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RESUMO

Introduc¢ao: Embora a anemia esteja associada a um pior progndstico em pacientes
com insuficiéncia cardiaca (IC), sua fisiopatologia ainda nao estd completamente
esclarecida especialmente em pacientes estaveis em acompanhamento ambulatorial.
A interacdo complexa entre as alteracoes do metabolismo do ferro, acdo das
citocinas inflamatdrias, doenca renal crénica e atividade da medula 6ssea em
pacientes com IC permanece com controvérsias, sendo necessdrios mais estudos
para seu esclarecimento.

Objetivos: Explorar o metabolismo do ferro, hepcidina, fator de necrose tumoral
(TNF)-a e eritropoetina (EPO) em pacientes com IC e acompanhamento
ambulatorial com e sem anemia. Investigar se a capacidade funcional desses
pacientes apresenta alguma associacdo com a presenca de anemia ou alteragdes no
metabolismo do ferro.

Métodos: Foram avaliados pacientes com IC sistdlica, estdveis, em
acompanhamento ambulatorial, com e sem anemia (de acordo com critérios da
Organizag¢ao Mundial da Satde), que realizaram avaliag¢do clinica e laboratorial com
a realizacdo de exames para caracterizacdo do metabolismo do ferro, incluindo
receptor solivel da transferrina (sTfR), também eritropoetina (EPO), taxa EPO
observada/predita (O/P), TNF-a e hepcidina. Um subgrupo de pacientes realizou
ergoespirometria para avaliacao da capacidade funcional.

Resultados: Foram incluidos 60 pacientes (38 com anemia, idade média 65 anos,
fracdo de ejecdo média 30% e 75% do sexo masculino). A maioria dos pacientes
(69%) apresentou critérios compativeis com deficiéncia de ferro, independente da

presenca de anemia. Os pacientes com IC e anemia apresentaram niveis de hepcidina



e TNF-o maiores e taxa EPO O/P menores quando em comparagdo com o grupo de
pacientes sem anemia. A saturacdo de transferrina (TSAT), o sTfR e a taxa EPO O/P
apresentaram associacdo independente com a presenca de anemia. No subgrupo de
pacientes que foi submetido a avaliacdo ergoespirométrica houve uma tendéncia a
um pico de VO, menor nos pacientes com deficiéncia de ferro. Também foi
observada uma correlagdo entre o pico de VO, e a TSAT (r =0,53; p = 0,01).

Conclusoes: Em pacientes com IC e anemia, estiveis e em acompanhamento
ambulatorial a presenca de defici€ncia de ferro e a producdo atenuada de EPO sao
comuns. Uma melhor caracterizacdo da anemia na IC pode apresentar impacto no
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para proporcionar uma melhora

funcional nesses pacientes.

Palavras chave: insuficiéncia cardiaca; anemia; deficiéncia de ferro;

hepcidina; TNF-q; eritropoetina; capacidade funcional.
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INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma doengca comum e apesar dos avangos
significativos com relagdo ao seu tratamento, seu progndstico continua comparavel
com diversos tipos de neoplasia. [1] E estimada uma taxa de mortalidade em 1 ano
para pacientes em classe funcional da New York Heart Association (NYHA) II, III e
IV de 10, 20 e 40% respectivamente. [2] A incidéncia da IC estd aumentando, sendo
que nos Estados Unidos estima-se que 500.000 novos casos ocorram por ano. [3] No
Brasil, no ano de 2007 a IC foi responsavel por 2,6% das hospitalizagdes e por 6%
dos Gbitos registrados pelo Sistema Unico de Satdde, consumindo 3% do total de
recursos utilizados para atender todas as internacdes realizadas pelo sistema. [4]
Avancgos nas estratégias de tratamento como a realiza¢ao de bloqueio neurohormonal
e a aplicagdo de dispositivos cardiacos, produziram uma reducdo importante da
mortalidade nos pacientes com IC nos tltimos 20 anos. [5] O desafio que se impde
nos dias de hoje € o de melhorar o bem estar dos pacientes, reduzir o nimero de
hospitaliza¢gdes e reduzir ainda mais a mortalidade. [3]

A presenca de anemia é comum nos pacientes com IC. Sua prevaléncia
aumenta com a gravidade da doenga e em associacdo com a presenga de doenca renal
cronica, producdo de citocinas pré-inflamatdrias, perdas sanguineas, defici€éncia de
ferro, desnutri¢do e/ou sobrecarga de volume. [6] Também ja estd bem estabelecido
que a presenca de anemia em pacientes com IC reduz a tolerdncia aos exercicios,
aumenta a taxa de hospitalizagdes e a mortalidade geral desses pacientes
independentemente da presenca de outros fatores associados. [5]

Virios estudos t€ém procurado elucidar os mecanismos fisiopatolégicos da

anemia na IC, no entanto muitas ddvidas permanecem nesse sentido. Se a
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repercussao clinica da anemia na IC parece de fato acarretar pior prognéstico, ainda
ndo estd esclarecido se o tratamento da anemia em si nos pacientes com IC, aumenta
a sobrevida, embora alguns dados apontem uma melhora da capacidade funcional.
Desta forma, € possivel que um completo entendimento dos mecanismos patogénicos
da anemia na IC possa trazer perspectivas mais concretas e embasadas para um
manejo adequado da anemia na IC, trazendo talvez assim um novo alvo terapéutico
no ambito da IC. Neste estudo procuramos contribuir para uma maior compreensao
destes mecanismos, com enfoque especial no metabolismo do ferro, na resisténcia a

acdo da EPO e no papel de mediadores inflamatdrios.
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REVISAO DA LITERATURA

Anemia na insuficiéncia cardiaca — aspectos gerais

A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) define anemia com uma
concentracdo de hemoglobina (Hb) < 13 g/dL em homens e Hb < 12 g/dL. em
mulheres, no entanto nem todos os estudos usam os mesmos critérios. [7] Em
pessoas sauddveis a diminuicdo dos niveis de Hb leva a uma reducao na distribui¢ao
de oxigénio (O,) para os tecidos, entretanto em individuos normais a quantidade total
de O, distribuida em condicdes ideais excede em 2 — 4 vezes as necessidades basais
quando em repouso. [8]

Em pacientes com IC, a presenca de anemia estd associada a piora dos
sintomas, reducdo da capacidade de exercicio, risco aumentado para admissoes
hospitalares além de uma maior mortalidade. [9]

Mecanismos cardiovasculares compensatorios para um quadro de anemia
incluem um aumento no fluxo sanguineo em repouso, o que resulta numa redugao da
reserva coronariana e redistribui¢do do fluxo sanguineo da regido subendocérdica
para a regido subepicardica do miocardio. A presenca de anemia também agrava a
hipéxia periférica, aumenta o retorno venoso e o trabalho cardiaco e leva
consequentemente a hipertrofia do ventriculo esquerdo. [2, 6] Numa andlise
retrospectiva do estudo RENAISSANCE (Randomized Etanercept North American
Strategy to Study Antagonism of Cytokines) foi evidenciado que um aumento de
1g/dL na Hb estava associado com uma reducgdo de 4,1 g/m2 na massa ventricular
esquerda, medida através de ressonancia nuclear magnética, num periodo de

observacdo de 24 semanas. [10] Outras alteragcdes hemodinamicas que ocorrem na
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anemia severa incluem: aumento na pré-carga, reducdo da resisténcia vascular
periférica e amento no débito cardiaco. [11]

Reducdo severa da Hb (4 — 5 g/dL) estd associada com retengao de sodio e
agua, reducdo do fluxo sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular e evidéncia
de ativacdo neurohormonal na auséncia de doenga cardiaca organica. [11] Graus
menores de anemia podem contribuir para ativagdo neurohormonal e progressio da
doenca em pacientes com IC. [12]

Estudo realizado por Desai e colaboradores mostrou que a anemia, em
pacientes com doenca arterial coronariana sem disfun¢do sistdlica, estd associada
com um aumento nos niveis de peptideo natriurético cerebral (BNP). Isso pode
indicar uma associacdo da anemia com um aumento na pressao ventricular e tensao

do miocdrdio antes mesmo da presenga de disfun¢@o ventricular clinica. [13]

Prevaléncia

A prevaléncia estimada de anemia em pacientes com IC sistélica varia de 4 —
61% (mediana 18%). Esta variacdo € parcialmente atribuida ao uso de diferentes
definicdes para a anemia e das diferencas nas populacdes estudadas. [12] Nos
pacientes ambulatoriais a prevaléncia de anemia € de 4 — 23%, sendo que em
pacientes hospitalizados os indices podem chegar a 70%. [14, 15] A prevaléncia da
anemia aumenta de acordo com o grau de severidade da IC. [16] Nos pacientes que
realizam acompanhamento no ambulatério de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre a prevaléncia global de anemia é de 21%,
sendo de 14% em pacientes do sexo masculino e 33% no sexo feminino (dados ndo

publicados).
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Estudos epidemiol6gicos mostraram que niveis mais baixos de Hb nos
pacientes com IC estdo associados com as seguintes caracteristicas: género feminino,
idade mais avancada, raca negra, doenca renal cronica, diabetes, menor peso, uso de
inibidores da enzima conversora da angiotensina (iIECA), pressdo venosa jugular
aumentada, presenca de edema nos membros inferiores, pressdo diastdlica reduzida,
grau de inflamacdo maior e doenca avancada (baseada na fracdo de ejecdo,
capacidade funcional ao exercicio, mortalidade e classe funcional da NYHA). [1, 9,

12,17, 18]

Fisiopatologia (tipos de anemia / mecanismos)

Embora a relacdo causal entre IC e anemia ainda ndo esteja bem definida,
existem multiplos potenciais mecanismos pelos quais a IC pode contribuir para o
desenvolvimento da anemia. Eles sdo: ferropenia e outras defici€éncias hematinicas,
sangramento, desnutri¢do, hemodilui¢do, doenca renal crdnica, uso de iECA e
aumento de citocinas pro-inflamatoérias levando a depressdo da produgcdao medular
com resisténcia a acdo da eritropoetina (EPO). [2, 3, 9]. E provavel que virios desses
mecanismos atuem simultaneamente e que a anemia nos pacientes com IC seja o
resultado de uma interacdo complexa entre a performance cardiaca, ativagcdo
neurohormonal e inflamatdria, fungdo renal e resposta da medula 6ssea. [19] A figura
abaixo ilustra os principais mecanismos que podem estar envolvidos na

fisiopatologia da anemia na IC.
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Figura — Possiveis mecanismos envolvidos na fisiopatologia da anemia na
insuficiéncia cardiaca.

Adaptado de Anand, 1.S., Anemia and chronic heart failure implications and
treatment options. ] Am Coll Cardiol, 2008. 52(7): p. 503 [20]

Abreviaturas: iIECA, inibidores da enzima conversora da angiotensina; AcSDKP, N-
acetil-seril-aspartil-lisina; DMT]I, transportador de metal divalente 1; EPO,
eritropoetina; NF-kB, fator nuclear kappa B.
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Hemodiluigcao

Nos pacientes com IC uma redu¢do na concentracdo de Hb pode acontecer
em consequéncia da hemodiluicio que ocorre pela ativagdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) e vasopressina levando a reteng¢do de sédio e dgua.
[1]

Estudo realizado por Androne e colaboradores em 37 pacientes ambulatoriais
com IC avancada e anemia e sem evidéncia de edema periférico ao exame fisico,
demonstrou que 46% dos pacientes apresentaram volume eritrocitdrio dentro dos
valores normais, ou seja, um quadro compativel com anemia por hemodiluicdo. [21]
Adlbrecht e colaboradores estudaram 100 pacientes ambulatoriais com IC, sendo 26
deles com anemia segundo critérios da OMS. Comparando os dois grupos de
pacientes (anémicos e ndo anémicos) nao houve diferenca com relacdo a massa
eritrocitdria, no entanto os anémicos apresentaram um volume plasmatico
significativamente maior, o qual foi o maior preditor para uma Hb reduzida em
modelo de regressao multipla realizado no estudo sendo que a presenca de uma pior
fun¢do renal foi o principal fator associado com a presenca de hemodilui¢do. [22]
Outro estudo que realizou avaliagdo de 15 pacientes com IC e anemia, sem sinais
clinicos de congestdo, demonstrou uma correlagdo dos niveis de Hb com um

aumento do volume extracelular. [23]

Ferropenia

A deficiéncia de ferro pode ocorrer secundéria a uma série de condi¢cdes nos
pacientes com IC, entre elas a presenca de uma nutri¢do inadequada especialmente
nos estigios mais avancados da doenga; mé absor¢do secundéria ao edema de algas

intestinais; uso cronico de antiagregantes plaquetdrios/anticoagulantes, gastrite
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urémica levando a sangramento pelo trato gastrointestinal e proteiniria nos pacientes
com doencga renal. [1, 24, 25] A prevaléncia de anemia ferropriva nos estudos
realizados em pacientes com IC varia de menos de 1 a 44% [26] No entanto, Nanas e
colaboradores encontraram deplecao dos estoques de ferro na medula 6ssea em 73%
dos pacientes com anemia e IC avangada estudados, apesar de niveis séricos de ferro,
ferritina ¢ EPO normais. [27] A presenca de deficiéncia de ferro absoluta ou
funcional pode ser maior do que se pensava previamente, pois os exames usados
rotineiramente, como demonstrado no estudo de Nanas, ndo avaliam adequadamente

as reservas de ferro. [20, 27]

Doenca renal cronica (DRC)

A DRC € uma comorbidade comum nos pacientes com IC. Em uma
metandlise de 16 estudos, Smith e colaboradores encontraram que 63% de 80.098
pacientes com IC apresentavam algum grau de DRC, sendo 29% com critérios para
DRC severa. [28] A DRC € um preditor independente para um aumento no risco de
anemia, como demonstrado em diversos estudos. Também ja foi observado que
pacientes com IC grave apresentam uma prevaléncia maior de DRC. [12, 29]

A causa da anemia em pacientes com DRC é multifatorial. A mais conhecida
¢ a producao de EPO inadequada, a qual estd geralmente combinada com deficiéncia
de ferro. O mecanismo pelo qual a producdo de EPO estd comprometida nos
pacientes com DRC ainda ndo estd bem estabelecido. Também a sobrevida das
hemadcias encontra-se diminuida nesses pacientes, com duracao de aproximadamente

60 — 90 dias. [30]



18

Apesar da alta prevaléncia de disfunc¢do renal em pacientes com IC, os niveis
circulantes de EPO estdo geralmente normais a elevados com uma correlagdo entre o

aumento nos valores de EPO com uma piora na classe funcional. [19]

Anemia de doenca cronica ou anemia da inflamacdo (Al)

A IC leva a um estado de ativagdo inflamatéria persistente, onde sao
encontrados niveis aumentados de citocinas pré-inflamatdrias e esses valores estdao
associados com maior severidade da doenga e piores desfechos. [19] Em pacientes
com IC o aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatdérias ou outros marcadores
inflamatoérios (proteina C reativa) estdo inversamente correlacionados com o nivel de
Hb. [12]

As citocinas pré-inflamatérias fator de necrose tumoral alfa (TNF)-a,
inteleucina (IL)-1 e IL-6 reduzem a secre¢ao renal de EPO, suprimem a atividade da
EPO sobre os precursores eritréides na medula éssea e reduzem a biodisponibilidade
dos estoques de ferro para a sintese de Hb. As citocinas também aumentam os niveis
do peptideo hormonal hepcidina. A hepcidina interage com a ferroportina e outras
proteinas transportadoras de ferro no enterdcito para inibir a absorcao de ferro. [6,
12] A hepcidina também impede a liberacao de ferro das reservas do sistema reticulo
endotelial levando a um quadro de deficiéncia funcional de ferro. [31]

Estudos em humanos ndo tem demonstrado uma correlacdo tdo clara entre a
dosagem de hepcidina com a presenca de Al em pacientes com IC. Adlbrecht e
colaboradores compararam pacientes com IC anémicos e ndo anémicos € nao
encontraram diferenca na dosagem de pré-hepcidina entre os grupos. Também ndo
houve correlacdo entre os niveis de pro-hepcidina com presenga de deficiéncia de

ferro. [22] J4 Matsumoto e colaboradores avaliaram os niveis de hepcidina em 61
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pacientes com IC hospitalizados. Os pacientes com anemia (n = 36) apresentaram
niveis de hepcidina inferiores aos dos pacientes sem anemia e aos do grupo de
controles sadios (p < 0,05), o que pode indicar que nesses pacientes o metabolismo
do ferro e ndo a presenga de inflamacdo, como previamente descrito, controla a
producdo de hepcidina. Esse estudo também nao evidenciou correlagdo dos niveis de
IL-6 com os de hepcidina. [32]

Ainda com relacdo as citocinas inflamatdrias, estudos em animais mostraram
uma evidéncia direta da supressdao da producdo de EPO pela a¢do das mesmas. [33]
As citocinas inflamatérias também reduzem a sensibilidade dos precursores
eritréides sobre a acdo da EPO, bloqueando os efeitos antiapopéticos e a aceleracao
da maturacao.

Estudo realizado por Opasich e colaboradores em 148 pacientes com IC
sist6lica ou diastdlica e anemia encontrou uma prevaléncia de 57% de anemia de
doenca cronica, sendo que desses pacientes 63% apresentaram niveis altos de
receptor solivel da transferrina (sTfR) e/ou saturagdo da transferrina indicando a

presenca de eritropoese deficiente em ferro associada. [34]

Produgdo de eritropoetina atenuada

A EPO ¢ essencial para a manuten¢do das concentragdes plasmadticas de Hb.
E um fator de crescimento hormonal glicoproteico produzido pelo rim como parte do
sistema homeostdtico para regulagdo da massa eritrocitdria e liberacdo de oxigénio
para os tecidos. Ela € produzida pelos fibroblastos peritubulares do cértex renal em
resposta a presenca de hipdxia local. [1, 9] No sistema hematopoético, a EPO age
inibindo a apoptose das células progenitoras eritrides e estimulando a sua

proliferacdo, maturacao e diferenciacdo. [12]
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A acdo da EPO € mediada por receptores especificos que estdo presentes nas
células precursoras eritrdides localizadas na medula dssea através da ativacdo da via
de transducdao JAK2/STATS. Também existem receptores para EPO em outros
6rgdos como o coracao, endotélio vascular, retina e cérebro. [35]

A elevacdo inadequada de EPO pode ser uma conseqiiéncia da produgdo
aumentada de citocinas inflamatérias (TNF-o, IL-1, IL-6). Ambos TNF-o e IL-1
inibem a producao de EPO in vitro. [1] O TNF-a e a IL-6 inibem a producdo de EPO
pelo rim através da ativagdo da proteina ligadora GATA2 e do fator nuclear kB e
também inibindo a proliferacao das células progenitoras eritréides. [20]

Nos pacientes com IC os niveis de EPO se elevam com a piora da classe
funcional. No entanto, o aumento da EPO nesses pacientes € menor que o esperado
para o grau de anemia o que caracteriza a produgao atenuada de eritropoetina. [1, 12]

Outro aspecto a ser considerado € a possivel presenca de resisténcia a acao da
EPO nos ¢6rgaos alvo. Opasich e colaboradores estudaram 148 pacientes com IC
sistlica ou diastélica e encontraram uma prevaléncia de 57% de Al, sendo que
desses pacientes 76% apresentaram evidéncia de produgcdo de EPO enddgena
deficiente, a qual foi caracterizada por uma taxa do EPO observada/predita abaixo de
0,8. [34] van der Meer e colaboradores avaliaram 74 pacientes com anemia e IC em
classe funcional NYHA III ou IV e observaram que 39% apresentaram producao de
EPO atenuada, embora esse estudo tenha associado uma produ¢do de EPO maior que
a esperada como um preditor para maior mortalidade. [36] Sdo necessédrios mais
estudos em humanos com IC para esclarecer o quanto a deficiéncia ou resisténcia a

EPO sao relevantes na fisiopatologia da anemia na IC. [1]
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Uso de inibidores da enzima conversora da angiotensina (iECA)

A angiotensina II aumenta a secrecdo de EPO através da reducdo do fluxo
renal e do aumento da reabsor¢do peritubular. Ela também pode ter efeitos
estimulatdrios diretos nos precursores eritrdides. A inibicdo do SRAA através do uso
de iECA ou bloqueadores do receptor da angiotensina II estd associada com uma
diminui¢do da produg¢do de EPO e consequentemente reducdo dos niveis de Hb,
como demonstrado em alguns estudos realizados em pacientes com IC. [1, 12, 37] O
bloqueio da angiotensina estimula a liberagdo da N-acetil-seril-aspartil-lisina
(AcSDKP) um inibidor da proliferacdo dos eritrécitos. [38]

No estudo SOLVD (Studies of Left Ventricular Dysfunction) o uso de
enalapril aumentou a razdo de chance para incidéncia de anemia em 56%. [37]
Estudo realizado por Terrovitis e colaboradores comparando dose padrao com dose
alta de enalapril em pacientes com IC sistélica mostrou uma queda do Ht de 43,2 £

4,9% para 40,7 + 4,4% em dois anos de seguimento no grupo que usou doses mais

altas de enalapril (média: 42 + 19,3 mg/dia). [24]

Outros

Estudo realizado em 92 pacientes do sexo masculino mostrou uma correlacao
negativa entre a taxa de cortisol/dehidroepiandrosterona com relacdo a Hb sugerindo
que alteragcdes no metabolismo dos esterdides podem estar associadas com o
desenvolvimento de anemia nos pacientes com IC. [39]

Outro mecanismo que vem sendo estudado como causador de anemia nos
pacientes com IC € a presenca de disfuncdo na medula dssea. Iversen e colaboradores
estudaram as células progenitoras da medula éssea de camundongos em modelo de

IC induzido por isquemia miocardica e encontraram uma reducao na capacidade de
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proliferacdao das células progenitoras, aumento na apoptose e niveis aumentados de
TNF-o0 quando em comparagcdo com controles sem IC. [40] Westerbrink e
colaboradores avaliaram a medula dssea de 20 pacientes com IC (com e sem anemia)
que foram submetidos a cirurgia de revascularizagdo miocardica. Foi observada uma
redu¢do na quantidade de precursores eritroides e mieldides e maior apoptose quando
em comparagdo com controles sem IC, apesar de niveis de EPO e quantidade de
receptores de EPO semelhantes. A IC parece levar a uma disfuncdo da medula éssea

que afeta maltiplas linhagens hematopoéticas. [41]

Diagnéstico

A avaliacdo da anemia nos pacientes com IC deve iniciar com a repeti¢do do
hemograma para confirmagcdo do resultado da Hb, j& que muitos pacientes
apresentam variacOes transitdrias nos niveis de Hb especialmente durante quadros de
descompensacdo, alteracao na dose de diuréticos e internacao hospitalar. [14]

A anemia associada a IC € caracterizada por ser uma anemia
hipoproliferativa, com contagem de reticuldcitos diminuida ou dentro dos valores
normais. Na avaliag@o inicial devem ser realizados exames para avaliar deficiéncia
de ferro: ferritina, ferro, capacidade ferropéxica e transferrina. Também € necessario
descartar outras deficiéncias hematinicas através da dosagem de vitamina B12 e
acido folico e avaliar a funcdo renal e tireoidiana. [42]

Existem algumas limitacdes dos testes diagndsticos para anemia nos pacientes
com IC. A ferritina € uma proteina de fase aguda e pode estar aumentada na presenca
de quadros inflamatérios. A transferrina também pode estar aumentada nessas
situagdes ou reduzida em quadros de desnutri¢do e na presenca de doencas cronicas.

Existem flutuacdes diurnas significativas (17 — 70%) nas dosagens da saturagdo da
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transferrina, o que torna a utilidade deste teste para diagndstico diferencial de anemia
mais limitada. [43] Novos exames para diagndstico de deficiéncia funcional de ferro
como conteido de Hb dos reticulécitos, porcentagem de hemécias hipocromicas,
sTfR e a taxa sTfR/log ferritina vem sendo avaliados em estudos investigacionais, no
entanto sua aplicabilidade clinica para avaliacdo de pacientes com IC e anemia ainda
nio esta estabelecida. [44]

Na auséncia de uma causa definida para anemia, com a realiza¢do de exames
laboratoriais, pode ser realizada a quantificacdo da massa eritrocitdria para avaliacdo
de quadro de hemodiluic¢do, ja que os sinais e sintomas de congestdao ndo sao bons
preditores para avaliacdo de sobrecarga de volume na IC. [23, 27]

Finalmente, o exame da medula 6ssea deve ser reservado para pacientes com
anemia severa sem causa definida, na presenca de outras citopenias associadas ou

suspeita de patologia hematoldgica. [45, 46]

Repercussao clinica / Prognéstico

7z

A presenca de anemia € um fator preditor independente para um pior
desfecho clinico nos pacientes com IC como evidenciado em diversos estudos. [3,
10, 30, 31] Al-Ahmad e colaboradores encontraram um aumento de 2,7% no risco
ajustado para mortalidade a cada redu¢do de 1% no Ht. [47] Kosiborod e
colaboradores encontraram um aumento de 2% no risco de morte em um ano a cada
reducdo de 1% no Ht em pacientes idosos hospitalizados por IC. [25] Mozaffarian e
colaboradores encontraram um aumento de 3% de mortalidade para queda de 1% no
Ht. [29] van der Meer e colaboradores encontraram uma Hazard ratio (HR) de 3,28
(IC 95% 1,31 — 8,18; p = 0,01). [35] Ishani e colaboradores encontraram que para

cada reducdo de 1 g/dL na Hb houve um aumento de 2,7% na mortalidade num
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periodo de 33 meses. [25], sendo que o progndstico € pior quanto mais baixo o nivel
de Hb, no entanto mesmo a presenca de graus leves de anemia ja estd associada a
uma pior sobrevida. [2] Estudo de coorte de 12.065 pacientes com IC no Canada
mostrou que os pacientes com anemia apresentam um HR para mortalidade de 1,34
(1,24 — 1,46). [24] Alguns estudos como o de Dunlay e colaboradores demonstraram
que a relacdo entre mortalidade e os niveis de Hb seguem uma curva em J, com um
aumento na mortalidade com niveis de Hb < 14 mg/dL e niveis > 16 mg/dL. [48]

Outros estudos também tém demonstrado que pacientes com IC que
apresentam constantemente anemia ou desenvolvem anemia durante seu
acompanhamento apresentam uma mortalidade mais elevada, quando em
comparagdo com pacientes com IC que ndo tem anemia ou que apresentam
recuperacgao nos niveis de Hb durante o seu seguimento. Esse fato pode indicar que o
acompanhamento nos niveis de Hb pode ter mais significado progndstico que apenas
uma medida isolada. [14, 49]

Ainda nio existem estudos que avaliaram se algum tipo especifico de anemia
apresenta um risco maior de morbimortalidade nos pacientes com IC, no entanto,
Androne e colaboradores encontraram que pacientes com anemia dilucional
apresentam pior progndstico que pacientes com anemia ‘“verdadeira”. [1, 16]. Este
aspecto especifico pode indicar que na anemia de cardter dilucional o pior
progndstico pode estar associado a um estado congestivo, o que sabidamente na IC
acarreta pior desfecho. [50]

De forma geral, os potenciais mecanismos ligando a presenca de anemia com
um risco aumentado de mortalidade nos pacientes com IC ainda ndo foram bem
caracterizados, mas podem estar relacionados a mudangas nas condi¢cdes de

enchimento ventricular e estrutura cardiaca, ativacdo neurohormonal ou redugdo da
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capacidade de “limpeza” dos radicais livres. E também possivel que a presenca de
anemia seja um marcador de doenga miocardica mais severa. [12]

H4 um entendimento de que a anemia possa exacerbar a IC através de um
ciclo vicioso no qual a hipdxia tecidual e a liberacdo de 6xido nitrico causam
vasodilatacdo periférica levando a redugdo da pressdo arterial, o0 que por sua vez
causa aumento na ativagao simpdtica, vasoconstri¢ao renal, redu¢do na fungdo renal e
ativacdo do SRAA e vasopressina. Essa cascata de acontecimentos leva a retencdo
hidrica, hipertrofia ventricular esquerda e dilatagdo, liberacao de BNP e piora da IC,
para completar o ciclo vicioso piora da anemia. Esse quadro é chamado de sindrome
cardiorenal. [38]

A presenca de anemia nos pacientes com IC também estd associada com uma
pior capacidade fisica, pior funcdo hemodinamica, menor taxa de filtracao
glomerular, niveis de albumina menores, indice de massa corporal menor e sintomas

clinicos mais severos. [31, 32]

Tratamento

O tratamento da anemia abriu uma nova fronteira no manejo dos pacientes
com IC. Dados preliminares mostram que o tratamento adequado da anemia pode
ocasionar melhora na fungdo ventricular, classe funcional, tolerancia ao esforco e
qualidade de vida. [3] O tratamento inicial sempre deve ser a otimizacdo do
tratamento para IC. A transfusdo de concentrado de hemécias pode ser considerada
como tratamento agudo para anemia severa em casos individualizados, mas nao é
uma boa estratégia de tratamento no longo prazo. [12]

Mais recentemente duas terapéuticas especificas tém sido consideradas: o uso

de agentes estimuladores da eritropoese (AEE) e o uso de suplementacdo de ferro [9]
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O conhecimento atual da EPO recombinante humana (rHuEpo) como um
agente terapéutico para o tratamento da anemia vem principalmente através de
estudos realizados em pacientes com DRC. [9, 12] Estudos preliminares em
pacientes com IC demonstraram que o uso de rHuEpo é bem tolerado e associado
com beneficios clinicos a curto prazo. [35] No entanto, o tratamento com AEE
aumenta a pressao arterial e estd associado com um risco aumentado de trombose, o
que pode aumentar o risco cardiovascular. [7, 10] Este risco pode ser parcialmente
atribuido aos efeitos dos niveis aumentados de Hb na viscosidade sanguinea,
interacOes entre as plaquetas e os eritrécitos ou efeitos diretos da EPO nas plaquetas
e/ou células endoteliais. [12] No entanto, especula-se que o uso de AEE pode trazer
outros beneficios para os pacientes com IC além do aumento da Hb como redugao da
apoptose dos midcitos, da fibrose cardiaca e da secrecio de mediadores
inflamatorios, efeito anti-oxidante positivo e neovascularizagdo. [51]

Com relacdo ao uso de ferro parenteral, este pode ser importante nos
pacientes com anemia e IC, pois a presenca de deficiéncia funcional de ferro
caracterizada pela reducdo da disponibilidade de ferro para eritropoese parece ser um
problema comum na IC. [12] Estudos recentes como o FERRIC-HF e o FAIR-HF
demonstraram uma melhora na classe funcional e escores de qualidade de vida apds
tratamento com ferro parenteral em pacientes com deficiéncia funcional de ferro,
inclusive em pacientes sem anemia. [52, 53] Também estd em andamento o estudo
IRON-HF que ird comparar o uso de ferro parenteral ou oral contra placebo em
pacientes com anemia e IC. [54] Existem algumas preocupacdes com relacdo ao uso
de ferro parenteral, como a ocorréncia de reagcdes alérgicas, embora muito raras com

as principais preparagdes usadas e também com o fato que o ferro pode acelerar a
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formacao de radicais livres, aumentar o estresse oxidativo e causar disfun¢ao
endotelial. [55, 56]

Até o presente momento ndo existe um consenso com relagdo ao tratamento
da anemia associada a IC, bem como quais os niveis de Hb que devem ser
alcangados. [9, 16] Recentemente vém sendo levantados questionamentos com
relac@o aos niveis alvo de Hb e o risco aumentado de mortalidade em pacientes com
DRC que fazem uso de AEE. [38] Com relacdo aos pacientes com IC e anemia, até o
momento nao existem estudos que tenham associado o uso de AEE com maior risco
de morbimortalidade, no entanto ensaios clinicos com maior tempo de seguimento
s30 necessarios para confirmar esses resultados. [9, 12]

Na tabela abaixo encontram-se os resultados dos principais estudos clinicos

para o tratamento de anemia na IC em pacientes com disfung¢ao sistélica.
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Abreviaturas: NYHA, New York Hear Association; FE, fracdo de ejecao; MLHFQ,
Minnesota Living with Heart Failure Questionnaire; TC6m, Teste da caminhada de
6 minutos, ECR = ensaio clinico randomizado, PAP, pressdo da artéria pulmonar;
BNP, peptideo natriurético cerebral; TSAT, saturacdo da transferrina; PCR, proteina

C reativa; KCCQ, Kansas City Cardiomyopathy Questionnaire

Apesar dos avancos que vem ocorrendo nos ultimos anos com relagdo a um
melhor entendimento sobre a fisiopatologia da anemia na IC e ao seu tratamento,
vdrias dividas ainda permanecem sobre este assunto. Cada vez mais s@o necessarios
novos estudos que possam aprofundar esses conhecimentos propiciando talvez uma
nova oportunidade no manejo dos pacientes com IC, que é uma doenga causadora de
grande morbimortalidade, que vem aumentando sua incidéncia em todo o mundo e é

responsavel por uma grande parcela de gastos do nosso sistema de sadde.
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OBJETIVOS

Caracterizar a anemia presente em pacientes com IC, em acompanhamento
ambulatorial e quadro clinico estavel com relacdo ao metabolismo do ferro, producao

de eritropoetina e a presen¢a de mediadores inflamatdrios.

Em um subgrupo de pacientes, explorar a associacdo entre capacidade funcional
avaliada por ergoespirometria e a presenga ou nao de anemia, e com aspectos do

metabolismo do ferro.
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Abstract
Background: Although anemia is associated to adverse outcomes in heart failure
(HF), its pathogenesis remains poorly understood, particularly in stable outpatients.
The complex interaction of iron metabolism, inflammation, renal impairment and
bone marrow responses in HF remains controversial, deserving further exploratory
studies.
Objectives: To explore iron metabolism, hepcidin, tumor-necrosis factor (TNF)-a
and erythropoietin (EPO) in HF outpatients with and without anemia. We also
investigated whether functional capacity was associated to anemia and/or changes in
iron metabolism.
Methods: Stable systolic HF outpatients with and without anemia (according to
World Health Organization criteria) underwent clinical and laboratory evaluation,
including complete iron panel and EPO levels, as well as EPO observed/predicted
(O/P) ratio calculation. Soluble transferin receptor (sTfR), hepcidin and TNF-o were
measured by ELISA. Ergoespirometry was performed in a subgroup of patients.
Results: We studied 60 HF outpatients (38 anemic, 65 years-old, mean ejection
fraction 30% and 75% male). The majority of patients (69%) met criteria for iron
deficiency, irrespective of anemia. Anemic patients had elevated hepcidin and
TNF-a levels, while their EPO O/P ratio was abnormally low. Transferrin saturation
(TSAT), sTfR and EPO O/P ratio were independently associated to anemia. There
was a trend to lower VO, peak among iron deficient subjects. Overall, a positive
correlation was observed between VO, peak and TSAT (r=0.53, P =0.01).
Conclusions: In stable HF outpatients, iron deficiency is common, while EPO
production is blunted. Characterization of anemia in HF may impact in the

development of new therapeutic targets to improve functional outcomes in HF.
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Introduction

Heart failure remains a prevalent and morbid condition worldwide. Despite
improvements in outcomes seen in the last decades with incremental anti-neuro-
hormonal strategies, annual mortality for outpatients with heart failure varies around
10%. (1) In this setting, comorbid conditions that may impact on heart failure
outcomes are actively investigated as potential new therapeutic targets.

Anemia is frequently observed in patients with heart failure. Its prevalence
rates vary according to cutoff values to define anemia, as well as patient’s functional
status. (2) Indeed, previous studies of outpatients with heart failure report anemia
rates from 4% to 23%. (3-5) During hospitalization due to a heart failure
decompensation episode, rates may reach 70%. (2) Regardless of patient’s clinical
condition, it is increasingly recognized that anemia is associated with worse
outcomes in heart failure. (6) In addition, it is already known that anemia further
deteriorates impaired functional capacity related to this cardiac condition. (6, 7)

There are several physiopathological mechanisms potentially involved in the
genesis of anemia associated with heart failure. These include hemodilution, anemia
of chronic disease, decreased renal blood flow and iron deficiency. (8, 9) In
particular, iron metabolism peculiarities appear to be important to determine
functional capacity of patients with heart failure, regardless of the presence of
anemia. (10) Moreover, it has been progressively thought that iron metabolism may
be governed by mechanisms beyond absolute iron stores quantities; indeed,
availability of iron stores appears to be as important as its quantities. It is considered
that iron availability needed for erythropoiesis is blunted or reduced because of
inflammation. (11) Also it has been described that in patients with heart failure, there

may be blunted erythropoietin production possibly caused by inflammatory cytokines
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or associated with chronic kidney disease and erythropoietin resistance at target
organs. (11, 12)

A low grade inflammatory status is thought to accompany heart failure across
a wide spectrum of disease severity potentially modulating iron metabolism and
hence anemia development. (3) Hepcidin appears to be pivotal in iron homeostasis
with regards to inflammatory signals; this hormone is upregulated by pro-
inflammatory cytokines and acts inhibiting duodenum iron uptake and blocks iron
release by macrophages (13). As a contra-regulatory mechanism, hepcidin synthesis
can be down-regulated by anemia in the presence of low iron stores, thus allowing
existing iron available for erythropoiesis. (13) Few studies have approached
mechanistic pathways involving iron metabolism, inflammatory status and hepcidin
profile in heart failure with or without anemia.

Therefore the complex nature of the inflammatory status, iron metabolism
and anemia in patients with heart failure appears particularly relevant and deserves
further exploratory studies as it remains poorly studied and controversial, especially
in the setting of clinically stable ambulatory patients. In this study, we explored iron
metabolism profile of stable heart failure outpatients with and without anemia, and
compared circulating levels of hepcidin, tumor-necrosis factor (TNF)-a and
erythropoietin in both groups. We also investigated whether functional capacity as
assessed by ergospirometric parameters is associated with the presence of anemia

and/or changes in iron metabolism.
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Patients and Methods
Studied patients.

In this cross-sectional study, we included stable, ambulatory heart failure
patients with and without anemia. Anemia was defined as hemoglobin level inferior
to 13 g/dL for males and inferior to 12 g/dL for females, according to the World
Health Organization criteria. Patients were recruited between October, 2008 and
April, 2010 from the Heart Failure and Transplant Outpatient Clinic at our
institution, which is a tertiary care university hospital in Porto Alegre, Brazil. All
enrolled subjects were older than 18 years and presented left ventricular systolic
dysfunction (ejection fraction lower than 45%). Exclusion criteria were: acute
coronary syndrome, acute infections, terminal renal failure (subjects under renal
substitutive therapies), hypothyroidism, recent bleeding, history of acquired iron
overload or hemochromatosis, chronic liver disease (alanine transaminase higher
than two times the upper normal limit), autoimmune disease, serious illnesses
limiting life-expectancy, or use of erythropoietin and/or iron for treatment of anemia.

Enrolled patients underwent clinical and laboratory evaluation, which
included a routine biochemical profile, a complete iron panel examination and
measurements of soluble transferin receptor (sTfR), erythropoietin, hepcidin and
TNF-a. Transferrin  saturation (TSAT) was calculated as: serum iron
concentration/serum total iron binding capacity (TIBC) concentration x 100.
Estimated glomerular filtration rate (eGFR) was calculated according to the
Modification of Diet in Renal Disease formula. (14) Functional capacity was

assessed in a sub-group of patients through cardiopulmonary exercise test.



46

The research protocol was approved by the Ethics on Research Committee
from our institution. Written, informed consent was obtained from all participants

prior to study enrolment.

Measurements of soluble transferrin receptor, erythropoietin, hepcidin and
TNF-« levels.

Fasting venous blood samples (15 mL) were collected into anticoagulant-free
tubes after a 30-minute resting period in supine position. Samples were cold
centrifuged at 4° C at 3,000 g during 20 minutes, and serum was stored frozen at —
70° C for subsequent blind analyses performed simultaneously at the end of
enrolment.

Levels of sTfR were measured using ELISA kits (R & D Systems,
Minneapolis, MN, USA). Sensitivity for the sTfR assay is < 0.5 nmol/L, with mean
intra- and interassay coefficients of variation of 5.8 and 5.8%, respectively. The
soluble transferrin receptor index (sTfR-F) was determined by the following
equation: sTfR-F = (sTfR nmol/L x 0.085)log (ferritin ng /mL). (15) Soluble
transferrin receptor values of 29.5 nmol/L. or higher were interpreted as iron-
deficiency. (16)

Measurements of erythropoietin were assessed by chemiluminescence
immunoassay (Immulite®, DPC Diagnostic Products Co. Los Angeles, CA, USA).
Sensitivity for the erythropoietin assay is 0.24 mU/mL. The equation log
erythropoietin = 4.460 — (0.274 x hemoglobin) was used to calculate the predicted
erythropoietin values for a given hemoglobin level. The observed log erythropoietin
levels were divided by the predicted log erythropoietin levels to obtain the

observed/predicted (O/P) ratio. An O/P ratio inferior to 0.92 suggests a lower-than-
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expected erythropoietin production, while values above 1.09 imply a higher-than-
expected erythropoietin production. (17)

Tumor necrosis factor-o levels were obtained by ELISA kits (R & D
Systems, Minneapolis, MN, USA) run in duplicates. Sensitivity for the TNF-o assay
is 1.6 pg/mL with mean intra- and interassay coefficients of variation of 4.6 and
5.8%, respectively. Our intra-assay variation was 4.7%. We used our previously
published data from control, healthy individuals as reference for TNF-a levels (0.6 £
1.9 pg/mL) to compare to present values. (18)

Hepcidin was measured in duplicate using commercially available ELISA Kkits
(DRG, Marburg, Germany). According to the manufacturer, sensitivity for the assay
1s 0.9 ng/mL, with mean intra- and interassay coefficients of variation of 6.8 and

9.2%, respectively. Our intra-assay variation was 3.5%.

Cardiopulmonary exercise testing.

Maximal functional capacity was obtained by an ergospirometric exam
performed on a treadmill (INBRAMED 10200, Porto Alegre, Brazil) through an
incremental exercise test and expired gas analysis, as previously described. A ramp
staged protocol was used, until volitional fatigue was reached. Gas exchange and
ventilatory variables were analyzed using a calibrated computer-based exercise
system (Cortex Biophysik Metalyzer 3B Stationary CPX system, MI3B2.1, Leipzig,
Germany). Data were obtained breath-by-breath and expressed as 15-second
averages. Peak oxygen uptake (VO;) was defined as the highest value of oxygen
consumption in the final 15-second period of exercise. Ventilatory efficiency was

estimated using the relationship between minute ventilation (VE) and carbon dioxide
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output (VCO,), by linear regression model using all data points obtained during the

cardiopulmonary exercise test (CPET). (19)

Statistical analysis.

Continuous data are expressed as mean * standard deviation or median and
interquartile range according to distribution, while categorical variables are presented
as absolute number and percentage. Continuous variables were compared by the
Student ¢ test or Mann-Whitney U test, and categorical variables by the chi-square
test or Fisher exact test, as appropriate. Correlations were obtained using Pearson or
Spearman coefficients, as appropriate. Logistic regression analysis was used to
determine independent factors associated to the anemic status. Two-sided P values
lower than 0.05 were considered statistically significant. All data were analyzed

using SPSS for Windows 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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Results
Patients’ characteristics.

We studied a total of 60 heart failure outpatients, of whom 38 were anemic.
Overall, patients presented moderate systolic dysfunction (left ventricular ejection
fraction of 30 + 8%). Mean age was 65 + 11 years-old, and around 3 of the
population were male.

Tables 1 and 2 describe clinical and laboratory data from studied population,
respectively. Patients with anemia were older, had lower body mass index (BMI) and
demonstrated a higher degree of renal dysfunction. Proportion of different etiologies
for heart failure was similar between anemic and non-anemic subjects, as well as
prevalence of diabetes and smoking history. At the physical exam, both systolic
blood pressure and pulse pressure values were higher in the anemic group. Except for
jugular venous distension and hepatojugular reflux, which were more often observed
among non-anemic patients, both groups presented similar frequencies of signs of
congestion such as peripheral edema and pulmonary rales. No study subject had a
third heart sound on cardiovascular examination. Furthermore, anemic and non-
anemic patients were under similar pharmacologic therapy for heart failure, except
for a higher prescription of spironolactone in the latter. Mean dose of furosemide
ranged around 80 mg/day. Anticoagulant and antiplatelet did not differ between
anemic status groups.

Hemoglobin levels in the anemic patients were only moderately diminished,
as overall values ranged around 11g/dL. Mean corpuscular volume was within
normal values in both anemic and non-anemic patients. As expected, renal function

parameters were worse among anemic subjects. Although vitamin B, levels were
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more elevated in the anemic group, true vitamin B, deficiency was rare in study

population (two cases in anemic group).



Table 1. Demographic and clinical characteristics of studied patients.

51

Variable Anemia No anemia P
(N =38) (N=22)
Age, years 69.6 9.6 58+10.8 <0.01
Gender, male 28 (74) 16 (73) 0.94
Ethnicity, Caucasian 33 (87) 17 (77) 0.27
BMI, kg/m” 24.7+3.5 27+5.1 0.04
NYHA functional class
I 15 (40) 6 (27) 0.78
II 13 (34) 9@41)
Ior IV 10 (26) 7 (32)
Heart failure etiology
Ischemic 16 (42) 6 (27) 0.71
Hypertensive 5(13) 4 (19)
Idiopathic 8(21) 6 (27)
Others 9 (24) 6 (27)
Ejection fraction 30.2+8.7 30.6 + 8.1 0.89
Medical history
Stroke 7 (18) 1(4.5) 0.13
Myocardial infarction 15 (39.5) 4 (18) 0.09
Diabetes mellitus 18 (47.5) 8 (36) 0.40
Chronic renal disease 24 (63) 7 (32) 0.02
Hypertension 25 (66) 10 (45.5) 0.12
Atrial fibrillation 14 (37) 6 (27) 0.45
History of neoplasia 7 (8.4) 14.5) 0.13
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Smoking (past/present)
Blood pressure, mm Hg

Systolic

Diastolic

Pulse pressure

Heart rate, beats/min

Heart failure signs and symptoms

Edema

Rales

JVD/HJR

Orthopnea/PND
Medications

ACE inhibitor or ARB

Beta-blocker

Furosemide

Digoxin

Spironolactone

Lipid-lowering therapy

Antiplatelet therapy

Anticoagulant therapy

23 (60.5)

127+ 27
74 £12
53£18

7211

12 (32)
16 (42)
5(13)

14 (37)

34 (89.5)
34 (89.5)
36 (95)
27 (71)
11 (29)
18 (47)
18 (47)

8 (21)

11 (50)

114+ 20
74+ 11
40+ 13

70 £ 15

9@41)
6 (27)
9 (40)

8 (36)

2091
22 (100)
21 (95.5)

18 (82)

13 (59)
12 (54.5)
10 (45.5)

8 (36)

0.43

0.05

0.85

<0.01

0.47

0.46

0.25

0.01

0.97

0.61

0.15

0.69

0.27

0.02

0.59

0.88

0.19

Abbreviations: BMI, body mass index; NYHA, New York Heart Association; JVD,

jugular venous distension; HJR, hepatojugular reflux; PND, paroxystic nocturnal

dyspnea; ACE, angiotensin-converting enzyme; ARB, angiotensin-receptor blocker.
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Table 2. Laboratory characteristics of studied patients.

Variable Anemia No anemia |
(N'=38) (N =22)

Hemoglobin, g/dL 114+1 13.8+ 1.1 <0.01
Hematocrit, % 355+2.8 42+133 <0.01
MCV, fL 91.7t5.1 90.9+5.7 0.60
RDW, % 146+ 1.6 139+ 14 0.12
Albumine, g/dL. 41103 42+0.3 0.46
Creatinine, mg/dL 1.4 (0.7 -4.5) 1.15(0.6 —2.2) 0.04
eGFR, mL/min/1.73m’ 53.1+248 69.6+22.8 0.01
Vitamin By, pg/mL 498 + 232 378 £ 178 0.05
Folic Acid, ng/mL 13+4.4 126 £4.4 0.75

Abbreviations: MCV, mean corpuscular volume; RDW, red cell distribution width;

eGFR, estimated glomerular filtration rate.

Iron metabolism parameters and erythropoietin values.

Iron metabolism parameters and erythropoietin values are described in Table
3. Among analyzed iron metabolism variables, we observed that ferritin levels were
within normal range, regardless of anemia status. However, anemic patients tended
to have abnormally low levels of TSAT. No differences were noted in levels of
TIBC, sTfR-F (median 1.4 in anemic and 1.1 in non-anemic, P = 0.08) and sTfR, the
latter being elevated in both groups with a trend towards higher values in patients
with anemia.

Median erythropoietin values were similar between patients with anemia and
without anemia, with values within normal range. However, erythropoietin O/P ratio

was found to be abnormally low in anemic subjects, which was significantly different
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from non-anemic patients. Fifty-seven percent of the anemic group presented an O/P
ratio lower than 0.92, cutoff that suggests a lower-than-expected erythropoietin
production. (17) Furthermore, we observed a strong correlation between
erythropoietin O/P ratio and hemoglobin values (r = 0.75, P < 0.01) and a trend

towards association with eGFR < 60 mL/min; P = 0.08 by chi-square.

Table 3. Iron and erythopoietin metabolism parameters.

Variable Anemia No anemia P
(N =38) (N=22)

Ferritin, ng/mL 168 (31 —776) 231 (21 - 1473) 0.24
Iron, pg/dL 68.5 £28.4 88.2+274 0.01
TSAT, % 21.5+£9.1 26.2+9.2 0.06
TIBC, pg/dL 31762 345 £59 0.09
sTfR, nmol/L 38.3(19.3-117.7) 32.7(17.2-99.1) 0.07
Erythropoietin, mUI/mL 19.2 (3.1 - 86.9) 21.1(7.0-80.4) 0.85
Erythropoietin O/P ratio 0.8(0.3-1.3) 1.4 (0.7 -17.0) <0.01

Abbreviations: TSAT, transferrin saturation; TIBC, total iron binding capacity;

sTfR, soluble transferrin receptor; O/P ratio, erythropoietin observed/predicted ratio.
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Iron deficiency prevalence according to different laboratory parameters is
described in Table 4. Ferritin, which is the main diagnostic test for iron deficiency in
patients with no chronic diseases, was able to detect only four subjects with
abnormally low levels. On the other hand, both TSAT lower than 20% and FAIR-HF
trial criteria for iron deficiency (10, 20), commonly employed to evaluate iron supply
in chronic renal impairment scenario, increased proportions of iron deficiency
patients. Measurement of sTfR identified an even higher percentage of impaired iron
metabolism. Finally, the presence of at least one positive test for iron deficiency was
observed in 75% of study population, denoting a high rate of iron deficiency
erythropoiesis. The clinical utility of the association of different laboratory
parameters for the diagnosis of iron functional deficiency, regardless of anemia is

illustrated in the Figure.
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Table 4. Iron deficiency prevalence in study population according to different

laboratory parameters*.

Variable Anemia No anemia P
(N=38) (N=22)

Ferritin < 45.4 ng/mL (21) 2(5.5) 209 0.47

TSAT < 20% (20) 20 (53) 6 (27) 0.05

Ferritin < 100 ng/mL or 16 (42) 6 (27) 0.25

Ferritin 100-299 ng/mL and TSAT < 20% (10)

STfR > 29.5 nmol/L (16) 29 (76) 12 (54.5) 0.26
sTfR-F > 1.62 (21) 14 (37) 5(23) 0.08
Presence of any of the above parameters 32 (84) 13 (59) 0.03

Abbreviations: TSAT, transferrin saturation; sTfR, soluble transferrin receptor;
sTfR-F, soluble transferrin receptor index.

*Cutoff points suggested for the diagnosis of iron deficiency in patients with anemia

of chronic disease.
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Figure. Iron deficiency prevalence according to different laboratory
parameters.

Abbreviations: TSAT, transferrin saturation; sTfR, soluble transferrin receptor;

sTfR-F, soluble transferrin receptor index.
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Levels of TNF-aand hepcidin.

Overall, patients had a low grade inflammatory profile, as judged by TNF-a
values, which remained within normal range according to the commercial ELISA
manufacturer assay. However, levels of this cytokine in the studied population were
over five times higher than historical healthy controls’ measurements from our
laboratory. (18) Moreover, a significant difference was observed between groups, as
patients with anemia had a 29% increase in TNF-a levels compared to non anemic
patients (7.7 £ 3.6 vs. 5.5 £ 2.6 pg/mL, respectively; P = 0.02). Also, we observed a
moderate correlation between TNF-a levels and eGFR considering the entire study
group (r =-0.43; P<0.01).

Hepcidin levels were also different between groups. Anemic patients showed
hepcidin values that were 21% higher than those from patients without anemia (39 *
13 vs. 31.6 £ 10.7 ng/mL, respectively; P = 0.03). Finally, there was no correlation

between those two variables (r = 0.05; P = 0.67).
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Multivariate analysis.

In logistic regression analysis, multivariate models to identify laboratory tests
associated with the presence of anemia were adjusted for age and BMI, as depicted in
Table 5. Variables independently associated to the occurrence of anemia were TSAT,
sTfR and erythropoietin O/P ratio. The cutoff of 0.92 or lower for the latter was the
strongest parameter associated to the occurrence of anemia in studied subjects. There
was a trend towards higher TNF-a levels among patients with anemia. Hepcidin
values, however, were not significantly associated to anemia in the multivariate

analysis.

Table 5. Laboratory variables independently associated to anemia in study

population®.

Variable OR CI 95% |
TSAT, % 0.93 0.86 —0.99 0.04
sTfR > 29.5 nmol/L 5.1 1.1-229 0.03
Erythropoietin O/P ratio < 0.92 8.3 1.3-51.1 0.02
eGFR, mL/min/1.73m* 0.97 09-1.0 0.08
TNF-o, pg/mL 1.2 09-1.5 0.06
Hepcidin, ng/mL 1.0 09-1.1 0.14

Abbreviations: OR, odds ratio; CI, confidence interval; TSAT, transferrin saturation;
sTfR, soluble transferrin receptor; O/P ratio, erythropoietin observed/predicted ratio;
eGREF, estimated glomerular filtration rate; TNF-a, tumor necrosis factor alpha.

*Covariates were adjusted for age and body mass index in the model.
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Functional capacity implications of anemia and iron deficiency.

A subgroup of 20 patients underwent cardiopulmonary exercise test. Half of
them were anemic. Overall, patients had moderate functional impairment (VO, peak
of 17.7 + 6.0 mL/kg'/min™). Although VO, peak was not significantly different
amongst groups, we observed changes in ventilatory efficiency parameters. A
significant positive correlation was observed between VO, peak and TSAT (r = 0.53;
P = 0.01). Table 6 demonstrates main cardiopulmonary exercise test parameters
according to anemia status.

When patients were categorized according to iron metabolism status, there
was a trend to lower VO, peak among iron deficiency patients (15.1 £ 2.9 vs. 19.5 £

7.0 mL/kg /min’'; P = 0.07).

Table 6. Maximal cardiopulmonary exercise test parameters.

Variable Anemia No anemia P

(N =10) (N = 10)

Peak exercise
VO, peak mL/kg ' /min™' 16.9 £6.0 19.8 6.8 0.32
R peak 1.0+0.07 1.0+0.07 0.71
Ventilatory efficiency

VE/VCO; slope 39.1£7.5 32.1£6.3 0.03

Abbreviations: VO,, oxygen uptake; R, respiratory exchange ratio; VE/VCO; slope,
relationship between changes in minute ventilation (VE) and carbon dioxide output

(VCOy,) during incremental exercise.
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DISCUSSION
The main finding of our study is that, in clinically stable outpatients with
systolic heart failure and anemia, iron deficiency is common and erythropoietin
production is blunted. We also found that even in the absence of anemia, important
portion of patients had iron deficiency. Finally, although levels of TNF-o and
hepcidin were elevated in our patients, they were not independently associated with

anemia.

Characteristics of studied patients.

Several studies have addressed anemia in the setting of heart failure, often
including both systolic and diastolic heart failure (11), stable and decompensated
clinical scenario. (8, 9, 17, 22, 23) Our study, however, focused on stable patients,
with moderate to severe systolic dysfunction and chronic anemia of any cause.
Different from other important descriptive studies in the area (9, 11), we established
a comparison group of patients with heart failure without anemia, which have been
allocated from the same cohort. Thus, we were able to approach pathogenesis of
anemia in a comprehensive manner, in a well matched group of patients with heart
failure with and without anemia.

Our study patients had mild anemia, less advanced NYHA functional class
but moderate to severe renal dysfunction was frequent. Also, as judged by traditional
protocol-based physical exam findings (24) and by relatively low dosage of daily
furosemide, it is unlikely that our patients had significant degrees of congestion.
These characteristics separate out our study population from those of other similar
studies, where hospitalized and pre-heart transplantation patients (9, 11, 22, 23) or

outpatients with only mild renal dysfunction were included. (8)
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Iron metabolism.

To our knowledge we were the first to investigate aspects relative to iron
metabolism, including sTRf and hepcidin together with TNF-a levels. Iron deficiency
may be important in heart failure, with cellular/muscular implications (25), even in
the absence of anemia. (26) Nanas and colleagues have demonstrated that 73% of
patients with heart failure had ferropenic anemia according to bone marrow aspirates
(9) In our study, we investigated iron availability for erythropoiesis through indirect
methods, considering the peculiarities of heart failure patients, in particular. For
instance, ferritin which is traditionally used to assess iron metabolism, may be
abnormally elevated in the setting of heart failure, due to an inflammatory-like status.
(27) However, median levels of ferritin in our study sample was not elevated,
suggesting that the inflammatory burden might not be significant. Nonetheless we
thus studied sTfR, which help to determine iron deficiency, irrespective of the
presence of inflammation, and found elevated levels. Opasich and colleagues also
observed increased sTfR levels in patients with anemia and heart failure, but unlike
our study, did not have a group without anemia as comparators. (11) These authors
also demonstrated that amongst patients with inflammation-related anemia, 63% had
criteria (low TSAT or high sTfR) compatible with low iron status. (11) Lastly,
Aldbrecht and colleagues, whose study population shared several similarities with
ours, detected a much lower iron deficiency prevalence (only 26% of patients with
anemia), according to criteria that included ferritin < 30 ng/dL or TSAT < 15%. (8)
However, this low prevalence may result from exceedingly rigid criteria for iron
deficiency, which may not necessarily represent usual clinical practice, at least in the

presence of inflammatory states. In addition, hemodilution was the strongest
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predictor of anemia (8), a feature unlikely significant in our stable ambulatory
patients.

Iron status may be of singular relevance for functional capacity in patients
with heart failure. (10) According to two important clinical trials, i.v. iron
supplementation, irrespective of the presence of anemia, caused improvement in
functional class and quality of life scores. (10, 26) Noteworthy, in our study 69% of
patients had iron deficiency, according to FAIR-HF criteria. Our data re-inforce the

importance of a comprehensive approach to detect iron abnormalities in heart failure.

Erythropoietin levels and erythropoietin expected/observed ratio.

It has been demonstrated that the majority of patients with heart failure and
anemia have increased circulating levels of erythropoietin, however, a consistent
degree of blunted production of erythropoietin as expected due to the degree of
anemia, is also seen. (17) In the study by Opasich and co-workers, blunted
erythropoietin production was observed in 76% of the patients with anemia
inflammation-related only. (11) Others have shown blunted erythropoietin
production in around 30 to 40% of patients with heart failure in more advanced
functional classes (NYHA classes III-IV) and/or with preserved renal function. (8,
17) Different factors are thought to modulate erythropoietin synthesis, including
cytokines (28), renal dysfunction (12) and use of ACE inhibitors. (29) While in the
present study no difference in erythropoietin levels was observed amongst anemic
and non anemic patients, we demonstrated that blunted erythropoietin production
was evident in 57% of the anemic group. Moreover, the erythropoietin O/P ratio 0.92
cutoff point was the strongest independent predictor of anemia in the entire study

group. Finally, a trend was observed between blunted erythropoietin production and
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impaired renal function. Taking our erythropoietin data together, it partially supports
the notion that renal homeostasis is relevant to prevent anemia development further

along.

Inflammation and hepcidin.

Anemia related to heart failure has been seen as associated with the heart
failure inflammatory milieu. (11) We chose to study TNF-o as a marker of
inflammation. We showed that patients with anemia had increased levels of this
cytokine compared to patients without anemia, although values were relatively
modest, which was similar to values from other studies on stable, outpatients with
heart failure. (30) The study by Opasich and colleagues has also shown increased
levels of TNF-a which was different compared to historical controls. (11) However,
our data further demonstrated that when levels of TNF-a were adjusted for age and
BMI, it no longer remained independently associated with anemia. We also
demonstrated that increased levels of TNF-o was associated to worse renal function,
perhaps indicating that in the presence a low grade of inflammation, other factors
may influence both TNF-a and anemia in heart failure, diminishing the causal impact
of one over the other.

In the setting of an inflammatory scenario, hepcidin inhibits iron release from
the reticuloendotelial system and iron absorption by the gut. (13) During ferropenia,
its levels decrease allowing iron availability for erythropoiesis. (13) Matsumoto and
colleagues have shown decreased levels of hepcidin in patients with anemia and
heart failure indicating that low iron stores prevails to dictate hepcidin turnover, at

least in the setting of patients admitted because of decompensated heart failure. (23)
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On the other hand, Aldbrecht and collaborators showed no difference in levels of
pro-hepcidin in patients with heart failure with and without anemia. (8)

Our study adds novel information as it measured hepcidin together with a
comprehensive iron metabolism panel in parallel with another traditional marker of
inflammation, TNF-a. We pioneered demonstrating that hepcidin was elevated in
patients with anemia, and similarly to the pattern observed with TNF-a, after
adjustment for age and BMI, hepcidin failed to remain associated with anemia.
Furthermore, we also did not demonstrate a positive association between hepcidin
and TNF-q, in keeping with the lack of association found in Matsumoto’s report with
regards to the behavior of hepcidin and yet another cytokine, IL-6. (23). In addition,
we did not find association between hepcidin levels and different iron metabolism
parameters. Clearly, there is ground for further, larger studies involving hepcidin and

the study of pathogenesis of anemia of heart failure.

Functional implications.

Considering the functional implications of anemia and/or iron deficiency
(26), as well as the impact of its treatment (10, 26), we identified a sub group of
patients who had ergospirometry tests contemporaneously performed while taking
part in our study protocol. Only one previous study assessing anemia in heart failure
patients, had peak VO, values reported which ranged around 13 mL/kg/min,
compatible with pre-cardiac transplantation criteria. (22) While without reaching
statistical significance, in our stable outpatients we were able to show that patients
with anemia had peak VO, values 15% lower than patients without anemia. In
addition, VE/VCO, slope was significantly different amongst groups, indicating that

patients with anemia had functional limitation dictated predominantly by its
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circulatory component, rather than ventilatory. Furthermore, when patients were
categorized according to iron stores status, those with iron deficiency, irrespective of
anemia, had significantly lower VO, values. Although limited by a very small
sample size, these data support the notion that reversal of anemia or iron deficiency
as suggested by recent clinical trials (26, 31), may have physiopathological basis, and

portraits potential for new venues in heart failure management.

Study limitations.

Our data should be viewed under certain technical considerations. This is a
cross sectional study; as such, the dynamic nature of anemia in heart failure, as it
may relates to congestion status, for example, was not addressed as hemodilution
was not formally assessed. The relatively small sample size may have limited our
power to detect associations running multivariate analysis, but we carefully restricted
the inclusion in the statistical modeling of only those variables considered clinically
relevant. Also, the magnitude of changes of inflammatory markers was mild,
remaining technically within normal range, although different amongst patients with
and without anemia. This may have limited the potential to uncover relevant
associations between TNF-a and hepcidin with other iron variables. Finally, iron
stores were not evaluated by bone marrow aspirates. We sought for less invasive and

innovative methods such as sTfR to detect iron status.

Conclusions.
We showed that in stable, outpatients with heart failure and anemia, iron
deficiency is markedly present as well as blunted erythropoietin production.

Moreover, iron deficiency was also seen in patients without anemia. In addition, our
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data demonstrates that although elevated levels of TNF-a and hepcidin were noted in
patients with anemia, values were only modestly increased, and were not
independently associated with anemia, indicating that low grade inflammation
associated with heart failure may not govern anemia mechanisms. Finally, both
anemia and iron deficiency appear to underscore impaired functional capacity of
patients with heart failure.

Taking together our data indicate a predominant role of iron-related
mechanisms in the pathogenesis of anemia in heart failure, when compared to
inflammation-related mechanisms, and set the stage for future research aiming at
appropriate management of both iron deficiency and ferropenic anemia to improve

exercise capacity and quality of life of patients with heart failure.
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CONSIDERACOES GERAIS

O principal resultado do nosso estudo foi o de observar uma alta taxa de
deficiéncia de ferro e produgdo atenuada de EPO em pacientes com IC sistdlica e
anemia, em acompanhamento ambulatorial e com quadro clinico estdvel. Também
foi observado que uma fragdo considerdvel dos pacientes sem anemia apresentou
alteracdoes laboratoriais compativeis com deficiéncia de ferro. O marcador
inflamatério TNF-a e a hepcidina apesar de maiores no grupo dos anémicos nao
foram preditores para a presenga de anemia.

Estudamos um grupo de pacientes com IC estdveis, com disfungdo sistélica
moderada a severa e presenca de anemia. Ao contrario de outros estudos também
avaliamos um grupo controle de pacientes com caracteristicas semelhantes, mas sem
anemia para desta maneira possibilitar uma melhor caracteriza¢do da anemia na IC.

Os pacientes do nosso estudo apresentaram anemia leve (Hb em torno de 11
mg/dL), classe funcional menos avancgada (74% classes I e II), e 63% com critérios
para doencga renal crénica. Baseado em achados do exame fisico e na dose de
diurético em uso, 0s pacientes niao apresentaram graus importantes de congestdao. Ao
contrario do nosso estudo a maioria dos trabalhos que avaliou a fisiopatologia da
anemia na IC avaliou pacientes hospitalizados, com quadros de IC avancada ou
pacientes ambulatoriais sem disfuncio renal.

Com relagdo as alteragdes no metabolismo do ferro, avaliamos nossos
pacientes através de métodos indiretos para quantificacdo do ferro disponivel para a
eritropoese. Excluindo o uso da dosagem de ferritina como diagnéstico para presenca
de deficiéncia de ferro, tendo em vista que ndo € um bom marcador para esse

diagndstico em pacientes com quadros de inflamagdo cronica, encontramos uma alta



73

taxa de ferropenia nos pacientes com anemia e uma taxa moderada nos pacientes sem
anemia. Esse fato é importante tendo em vista que ensaios clinicos realizados
recentemente com reposi¢ao de ferro parenteral em pacientes com IC e deficiéncia de
ferro mostraram além de um aumento na Hb, uma melhora na capacidade funcional e
escores de qualidade de vida dos pacientes estudados.

Nao observamos no nosso estudo diferenca nos niveis de EPO entre o grupo
de pacientes com e sem anemia. No entanto, encontramos a presenca de produgdo
atenuada de EPO em 57% dos pacientes com anemia, quantificada através da taxa
EPO O/P, que foi o principal fator preditor para a ocorréncia de anemia nos pacientes
avaliados. Também encontramos uma tendéncia a associagdo de uma pior funcio
renal com maior presenga de producdo atenuada de EPO, o que corrobora a
importancia da manuten¢ao de uma homeostasia renal adequada nesses pacientes.

Apesar dos nossos pacientes com anemia terem apresentados niveis elevados
de TNF-a e hepcidina quando em comparacdo com o grupo de pacientes controles
sem anemia, esses marcadores ndo foram preditores para a ocorréncia de anemia na
andlise multivariada, o que indica que talvez, a presenca de uma inflamagdo cronica
leve nesses pacientes ndo seja o principal fator associado com a génese da anemia
como pensado previamente. Ainda com relacdo a hepcidina, peptideo que regula a
homeostasia do ferro, ndo encontramos correlagdo da mesma com marcadores do
metabolismo do ferro ou TNF-a.

Em um subgrupo de pacientes que realizaram avaliacdo da capacidade
funcional observamos um pico de VO, 15% menor nos pacientes com anemia
quando comparados aos sem anemia e também menor no grupo de pacientes com
TSAT < 20% quando aos comparados com TSAT > 20%. Embora esses valores ndo

tenham apresentado significancia estatistica, provavelmente pelo pequeno tamanho
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da amostra estudada, essas alteracdes levantam em questdo um ponto importante
quando pensamos nos beneficios que podem ser trazidos com o tratamento da anemia
no pacientes com IC.

Por fim, mostramos que em pacientes com IC sistélica estaveis, com anemia e
em acompanhamento ambulatorial, houve uma taxa elevada de deficiéncia de ferro e
producdo atenuada de EPO. Também nossos dados sugerem que a presenga de
anemia ou deficiéncia de ferro estdo associadas a uma pior capacidade funcional
nesses pacientes. Isso abre perspectivas para novos estudos tanto no sentido de
elucidar cada vez mais a fisiopatologia da anemia em pacientes com IC quanto com

relacdo ao melhor tratamento que pode ser oferecido para 0s mesmos.
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ANEXOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estamos realizando um projeto de pesquisa no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre e gostariamos de contar com a sua ajuda.

O objetivo deste estudo é descobrir as causas de anemia nos pacientes com
insuficiéncia cardiaca para possibilitar um melhor tratamento.

Para participar o Sr(a). serd submetido a coleta de amostra de sangue
realizada através da pun¢do de uma veia periférica. Este procedimento pode provocar
dor e desconforto no local da pung¢ao e, eventualmente, uma pequena mancha roxa,
que tende a desaparecer em poucos dias.

Todas as informagdes obtidas neste estudo serdo absolutamente confidenciais
e para fins exclusivos de pesquisa. Se desejar, o Sr(a). ou qualquer médico a seu
critério poderd ter acesso aos resultados dos exames realizados.

Em qualquer momento o Sr(a) podera sair do estudo sem que isto prejudique
0 seu tratamento e acompanhamento no ambulatério.

O comité de ética deste hospital ja4 aprovou o projeto, se necessdrias outras
explicacdes, as pesquisadoras Nadine Clausell e Cristiane Weber estardo a seu dispor
nos telefones (51) 21018304 e (51) 92490862.

Eu, aceito participar deste estudo tendo sido

informado(a) previamente de suas caracteristicas e potenciais riscos.

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador responsavel

Porto Alegre, / /
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Questionario de coleta de dados

Iniciais: No. Prontudrio: Data:_ /__/
Telefone:

Data de nascimento: [/ Idade:

Sexo: 1 () Masculino 2 () Feminino

Raca: 1 ( )Branco 2( )Negro 3( )Pardo 4 ( )Outra

EXAME FiSICO

Peso: Altura: FC: PA.: X

Classe funcional NYHA: 1 ( ) 2() 3() 4( )

B3: 0 ( )nido 1( )sim

RHIJ 0 ( )nido 1( )sim TJ: 0 ( )ndo 1( )sim
Crepitantes: 0( )ndo 1( )sim

Edema periférico: 0( )ndo 1( )sim

Ortopnéia: 0( )ndo 1( )sim DPN: 0 ( )ndo 1( )sim
ETIOLOGIA DA IC

1 ( ) Isquémica 2 () Hipertensiva 3 ( ) Idiopatica 4 ( ) Outra

COMORBIDADES

AVC O0( )nao 1( )sim D. renal O(C )ndo 1( )sim
Neoplasia O0( )nao 1( )sim HAS O(C )ndo 1( )sim
IAM O0( )nao 1( )sim Fib atrial O(C )ndo 1( )sim

DM O(C )ndo 1( )sim Dislipidemia O ( )ndo 1( )sim
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Iniciais: No. Prontudrio: Data:_ /__/

EXAMES L ABORATORIAIS

Hb: Ur: Sat transf:

Ht: TGO: Tranferrina:

VCM: TGP: C. ferropéxica: _____

RDW:__ FA: B12:

CHCM: ____ GGT: Folato: __

HCM: BT: EPO:

Leuc: TP: Hepcidina:

Plaq: TSH: sTfR:

Albumina: Ferro: __ TNF-ou:

Cr: Ferritina:

ECOCARDIOGRAMA FE: Data: __ /__/

MEDICAMENTOS

IECA: 1. Captopril ( ) 2. Enalapril (_____) 3. Outro

Beta-bloqueador: 1. Metoprolol tartarato 2. Metoprolol Succinato
3. Carvedilol 4. Outro

Espirolonolactona: Fursosemide:

Digoxina: HCTZ:

BRAII: 1. Losartan 2. Valsartan 3. Outro

Estatina: 1. Sinvastatina 2. Atorvastatina 3. Outro

Outros medicamentos:




