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Associacao entre niveis de ferritina e peroxidacao lipidica

em pacientes em hemodialise

Association between serum ferritin and lipid peroxidation in

hemodialysis patients

Resumo

Introducao: A suplementagio de ferro é
uma das importantes recomendaches em
pacientes com doenga renal cronica (DRC),
contudo, uma sobrecarga desse mineral
pode contribuir para o estresse oxidativo,
condicdo essa bastante relacionada com
o risco cardiovascular nesses pacientes.
Objetivo: O objetivo desse trabalho foi
investigar se os niveis de ferritina estdo
associados ao estresse oxidativo avaliado
pelo malondialdeido (MDA) em pacientes
em hemodiilise (HD). Métodos: Vinte
pacientes em tratamento de HD (55,0 = 15,2
anos, tempo de dialise de 76,5 = 46,3 meses,
IMC 23,6 + 3,0 kg/m?) foram comparados
com 11 individuos saudaveis (50,9 = 8,0
anos, IMC 23,8 = 1,9 kg/m?). O nivel de
MDA foi medido pela reacio com o acido
tiobarbitirico e os dados bioquimicos de
rotina foram obtidos por meio do prontudrio
médico. Resultados: Os pacientes em HD
apresentaram elevados niveis de MDA (13,2
+ 5,3 nmol/mL) quando comparados aos
individuos saudaveis (5,1 = 2,7 nmol/mL; p
< 0,01). Doze pacientes (60%) apresentaram
valores de ferritina superiores a 500 ng/mL
e houve correlagio positiva entre ferritina e
MDA nos pacientes HD (r = 0,66; p = 0,005;
n = 17). Conclusio: O excesso dos estoques
de ferro em pacientes em HD resulta em
um aumento da peroxidagdo lipidica e,
consequentemente, contribui para um maior
estresse oxidativo nesses pacientes.

Palavras-chave: didlise renal; estresse oxi-
dativo; ferritinas; malondialdeido.

ABSTRACT

Introduction: Iron supplementation is one
of the recommendations found in patients
with chronic kidney disease (CKD),
however, an overload of this mineral can
contribute to oxidative stress, a condition
closely related to the cardiovascular
risk in these patients, as well as disease
progression. Objective: The objective
of this study was to investigate whether
ferritin  levels are associated with
oxidative stress marker MDA in patients
on hemodialysis (HD). Methods: Twenty
HD patients (55.0 = 15.2 years, time of
dialysis 76.5 = 46.3 months, BMI 23.6 =
3.0 kg/m?) were compared with 11 healthy
subjects (50.9 = 8.0 years, BMI123.8 = 1.9
kg/m?). Malondialdehyde (MDA) was
measured by reaction with thiobarbituric
acid and routine biochemical data were
obtained from medical records. Results:
MDA levels were significantly higher
in HD patients compared to the control
group (13.2 = 5.3 nmol/mL wvs. 5.1 =
2.7nmol/mL, p < 0.01). Twelve patients
(60%) had ferritin values greater than
the 500 ng/mL and there was a positive
correlation between ferritin and MDA
in HD (r = 0.66, p = 0.005, n = 17)
patients. Conclusion: The excess iron
stores in HD patients results in increased
lipid peroxidation, and consequently
contributes to increased oxidative stress
in these patients.

Keywords: ferritins; malondialdehyde;
oxidative stress; renal dialysis.

INTRODUCAO

O estresse oxidativo é uma condi¢io co-
mum em pacientes com doenga renal croni-
ca (DRC) e apresenta relagio com a dimi-
nui¢do da funcdo renal,' além de constituir

em um importante fator etioldgico na ate-
rogénese, 0 que contribui para um maior
risco cardiovascular nesses pacientes.> De
modo a verificar as provaveis alteracoes
que o estresse oxidativo pode ocasionar
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em diferentes doencas, a identificacio de seus bio-
marcadores é fundamental. Dentre esses, um dos mais
utilizados é o malondialdeido (MDA), um aldeido de
cadeia curta que resulta da oxidagdo dos acidos graxos
poli-insaturados, ou seja, é um produto proveniente da
peroxidacdo lipidica, que pode ser medido pela rea-
¢do com o 4cido tiobarbitirico (TBA).3 E considerado
um marcador de estresse oxidativo adequado na DRC,
apresentando relagdo inversa com a fungio renal e cor-
relacdo positiva com toxinas urémicas.>

Muitos sdo os fatores que levam ao estresse oxida-
tivo na DRC, dos quais podem ser citadas a proteini-
ria, doencas associadas, as toxinas urémicas e a pro-
pria hemodialise (HD).® Além disso, a ferritina, uma
proteina globular de reserva de ferro, também parece
ser outro fator a contribuir com o estresse oxidativo
nesses pacientes.”*

A suplementagdo de ferro é uma recomendagio co-
mum para pacientes com doenga renal, no entanto, o ex-
cesso de ferro pode agir como fator pro-oxidante, contri-
buindo, assim, para a oxidagdo de moléculas, como por
exemplo, para a peroxidacio lipidica.*!° Isto é importan-
te, dado que a anemia é uma complicagio comumente
observada em pacientes renais e a administracdo de eri-
tropoetina recombinada humana (EPO) e de ferro intra-
venoso sao recomendadas pelo Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative (KDOQI) Clinical Practice Guidelines.!!
Diante disso, estudos que abordam a possivel ligagdo en-
tre o estresse oxidativo e os estoques de ferro em pacien-
tes em HD sdo importantes, visto que niveis elevados de
ferro podem agravar o estresse oxidativo ja presente nes-
ses pacientes. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
investigar se os niveis de ferritina estdo associados aos de
MDA nos pacientes em HD.

IMATERIAIS E METODOS

SuJEITOS

Foram estudados 20 pacientes renais cronicos em
tratamento de HD (média de idade de 55,0 = 15,2
anos, tempo médio em didlise de 76,5 + 46,3 meses)
na Clinica Nefrologica, Niter6i, R], Brasil. A selecao
dos pacientes foi feita com base em uma estratégia de
amostragem por conveniéncia. Os pacientes realiza-
vam trés sessdes semanais de HD com duragio média
de 4 horas, fluxo de sangue superior a 250 mL/min e
fluxo de dialisato de 500 mL/min. Todos os individuos
elegiveis foram previamente informados sobre a pes-
quisa e utilizacio do material bioldgico para realizagido
do trabalho, bem como convidados a assinar o termo
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de consentimento. O protocolo do estudo foi analisa-
do e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina/HUAP - Universidade Federal
Fluminense como adendo do projeto n2 018/09. Onze
individuos sem DRC (cinco homens, com média de
idade 50,9 =+ 8,0 anos de idade, IMC 23,8 = 1,9 kg/
m?), sem uso de qualquer medicamento ou presenca
de doenca pré-existente compuseram o grupo controle.

Foram incluidos no estudo homens e mulheres aci-
ma de 18 anos, do primeiro e segundo turno de HD,
em tratamento de HD por pelo menos 6 meses € com
fistula arteriovenosa (FAV) como acesso vascular.
Foram excluidos pacientes com doengas inflamaté-
rias, neoplasicas, AIDS, doeng¢a autoimune, fumantes,
pacientes em uso de drogas catabolizantes e de suple-
mentos vitaminicos antioxidantes.

AVALIACAO NUTRICIONAL

Os seguintes pardmetros antropométricos foram me-
didos: o peso corporal, estatura e a circunferéncia da
cintura. A aferi¢do do peso foi realizada com auxilio
de balanca calibrada, especificamente, Filizola, com
capacidade maxima de 150 kg e subdivisdes a cada
100 gramas. O participante era posicionado de pé,
no centro da base da balanca e descalco. Ja a estatura
foi obtida com o auxilio de estadidometro acoplado a
balanga, referida anteriormente, ficando o participan-
te descalco, com os calcanhares juntos, costas retas
e bragos estendidos ao lado do corpo. O indice de
massa corporal (IMC) foi calculado a partir da razio
entre o peso seco e o quadrado da estatura.'?

Para a aferi¢do da circunferéncia da cintura (CC),
o paciente manteve-se de pé e, com auxilio de fita mé-
trica ndo extensivel, o participante foi circundado na
linha natural da cintura, na regido mais estreita entre
o térax e o quadril, no ponto médio entre a tltima
costela e a crista iliaca. A leitura foi feita no momento
da expirac¢do.’® O risco de complicag¢des associadas a
obesidade encontra-se elevado quando os valores de
CC s3o maiores que 94 cm para homens e 80 cm para
mulheres e é considerado muito elevado quando os
valores sdo superiores a 102 ¢m para homens e 88
cm para mulheres.'* As medi¢oes foram feitas ap6s a
sessdo de didlise por um membro do pessoal treinado.

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Resultados referentes as dosagens bioquimicas de ro-
tina: albumina, ureia, creatinina, fosforo, potassio,
paratormonio (PTH), hemoglobina (Hb), hematdcrito



(Ht), ferritina, ferro (Fe) e saturacdo de transferrina
(SatFe) foram obtidos do prontuario médico.

Para pacientes em HD, o diagnéstico de anemia
foi feito com base apenas nos valores de Hb, sendo
valores de 11 - 13 g/dL considerados normais. Para
Fe e saturacdo de transferrina (SatFe), os valores de
referéncia sdo de 50 a 150 mcg/100 mL e 20 - 40%,
respectivamente. Valores de ferritina entre 200 e 500
ng/mL foram considerados adequados.!

DOSAGENS SANGUINEAS

As amostras de sangue foram coletadas de cada par-
ticipante do grupo controle no periodo da manha,
depois de jejum de 12 horas antes do inicio da HD.
Nos pacientes submetidos a HD, o material bioldgico
foi coletado nessas mesmas condig¢des e ainda antes
da sessdo de dialise. O sangue foi coletado em tubos
(Vacutainer®) contendo EDTA como anticoagulante.
O plasma foi separado (15 min, 3000 rpm, 4 °C) e
armazenado em -80 °C para andlises posteriores.

Os niveis séricos de fator de necrose tumoral al-
fa (TNF - a) foram medidos por ELISA usando Kits
Cayman - TNF - o (human) EIA Kit® - Cayman
Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA). Para
a dosagem de interleucina-6 (IL - 6) e Proteina C
reativa (PCR), foram utilizados kits comerciais
DuoSet® ELISA development system - R&D Systems
(Minneapolis, MN, EUA).

DETERMINACAO DE MALONDIALDEIDO

A peroxidagio lipidica foi estimada pela reagido entre
MDA e o 4cido tiobarbitiirico, utilizando-se o méto-
do de Ohkawa modificado."

Em eppendorfs, foram adicionados 70 pL dos pa-
droes de MDA diluidos, 35 pL de SDS 8,1% (m/v),
385 pL de acido fosforico 1% (v/v), 70 pL de plas-
ma de cada paciente e 210 pL de 4cido tiobarbittri-
co (TBA) 0,6% (m/v). Os eppendorfs foram agitados
vigorosamente e em seguida levados a banho-maria
seco a 95 °C por 1 hora. Apds esse periodo, os eppen-
dorfs foram centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos,
o sobrenadante foi separado e a absorbancia medida
em leitor de microplacas Synergy HIM (Biotek®) a
532 nm. Os niveis plasmaticos de MDA s3o expressos
como nanomoles por mililitro.

ANALISE ESTATISTICA

A distribuicio normal dos dados foi determinada
utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os dados sio
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expressos como média = desvio padrdo, mediana
(intervalo interquartil) e os dados categéricos foram
apresentados como percentual. Comparagdes entre
grupos foram realizadas através do teste t bicaudal de
Student ndo pareado, para varidveis paramétricas, ou
Mann-Whitney, para as ndo paramétricas. A correla-
¢do entre varidveis de interesse foi realizada por meio
do coeficiente de correlagdo de Pearson ou Spearman,
conforme adequado. A andlise de regressio multipla
foi usada para determinar quais possiveis parametros
influenciavam os niveis de MDA. Os testes foram fi-
xados com niveis de significincia em 5% (p < 0,05).
A andlise estatistica foi realizada com o uso do pro-
grama SPSS 19.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA).

ResuLtaDOS

Os parametros bioquimicos dos pacientes encontram-
se na Tabela 1. Onze pacientes (55%) apresentavam
anemia (Hb < 11 g/dL) e 12 (60%) apresentaram
valores de ferritina superiores a 500 ng/mL. Apenas
cinco pacientes (25%) apresentavam valores de
ferritina considerados ideais (200 - 500 ng/mL) e trés
pacientes (15%) apresentavam valores inferiores a
meta a ser atingida (ferritina < 2 00 ng/mL).Em rela¢io
ao Fe e SatFe, 16 pacientes (80%) apresentaram valores
adequados de Fe e 15 (75%) de SatFe.

As caracteristicas demograficas, antropométricas
e laboratoriais dos participantes sdo apresentadas na
Tabela 2. Com base na classificacio do risco de com-
plicacbes metabdlicas associadas a obesidade, avalia-
do segundo a CC, 10 pacientes (50%) apresentaram
elevados valores de CC (sendo cinco homens e cinco
mulheres).

Os niveis de PCR, TNF -, IL - 6 e MDA foram sig-
nificativamente maiores nos pacientes em HD quando
comparados ao grupo controle. Houve uma correlagio
positiva entre ferritina e MDA nos pacientes HD (r =
0,66; p = 0,005; n = 17, Figura 1) e ndo houve corre-
lagdo entre ferritina e marcadores inflamatérios como
PCR, TNF - a e IL - 6. De acordo com a anilise de re-
gressdo, a unica varidvel que afetou os niveis de MDA
foi a ferritina (B = 0,8; p = 0,02).

DiscussAo

Pacientes em HD estdo comumente expostos ao es-
tresse oxidativo, que constitui importante fator de
risco cardiovascular, e um dos fatores que tem sido
associado a essa condi¢ido nos pacientes com DRC é a
ferritina. De fato, nossos resultados mostraram uma
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TaABELA 1 PERFIL BIOQUIMICO DOS PACIENTES ESTUDADOS
Variaveis Resultados Normalidade
Albumina (g/dL) 39=+06 > 3,8
Ureia pré-HD (mg/dL) 1421 + 277 -

Ureia p6s-HD (mg/dL) 43,8 + 16,5 -
Creatinina (mg/dL) 84+26 -
Potéssio (mg/dL) 54+0,5 3,5-5,5
Fosforo (mg/dL) 52+1,2 3,5-5,5
Célcio (mg/dL) 89+05 8,4-9,5
PTH (pg/mL) (188,22?552,2) 150-300
Hemoglobina (g/dL) 10,6 £ 1,9 1-13
Hematocrito (%) 31,5+6,0 -
Ferritina (ng/mL) 613,1 + 396,6 200 e 500
SatFe (%) 28,2 +74 > 20
Ferro (mcg/100mL) 79,1 + 30,5 50-150
Kt/V 1,6+04 >1,2
Ganho de peso 32(1-509)

interdialitico (kg)

HD: Hemodiélise; PTH: Paratormonio; SatFe: Saturagao de transferrina.

TABELA 2 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS,
ANTROPOMETRICAS E LABORATORIAIS DOS
PARTICIPANTES

Parametros Pacientes HD  Grupo controle
(n=20) (n=11)
Idade (anos) 55,0 = 15,2 51,0+ 79
IMC (kg/m?) 23,6 + 3,0 238+1,9
CC (cm) 91,3 + 11,1 85,8 +9,7
PCR (mg/dL) (a5 bss 0210018024
TNF - o (pg/mL) 46,0 + 11,8%* 36,1 + 10,1
IL -6 (pg/dL) 1,64 +0,62*** 1,0+0,3
MDA (nmol/mL) 13,2 + 5,3*** 51+27

*p = 0,004; **p = 0,04; ***p < 0,01IMC: indice de massa corporal;
CC: Circunferéncia da cintura; PCR: Proteina c reativa; TNF - a: fator de
necrose tumoral alfa; IL - 6: Interleucina-6; MDA: Malondialdeido.

associagdo positiva entre os niveis séricos de ferritina
e os de MDA nos pacientes estudados. Assim, parece
que a ferritina pode agravar o estresse oxidativo nos
pacientes em HD e, consequentemente, contribuir pa-
ra um maior risco cardiovascular nesses pacientes.
Segundo o National Kidney Foundation,!’ nio
existem evidéncias suficientes quanto aos potenciais
riscos e beneficios de elevados niveis de ferritina.
Todavia, apesar de alguns estudos nio encontrarem
uma relacdo entre niveis de ferritina e marcadores
de estresse oxidativo em pacientes em HD,'®!7 a
maioria deles corroboram com nossos resultados.
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Figura 1. Correlacgéo entre niveis de Ferritina e de MDA em pacientes
HD.
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Lim et al.,® semelhante ao que encontramos, também
verificaram uma correlacdo positiva entre os niveis
séricos de ferritina e os niveis plasmdticos de MDA.
Esses autores avaliaram 50 pacientes em HD que
foram divididos em grupos 1, 2 e 3, de acordo com
os niveis basais de ferritina < 300, 301 - 600 e > 601
pg/L, respectivamente, e verificaram ainda que os
niveis de MDA foram significativamente maiores nos
trés grupos de pacientes quando comparados ao grupo
controle, sendo mais elevados naqueles com niveis de
ferritina maiores que 601 pg/L e, mais importante,
houve um aumento significativo nos niveis de MDA
ap0s infusdo de ferro. Em nosso trabalho, os niveis do
marcador de estresse oxidativo MDA também foram
significativamente maiores nos pacientes em HD
quando comparados ao grupo controle.

Estudos mais recentes também relatam que niveis
elevados de ferritina sdo um forte preditor de pero-
xidacdo lipidica em pacientes em HD, e que os mar-
cadores de peroxidagio lipidica também aumentam
significativamente ap6s infusio de ferro.!%1

Em estudo conduzido por Lobo et al.,” foi des-
crita uma correlagdo positiva entre lipoproteina de
baixa densidade (LDL) eletronegativa e ferritina, in-
dependente da inflamacdo. Nesse estudo, os pacientes
também foram divididos segundo os niveis de ferri-
tina (< 500 ng/mL, 500 - 1000 ng/mL e > 1000 ng/
mL) e aqueles com valores de ferritina superiores a
1000 ng/mL apresentaram niveis elevados de LDL
eletronegativa.

Quando os niveis de ferritina forem superiores a
500 ng/mL, as decisdes quanto a administracdo de
ferro devem ser analisadas considerando-se a resposta



aos agentes estimulantes da eritropoiese (AEEs), as-
sim como os niveis de Hb e SatFe e o estado clinico
dos pacientes para se evitar assim uma sobrecarga de
ferro." Em nosso estudo, foram observados elevados
valores de ferritina, em média superiores a 500 ng/
mL e valores adequados de Fe e de SatFe na maioria
dos pacientes, o que induz a dizer que os estoques
encontram-se elevados.

Porém, uma questio que deve ser considerada
quanto a esse assunto € a inflamacdo. Nos pacientes
com DRC, a presenga da inflamagio leva a chamada
deficiéncia funcional de ferro, caracterizada por uma
ferritina normal ou aumentada, e paradoxalmente,
por uma concentragdo de Fe sérico e de SatFe redu-
zidas. Isso porque a inflamagio leva ao aumento da
producdo hepatica de hepcidina, um peptideo que
inibe a absorcdo intestinal de ferro, bem como a mo-
bilizacao de ferro dos seus estoques. Todavia, apesar
da inflamagdo induzir a essa ocorréncia, a0 mesmo
tempo, pode mascarar tais resultados, visto que a fer-
ritina, por ser uma proteina de fase aguda, pode ser
afetada diante de um estado inflamat6rio.?’ Assim,
diante do estado inflamatério cronico observado nos
pacientes submetidos a HD, niveis aumentados de
ferritina sdo esperados nesses pacientes. Na vigéncia
de estado inflamatorio dosagens de ferritina entre 500
ng/mL e 1200 ng/mL sdo esperadas, embora valores
maiores que 1200 ng/mL possam estar relacionados
a sobrecarga de ferro mesmo nos pacientes em HD.?!

Vale ressaltar que, em nosso trabalho, a contribui-
¢do significativa de ferritina para os niveis de MDA
foi independente da inflamacdo. Além disso, apesar
da ferritina sofrer influéncia do estado inflamatério, o
que concorre para a necessidade de mais parametros
para se avaliar adequadamente a homeostase de ferro
de modo a evitar sobrecargas desse mineral nos pa-
cientes em HD e, consequentemente, os prejuizos que
isso ocasiona, a ferritina, junto a SatFe, ainda conti-
nua sendo o principal pardmetro para avaliar o status
de ferro no organismo'' e, portanto, deve ser consi-
derada. Assim, tendo em vista o que foi apresentado,
parece que de fato os pacientes estudados apresentam
uma sobrecarga de ferro, o que consequentemente pa-
rece levar ao aumento do estresse oxidativo, avaliado
pelos niveis do marcador MDA.

A inflamagdo, além de ser um fator que pode in-
fluenciar na interpretagdo dos estoques corporais de
ferro, é também uma condicio comum em pacien-
tes em HD, constituindo, juntamente com o estresse
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oxidativo, outro importante fator de risco cardiovas-
cular,? estando também associada com a progressdo da
doenca.”? No presente estudo, apesar da maioria dos
pacientes em HD estar eutrdfica, segundo o IMC, a
distribuicdo da gordura corporal, avaliada pela CC,
demonstrou que metade dos pacientes apresentavam
deposicio de gordura abdominal aumentada, a qual
estd relacionada com aumento da inflamacdo e do risco
de mortalidade nesses pacientes. Os pacientes em HD
apresentaram ainda niveis elevados dos marcadores
inflamat6rios PCR, TNF - o e IL-6 em comparagio ao
grupo controle. Assim, diante dos efeitos negativos que
a inflamacio e o estresse oxidativo exercem na DRC,
medidas capazes de minimizi-los sdo imprescindiveis,
e o controle dos niveis de ferritina pode ser uma delas.

O presente trabalho tem como importante limita-
¢do a informagdo sobre a dose de ferro recebida pe-
los pacientes. No entanto, sabe-se que ha constante
suplementacdo de ferro para os pacientes nas clinicas
de HD. Desta forma, mais estudos neste campo sdo
necessarios para que se possa estabelecer uma relagio
entre o aumento do estresse oxidativo e a reposi¢ao de
ferro. Sendo a ferritina um marcador inflamatério, nio
ha como afirmar, no presente trabalho, se a elevacgdo
de seus valores esta associada a reposi¢do de ferro ou
ainda se reflete somente a persisténcia de um estado
inflamatério cronico.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que ele-
vados niveis de ferritina resultam em aumento da pe-
roxidagio lipidica, portanto, monitorar seus niveis,
bem como avaliar adequadamente os demais parame-
tros envolvidos e realizar a administragdo de ferro de
forma cuidadosa, é crucial para que os pacientes em
HD nio tenham mais um fator a agravar o estresse
oxidativo ja presente neles.
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