451 4,66 5,1 - -
17 55 F 11,5 88,3 28,5 15,6 66,1 1805 - 33,2 50 343 14,58 31,5 2,27 1,52
32 65 M 11,3 93,1 29,8 14,8 49,3 1793 19,26 20,1 41 272 1507 57,8 1,64 0,93
45 37 F 9,8 78,6 24,7 17,9 54,0 1533 19,50 32,7 48 408 11,76 9,5 2,34 2,39
75 37 F 10,9 90,9 28,4 16,1 58,8 1827 20,10 65,1 57 438 13,01 334 2,26 1,48
87 59 F 10,5 77,7 23,7 18,0 63,8 1650 21,24 41,4 29 287 10,10 21,7 1,73 1,30
88 - F 10,9 91,6 28,6 15,9 11,0 1900 20,74 24,5 42 439 9,57 128,6 8,51 1,14
113 74 M 85 77,7 25,3 18,4 40,3 1532 19,72 36,3 21 264 7,95 69,7 2,71 1,47
116 76 F 9,7 72,7 20,9 17,2 51,6 1359 18,69 453 34 575 591 6,8 7,66 9,17
118 71 M 99 68,3 19,4 17,4 77,7 1380 20,20 59,8 77 443 17,38 19,6 2,46 1,90
132 66 F 10,0 79,2 24,8 16,6 - 1780 22,47 31,9 32 397 8,06 119,9 2,47 1,19
134 46 F 11,7 86,4 27,5 - - - - 29,0 25 513 4,87 6,9 1,17 1,40
144 72 M 90 78,0 25,1 15,8 71,8 1555 19,94 94,6 39 429 9,09 108,7 3,66 1,80
147 78 F 9,5 74,9 239 19,7 39,4 1620 21,63 345 41 438 9,36 9,7 3,39 3,44
151 70 F 11,4 87,9 26,5 20,7 44,7 1682 19,14 12,8 49 432 11,34 249 2,18 1,56
153 57 F 10,1 81,6 23,5 15,6 113,1 1531 18,76 74,9 37 423 8,75 14,7 5,06 433
254 84 F 11,5 87,4 26,9 - - - - 17,7 59 345 17,10 14,3 1,14 0,99
292 41 F 11,7 68,1 20,5 17,3 65,6 1464 21,50 41,3 23 384 5,99 2,8 5,16 11,66
314 62 F 9,7 71,7 22,4 21,9 68,6 - - 67,6 41 319 12,85 14,9 2,16 1,84
317 60 M 11,3 87,3 27,2 15,0 82,8 1807 20,70 23,3 49 432 11,34 62,2 2,73 1,52
343 52 M 87 66,5 19,4 18,3 49,7 - - 65,7 26 420 6,19 17,3 1,98 1,60
390 64 F 11,7 91,3 30,0 17,0 92,0 1930 21,14 51,1 46 322 1429 - 2,81 -
406 62 F 11,8 80,5 26,1 - - - 0,00 40,2 25 362 6,91 11,0 2,12 2,04




Anexo 6- Parametros hematimétricos e relacionados ao metabolismo do Ferro em pacientes com neoplasia sem Anemia

n Idade SexoHb(g/dl) VCM HCM RDW Ret RETY RETY/ EPO Fe TIBC IST FTNA STfR STR/
(anos) (fL) (pg) (%) (10°7) VCM (mIU/  (ug/dl) (ug/dL) (%) (ng/ml) (mg/L) Log
ml) FTNA
5 55 M 158 97,4 343 14,3 61.6 1940 19,92 7,1 98 406 24,14 41,2 2,20 1,36
48 o6l M 147 92,7 32,3 16,9 74.6 1988 21,45 17,2 72 395 18,23 - 1,97 -
56 56 F 14,7 91,2 31,7 14,4 63.6 1933 21,20 10,8 245 272 90,07 - 1,24 -
73 53 M 156 88,3 28,9 13,5 68.5 1816 20,57 7,3 60 378 15,87 1844 2,15 0,95
79 64 F 12,7 82,2 26,9 17,4 49.6 1800 21,90 - 52 297 17,51 48,6 2,18 1,29
80 62 F 12,8 92,2 31,3 13,4 51.9 1799 19,51 232 52 315 16,51 340,2 1,89 0,75
92 57 M 16,0 95,2 32,1 13,4 38.8 1907 20,03 17,1 172 477 36,06 54,5 1,50 0,86
93 50 F 12,9 91,2 29,7 14,4 92.0 1900 20,83 29,0 140 450 31,11 1745 1,76 0,79
95 44 M 16,0 88,2 29,5 13,3 50.9 1832 20,77 12,0 74 339 21,83 86,5 1,59 0,82
99 80 M 135 99,1 31,8 14,9 38.3 1889 19,06 14,8 61 348 17,53 95,6 0,97 0,49
105 77 F 14,4 97,3 32,1 14,5 65.9 1860 19,12 13,6 75 461 16,27 116,1 1,98 0,96
107 35 M 159 86,0 29,7 16,4 64.2 1878 21,84 9,9 112 551 20,33 - 1,46 -
110 52 F 12,0 97,8 32,3 14,0 62.3 - - 24.6 73 219 33,33 70,9 1,38 0,75
120 71 M 133 96,1 30,6 15,5 77.7 1885 19,61 19,3 47 255 18,43 3829 1,90 0,74
123 74 F 14,7 93,6 30,4 13,8 41.6 1900 20,30 12,0 113 266 42,48 1679 1,25 0,56
158 76 M 13,6 95,7 32,7 12,8 70.7 1869 19,53 28,2 77 233 33,05 438,7 2,18 0,83
159 64 F 13,4 94,5 31,8 13,2 473 1869 19,78 13,6 107 337 31,75  316,2 1,52 0,61
165 56 F 13,9 91,0 29,6 13,4 50.2 1913 21,02 10,7 93 317 29,34 930 1,41 0,72
184 74 F 12,2 93,5 30,3 13,5 46.2 - - 36,4 75 354 21,19  270,3 1,48 0,61
187 55 F 13,9 88,9 29,7 14,3 74.9 - - 16,4 42 406 10,34 1225 0,73 0,35
193 52 M 14,1 89,6 29,9 16,7 65.0 - - 19,1 85 245 34,69 52773 1,11 0,41
194 54 F 12,4 87,8 27,6 17,6 36.9 1993 22,70 15,8 62 369 16,80 96,9 1,23 0,62
205 50 F 12,4 94,2 29,9 16,4 51.0 1908 20,25 10,9 84 369 22,76  126,4 2,38 1,13
220 45 M 152 96,5 33,0 12,8 98.9 1969 20,40 9,2 101 229 44,10 1179,0 1,86 0,61
226 62 M 13,5 90,4 29,4 14,7 43.1 1993 22,05 16,3 105 333 31,53 1169,0 1,27 0,41




229 46 M 13,6 81,3 26,5 14,2 82.8 1794 22,07 14,1 43 287 14,98 601,8 1,40 0,50
260 52 M 138 92,6 31,1 13,5 46.6 2000 21,60 33,1 62 394 15,774  246,7 1,55 0,65
281 43 M 138 93,1 30,8 15,3 93.2 1944 20,88 15,3 111 462 24,03 379 1,90 1,20
283 57 M 13,1 81,7 29,2 17,2 65.4 2006 22,87 36,9 120 372 32,26 7847 1,26 0,44
322 67 F 12,0 89,8 30,0 14,8 63.2 1968 21,92 14,1 - - 17,53 - 1,31 -

Hb=hemoglobina, VCM=Volume corpuscular médio, Ret=contagem de reticulcitos absoluta, Fe = Ferro, TIBC=Capacidade Total de Ligacdo de Ferro, IST= Indice de

Saturacdo da Transferrina , sSTfR= Receptor solivel da transferrina, FTNA = ferritina, EPO= Eritropoetina , -= Analises nio realizadas ou dados néo obtidos.



Anexo 7- Parametros relacionados a resposta inflamatéria em pacientes com neoplasia e

Anemia Relacionada ao Cancer

n PCR IL6 IL1-B8 TNF-a Pr6-Hep  Neop VHS
(mg/dl)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/mL) (ng/ml) (nmol/L) (mm?3)
1 0,73 1,69 0,60 - 285,0 8,2 -
3 0,85 12,32 0,50 2,31 315,0 6,0 73
18 0,43 5,44 0,26 2,07 138,8 8,7 74
22 1,31 4,21 0,39 1,42 140,3 9,4 -
25 1,22 9,43 0,24 1,54 358,0 9,9 106
30 0,42 7,42 0,97 1,82 196,0 9,1 93
39 - 6,05 - - 157,4 9,0 92
46 0,84 - 0,14 - 302,0 9,8 51
50 4,60 10,17 0,44 2,34 254,0 8,9 100
62 0,54 9,85 0,10 2,54 175,9 9,2 98
85 5,64 3,99 0,50 1,79 196,2 18,0 134
91 - 4,04 - - 219,1 8,7 82
96 4,10 10,88 0,12 1,34 157,0 9,3 103
106 0,18 1,64 0,23 2,86 221,0 8,4 58
125 0,38 6,63 0,14 0,85 307,7 9,0 92
127 0,90 2,93 0,13 0,85 310,5 9,7 61
141 1,27 5,71 0,66 2,58 257,0 9,3 120
154 0,70 6,30 1,50 3,48 167,4 9,1 132
170 0,46 7,53 0,07 0,81 286,0 8,0 39
173 1,70 - 0,07 1,33 2222 9,7 98
188 8,22 46,80 7,41 15,69 246,6 32,0 116
203 0,76 5,20 0,05 1,08 288,6 8,4 132
213 - 7,89 0,23 - 288,0 5,0 -
223 0,08 3,22 0,04 2,78 233,0 8,8 55
224 0,30 10,54 0,08 10,33 232,0 5,0 43
227 227 10,91 0,40 24,39 266,0 6,5 87
231 0,87 2,23 0,22 - 281,0 8,7 51
234 16,30 25,10 1,98 2,29 158,2 85,0 -
237 0,28 0,00 0,21 1,54 199,3 7,5 -
238 0,32 - 0,08 1,96 289,0 8,3 -
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240
241
242
248
249
251
306
315
319
320
325
330
333
350
356
369
392
398
400
418
419
434

0,38
0,12
0,14
0,97
2,70
0,12
1,69
0,58
1,20
0,02
1,23
1,01
0,05
0,58
1,73
0,10
13,50
0,12
0,68
0,02
0,29
0,08

10,47
57,40
7,77
9,97
2,92
10,04
7,80
10,47
6,38
2,93
432
1,67
8,91
10,38
2,28
1,65
9,14
1,37
10,49
1,48

0,11
1,92
0,55
0,89
1,10
0,11
0,34
0,74
0,27
0,17
0,13
0,10
0,09
0,06
0,08
0,49
0,18
0,04
0,08
0,25
0,44

7,73
2,61
1,98
2,37
3,07
1,62
1,48
0,86
1,05
1,48
2,57
2,77
1,94
1,26
1,36
1,80
1,82
2,49
2,15

565,0
228,0

1222,0
230,0
181,0
4340
257,0
275,0
380,0
350,0
578,0
289,0
396,0
324,0
214,0
295,0
201,0
3440
305,0
176,0

8,5
6,5
9,5
29,0
7,5
9,9
9,7
10,0
9,9
9,4
9,9
8,6
46
9,4
8,1
8,6
9,1
9,8
6,4
11
8,7

59
80

91
113
12
121

41
58
24
114
24
98
125
43
75
66

PCR= Proteina C Reativa, VHS= velocidade de hemossedimentagdo, IL-6=Interleucina 6, IL-1p3= Interleucina 1

beta, TNFa= Fator de necrose Tumoral alfa , Neop = Neopterina , Pr6-Hep = Pro- hepcidina, -= Andlises nao

realizadas ou dados nio obtidos.
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Anexo 8- Parametros relacionados a resposta inflamatéria em pacientes com neoplasia e

Anemia de Doenga Cronica

n PCR IL6 IL1-B TNF-a Pro-Hep  Neop VHS
(mg/dl)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/mL) (ng/ml) (nmol/L) (mm3)
12 7,97 39,40 0,42 1,15 268,0 7,9 146
13 15,50 57,60 1,31 2,81 294,5 9,8 106
43 10,60 57,70 0,52 5,20 - 9,7 79
65 7,30 3,90 1,29 4,21 2559 9,8 135
70 10,10 19,70 0,34 2,30 172,8 8,5 117
76 4,76 13,95 0,37 3,04 219,1 9,3 127
78 0,64 6,94 0,29 1,87 365,0 9,3 57
100 24,60 74,80 - - 236,0 9,6 135
111 20,80 115,50 7,96 2,21 242,7 16,0 134
115 7,42 16,80 0,75 14,08 138,1 9,8 126
131 5,99 6,56 0,55 1,70 96,0 16,0 -
155 1,57 11,09 1,41 3,40 361,7 60,0 114
162 14,20 10,19 1,22 1,86 - 6,0 140
167 18,70 20,00 0,88 3,90 223,0 7,8 128
183 29,30 249,30 0,51 6,98 272,8 8,9 144
185 4,45 18,80 0,58 2,15 264,4 78,0 132
198 13,00 10,34 0,41 1,91 311,0 9,7 -
201 891 9,85 2,45 3,27 293,8 28,0 125
208 4,23 10,46 0,78 5,62 252,0 69,0 84
228 091 3,50 0,33 - 271,0 8,3 119
293 2,26 10,19 0,16 - 292,0 9,3 135
308 - 10,42 0,11 1,46 2440 7,8 134
312 6,89 10,37 0,18 - 197,0 9,6 -
316 0,49 1,14 0,35 - 408,0 8,4 -
321 4,10 11,17 0,15 3,13 287,0 12,0 -
367 1,95 2,17 0,01 1,11 226,0 6,3 76
389 0,77 4,75 0,16 2,62 226,0 9,5 87
415 9,60 11,28 0,17 1,26 244.0 3,6 -
431 14,30 - 0,88 - 479,0 9,8 105

PCR= Proteina C Reativa, VHS= velocidade de hemossedimenta¢do, IL-6=Interleucina 6,
IL-1B= Interleucina 1 beta , TNFoa= Fator de necrose Tumoral alfa , Neop = Neopterina ,

Pro-Hep = Pro- hepcidina,-= Analises néo realizadas ou dados ndo obtidos.
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Anexo 9- Parametros relacionados a resposta inflamatéria em pacientes com neoplasia e

Anemia Ferropriva.

n PCR IL6 IL1-B TNF-a Pr6-Hep  Neop VHS
(mg/dl)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/mL) (ng/ml) (nmol/L) (mm3)
6 0,33 2,03 0,16 1,76 112,7 8,1 34
7 - 0,80 0,64 2,13 209,0 7.9 31
17 0,26 3,79 0,16 1,34 244,0 7,8 49
32 0,76 10,13 0,20 1,99 257,0 7,2 116
45 1,49 4,45 0,44 2,22 211,2 6,8 68
75 - 2,29 0,61 2,58 188,3 - 70
87 3,07 10,30 0,05 - 159,0 7,8 85
88 - 2,63 0,03 1,29 57,1 6,7 63
113 12,60 32,10 0,09 1,67 2183 14,0 55
116 0,08 1,49 0,16 3,75 226,9 8,6 57
118 1,07 9,00 1,58 3,73 159,0 9,3 42
132 0,41 8,20 0,32 3,64 189,9 82 130
134 0,59 1,42 0,09 1,23 196,0 7,8 46
144 7,51 15,02 0,49 4,01 309,1 9,8 127
147 0,21 2,85 0,27 1,44 178,2 9,9 79
151 0,02 1,92 0,20 1,44 386,0 9,3 33
153 0,19 1,74 0,24 1,03 169,7 - -
254 0,12 5,71 0,25 2,83 278,0 8,0 48
292 0,10 2,13 0,03 2,56 170,0 8,3 20
314 0,32 491 0,33 1,69 233,0 4,8 -
317 0,41 3,62 0,49 1,84 302,0 9,7 -
343 7,11 10,54 1,20 21,13 372,0 9,5 112
390 0,88 11,02 0,06 0,84 260,0 9,4 103
406 1,90 - 0,12 2,06 188,0 10,0 -

PCR= Proteina C Reativa, VHS= velocidade de hemossedimentagdo, IL-6=Interleucina 6,
IL-1B= Interleucina 1 beta , TNFa= Fator de necrose Tumoral alfa , Neop = Neopterina ,

Pro-Hep = Pro- hepcidina, -= Analises ndo realizadas ou dados néo obtidos.
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Anexo 10- Parametros relacionados a resposta inflamatoria em pacientes com neoplasia

sem anemia.

n PCR IL6 IL1-B TNF-a Pro-Hep Neop VHS
(mg/dl) (pg/ml) (pg/ml) (pg/mL) (ng/ml) (nmol/L) (mm3)

5 0,04 5,36 0,20 1,20 1674 8,2 -
48 0,109 - 0,02 1,10 335,8 78,0 9
56 0,51 8,20 - 1,81 304,0 39
73 1,43 - 0,94 2,76 468,0 9,9 39
79 2,02 3,20 0,23 1,87 230,9 72 93
80 2,07 5,70 0,28 3,09 210,4 9,0 131
92 0,02 0,00 0,06 0,99 248,1 7,5 8
93 0,85 0,00 0,11 1,80 238,0 16,0 79
95 0,12 2,50 0,25 2,34 1759 46,0 5
99 0,33 0,00 0,19 1,94 2222 9,2 44
105 0,71 2,50 0,34 2,65 212,0 8,5 21
107 0,34 0,00 0,49 1,47 100,8 8,0 24
110 0,59 1,60 0,10 1,30 208,8 81,0 58
120 5,72 37,60 - 2,66 - 9,8 129
123 0,06 0,00 0,04 1,53 236,0 9,5 4
158 0,07 - 0,08 1,23 331,0 9,9 56
159 0,27 0,00 0,08 1,85 - 7,7 82
165 0,16 2,20 0,07 1,74 323,0 8,5 50
184 0,22 65,30 0,70 3,12 219,0 38,0 35
187 2,50 - 0,17 39,03 218,0 5,8 42
193 494 0,00 - 2,73 116,0 9,8 76
194 0,18 - 0,03 1,70 579,0 7,2 61
205 0,06 5,20 0,08 1,69 - 8,3 56
220 0,25 0,00 0,25 8,12 264,0 8,7 42
226 0,49 2,20 0,06 30,46 - 8,4 83
229 4,22 11,60 0,08 7,79 255,0 9,7 99
260 0,36 1,10 - 0,10 - 9,7 45
281 0,21 3,50 0,10 5,45 151,0 5,0 21
283 0,77 5,40 0,11 2,39 220,0 9,3 102
322 0,26 - - 1,83 847,0 9,4 -

PCR= Proteina C Reativa, VHS= velocidade de hemossedimentacdo, IL-6=Interleucina 6,
IL-1B= Interleucina 1 beta, TNFa= Fator de necrose Tumoral alfa, Neop = Neopterina,

Pro-Hep = Pro- hepcidina, -= Analises ndo realizadas ou dados nao obtidos.
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Anexo 11- Valores de Curva ROC para diferenciacdo entre os grupo ADC e AF

Variaveis Area da curva ROC Sensibilidade e especificidade  Valores de corte
(95%)

RET-Y 0.608 (0.422- 0.794) 100.0% e 31.6% > 1542

TIBC (ug/dL) 0.935 (0.875- 0.994); 69.0% e 100.0% <260

IST (%) 0.727 (0.587- 0.867) 72.4% e 70.8% >11.79

sTfR (mg/1) 0.797 (0.675- 0.918) 69.0% e 82.6% <1.93

sTfR log FTNA 0.987 (0.966- 1.000) 93.1% € 95.5% <0.9845

PCR (mg/dL) 0.874 (0.774- 0.975) 82.1% e 81.0% >1.925

VHS (fL) 0.882 (0.785- 0.980); 95.8% e 65.0% >73.00

RET-Y= Valor médio do espalhamento da luz na populacido de reticuldcitos, TIBC=Capacidade Total de
Ligacio de Ferro, IST= Indice de Saturagdo da Transferrina , sTfR= Receptor soliivel da transferrina, FTNA

= ferritina PCR= Proteina C Reativa, VHS= velocidade de hemossedimentagao
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Abstract

Hepcidin has been proposed as an important factor in the pathogenesis of the
anaemia of chronic disease (ACD). The aim of this study was to assess the relationship
between anaemia and inflammatory activity in patients with solid tumours. Patients were
classified as having iron deficiency anaemia (IDA) (hypoferremia and hypoferretinemia),
ACD (hypoferremia, normal or increased serum ferritin) and anaemia related to cancer
(ARC) (no abnormalities in iron status). Serum pro-hepcidin, IL-6, C-reactive protein
(CRP) and iron status parameters were measured using commercial kits. CRP and IL-6
levels were significantly higher in patients with ACD when compared to IDA, ARC and
non anaemic patients (p< 0.005). Serum pro-hepcidin levels were not different among all
studied groups (p= 0.138). A negative correlation was observed between haemoglobin and
serum ferritin, CRP and IL-6 levels only in group of ACD. Serum pro-hepcidin
concentrations were not correlated with degree of anaemia or iron metabolism parameters.
According to our results the inflammatory activity represented by high levels of IL-6 and
CRP are involved in the pathogenesis of ACD, probably due to the action of inflammation
on iron metabolism, but not in ARC. It was not possible to demonstrate a significant effect

of pro-hepcidin on the anaemia in cancer patients.
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1. Introduction

Anaemia is one of the most common conditions in patients with cancer. The
severity of anaemia depends on tumour type, stage of disease, patient age, type and
intensity of treatment [1]. Anaemia in patients with cancer is caused by many factors,
including acute and chronic bleeding, bone marrow infiltration, effects of chemotherapy
and radiotherapy, intercurrent infections, autoimmune haemolysis and iron and vitamin
deficiencies [2], which could act as single or combined events. Additional factors, such as
inborn errors of haemoglobin synthesis may hamper a precise diagnostic [3]. Therefore, the
exact mechanism involved in the pathogenesis and a precise diagnosis of anaemia in

patients with cancer frequently is difficult to define.

Anaemia of chronic disease (ACD) is the most common form of anaemia in
cancer patients and it is secondary to activation of the immune and inflammatory systems
by the tumour cell and consequent release of several cytokines, such as tumour necrosis

factor, interleukin-1 and interferon-y [reviewed in 4].

Hepcidin is a peptide synthesized by liver in response to anaemia, hypoxia and
inflammation. The cytokine IL-6 is the main inducer of hepcidin synthesis [5] and higher
levels of IL-6 have been reported in patients with malignant tumours [6]. It has been
suggested that hepcidin is an important mediator of ACD because it acts as an inhibitor of
iron absorption in the intestine and iron release from macrophages. Then, hepcidin would
contribute to the hypoferremia, usually observed in infection and inflammation processes
[7, 8]. Additionally, hepcidin may inhibit erythroid colony formation at reduced

erythropoietin concentrations and therefore, contribute to ACD in patients with cancer [9].

The present study was carried out to investigate the relationship between
inflammatory process activity and severity of anaemia in a group of patients with solid

tumours.

2. Patients and methods

The study was approved by the local Ethical Committee and all subjects

participated as volunteers, after signing an informed written consent.
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One hundred and five patients with cancer and anaemia, and thirty patients with
cancer without anaemia (NoA), seen at the university hospital from March 2004 to March
2006, were enrolled in study. Their clinical characteristics are reported in Table 1. Patients
with acute bleeding, haemolytic or megaloblastic anaemia, bone marrow aplasia after
chemotherapy or radiotherapy, as well as those with hemoglobinopathy were excluded from

the analyses.

2.1- Blood sampling

Complete blood counts and reticulocyte parameters including RET-Y, an

estimation of reticulocyte size and Hb content [10], were determined on a Sysmex

XE-2100 haematology analyser (Sysmex, Kobe, Japan) in blood samples
collected into an ethylenediamine-tetraacetic acid vacuum tube. RET-Y is measured in
arbitrary units (channel numbers), corresponding to the signal proportional to the size of

reticulocytes.

2.2- Evaluation of iron status

The concentration of serum iron (SI) and total iron-binding capacity (TIBC)
were determined using commercial kits from Synermed International (Westfield, IN, USA).
The serum ferritin (SF) was determined by an electrochemiluminescence immunoassay test
(Elecsys Ferritin, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and the serum concentration of
soluble transferrin receptor (sTfR) was measured by nephelometric technique

(Dade Behring, Marburg, Germany).

2.3- Evaluation of inflammatory activity

C-reactive protein (CRP) levels were determined by nephelometric technique
(Dade Behring, Marburg, Germany); erythrocyte sedimentation rate (ESR) was measured in
an automated closed system (Sedisystem, Becton Dickinson, Meylan, France). Serum levels
of IL-6 were detected by a “sandwich” ELISA test (Quantikine HS, R&D System, MN,
USA) and serum levels of pro-hepcidin were measured by a competitive ELISA test (DRG

Instruments, Germany).
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2.4- Criteria adopted for definition and classification of anaemic patients

Value of haemoglobin (Hb) lower than 12 g/dl was indicative of anaemia
[11,12]. Iron deficiency anaemia (IDA) patients presented SI concentration < 50 pg/dl for
men and < 40 pg/dl for women, transferrin saturation (TS) < 15%, SF concentration
< 50 ng/ml. Patients showing hypoferremia (SI < 50 pg/dl for men and < 40 pg/dl for
women) and SF > 100 ng/ml were classified as ACD patients. Patients classified in none of
the above categories, and without evidences of haemolysis, bleeding or megaloblastic

anaemia were defined as presenting anaemia related to cancer (ARC).
Statistical analysis

All the data collected were stored and analyzed using version 8.02 of the SAS
for Windows software package (SAS Inc., Cary, NC, USA). Data are represented as median
and range. The significance of difference among groups was determined using
Kruskall-Wallis test and correlations between parameters were tested using Spearman

correlation coefficient. A p-value < 0.05 was considered statistically different.

3. Results
3.1- Evaluation of anaemia

Table 2 summarises haematological and iron metabolism parameters found in
patients enrolled in study. Twenty-four out of 105 individuals with anaemia (22.8%)
presented IDA, 29 patients (27.6%) presented ACD and 52 patients (49.5%) presented
ARC. Seven patients with IDA showed MCV values > 80 fl, 5 patients with ARC and 2
with ADC presented MCV > 99 fl. Serum folate and serum BI12 measurements and
reticulocyte counts showed values within normal range (3.2 — 9.0 ng/ml, 202 — 900 pg/ml
and 50 — 100 x 109/, respectively), except one IDA patient, who presented an associated
B12 deficiency (serum B12= 179 pg/ml).

The degree of anaemia and EPO response were similar among anaemic groups.
Although reticulocyte counts had been similar, RET-Y values were significantly lower in
IDA group than in NoA and ARC groups. ACD patients showed lower RET-Y values than
ARC patients. There was not difference between IDA and ACD groups.
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sTfR levels and sTfR/log ferritin were significantly higher in IDA than in the
other types of anaemia and in NoA patients. There was no difference in SF levels between
ACD and ARC groups. NoA patients showed SF levels significantly lower than ACD
patients, but similar to patients with ARC (Table2).

3.2. Serum levels of inflammatory markers

Significantly higher values of CRP, IL-6 and ESR were observed in ACD
patients group compared to IDA, ARC and NoA groups. No difference was observed when
IDA, ARC and NoA were compared. Serum levels of pro-hepcidin were not different

among all studied groups (p= 0.138) (Table 3 and Figure 1).

IL-6 was significantly higher in anaemic patients with CRP > 0.5 mg/dl
(median= 10.18, range 1.42 — 249.3) than in patients with CRP < 0.5 mg/dl (median= 3.22,
range 0 — 57.4). Among ARC, IDA and NoA groups with CRP < 0.5 mg/dl, IL-6 levels
were not different (p= 0.113). In patients with CRP > 0.5 ng/ml, higher IL-6 levels were
observed in ACD group than in ARC and NoA patients (p= 0.002 and p= 0.0001,
respectively). IDA group with CRP > 0.5 ng/ml showed higher IL-6 levels when compared
with NoA patients (p= 0.027).

There was not a difference in hepcidin levels between groups with CRP > 0.5

and < 0.5 mg/dL

3.3. Correlation between inflammatory activity and anaemia

The possible influence of inflammatory activity on Hb levels was observed only
in ACD group, represented by an inverse correlation between SF and Hb levels (r=—0.63,
p= 0.0003), CRP and Hb levels (r= -0.46, p= 0.012), IL-6 and Hb levels (r= — 0.61,
p= 0.0005) and ESR and Hb levels (r= — 0.46, p= 0.020). In addition, there was a weak
correlation between EPO and IL-6 levels (r= 0.40, p= 0.034) and between EPO and CRP
levels (r= 0.52, p= 0.005). For the remaining anaemic groups the correlations were not

significant. Pro-hepcidin levels were not correlated with anaemia degree in any group.
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3.4. Correlation between inflammatory activity and iron metabolism

The correlation among IL-6, CRP, ESR and pro-hepcidin values and SF, sTfR
and SI levels was tested, in order to verify the possible action of inflammatory activity on
iron metabolism. According to Spearman correlation test results all inflammatory markers
presented positive correlation only with SF in ACD group (SF X CRP: r= 0.58, p= 0.009;
SF X ESR: r= 0.49, p= 0.013; SF X IL-6: r= 0.39, p= 0.038, and SF X pro-hepcidin:
= 0.41, p= 0.032). In IDA group positive correlations were significant between SF and
CRP (r= 049, p= 0.026), SF and ESR (= 0.61, p= 0.005) and SF and IL-6
(= 0.59, p= 0.003). ARC group showed positive correlation between SF and CRP
(r=0.4717, p=0.0005), and SF and ESR (r= 0.42, p= 0.005).

A significant correlation was observed between CRP and IL-6 levels in all
anaemic groups: r= 0.40, p= 0.008 for ARC, r= 0.74, p= 0.0001 for ACD and r= 0.77,
p< 0.0001 for IDA group. Such correlation was not significant in non anaemic patients

(r= 0.24, p= 0.280).

4. Discussion

The definition of anaemia in patients with cancer is not homogeneous in the
literature. Values of Hb < 11.2 — 12.0 g/dl in females and < 13.0 — 13.5 g/dl in males have
been used as indicative of anaemia in those patients [13, 14]. The World Health
Organization defines anaemia as Hb < 10.9 g/dl [15]. We adopted the haemoglobin value

lower than 12 g/dl as indicative of anaemia [11, 12].

ACD, the most common form of anaemia in cancer patients, is typically a
hypoproliferative anaemia consequent to the iron-restricted erythropoiesis due to a
diversion of iron traffic from the circulation to store sites. Our results showing RET-Y
values lower in IDA and ACD groups than in NoA and ARC indicate the impaired offer of

iron to erythropoiesis, as previously reported [15].

Pro-inflammatory cytokines induce anaemia by inhibition of erythroid
progenitor cells proliferation, one of the pathophysiological mechanisms underlying ACD

[16]. Besides, cytokines inhibit hypoxia-induced EPO production, affect the life span of
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mature erythrocytes and impair iron metabolism [reviewed in 17]. In our study we could
observe the possible role of inflammatory condition on the pathophysiology of ACD in
patients with cancer, as CRP, IL-6 and ESR values were significantly higher in ACD group
than in other types of anaemia. The relationship between CRP and IL-6 has been
demonstrated in the present study and it was more evident when patients were classified
according to CRP values. IL-6 levels were significantly higher in groups showing
abnormally elevated CRP values, suggesting the action of elevated levels of IL-6 on CRP

production in cancer patients.

It was observed an inverse correlation between Hb levels and inflammatory
markers only in ACD group. In addition, IL-6 and CRP showed a weak correlation with
EPO levels. The action of IL-6 on synthesis of EPO is conflicting, as IL-6 increases EPO
production in hepatocytes and reduces in kidney [17]. Overall, the plasma level of EPO in
patients with infectious, inflammatory and neoplasia disorders is often low in relation to the

blood Hb concentration.

We tested the correlation between inflammatory activity and iron metabolism
and the single correlation observed was between SF and CRP, IL-6 and ESR, for all
anaemic groups. Although SF is considered a parameter indicative of iron stores, it is also
an acute-phase protein and levels are increased due to immune activation in several

inflammatory conditions [18]. Thus, these positive correlations were expected.

IL-6 has an important role in iron homeostasis. It is the main inducer of
hepcidin formation and its active form acts by inhibiting the duodenal iron absorption and
blocking iron release from macrophages/monocytes by the interaction and degradation of
ferroportin, an iron exporter expressed on the basolateral membrane of enterocytes [7, 19].
The effects of inflammation on hepcidin mRNA expression have been investigated mainly
by urinary hepcidin excretion analysis [20, 21]. The determination of pro-hepcidin levels in
serum by using an ELISA assay has been reported recently. Pro-hepcidin consists of 60 aa
(aa 25-84) and corresponds to the sequence after cleavage of the signal peptide (aa 1-24)
from hepcidin precursor. ELISA test is based on the competitive principle using polyclonal
rabbit antibody against the N terminal region (aa 28-47) of pro-hepcidin [22]. As to our

knowledge, determination of serum pro-hepcidin in cancer patients has not been previously
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reported. Serum pro-hepcidin levels were not different among anaemic groups, between
patients with and without anaemia, and when patients with neoplasia were compared with a
group of healthy individuals (data not shown). Differently from other inflammatory
markers, pro-hepcidin levels were not correlated with Hb levels in ACD group. Although

IL-6 is the main inducer of hepcidin a correlation between them was not observed.

Dallalio et al [23] measured serum hepcidin by western blot assay and
suggested that serum or urine hepcidin may be primarily associated with the regulation of
ferritin production, rather than being an actual mediator of ACD. Our results are in
accordance with that suggestion, as the serum pro-hepcidin concentration shows a

statistically significant correlation with SF in ACD group.

It has been questioned the possibility that the functional N terminal antibody
used for serum analyses represents non-functional precursor amino acids and not the active
molecule [24] and that urinary hepcidin determination might be the most accurate measure
because corresponds to a “free” form of hepcidin, on the contrary to the carrier — bound

form probably detected by the antibody used in the serum hepcidin assay [8].

According to our results we could conclude that inflammatory factors are more
related to the onset of ACD than of ARC, as higher levels of inflammatory markers have
been observed in ACD than in ARC patients. The inflammatory condition probably

contributes to ferritin increasing, reducing iron availability for erythropoiesis in ACD.

In this study it was no possible to demonstrate the relationship between
hepcidin levels and degree of anaemia in cancer patients, as well as it was not verified the
possible role of hepcidin in the pathogenesis of ACD. Considering that the anaemia in
cancer patients is multifactorial, other studies will be necessary to understand the
contribution of different processes to impair iron regulation and erythropoiesis involved in

the development of ACD.
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Tablel: Clinical characteristics of cancer patients enrolled in study.Patients with neoplasia

and anaemia

Patients with neoplasia and anaemia Patients with neoplasia without anaemia
Males= 16; Females= 14
Median 56 years (35-80)

Males= 51; Females= 54
Median 60 years (30-88) *

Tumor types

n
Lung 12
Head and neck 16
Breast 10

Gastrointestinal 52
Genitourinary 6

Gynecologic 6
Skin 0
Bone 2
Other tumors 1
Total 105

Therapy

R C
10
7
5

1 29

1 3

1 4

1 1
1

4 60

22

No

19

Therapy
n R C
5 3
3
3 2
13 1 9
2 2
2 1
1 1
1
30 4 15

R+T No
2
3
1
1 2
1
1
8 3

There was not significant difference related to age and gender between groups

of patients with and without anaemia.R: radiotherapy; C: chemotherapy; No: without

treatment when the sample blood was collected.
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Table 2: Values for haematimetric and iron-metabolism parameters measured in 105
patients with cancer and anaemia and 30 patients with cancer without anaemia. Values are

expressed in median and range (minimum and maximum)

IDA (n=24) ACD (n=29) ARC (n=52) NoA (n=30) p=0.0001

Hb 10.7 10.4 11.0 13.6 NoAXARC, NoAxIDA,
(g/dl) (85-11.8)  (8.0-11.9)  (7.6-11.9)  (12.0-16.0) NoAXACD
MCV 79.8 85.9 91.7 92.4 NoAXACD, NoAxIDA,
(1) (66.5-93.1)  (76.7-101.9) (72.2-115.5) (81.3-99.1) ARCXACD, ARCxIDA
MCH 25.1 27.8 30.0 303 NoAXADC, NoxIDA,
(pg) (19.4-30.0)  (24.0-32.6)  (26.5-343)  (26.5-34.3) ARCXACD, ARCxIDA
RDW 17.3 15.8 16.1 14.3 ACDXIDA, IDAXNoA,
(%) (148-21.9)  (13.1-19.2)  (12.7-19.8)  (12.8-17.6) ARCxNoA, ACDxNoA
RET# (x10°1) 56.4 513 58.0 62.8 NS
(11.0-113.1)  (11.0-79.0)  (13.0-100.1)  (36.9-98.9)
RET-Y 1677 1759 1929 1903 NoAXACD, NoAxIDA,
(1359-1930)  (1552-1939) (1775-2146)  (1794-2006)  ACDXARC, IDAXARC
EPO (mIU/ml) 37.0 27.0 26.3 15.3 NoAXACD, NoAXIDA
(12.8-94.6)  (9.4-241) (6.6-880)"  (7.1-36.9)
SI 41.0 32.0 72.0 77.0 NoAxIDA, NoAXACD,
(mg/dl) (21.0-77.0)  (11.0-51.0)  (44.0-323.0) (42.0-245.0)  ARCxIDA, ARCXACD
TIBC (mg/dl) 421.5 229.0 281.0 348.0 IDAXARC, IDAXACD,
(264.0-575.0) (112.0-377.0) (180.0-458.0) (219.0-551.0) NoAxXARC, NoAXACD,
ARCXACD
TS (%) 9.8 12.8 24.8 222 ARCXACD, ARCXIDA,
(4.6-173)  (6.1-26.7)  (15.6-103.7) (10.34-90.0)  NoAXACD, NoAxIDA
STfR 2.43 1.66 1.66 1.51 IDAXARC, IDAXACD,
(mg/l) (1.14-851)  (0.13-3.49)  (0.73-4.12)  (0.73-2.38) IDAXNoA
STfR/logSF  1.58 0.63 0.72 0.74 IDAx NoA, IDAXARC,
(0.93-11.66)  (0.06-1.16)  (0.24-1.43)  (0.35-1.36) IDAXACD
SF 18.5 339.8 200.1 171.2 ACDxNoA, ACDXIDA,
(ng/ml) (2.8-128.6)  (62.5-2646.0) (50.0-1545.0) (37.8-1179.0)  ARCxIDA, NoAxIDA

NS: not significant.IDA: iron deficiency anaemia; ACD: anaemia of chronic diseases; ARC: anaemia related
to cancer; NoA: patients without anaemia; Hb: haemoglobin; MCV: mean corpuscular volume; RET #:
absolute number of reticulocytes; SI: serum iron; TIBC: total iron-binding capacity; TS: transferrin saturation;
sTfR: soluble transferrin receptor; SF: serum ferritin.*EPO= 880 mIU/ml corresponds to a patient with

ovarian cancer, probably an EPO secreting tumour

Anexos

183



Table 3: Values for the inflammatory markers measured in 105 patients with cancer and

anaemia, and 30 patients with cancer without anaemia.

IDA (n=24)  ACD (n=29) ARC (n=52) NoA (n=30) p-value *

CRP (mg/dl) 0.41 7.36 0.70 (0.02-16.30)  0.33 (0.02-5.72) <0.001
(0.02-12.60)  (0.49-29.30)

ESR (mm)  60.0 126.5 (57.0-449.0)  84.5(12.0-134.0)  47.5 (4.0-131.0) <0.01
(20.0-130.0)

IL-6 (pg/ml) 3.79 10.77 (1.14-249.30) 6.63 (0.0-57.4) 2.85(0.0-1930.20)  <0.005
(0.80-32.10)

Pro-hepcidin - 210.1 255.9(96.0-479.0)  261.5 (138.8- 230.9 (109.8-847.0)  0.1384

(ng/ml) (57.1-386.0) 1222.0)

*p-values when ACD group was compared with IDA, ARC and NoA. There was not difference when the

other groups were compared.IDA: iron deficiency anaemia; ACD: anaemia of chronic diseases; ARC:

anaemia related to cancer; NoA: patients without anaemia; CRP: C-reactive protein; ESR: erythrocyte

sedimentation rate; IL-6: interleukin-6
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Figure 1: Box- plot showing distribution of CRP (A), IL-6 (B), pro-hepcidin (C) and ESR
(D) in ARC, ACD, IDA and NoA groups. The vertical lines indicates the range of values — excluding

occasional “outliners”

(x)— the boxes indicate interquartile ranges and the horizontal lines indicates medians. The arithmetic means

values are also indicated (O).

IDA: iron deficiency anaemia; ACD: anaemia of chronic diseases; ARC: anaemia related to cancer; NoA:

patients without anaemia; CRP: C-reactive protein; ESR: erythrocyte sedimentation rate; IL-6: interleukin-6
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