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1 INTRODUGAO

A maior causa de mortalidade em pacientes com insuficiéncia renal crénica
(IRC) é de origem cardiovascular, atingindo um indice anual em torno de
aproximadamente 9%, ou seja, 10 a 20 vezes maior se comparada a populagéo
geral, mesmo quando o ajuste é feito para outros fatores de risco tais como idade,
raga, sexo e presenga de diabetes mellitus (DM) [1]. As causas de doencga
cardiovascular em pacientes com IRC sdao de origem multifatorial, e embora a
presenga de conhecidos fatores de risco sejam comumente encontrados, outros
fatores ditos nao tradicionais, tais como desnutri¢cao, infec¢ao persistente e estresse

oxidativo (EO) parecem exercer um papel relevante no desenvolvimento do processo
aterosclerético neste grupo de pacientes [2-4].

A presenga de inflamagdo é um achado consistente em pacientes com IRC e
tem sido amplamente reconhecida como um novo fator de risco para doenga arterial
coronariana (DAC) [5]. Nao é incomum em pacientes em fase pre-dialitica se
encontrar niveis elevados de proteina C-reativa (PCR), e isto tem sugerido que a
fungéo renal residual (FRR) pode ter influéncia sobre a resposta inflamatoria neste
grupo de pacientes [5]. Adicionalmente, a presenga de niveis plasmaticos elevados
de outros marcadores inflamatérios, como interleucina 6 (IL-6) sugere que processos
nao relacionados s6 a FRR, como a presenga de trombose em enxertos vasculares
[6], o processo aterosclerético per se [7], infecgdes persistentes (Chlamydia
pneumoniae) [8] e infecgdes dentais [9], podem contribuir para o aumento do

estimulo & resposta inflamatéria observada em pacientes com IRC terminal [5].

Causas de inflamag¢ao na IRC

Insuficiéncia renal cronica per se

O desenvolvimento da IRC contribui para o aparecimento do quadro
inflamatério, sendo que em alguns estudos os niveis séricos de determinados
marcadores inflamatérios, tais como: IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral a (FNT-a)
se mostraram significativamente elevados em pacientes com IRC, ndo sendo
diferentes entre os pacientesque iniciaram didlise ou estavam em fase pré-dialitica

[10, 11]. Por outro lado, outros autores descreveram que a resposta inflamatdéria



estaria exacerbada em pacientes em dialise comparada aos pacientes que ainda
ndo a iniciaram [12-14]. Qual seria entdo a explicagdo encontrada para que a
deterioragdo da fungdo renal seja uma causa importante de inflamagdo nos
pacientes com IRC? A medida que ocorre a perda de fungdo renal um aumento dos
niveis séricos dos marcadores inflamatérios, em especial as interleucinas, comeca a
ser verificada nestes pacientes [15]. Nos urémicos em fase pré-dialitica ha uma
relagcao diretamente proporcional entre 0 aumento dos niveis circulantes de varias
citocinas e seus receptores e a queda de fungéo renal [16-18]. Panichi et al [19]
mediram os niveis séricos de PCR e IL-6 em 102 pacientes em pré-dialise e
observaram que 25% deles apresentavam niveis de PCR acima de 5mg/l. Quando
estes mesmos pacientes foram divididos de acordo com a FRR, 56% deles com
clearance de creatinina (CICr) inferior a 20ml/min tiveram niveis de PCR acima de
5mg/l, enquanto que no outro grupo com um CICr superior a 20 ml/min, somente
10% deles apresentavam PCR acima deste valor.

Outros autores confirmaram o fato da FRR estar diretamente relacionada a
um aumento dos niveis de citocinas plasmaticas e de seus receptores. Memoli et al
[20] determinaram que a excregao renal de receptores soluveis da IL-6 (slL-6) esta
marcadamente reduzida em pacientes com IRC em fase pré-dialitica. Do mesmo
modo, Bolton et al [21] verificaram que o nivel sérico de creatinina foi o fator
independente mais determinante dos niveis séricos de IL-6 em pacientes com IRC.
Confirmando estes achados, Chung et al [22] recentemente demonstraram em
pacientes em didlise uma associagao significativa entre marcadores inflamatérios e
FRR confirmando os achados descritos previamente.

Infecgoes persistentes e inflamagao

A presenga de infecgées crdnicas com o envolvimento de varios
microorganismos, em particular, Chlamydia pneumoniae, Cytomegalovirus e
Helicobacter pylori parecem estar relacionadas ao desenvolvimento do processo
inflamatoério e da aterogénese. Estudos epidemioldgicos tem evidenciado a presenga
de Chlamydia pneumoniae em placas ateroscleréticas de pacientes com doenga
arterial coronariana indicando uma associagado positiva entre infecgdo por este
microorganismo e aterosclerose [5, 23]. Zoccali et al [24] demonstraram em um



grupo de tabagistas em hemodialise (HD) que a presenga de imunogloblinas da
classe 1gG anti-Chlamydia pneumoniae foi associada com a presenc¢a de placas
ateroscleréticas em carétida. Estes mesmos autores [24] estudando 278 pacientes
com IRC mostraram que a mortalidade foi quatro vezes maior em pacientes que
apresentaram-se soropositivos para a presenga de Chlamydia pneumoniae. Outro
agente infeccioso responsavel por infecgdes crénicas em pacientes urémicos e nao
urémicos € o Helicobacter pylori. O Helicobacter pylori € um patégeno encontrado
em todo o mundo, principalmente em paises em desenvolvimento, atingindo a
prevaléncia, em algumas partes rurais da Africa, de até 96% [25]. Tem sido
documentada a presenga de DNA de Helicobacter pylori em placas ateroscleréticas

em artérias coronarias dando suporte a idéia que este agente pode influenciar no
desenvolvimento da aterosclerose.

Outra situagao clinica relacionada & presenga de inflamagao cronica séo as
infec¢oes periodonta’is. A doenga periodontal é uma importante fonte de produtos da
resposta inflamatéria resultante da interagao entre o hospedeiro e o patégeno oral, e
que pode exercer seus efeitos por um longo periodo [26]. A recente analise do
estudo NHANES Il [9]encontrou uma associagéo significativa entre valores da PCR
e a incidéncia de doenga periodontal. Adicionalmente, tem sido relatada a presenga
de fendmenos tromboemboélicos em pacientes com inflamagdo periodontal
provocada pela Pohyromonas gingivalis [27].Um recente estudo canadense [28]
avaliou 147 pacientes em dialise e verificou que quase a totalidade destes pacientes
apresentava algum sinal de gengivite. Em 1991 na cidade do Rio de Janeiro 1854
individuos ndo urémicos foram avaliados quanto ao seu estado periodontal sendo
que 97,5% destes individuos necessitavam de algum tipo de terapia periodontal [29].
Parece razoavel se supor que a populagdo de pacientes urémicos no Brasil ndo é

diferente quanto a presenga de um estado dental precario.

Dialise e qualidade do dialisado

A exposicao do sangue dos pacientes em HD a membranas menos
biocompativeis causa ativagdo das células mononucleares e tem sido apontada
como um potencial fator associado a inflamagdo neste grupo de pacientes [30].
Membranas menos biocompativeis, feitas a base de celulose, ativam células da



linhagem branca, sistema complemento e podem exercer seus efeitos diminuindo a
fungédo renal residual. Alguns investigadores tem sugerido que mesmo membranas
biocompativeis podem ativar a resposta inflamatéria durante a HD. Honkanen et al
[31] observaram similar aumento dos niveis circulantes de |IL-1p e outros marcadores
inflamatérios de fase aguda durante 240 minutos de dialise utilizando diferentes tipos
de membranas, tais como celulose, acetato de celulose e polimetiimetacrilato. Isto
leva a crer que, independente do tipo de membrana utilizada, o procedimento
dialitico € uma potencial fonte de inflamagao nos pacientes urémicos.

A qualidade da agua usada na HD também parece interferir na presenga de
inflamacao nestes pacientes. O uso de solugbes nao estéreis e a passagem de
lipopolissacarideos bacterianos através da membrana dialitica podem propiciar o
desencadeamento do processo inflamatério [32]. Além do mais, tem sido relatada a
diminuicao da producdo de citocinas plasmaticas com o uso de agua livre de
endotoxinas (ultrapura) obtida por filtragédo do liquido de dialise [32].Este fato sugere
que a ativagdo monocitaria pode ser desencadeada por endotoxinas, as quais
podem diretamente atravessar a membrana de didlise ou estar no lado do dialisado
da membrana [33].

A exposi¢cado sangiiinea a membranas menos biocompativeis ou a solugdes
de dialise ndao estéreis ndo podem explicar a presen¢a de inflamagdao em outros
grupos de pacientes urémicos como, por exemplo, os pacientes em dialise peritoneal
(DP) [20]. Yeun et al [34] verificaram que pacientes em DP apresentaram-se mais
inflamados quando comparados aos pacientes em HD. Na verdade, alguns fatores
especificos da DP tais como exposigdo da membrana peritoneal a substancias
presentes no liquido de dialise ndao estéril e o préprio acesso transperitoneal para
dialise sado potenciais fontes de estimulo a inflamagao [35] Independente do tipo de
modalidade dialitica, a maioria dos pacientes em dialise apresentam evidéncias de
ativagao da resposta inflamatéria. Um fato interessante a se notar é que o padrao da
resposta inflamatéria varia ao longo do tempo. Kaysen et al [36] demonstraram em
37 pacientes em HD que a resposta inflamatéria modifica-se ao longo do tempo.
Estes autores observaram que a variagdo nos niveis de PCR foi de 2 ordens de
magnitude quando comparados a albumina e transferina séricas. Outro fato

significativo verificado foi de que a resposta inflamatéria nao foi influenciada pelo tipo



de membrana dialitica, sugerindo que outros fatores nao relacionados a dialise
também estdo envolvidos na génese e perpetuagao do processo inflamatério.

Prevaléncia de desnutrigao, inflamagao e aterosclerose nos pacientes com IRC

Stenvinkel et al [37] estudaram pacientes suecos em fase pré-dialitica e
puderam observar que 44% eram malnutridos, 32% tinham sinais de inflamagéao, e
que em 72% pode-se verificar a presenga de placas em carétida. Caravaca et al [38]
analisaram 201 pacientes espanhdis em pré-dialise e puderam notar que 36% deles
apresentavam sinais de desnutricdo. Relatos da América do Norte como o estudo
CANUSA [39] descreveram que 51% dos pacientes em dialise apresentavam sinais
de desnutricdo enquanto que 4% deles eram severamente desnutridos. Parece que

ja na fase pré dialitica metade destes pacientes ja apresentam algum sinal de
desnutrigao.

Quando se analisa a prevaléncia destes fatores nos pacientes em didlise a
presenga da chamada sindrome MIA (ma nutricdo, inflamagao e aterosclerose) é
mais evidente. Qureshi et al [40] demonstraram que a prevaléncia de desnutrigao
nos pacientes suecos em hemodialise foi de 65%, e que a evidéncia de atividade
inflamatoéria esteve presente em quase que 55% dos casos cuja principal causa de
mortalidade foi de origem cardiovascular (52%). Mais recentemente 0 mesmo grupo
descreveu [41] que 57% dos pacientes em HD apresentavam niveis elevados de
PCR e que a presenga de desnutricdo foi de 40 e 80 % nos sobreviventes e néao
sobreviventes, respectivamente. Zimmermann et al [42] em 1999 estudaram 280
pacientes estaveis em HD e verificaram que a PCR estava elevada em 46% desta
populagao na auséncia de infecgao clinica aparente, e que a mortalidade por doenga
cardiovascular foi significativamente mais elevada nos pacientes com aumento da
PCR. O mesmo grupo recentemente descreveu i43], que ao final de quatro anos de
acompanhamento destes pacientes o indice de mortalidade anual foi de 11%,
comprovando a observagao inicial de que a alta taxa de mortalidade correlaciona-se
com elevagdes séricas da PCR.

Yeun et al [44] também demonstraram uma forte correlagao entre a presencga
de inflamagao, avaliada pela medida sérica da PCR, e a mortalidade cardiovascular

nos pacientes em HD. Foi constatado neste estudo que pacientes que apresentaram



menor sobrevida foram aqueles cujos niveis de PCR encontravam-se mais elevados.
Outro achado destes autores foi que a maior causa de mortalidade neste mesmo
grupo (41,5%) foi de origem cardiovascular. lkizler et al [45] acompanharam a
sobrevida de 73 pacientes em HD durante 15 meses, e concluiram que o risco de
hospitalizagao foi maior no grupo de pacientes com PCR elevada. Da mesma forma,
Kaysen et al [36] em um estudo longitudinal estabeleceu que os valores da PCR
podem variar ao longo do tempo, levando a crer que a resposta inflamatéria se da de
forma intermitente e que os niveis de albumina sérica sao influenciados diretamente
pela presenga de inflamacdo. Finalmente, Bologa et al [46] correlacionaram outros
marcadores inflamatérios que ndo a PCR, como o FNT a e IL-6 com o grau de
hipoalbuminemia e constataram que a IL-6 foi o fator de risco de mortalidade mais
significativo. O que parece claro na analise destes diversos estudos é a intima

relagdo entre a presenca de inflamagao e doencga cardiovascular (DCV).

Ao se analisar a presenga da sindrome MIA nos pacientes asiaticos parece
que os resultados sdo um pouco diferentes em relagdo aos estudos realizados nos
EUA e Europa. Apesar da principal causa de mortalidade nestes pacientes também
ser de origem cardiovascular, sendo responsavel por 43,1% das mortes no Japao
[47], a prevaléncia de desnutrigdo e inflamagdo € menor. Outro fato relevante é que
a alta prevaléncia de hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus e
anormalidades lipidicas, observada em japoneses, exercem um papel relevante na
elevada prevaléncia de eventos cardiovasculares. Quando se analisou a presenga
da sindrome MIA nesta populagédo especifica, Noh et al [48] verificaram em 106
pacientes em dialise peritoneal que somente 12% dos pacientes apresentaram
sinais de inflamagdo, sendo que a prevaléncia de desnutricdo neste estudo foi
somente de 30,8% . Ainda assim, apesar da prevaléncia de pacientes inflamados ser
baixa, a PCR mostrou-se um fator independente de mortalidade. Iseki et al [49] em
outro estudo asiatico analisando 163 pacientes em HD, observaram que a
prevaléncia de inflamagao foi de 27% e que 55% dos 6bitos foram de origem
cardiovascular. Qual a explicagdo para que pacientes asiaticos apresentem menor
prevaléncia de inflamagdo embora com a mesma prevaléncia de doenga

cardiovascular? Pode-se especular que a presenga de influéncias genéticas,



diferengas dietéticas e sécio-econdmicas podem modificar a presenga da sindrome
MIA nesta populagao.

Desnutricao nos pacientes com IRC

Outra caracteristica comum nos pacientes portadores de IRC é a presenga de
desnutricdo, que pode variar de acordo com a populagao estudada, entre 10 a 70%
em pacientes em HD e de até 18% a 51% nos pacientes em DP [50]. Além do mais,
estes pacientes podem apresentar com 2 tipos de desnutricdo [51]. O primeiro tipo
(tipo 1) é relacionada a uma baixa ingestdo proteico-calérica. Neste contexto, a
presenga de co-morbidades € incomum e a albumina sérica (Alb-S) pode estar
normal ou levemente diminuida. O segundo tipo de desnutricdo esta associado com
a inflamagao e aterosclerose e DCV. Obviamente estes dois tipos de desnutricdo
sao frequentemente. combinados na pratica clinica.A maioria dos estudos que
avaliaram o estado nutricional na populacdo urémica foi realizada em paises
industrializados. Estudos europeus que analisaram o estado nutricional de pacientes
portadores de IRC, na populagédo sueca [40] e espanhola [38] puderam constatar
presenga de um estado nutricional ndo satisfatério em 44 e 36% da populagdo

urémica em fase pré-dialitica.

A avaliagao nutricional da populagado urémica pode ser realizada por métodos
mais simples como, por exemplo, por meio da histéria e exame fisico, método
conhecido como o da avaliagao subjetiva global (ASG) que é simples, validado e nao
oneroso de avaliagdo do estado nutricional [52]. Outros métodos objetivos podem
ser empregados como, por exemplo, avaliagdo de peso, altura e pregas cutaneas.
Lowrie et al [53] descreveram que quanto maior a porcentagem do peso atual abaixo
do ideal maior € o risco de mortalidade. A taxa do aparecimento do nitrogénio ureico
(PNA) é utilizada para estimar a ingesta alimentar protéica de pacientes estaveis e
expressa o aparecimento total de nitrogénio em termos de ingesta protéica. Este
indice pode ser calculado por meio da medida do nitrogénio urinario. A

recomendagdo protéica recomendada para pacientes em HD atualmente é de no
minimo 1,2g/Kg/dia [50]. —
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O estudo MDRD [54] apresenta evidéncias suficientes de que a medida que
ocorre uma queda no RFG uma piora do estado nutricional € observada. Enquanto &
claro existir uma queda da ingestao protéica calérica quando a filtragao glomerular
atinge 60ml/min, a diminuigdo é muito pequena até que atinja 30ml/min. Apesar
disto, quando se mediu a Alb-S e a transferrina observou-se uma queda muito mais
acentuada com o decréscimo da fungao renal residual. A hipétese mais aceita para
explicar este fato € que a presenga de inflamagéo seja responsavel pelo declinio dos
niveis séricos destas proteinas. Muitos fatores tém sido relacionados com o
desenvolvimento de desnutricdo nos pacientes em HD incluindo baixa ingestao
proteica devido ao quadro de anorexia, presen¢ga de nauseas e vOmitos causados
pela sindrome urémica, didlise inadequada e doengas crénicas concomitantes como,
por exemplo, a presenga de insuficiéncia cardiaca congestiva [55, 56]. Além disto, a
acidose metabdlica, anormalidades endocrinolégicas tais como a resisténcia
insulinica e o hipetparatireoidismo secundario podem aumentar o catabolismo
protéico e aumentar o risco do aparecimento de um balango negativo de nitrogénio
[57]. A perda no dialisado de proteinas e aminoacidos nos pacientes em DP também
parece contribuir para o aparecimento deste disturbio [58].

O tipo da membrana dialitica afeta 0 metabolismo protéico dos pacientes em
HD.A interagdo entre o sangue e membranas regeneradas de celulose, por exemplo,
conduz a um maior catabolismo protéico [20]. Além disto, a ativagdo do sistema
complemento pode conduzir a liberagdo das citocinas pré-inflamatérias (FNT-o e IL-
1) causando degradagao da musculatura [59]. Finalmente, outro fator adicional a ser
considerado é a presenga de acidose metabdlica. A acidose metabélica aumenta o
catabolismo protéico corporal e induz o balango nitrogenado negativo em pacientes
com IRC, estimula a desidrogenase do cetoacido de cadeia ramificada do musculo
portanto aumenta a degradagéo do a-cetoisocaproato, que é o cetoacido da leucina

responsavel pela inibigcdo do catabolismo protéico no musculo [60].

Inflamagao e aterogénese

Zimmermann et al [42] demonstraram que tanto a PCR quanto a albumina
foram fatores independentes de mortalidade em todas as causas de O6bito nos
pacientes em hemodialise. Contudo, a PCR contribuiu em maior intensidade quando

comparada a albumina sérica. Yeun et al [44] verificaram que os pacientes que



apresentavam niveis de PCR acima de 11,5ug/ml obitaram apds 28 meses de
observagao. Bologa et al [46] relataram 60 % de mortalidade nos pacientes em HD

que se encontraram no mais alto tercil do nivel da PCR em 26 meses de
observagao.

A PCR é um membro da familia das pentraxinas e € considerada o protétipo
das proteinas de fase aguda em seres humanos. A sintese da PCR acontece no
figado [61], apesar de uma produgéo extra-hepatica ja ter sido documentada [62,
63]. A interleucina 6 (IL-6) € a principal indutora do gen da PCR, porém a IL-1, os
glicocorticbides e os produtos originarios da ativagdo do complemento agem
sinergicamente com a IL-6 na geragao de PCR [61]. A PCR consiste de 5 cadeias
de moléculas arranjadas simetricamente por ligagdes ndo covalentes em torno de
um nucleo central, sendo que sua fungao bioldgica principal é o reconhecimento de
patégenos e células danificadas do préprio hospedeiro (incluindo antigenos
nucleares, lipoproteinas e células apoptéticas) e a mediagédo de sua eliminagdo por
meio do recrutamento do sistema de complemento e células fagociticas [64, 65].

Além do fato de a PCR ser um marcador de inflamagao, esta proteina per se
parece apresentar propriedades pro-inflamatérias por meio da ativagao do sistema
complemento [66]. A elevagao dos niveis de PCR apés o infarto agudo do miocardio
e durante a angina instavel € um fator prognéstico de sobrevida e confirma que o
processo inflamatério pode nao ser meramente um epifendmeno, mas sim um fator
patogénico relevante na formagéao da placa aterosclerética [67]. Em 1985 Vlaicu et al
[68] pela primeira vez demonstraram a presenga de PCR no interior da camada
intima arterial de aorta aterosclerética. Em 1998 Torzewski et al [69], investigando
lesGes ateroscleréticas coronarianas, notaram que a maioria das células espumosas
subendoteliais apresentavam a preseng¢a de PCR além de fragdes do complemento,
tais como C5b-9. '

Muitas proteinas de fase aguda estdo diretamente associadas com a doenga
vascular. Uma delas em especial € o fibrinogénio [70]. Niveis de fibrinogénio
aumentados estdo diretamente relacionados com a presenga de inflamagdo e
desnutricao, e os niveis destas proteinas, tal como a PCR variam ao longo do tempo
nos pacientes em HD [71]. Desta forma, episddios agudos de inflamagéo podem

aumentar a concentragcdo deste fator de coagulagdo no plasma. Outra proteina
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sérica que pode encontrar-se aumentada na populagdo urémica é a lipoproteina a
(Lp(a)), que também se correlaciona com a preseng¢a de desnutrigdo e inflamagao,
sugerindo que a sua regulagéo pode sofrer influéncia da resposta inflamatéria aguda
[72]. A inflamagao também altera a expressdo de moléculas soliveis de adesao a
célula vascular (VCAM-1) e de molécula solliveis de adeséo intercelular (ICAM-1)
estas moléculas promovem uma maior adesividade do monécito a célula vascular e
estdo associadas a doenga vascular [73, 74] .

A relacao entre a variabilidade da resposta inflamatéria aguda nos pacientes
em HD e a presenga de doenga vascular permanece obscura. Muitas possibilidades
tém sido aventadas, porém até o momento de forma especulativa. Nao se sabe, por
exemplo, se a inflamagéao que ocorre por um curto espago de tempo pode resultar
em eventos cardiovasculares. A inflamagao claramente altera a composig¢ao protéica
plasmatica e as estruturas protéicas e lipoprotéicas também sao afetadas pelo
processo inflamatério. O fato € que o tempo entre estas alteragcées e o
desenvolvimento de doenga oclusiva aterosclerética pode nao ser imediata, mas
ocorrendo o dano vascular este processo pode se auto-alimentar, ou seja, as células
monocitarias envolvidas no dano a parede do vaso contribuem para o aumento

crénico dos niveis das proteinas de fase aguda e a partir dai estabelecendo-se um

ciclo vicioso [75].

Inflamagao e doeng¢a cardiovascular

A doenca vascular aterosclerética é uma complicagdo freqiente nos
pacientes portadores de IRC. A DCV é a maior causa de mortalidade sendo
responsavel por quase metade dos 6bitos nestes pacientes [42]. Utilizando critérios
clinicos de diagnéstico a DAC e a insuficiéncia cardiaca congestiva estdo presentes
em cerca de 40 % dos pacientes incidentes em HD [40, 76]. Embora a presenga de
DAC parecga alta pode existir uma subestimagado de sua verdadeira prevaléncia, o
que ja foi verificado em estudos angiograficos em pacientes diabéticos
assintomaticos [77]. Levin et al [78] demonstraram que a prevaléncia de hipertrofia

ventricular esquerda € inversamente relacionada ao grau de fungao renal residual.
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As causas da DCV em pacientes com IRC sdo multiplas e incluem os
chamados fatores de risco tradicionais e nao tradicionais [2]. Os chamados riscos
tradicionais (idade, histéria familiar, hipertensao arterial sistémica, diabetes mellitus,
dislipidemia, obesidade e sedentarismo) estdao presentes nos pacientes com IRC,
porém o ambiente urémico parece predispor que fatores nao tradicionais
(sobrecarga de volume, anemia, anormalidades do metabolismo do calcio e fésforo e
estresse oxidativo) agravem e acentuem o desenvolvimento de DCV neste grupo de
pacientes [79,80].

As hipoteses mais atuais enfatizam o papel da disfungédo endotelial como
primeira etapa da formagdo da placa do ateroma sendo que cada leséo
aterosclerdtica caracteristica  representa um diferente estagio do processo
inflamataério crénico na parede arterial [81]. Na ultima década muito se tem estudado
o papel da inflamagdo na génese do processo aterosclerdtico. As evidéncias
levantadas apontam que a inflamagao na parede da artéria representa o inicio e a
perpetuacao do processo aterosclerético que inclui desde a erosao, fissura e ruptura
da placa aterosclerética, passando a se definir o processo aterosclerdtico nao
somente como uma entidade puramente de origem metabdlica (dislipidemia), mas
sim se acentuando seu componente inflamatério [82].

E importante ressaltar que o processo inflamatério tem efeitos significativos
na oxidagao das lipoproteinas [30]. Durante este processo ocorre um aumento na
expressao das moléculas de adesao endotelial que promovem a adesao e ativagao
de células mononucleares e de neutréfilios a superficie endotelial [30]. Proteinas de
fase aguda produzidas pelo figado como amil6ide sérico A (SAA) deslocam a Apo A-
| (que € uma proteina de fase aguda) da molécula de lipoproteinas de alta densidade

(HDL), tornando esta molécula aderente a vasculatura endotelial [82].

Concomitantemente, ha um aumento do contetdo de triglicerideos do HDL e
este HDL modificado ndo é mais capaz de reduzir as lipoproteinas de baixa
densidade oxidadas (LDL-ox) que sao fundamentais na aterogénese [83, 84]. Outra
alteragdo significativa ocasionada pela presenga de inflamagdo € que a
mieloperoxidase, uma potente enzima leucocitaria, pode causar a oxidagao LDL. O
resultado final deste processo é que macréfagos endoteliais fagocitam este LDL

oxidado tornando-se macréfagos carregados de lipideos, que iniciam e propagam o
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processo aterosclerético [30, 82). Independente da causa inicial que desencadeia o
processo de disfungdo endotelial, apés o dano ao endotélio ter acontecido, inicia-se
a adesividade leucocitaria e plaquetaria e uma atividade pré-coagulante é
estabelecida, com conseqiente sintese de citocinas, fatores de crescimento e
moléculas vasoativas pelo endotélio lesado [85].

A partir desta etapa com a aceleragao do processo inflamatério, ocorre uma
proliferacéo de células musculares lisas, aumento da espessura da parede arterial,
acumulo de macrofagos e linfécitos nesta parede com ativagdo das células
musculares lisas levando a liberagdo de enzimas hidroliticas, citocinas com
conseqilente necrose focal [86). Uma capa fibrosa €& organizada sobre o nucleo de
gordura e area de necrose dando inicio a um ciclo vicioso de infiltragao
mononuclear, migragao e proliferagdo de células musculares lisas, alteragdes
fibroticas e espessamento e reestruturagéo da parede arterial levando a uma

redugdo da luz do vaso afetado [85, 87].

A leséao arterial altera o fluxo sanguineo e dependendo do grau de estenose
pode produzir lesdo isquémica do érgao afetado [85). O processo de eroséo e
ruptura da capa fibrosa freqiientemente acontece nos locais mais frageis desta capa,
e dao entrada a macréfagos que se acumulam e sao ativados, liberando
metaloproteinases (colagenases e elastases) que geram instabilidade da placa
aterosclerética, fatores tissulares pro-coagulantes e outros fatores hemostaticos que
ativam o processo de trombose arterial [85, 88].

Inflamagao e estresse oxidativo

Termos como radicais livres (RL), EO e antioxidantes tém sido amplamente
utilizado nas discussdes de mecanismos de varias doengas. A introdugao destes
termos iniciou-se a partir de 1969 por Joe M. McCord trabalhando em colaboragéo
com Irwin Fridowich na Duke University. Estes dois autores descobriram uma enzima
conhecida chamada superéxido dismutase (SOD) que catalisa a conversdao das
chamadas espécies reativas de oxigénio O, (ERO) a peréxido de hidrogénio,
conforme a seguinte reagao quimica [89, 90]:
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SOD
\:
O'2+O'2+2H+ — H,0,+0,

Da reagdo quimica acima pode-se observar que as ERO podem ser
convertidas a peréxido de hidrogénio (H202) pela enzima SOD, este por sua vez é
convertido em H;O tanto pela enzima conhecida como catalase ou glutationa
peroxidase[90]. Em termos praticos, as espécies reativas de oxigénio incluem dois
compostos, 0 anion superéxido (O7,) e o radical hidroxil (OH"), ambos caracterizados
por apresentarem um unico elétron ndo pareado. O H20, nao é um radical livre,
mas que na auséncia da catalase ou na presenga de um potencial doador de
elétrons (Fé** e Cu?") é convertido a hidroxi-radical, que é o mais potente e
citotéxico das ERO [91].

Hoje parece ser claro que o EO, particularmente quando radicais livres séo
formados a partir de leucécitos e de reagdes inflamatérias, é originado pela formagéo
de ERO, que podem causar danos ao DNA celular, a respiragdo celular mitocondrial
e dano direto ao parénquima de érgaos [91]. Em condigdes normais as ERO séo
contidas por um elaborado sistema antioxidante contituido de numerosas enzimas
de origem enddgena, bem como por compostos oriundos da dieta que formam um
sistema protetor contra a toxicidade mediada pelas ERO [89, 90, 92].

O EO que decorre quando ha produgéo excessiva de radicais livres de
oxigénio ou niveis baixos de anti-oxidantes tem sido considerado um importante fator
de desenvolvimento da disfungéo endotelial e aterogénese [93]. Radicais livres estao
envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose por gerar LDL-ox que através de
varios mecanismos danificam a parede vascular e causam lesfes ateroscleréticas.
EO elevado € comum em todas as fases da IRC e em dialise a perda de
antioxidantes durante o tratamento dialitico, como as vitaminas C e E, pode agravar
o processo [94]. Dando suporte a esta hipétese, um estudo do uso de capilares
recobertos com vitamina E, com um seguimento de 3 meses, mostra ndo s6 um
aumento nos niveis plasmaticos de vitamina E mas também elevagdo no HDL e

redugdo na oxidagao de LDL, apontando para beneficios do tratamento anti-oxidante
nesta populagao [95].
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Em pacientes portadores de IRC e diabetes mellitus produtos do metabolismo
avancado da glicélise (PAGs) tem sido relatados como agentes etiolégicos
importantes no desenvolvimento de DCV [96]. Os PAGs sao formados por glicélise
nao enzimatica ou glicoxidagéao de proteinas, e se acumulam no plasma lentamente
durante o processo natural de envelhecimento; este processo se intensifica
marcadamente em pacientes diabéticos e com IRC [97] Os PAGs mais claramente
identificados sdo a pentosidina e a Ne-carboximetil lisina (CML). Estas substancias
reagem diretamente com receptores especificos que induzem a sintese intracelular
de radicais livres e citocinas pré-inflamatérias que por sua vez aceleram a
inflamacgao crdnica [97, 98].

O interesse no papel patogénico da elevada concentragéao de pentosidina na
IRC deve-se ao fato de que estes pacientes a elevagéo dos niveis de pentosidina é
totalimente independente da elevagao dos niveis de glicose [99, 100]. Tem sido
verificado que os rins’ exercem um papel fundamental na remogéao destes PAGs, e
que o acumulo de pentosidina acontece nestes pacientes em virtude da perda de
funcao renal. Especula-se que nao somente a perda de fungao renal seria a Unica
causa do acumulo destas substancias como também elas seriam geradas na
presenga de EO [101].

Embora estudos em pacientes com DM indiguem que o acumulo de PAGs
esta fortemente associado com as complicagdes diabéticas, ndo ha evidéncias
sélidas sobre os efeitos destas substancias nas complicagées crénicas verificadas
na insuficiéncia renal terminal [99]. Contudo, os PAGs tem sido implicados na
patogénese da amiloidose relacionada a diadlise de forma que o sistema
cardiovascular poderia também representar um potencial alvo para o acimulo dos
PAGs [102]. Miyata et al [103] recentemente demonstraram que a pentosidina, bem
como os PAGs estdo presentes na neointima de artérias carétidas ateroescleréticas.
Por outro lado, outros autores [4] ndo encontraram nenhuma relagdo entre
pentosidina e espessamento da intima arterial em lesdes ateroscleréticas de
pacientes em HD. Confirmando estes achados, Schwedler et al [104] recentemente

reportaram que altos niveis de CML nao foram associados a uma a piora da

sobrevida nos pacientes em HD. Siblioteca

FAMED/HCPA
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Estresse oxidativo e ferro parenteral

Evidéncias recentes sugerem que as preparagdes utilizando ferro parenteral
séo altamente pré-oxidantes in vitro. Nos poucos estudos que tém investigado os
efeitos da sobrecarga de ferro em modelos animais, tem sido verificado aumento da
peroxidacao lipidica tanto no plasma como também nas paredes vasculares [105].
Em estudos clinicos, resultados conflitantes tém sido verificados, demosnstrando
que a ferritina sérica esta diretamente realcionada a oxidagdo do LDL ou pode
torna-lo mais susceptivel a oxidagéo [106]. Esta discrepancia pode ser resultado da
ferritina sérica ndao ser somente um fator que reflete os estoques de ferro, como
também ser um marcador inflamatério [107].

Na auséncia de reposicdo de ferro os pacientes com IRC em uso de

eritropoeitina recombinante humana (EPQO) desenvolvem um quadro de anemia. Ao
mesmo tempo, grandes quantidades de ferro podem exceder a capacidade de
ligacdo da transferina, ocasionando a presenga de ferro livre na circulagao [108].
Além do mais, a administracdo de ferro quando realizada durante a dialise,
ocasionaria um incremento do EO ja provocado pela didlise per se [91, 96].
Diferentes marcadores do EO tem sido associados ao uso de ferro parenteral.
Drueke et al [105] recentemente demonstraram uma estreita correlagdo entre
ferritina sérica, produtos avangados de oxidagao de proteinas (PAOP) e dose anual
de ferro. Adicionalmente, o aumento dos estoques de ferro corporal esta relacionado
a um aumento da deficiéncia de licopeno, que é um antioxidante [108].
Todas as preparagdes de ferro hoje disponiveis no mercado causam peroxidacao
lipidica. O parametro utilizado como marcador desta reagdo foi o malonaldeido
(MDA), que se mostra elevado ap6s exposi¢ao das células as varias formulagées de
ferro por um tempo de 60 minutos [109]. Zager et al [109] descreveram que ratos
submetidos a inje¢bes intravenosas de dextran, apresentaram um aumento em
torno de 40 vezes das concentragdes plasmaticas de MDA apdés 2 horas da injegéao
do ferro intravenoso.

O mecanismo pelo qual o ferro livre (Figura 1) causa EO baseia-se na
hipétese da produgcdo do anion superdxido, gerado pela forma reduzida da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase (NADPH) existente nos monécitos e

polimorfonucleares e resultante do processo inflamatério crénico da dialise e da
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uremia [90]. O anion superdxido pode ser convertido pela SOD a peréxido de
hidrogénio, o qual pode ser convertido pela enzima mieloperoxidase no potente
oxidante hipoclorito. O ferro livre liberado das preparagbes de reposi¢ao,
diretamente ou ap6s sua conversdo na forma Fé ** pelo anion superdxido, pode
converter o peroxido de hidrogénio em outro potente oxidante que é o radical
hidroxil [109]. (Vide Figura 1)

NADPH
Dismutase SOD MPO

/

Inflamagdo » O, » H0,+Cl  ___, HOCI

> Fe* +

Fe?

|

OH. = Estresse Oxidativo

Figura 1: Mecanismo de formagéo de radicais livres e de estresse oxidativo pelo uso de ferro
intravenoso

Ferro IV

Estresse oxidativo e hepatite C

As infecgbes virais podem causar EO [110]. O processo se inicia com a
ligagao do virus a receptores de membrana da célula invadida, seguido pela entrada
de material genético viral (DNA ou RNA) no interior da célula [111]. Os virus se
utilizam do sistema protéico sintético da célula do hospedeiro para replicar suas
proprias proteinas. Algumas vezes a célula do hospedeiro sobrevive em um estado
de infecgao crdnica, liberando outros virus periodicamente e em outras vezes ocorre
a morte celular liberando particulas virais as quais vao infectar novas células [110].

Atualmente estuda-se a possibilidade de que o virus da deficiéncia humana
(HIV 1 ou 2) possa causar EO, porém, qualquer infecg¢ao viral, bacteriana ou fungica
sabidamente pode causar EO [110]. A resposta fagocitaria do hospedeiro,
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incrementada pela produgdo de citocinas como o FNT-a, pode gerar grandes
quantidades de ERO, na tentativa de eliminar o agente invasor. A mobilizagdo das
defesas do hospedeiro envolve a ativagdo do sistema NF-xB em linfocitos e em
outras células, porém o virus pode utilizar esta resposta para o seu préprio beneficio,
devido ao fato de que grande parte dos genes promotores virais freqiientemente

contém seqiiéncias semelhantes de NF-xB que promovem a sua transcri¢ao [110].

Infecgdes virais crénicas como a causada pelo virus da hepatite (HCV) podem
levar ao céncer hepatico [111]. A hepatite crdnica & associada com a presenga de
celulas inflamatérias que presumivelmente geram ERRO, sendo que elevados niveis
de 8-hidroxidoxiguanosina (8-OhdG), que € um marcador de dano ao DNA, tém sido
detectados no figado de pacientes com hepatite crénica e em tecidos hepaticos de
pacientes com presenga de neoplasia [92]. O dano tecidual provocado pelo HCV no
figado é caracterizado por um aumento da formagédo de radicais livres (RL)
manifestada principélmente pelo aumento na produg¢do de marcadores da
peroxidacao lipidica, oxidagao proteica e perturbagdao na produgao de glutationa
[112]. Os pacientes com infecgéo pelo HCV algumas vezes apresentam aumentos
leves a moderados na concentragdo hepatica de ferro e ocasionalmente podem
apresentar uma sobrecarga de ferro importante. Este aumento ocorre em
decorréncia da liberagao de ferro dos hepatécitos lesionados, pelo préprio virus ou
por fatores genéticos. Independente da situagdo responsavel pela sobrecarga de
ferro, o efeito por si s6 pode influenciar a progressdo da hepatite C [112]. Em
modelos animais de hemocromatose genética, a sobrecarga de ferro é responsavel
por dano hepatico tecidual por meio da geragdo de ERO, levando a peroxidagao
lipidica e alteragdo das membranas celulares [113].Em condi¢des de doenga crénica
hepatica o ferro tem sido descrito como um mitégeno importante [114]. Tem sido
relatado o efeito microestimulatério do ferro em figados normais e em figados cuja
mitose foi inibida com 2-acetilaminofluorene e a sua presenga em nddulos
regenerativos tem sido postulada como um fator de risco importante para o
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, provavelmente pelo efeito pré-
mutagénico decorrente das alteragées provocadas no DNA celular [112, 115].
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As infecgdes virais detectadas no endotélio vascular também podem contribuir
para o inicio do processo aterosclerético. Ishizaka et al [116] investigaram a relagao
entre a positividade para HCV e o espessamento arterial da intima de carétidas de
104 pacientes portadores de HCV. Estes autores verificaram que a presenga de
HCV foi relacionada a um aumento da prevaléncia de placa aterosclerética e
espessamento da intima arterial, sendo que este risco foi independente de qualquer
outro relacionado ao desenvolvimento da aterosclerose. Por outro lado, Kiechel et al
[117] ndo confirmaram estes achados, ndo encontrando associagdo significativa
entre hepatite crénica ativa e o desenvolvimento de novas placas ateroscleréticas.

A relagao entre hepatite C, EO e sobrecarga de ferro nos pacientes em HD
tem sido muito pouco estudada. A maioria dos estudos que avaliaram o EO e sua
correlagao com ferro ndao envolveu pacientes portadores de HCV. No Brasil a
prevaléncia de pacientes em HD com evidencia soroldgica de HCV situa-se em torno
de 30 a 65% conforme a regido do pais [118], sendo que esta prevaléncia pode estar
subestimada devido ao fato que a maioria dos estudos baseia-se em diagnédstico
sorolégico e nao na identificagao de particulas virais. Apesar disto, recentemente foi
confirmado que em pacientes portadores de HCV em HD evidencia-se a presenca

de EO, verificado pela elevagdo de marcadores de peroxidacao lipidica, quando
comparados a pacientes HCV negativos [119]

Conclusao

A maior causa de morte nos pacientes em dialise em todo o mundo é de
origem cardiovascular. A presencga de inflamagéao é um importante fator prognéstico,
sendo que sua prevaléncia pode variar em diferentes regides do mundo. Em nosso
meio, especialmente nos paises em desenvolvimento ha uma falta de dados
epidemiolégicos que estabele¢a de maneira fidedigna o quéo afetados sdo os
pacientes portadores de IRC quanto a presenga de inflamagdo e desnutrigdo. E
evidente que o nosso conhecimento dos fatores de risco tradicionais e nao
tradicionais na populagdo urémica é originado de paises industrializados, e a
aplicabilidade dos resultados em nosso pais deve ser verificada pela realizagao de
estudos regionais que focalizem a sindrome MIA em nosso meio.
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Muito pouco se tem estudado sobre a presenga de EO e outros fatores de
risco nao tradicionais para o desenvolvimento de DCV na populagdo urémica de
nosso pais. Além disto, a intima relagdo entre EO hepatite C e sobrecarga de ferro
parece apresentar amparo recente nos diversos trabalhos relatados nesta
introdugdo. Entretanto, o estudo desta triade em pacientes renais crénicos em HD, e
suas influéncias sobre o EO € um tema ainda muito pouco avaliado néo s6 no Brasil
mas também em outros paises, sendo entdo a nossa meta nos dois artigos que se
seguem estudar parametros cada vez mais importantes relacionados a mortalidade
de pacientes renais cronicos tais como a inflamagéo e o EO.
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2 OBJETIVOS

2.1) Primario:
Avaliar o estado nutricional, perfil inflamatério e o estresse oxidativo em
pacientes em terapia de substituicao renal com hemodialise.

2.2) Secundarios:

1) Analisar o impacto dos niveis circulantes de marcadores inflamatoérios,
verificada de maneira seriada, na sobrevida dos pacientes em hemodialise.

2) Avaliar a prevaléncia de ma nutricdo e inflamagdo em uma amostra da
populagao brasileira em hemodialise.

3) Verificar a correlagado da infecgdo pelo virus da hepatite C e da reposigao
parenteral de ferro com os niveis plasmaticos de pentosidina.
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RESUMO

Introdugdao: Uma medida elevada isolada da proteina C-reativa (PCR) prediz a
mortalidade em pacientes em hemodidlise (HD), mas o impacto da resposta
inflamatoéria persistente comparada a ocasional ndo é conhecido.

Métodos: Para estabelecer a influéncia da inflamagéo ocasional na sobrevida de
180 pacientes (54% M, 49+14 anos) em HD, foram analisados a cada dois meses:
proteina C-reativa (PCR), albumina sérica (Alb-S) e fibrinogénio. Baseando-se em
quatro dosagens consecutivas de PCR os pacientes foram alocados em trés grupos:
Grupo 1 (n= 74; 41%), sem inflamag¢do (PCR < 5,1 mg/l em todas as dosagens);
Grupo 2 (n=65; 36%), inflamagao ocasional (1-3 dosagens de PCR > 5,1mg/l); e
Grupo 3 (n=41; 23%), inflamacao persistente (todas as dosagens de PCR > 5,1mg/l).
O estado nutricional foi avaliado pelo ASG (Avaliagdo Subjetiva Global), e a

sobrevida (21 meses de seguimento) pela curva de Kaplan Meier e 0 modelo de
Cox.

Resultados: A mediana e os intervalos dos valores de PCR (mg/l) para os grupos 1,
2 e 3 foram: 3,2 (3,2-5,1), 3,6 (3,2-54,9) e 13,8 (5,2-141), respectivamente (p<0,001).
N&o houve diferencga significativa (p=0,27) entre a prevaléncia de desnutricéo entre o
Grupo 1 (62%), Grupo 2 (54%) e Grupo 3 (72%), respectivamente. A taxa de
sobrevida pela analise de Kaplan Meier foi significativamente diferente entre os
grupos (qui-quadrado 12,34; p=0,0004). Os pacientes no Grupo 3 apresentaram a
maior mortalidade (34%; p=0,001), comparado ao Grupo 1 (8%) e Grupo 2 (14%;
p=0,01), respectivamente, enquanto ndo se observou diferenga significativa na
mortalidade entre os Grupos 1 e 2. Idade, niveis de PCR, Alb-S e desnutrigdo foram

previsores independentes de mortalidade.

Conclusao: Os resultados indicam que a inflamagéao persistente, foi um melhor fator

previsor de mortalidade do que a inflamagéo ocasional em pacientes em HD.



Palavras chave: hemodialise, inflamagao, desnutrigao, IRC, proteina C-reativa.
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Introducgao

Apesar do rapido desenvolvimento da tecnologia em dialise, a taxa anual de
mortalidade de pacientes com insuficiéncia renal crénica (IRC) é muitas vezes maior
do que a da populagao geral. Esta diferenga se deve principalmente a aterosclerose
acelerada e mortalidade elevada associadas com doenga cardiovascular (DCV) (1).
O enfoque nos mecanismos patogenéticos do processo aterosclerético vem se
modificando ao longo da ultima década, e o interesse na participa¢do da inflamagéao
neste processo esta aumentando (2). Além disso, 40% dos pacientes submetidos a
didlise de manutengao sofrem de graus variados de desnutricdo e o mau estado
nutricional esta associado a inflamagdao, DCV e aumento da mortalidade em
pacientes com IRC (3).

Estudos transversais baseados em uma unica determinagcdo da PCR
demonstraram que cerca de 30-50% dos pacientes em pré-dialise, hemodialise (HD)
e dialise peritoneal (DP) apresentam evidéncias soroldégicas de uma resposta
inflamatéria ativada, com niveis elevados de proteina C-reativa (PCR) (4).
Entretanto, a inflamagao pode flutuar ao longo do tempo, e o aparecimento de
eventos clinicos em pacientes em dialise pode estar relacionado principalmente a
elevagdes persistentes, e ndo ocasionais, nos niveis plasmaticos de PCR (5, 6).
Apesar de estar bem documentado que a mortalidade por DCV ¢ significativamente
mais alta em pacientes em hemodialise com uma dosagem isolada de PCR elevada
(7, 8), as conseqiiéncias em termos de evolugao clinica de niveis flutuantes de PCR
ainda nao foram estabelecidas. Para testar a hipétese de que a ativagao inflamatéria
ocasional tem um impacto na sobrevida de pacientes com IRC, medimos
prospectivamente, a cada 2 meses, os niveis de PCR em 180 pacientes em
hemodialise, por 6 meses. Os dados clinicos, laboratoriais. e o estado nutricional
foram avaliados e os pacientes foram seguidos por um periodo de 21 meses,

durante o qual a mortalidade foi registrada.
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Pacientes e Métodos

Pacientes e desenho do estudo

Todos os pacientes prevalentes em HD em trés centros de didlise em
Curitiba, sul do Brasil, foram inicialmente admitidos no presente estudo, que
consistiu de duas partes. Na primeira parte (pré-basal), os pacientes foram
submetidos a avaliagées bimestrais de inflamagao, por 6 meses. Ao final deste
periodo, foi realizada uma avaliaga@o clinica e nutricional (investigagdo basal). Na
segunda fase de seguimento, a mortalidade foi registrada. Para serem incluidos na
segunda parte do estudo, era necessario que os pacientes tivessem completado
quatro dosagens consecutivas de PCR durante o periodo pré-basal. Os critérios de
exclusdo foram a presenga de uma doenga inflamatéria crénica conhecida ou
infecgdo ativa durante os 6 meses iniciais do estudo. Entre os 264 pacientes
inicialmente admitidos no estudo, 180 (68%) pacientes (97 homens e 83 mulheres)

atingiram os critérios de inclus&o. Os dados clinicos e laboratoriais sao apresentados
na Tabela 1.

A mediana da idade foi de 48 anos (intervalo, 16 a 89 anos). As causas de
IRC foram: glomerulonefrite crénica (n=63; 35%), nefroesclerose hipertensiva (n=47;
26%), nefropatia diabética (n=20;11%) e outras causas (n=50; 28%). Todos os
pacientes foram hemodialisados por 3-4 horas trés vezes por semana com
membranas de celulose modificada (acetato de celulose ou derivados de celulose).
A grande maioria dos pacientes possuia fistulas AV nativas, e apenas 5% possuiam
enxertos vasculares. Os medicamentos incluiam eritropoietina recombinante
humana, sacarato de ferro, quelantes de fésforo a base de calcio, vitamina D ativa
oral, anti-hipertensivos (inibidores da enzima conversora da angiotensina entre eles),
quelantes de fésforo, vitamina D na forma oral sendo que drogas anti-inflamatoérias,
como 4cido acetil salicilico (indicados como anti-agregantes plaquetarios), foram
utilizados numa minoria dos pacientes. O Comité de Etica do Hospital Evangélico de
Curitiba aprovou o protocolo de estudo, e o consentimento informado foi obtido de

todos os pacientes.
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Inflamag&do clinicamente significativa foi definida como PCR > 5,1mg/,
baseado na curva ROC (receiver operating characteristics), que apresentou um valor
de corte de PCR >5,1 mg/I como um fator previsor de morte (Figura 1). De acordo
com os resultados das quatro dosagens consecutivas de PCR durante o periodo pré-
basal, e utilizando a curva ROC para a PCR, os pacientes foram alocados em trés
grupos: Grupo 1 (n =74), sem inflamagao (o valor de todas as quatro dosagens de
PCR < 5,1mg/l); Grupo 2 (n = 65), inflamagao flutuante (pelo menos um valor de
PCR > 5,1mg/l), e Grupo 3 (n = 41), inflamag&o persistente (o valor de todas as

quatro dosagens de PCR > 5,1mg/l).

Métodos laboratoriais

As amostras de sangue venoso foram colhidas antes do inicio da sessao de
hemodialise e armazenadas em gelo (4°C) e centrifugadas dentro de 60 minutos
apds a coleta. As amostras foram entdo armazenadas a -20°C até a analise.
Determinagdes séricas de PCR (imunoensaio nefelométrico; apenas valores > 3,2
mg/l foram relatados), albumina sérica (Alb-S) (método do verde bromocresol), e
fibrinogénio (medido pelo método do tempo de trombina, com uma amostra de
sangue anticoagulada com citrato de sédio a 3,8%) foram realizadas bimestralmente
durante os 6 meses prévios ao periodo de seguimento. Hemoglobina e uréia sérica,
determinadas pelos métodos de rotina, e a adequagéo da dialise (Kt/V) avaliada pela

equagao de Daugirdas (9), foram analisadas na fase basal.

Avaliag&o nutricional

A avaliagdo subjetiva global (ASG) foi utilizada para determinar o estado
nutricional basal. O ASG incluiu seis indicadores ou dados subjetivos: trés
avaliagées baseadas na histéria de perda de peso pelo paciente, presenga de
anorexia e vomitos, e trés baseadas nos critérios do nutricionista de verificagao da
perda de massa muscular, presenga de edema e perda de gordura subcutanea.
Com base nestas avaliagdes, cada paciente recebeu uma classificagao que refletiu
o estado nutricional, como se segue: A= estado nutricional normal, B= desnutricio
leve a moderada e C= desnutrigdo grave (10). O ASG basal foi realizado no inicio do

periodo de seguimento e foi executado pelo mesmo nutricionista.



37

Seguimento

Apdés a investigagdo basal, os pacientes foram prospectivamente
acompanhados pelos 21 meses subseqiientes para determinar sua evolugéo clinica.
A sobrevida foi registrada a partir do final do periodo pré-basal da coleta das
amostras (de Setembro de 2000 a Maio de 2002) até o ébito (n =27) ou censurados

quando da realizagao de transplante renal (n=13).
Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo e mediana mais
limites. Um valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo. A comparagao
entre dois grupos foi realizada utilizando o teste t de Student para variaveis
normalmente distribuidas, enquanto o teste U de Mann-Whitney foi utilizado para
variaveis nao normalmente distribuidas. Comparagdes entre trés grupos foram
realizadas utilizando o teste ANGVA. A andlise das variaveis categoéricas foi feita
pela andlise de tabelas de contingéncia. Para varidveis nao distribuidas
normalmente, as correlagdes foram feitas com teste de ranqueamento de Spearman.
O teste de Kaplan Meier foi utilizado para analise de sobrevida. A analise de risco
proporcional de Cox foi utilizada para estabelecer previsores individuais de
sobrevida. O valor de corte para a PCR, como previsora de morte, atingiu uma
sensibilidade e especificidade de 63% e 67,3% respectivamente, de acordo com a

curva ROC (Fig. 1). A area sob a curva ROC foi 0,696, erro padrao 0,002, e intervalo
de confianga de 95%, 0,564 a 0,795.

Resultados

Dados Clinicos

Os dados clinicos e concentragdes séricas de PCR, Alb-S e fibrinogénio para
os 180 pacientes estdo resumidos na Tabela 1. Desnutrigdo (ASG, classificagdo B e
C) estava presente em 99 (62%) dos pacientes dos 159 investigados; 85 (53%)
pacientes encontravam-se levemente desnutridos, e 14 (8%) dos pacientes estavam
gravemente desnutridos. Os valores da mediana e limites da PCR, e das médias e
desvios padrao da AIb-S e fibrinogénio, na investigagcdo basal foram
respectivamente: 3,6 mg/l (variagao, 3,2 - 82 mg/l), 3,5 £ 0,3 g/dl, e 500 + 140 mg/dI.
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Nivel elevado de PCR (definido como PCR >5,1mg/l) foi encontrado em 66 (37%)
pacientes na primeira medida disponivel durante o periodo pré-basal, e 106 (59%)
pacientes apresentaram PCR elevada pelo menos em uma ocasido durante os 6
meses de periodo pré-basal. Em 37% dos pacientes a PCR estava elevada em
todas as quatro medidas. Entre os 66 pacientes que apresentavam PCR inicial
elevada, 45 (68%) continuaram com PCR >5,1 mg/l na medida final (Tabela 2). Além
disso, no periodo pré-basal, 45 (24%) pacientes apresentavam sinais de inflamagao

ou desnutrigao.

Na fase basal, encontrou-se correlagdo entre PCR e fibrinogénio (Rho = 0,43,
p<0,001), mas, inesperadamente, ndo entre PCR e Alb-S (Rho=-0,11; p=0,15),
fibrinogénio e Alb-S (Rho=0,04; p=0,6) ou PCR e idade (Rho=0,08; p=0,28). Uma
correlagdo significativa foi encontrada entre desnutricdo e idade (Rho=0,18;
p=0,002). Os pacientes desnutridos eram significativamente mais idosos (51 £ 13 vs.
46 £ 15 anos; p=0,02) comparadés aos pacientes bem nutridos. Em outros aspectos,
os pacientes desnutridos n&o diferiram significativamente dos pacientes bem
nutridos com relagdo a uma variedade de parametros bioquimicos, incluindo Alb-S
(3,5 + 0,3 vs. 3,4 + 0,3 g/dl: p=0,15); fibrinogénio (507 + 138 vs. 480 + 170 mg/dl,
p=0,24) e PCR (4,3 [3,2 — 80,7] vs. 5,1 [3,2 - 37] mg/l, p=0,54), respectivamente

(Tabela 3).
Comparagdes entre os trés grupos de PCR

As caracteristicas clinicas dos trés grupos séo apresentadas na Tabela 4. Os
valores individuais de PCR no grupo 2 sdo demonstrados na Figura 2. Os 65
pacientes no Grupo 2 apresentavam PCR elevada em uma (31 pacientes), duas (25
pacientes) ou trés (9 pacientes) determinagées. Enquanto os niveis séricos de
albumina (Alb-S) néo diferiram significativamente entre os trés grupos, os pacientes
no Grupo 3 apresentaram niveis significativamente (p'<0.001) mais altos de
fibrinogénio (570 £ 130 mg/dl) quando comparados aos pacientes no Grupo 1 (430 +
120 mg/dl) e Grupo 2 (510 + 120 mg/dl). Surpreendentemente, a prevaléncia de
desnutrigdo nao diferiu significativamente entre os trés grupos. Apesar de os
pacientes no Grupo 3 apresentarem niveis mais baixos de KtV (1,210,2),
comparados aos pacientes no Grupo 1(1,36 + 0,2) e Grupo 2 (1,36 + 0,2) esta

diferenga nao atingiu plena significancia estatistica (p=0,06). A mortalidade geral foi
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significativamente mais alta no Grupo 3 (34%) comparada ao Grupo 1 (8 %) e Grupo
2 (14 %) (p=0,001). Quando analisados separadamente, nio houve diferengas
significativas na mortalidade entre o Grupo 1 e 2 (Qui-Quadrado = 0,67, p=0,5), mas
a mortalidade foi significativamente mais alta no Grupo 3 comparado ao Grupo 2
(Qui-Quadrado = 7,1, p=0,01) e entre Grupo 3 e Grupo 1(Qui-Quadrado = 11,97, p=
0,0007).

Anélise de sobrevida

Durante o periodo de seguimento, 27 pacientes evoluiram para 6bito (8%,
14% e 34 % para os Grupos 1, 2 e 3, respectivamente). As causas de morte foram
DCV (52%), infecgao (30%) ou outras causas (18%). A sobrevida em pacientes no
grupo 1, 2 e 3 é apresentada na Figura 3. De acordo com a analise de Kaplan Meier
para toda a populagdo, a taxa de sobrevida foi significativamente diferente entre os
grupos (qui-quadrado 12,34, p=0,0004). Pacientes no Grupo 3 apresentaram a
mortalidade mais elevada (34%; p=0,001) comparados ao Grupo 1 (mortalidade de
8%) e Grupo 2 (mortalidade de 14%) respectivamente, enquanto ndo houve
diferenga na mortalidade entre o Grupo 1 e Grupo 2. A analise de risco proporcional
de Cox foi aplicada a populagado geral do estudo para ajustar ocasides livres de
eventos, para idade, desnutricdo, PCR, Alb-S e sexo (Tabela 5). A analise de Cox
demonstrou que a desnutricdo, a idade, a AlIb-S e a PCR estavam
independentemente associadas com a mortalidade. Por outro lado, o sexo nao foi

um previsor independente de mortalidade na analise de Cox.

Os dados clinicos dos sobreviventes e nao-sobreviventes sdo apresentados
na Tabela 6. Comparados aos sobreviventes, os ndo sobreviventes apresentavam
nivel médio mais elevado de PCR (6,2 [3,2 - 82] mg/l vs. 3,2 [3,2 - 28,30] mg/|
(p<0,0001), niveis mais baixos de Alb-S (3,3£0,5 vs. 3,5t0,3 g/dl) (p=0,003), e eram
mais idosos (57+14 vs. 48+14 anos) (p=0,002) respectivamente. Quase todos os ndo
sobreviventes eram desnutridos (96%), enquanto que a prevaléncia de desnutrigao

nos sobreviventes foi de 56%.



40

Discussio

O principal achado do presente estudo foi que os 23% dos pacientes em HD
que apresentavam niveis plasmaticos de PCR persistentemente elevados
apresentaram pior evolugdo clinica, comparados aos pacientes em HD que
apresentavam elevagdes ocasionais (36% dos pacientes) ou niveis baixos (41% dos
pacientes) de PCR. Desta forma, a inflamagéao persistente, mais do que inflamagao
ocasional, foi um poderoso fator previsor de mortalidade. Além disto, 62% dos
pacientes eram desnutridos, e a desnutricdo apresentou um forte impacto na
mortalidade. Entretanto, em contraste com varios estudos prévios, da Europa e
América do Norte, as correlagbes entre marcadores inflamatérios e estado
nutricional foram fracas, sugerindo que a inflamagéo ndo foi um forte determinante
do estado nutricional neste estudo. A alta prevaléncia de inflamagao neste estudo
brasileiro confirma que a inflamagao € uma caracteristica clinica importante em

pacientes com IRC, independentemente da origem geografica (11).

E um fato reconhecido atualmente que existem fortes correlagées entre
desnutricdo, inflamagédo e DCV em pacientes com IRC (7, 8 12, 13). A sindrome de
mal-nutrigdo, inflamagéo e ateroesclerose (MIA) associa-se a alta mortalidade, e
nesta sindrome a inflamag&o parece ter participagéo crucial (13). Apesar de a origem
da inflamagéo na IRC néao ser clara, acredita-se que a infecgéo bacteriana ou viral
crdnica, a perda de fungao renal residual, a uremia per se, e em pacientes em HD, a
influéncia do procedimento dialitico sejam fatores importantes (14-17). No presente
estudo, encontramos que 59% de nossos pacientes, que ndo apresentavam sinais
de infecgao clinicamente aparente, tinham nivel elevado de PCR (PCR>5,1 mg/l) em
pelo menos uma ou mais ocasides durante os 6 meses iniciais do periodo pré-basal,
confirmando que a IRC é um estado inflamatdrio crénico. Um estudo recente em um
grande grupo de pacientes europeus com IRC (17) mostrou que um valor de PCR
acima de 3,4 mg/l foi um fator previsor de mortalidade.

Ao comparar os dados atuais com estudos europeus e norte-americanos
prévios, varias diferengas importantes devem ser consideradas. Primeiro, em nosso
estudo a glomerulonefrite cronica e a nefroesclerose hipertensiva foram as causas
mais comuns de IRC, o que esta de acordo com os dados do registro latino

americano (18). Segundo, em contraste com os estudos norte americanos e
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europeus em que a prevaléncia de nefropatia diabética em HD é mais alta, a
prevaléncia de nefropatia diabética foi de apenas 9% no estudo atual. Isto deve ser
explicado pelo fato de que a maior parte dos pacientes diabéticos em nossa clinica
estdo sendo tratados por DP. Outro fator importante a ser considerado é que a
média de idade foi consideravelmente mais baixa em comparagdo com pacientes
europeus e norte americanos em didlise (19, 20). Finalmente, uma prevaléncia
elevada de desnutricdo (62%, pela avaliagdo do ASG) foi encontrada no estudo
atual, comparado aos estudos europeus e norte americanos prévios, onde
geralmente menos de 50% dos pacientes em didlise apresentam graus variaveis de
desnutricdo (11). As fracas correlagbes entre os marcadores bioldgicos de
inflamagéo e o estado nutricional podem indicar que a desnutrigdo, num sentido mais

amplo, pode ser explicada pela deficiente ingestéo protéica nos pacientes brasileiros
em HD.

A maioria dos estudos que analisam o perfil inflamatério e desnutricdo em
pacientes com IRC sdo de paises ocidentais e asiaticos industrializados, enquanto
que em outros paises a estimativa real da sindrome MIA permanece obscura (11). A
prevaléncia da desnutrigho em nossa populagao (62%) foi semelhante a relatada
previamente na Suécia (12), mas € mais elevada que a prevaléncia em varios outros
estudos, especialmente em pacientes asiaticos nos quais a desnutri¢éo e inflamagao
possam ser menos comuns. No estudo de Noh et al (21), 12% de 106 pacientes em
DP na Coréia apresentavam sinais de inflamagdo, e mesmo neste grupo a
prevaléncia de desnutrigdo foi de apenas 30,8%. Estes achados divergentes podem

ser explicados por diferengas em fatores sécio-econémicos, nutricionais e genéticos

entre diferentes populagdes.

Inflamag&o e mortalidade

A resposta de fase aguda de maneira geral varia ‘ao longo do tempo em
pacientes em dialise, sugerindo que um processo transitério, tal como as infecgdes,
€ frequentemente responsavel pela ativagdo da resposta inflamatéria (22). Quando
analisamos as variagdes nos niveis de PCR em nossos pacientes, foi possivel
identificar um grupo de pacientes nos quais os niveis de PCR flutuaram entre valores

acima e abaixo do ponto de corte (Grupo 2). Do ponto de vista clinico, é
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importante compreender as implicagdes da resposta inflamatéria nos pacientes do
Grupo 2 que algumas vezes apresentaram niveis de PCR dentro dos limites da
normalidade. De acordo com a analise de Kaplan Meier, estes pacientes
apresentaram uma melhor taxa de sobrevida, comparados aos pacientes

persistentemente inflamados do Grupo 3.

Uma possibilidade de explicagéo para a pior sobrevida no Grupo 3 é que este
grupo possuia mais condi¢cdes de co-morbidades comparado aos outros dois grupos,
e também apresentava niveis mais elevados de fibrinogénio, prevaléncia mais
elevada de desnutricdo e idade mais avangada do que os outros dois grupos. Ja
demonstramos previamente que a taxa de mortalidade aumenta progressivamente
com o aumento do numero de fatores de risco (desnutricao, inflamagéo e DCV),
chegando a 75% apds 3 anos nos pacientes que possuem todos estes trés fatores
de risco (12). Neste estudo, pudemos confirmar que a idade, a Alb-S, a PCR e a
desnutricado foram preditores ind;ependentes de mortalidade. De modo semelhante,
Zimmermann et al (8) e Yeun et al (7) demonstraram que a PCR e a idade foram os
fatores preditores mais importantes de mortalidade por DCV em pacientes europeus
e norte americanos em HD. A diferenga entre a mortalidade no Grupo 2 e Grupo 3,
no presente estudo, poderia também estar relacionada ao fato de que os pacientes
do Grupo 2 eram mais jovens e apresentavam niveis médios mais baixos de PCR,
refletindo um menor grau de atividade inflamatéria persistente. E notavel que os
pacientes do Grupo 3, também durante o periodo de seguimento, apresentaram
niveis persistentemente elevados de PCR (dados nao apresentados), demonstrando

entdo um padrao continuado de resposta inflamatéria sistémica.

Outra explicagao plausivel para a diferenga encontrada no padrao da resposta
inflamatéria em nossos pacientes é a variagdo na determinagdo genética da
resposta inflamatéria, como sugerido por Girndt et al (23) que demonstraram a
influéncia do gendétipo da interleucina anti-inflamatéria (IL-10) nos pacientes com
IRC. Nestes pacientes, o alelo -1082* (baixa produgdo de IL-10) apresentava
elevagdes mais freqliientes da resposta de fase aguda e prevaléncia mais alta de
DCV, comparado aos pacientes com o genétipo -1082G* (alta produgao de IL-10).
Berger et al (24) recentemente evidenciaram uma associag¢ao entre polimorfismos do
gen da IL-1 e niveis de PCR e fibrinogénio em pacientes nao renais submetidos a
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angiografia coronariana. Avaliados em conjunto, estes achados sugerem um papel
importante dos polimorfismos dos genes na variabilidade interindividual da resposta
inflamatéria, 0 que em parte poderia explicar os diferentes padrées de atividade

inflamatoria em nossos pacientes.

Este estudo confirma uma forte correlagdo entre as proteinas de fase aguda,
PCR e fibrinogénio (7, 8, 13). Os niveis de fibrinogénio estao elevados em pacientes
com insuficiéncia renal cronica (25) e a inflamagédo de placas em artérias coronarias
€ prevista por altos niveis de PCR e fibrinogénio (26). Porém, inesperadamente, os
niveis de Alb-S n&do se correlacionaram com a PCR quando os 180 pacientes foram
analisados no estudo atual. Apesar disto, uma forte correlagdo negativa foi
encontrada quando as analises se limitaram ao grupo de nao sobrevivehtes (dados
ndo apresentados), sugerindo que a hipoalbuminemia associada com a resposta
inflamatéria foi um marcador para mortalidade neste grupo de pacientes em HD.

Limitagdes do estudo

Varias deficiéncias no presente estudo devem ser consideradas. Primeiro, em
nossa avaliagdo nutricional nos baseamos no ASG. Apesar de a National Kidney
Foundation Dialysis Outcome Quality Initiative (DOQI), em sua mais recente
atualizagao, recomendar a utilizagdo do ASG para avaliagdo do estado nutricional
protéico-calérico (27), uma determinagcdo isolada do ASG pode n&do levar em
consideragao qualquer variagéo do estado nutricional que ocorra ao longo do tempo.
Segundo, a falta de estimativa da DCV como previsor da evolugéo clinica é outra
importante preocupagdo adicional. No presente estudo, como uma avaliagado
cardiovascular completa através de métodos néo-invasivos e invasivos ndo estava
disponivel em muitos pacientes, néo incluimos uma analise de DCV baseada em
achados clinicos. Terceiro, apesar de que muitos pacientes com infecgao ativa
conhecida foram excluidos do estudo durante o periodo pré-basal, episddios
infecciosos sub-clinicos ndo podem ser excluidos como causadores de surtos de
inflamagao no grupo 2, especialmente em pacientes com apenas uma medida
elevada de PCR. A resolugao do processo infeccioso poderia trazer os niveis de
PCR ao normal, resultando em efeito nao deletério na evolugéo clinica. Finalmente,

deve ser assinalado que os critérios de inclusdo de quatro medidas consecutivas
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durante o periodo basal de 6 meses implica numa selegao positiva de sobreviventes

ao longo deste periodo.

Em resumo, entre estes 180 pacientes brasileiros em HD, a inflamagéao e a
desnutricdo foram complicag¢des freqliientes e com impacto importante na sobrevida,
mas nao se correlacionaram uma com a outra, sugerindo que muitos dos pacientes
desnutridos apresentavam desnutricdo tipo 1, ou seja, ndo associada com
inflamagéao (28). O estudo atual também confirma que uma determinagéo isolada da
PCR, assim como da Alb-S, desnutricdo e idade avangada sao fatores previsores
fortes e independentes de mortalidade nos pacientes brasileiros com IRC. No
segmento longitudinal do estudo, pudemos distinguir dois grupos caracteristicos de
pacientes com niveis elevados de PCR: um grupo com niveis flutuantes e outro com
atividade inflamatéria persistente. Os pacientes com elevagao persistente da PCR
apresentaram maior taxa de mortalidade do que os pacientes com elevagao
ocasional da PCR; ao passo ‘que a mortalidade no ultimo grupo nao diferiu
significativamente da mortalidade no grupo nao inflamado. Desta forma, a
inflamacéao persistente, mais do que a ocasional, foi previsora da mortalidade em
pacientes em HD. Estudos adicionais sao necessarios para melhor compreender

a(s) causa(s) de atividade inflamatéria persistente em pacientes com IRC.
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Tabela 1. Dados clinicos e laboratoriais em 180 pacientes em hemodialise ao  final

do periodo basal.

Idade (anos)?

Homens (%)

Tempo em HD (meses) ®
PCR (mg/l) ®

Alb-S (g/dl) @
Fibrinogénio (mg/dl) ?
KtV uréia *°
Desnutrigdo (%)
Diabetes mellitus (%)

49 + 14

55

59 + 37

3,6 (3,2to0 82)
35+0,3

500 + 140
1,310,2

62

10

49

? Valores expressados como média + desvio padrao; ® Valores expressados como

mediana e intervalos; ¢ n=159; Y n= 152 (ASG B e C).
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Tabela 2. PCR inicial versus PCR ao final do periodo basal (6 meses depois).

PCR?® PCR elevada 6 meses PCR baixa 6 meses apos
apos

PCR inicial alta (n =66) 45 (68%) 21 (32%)

PCR inicial baixa (n=114) 28 (24%) 86 (76%)

4 PCR >5,1 mg/I foi utilizada como valor de corte para definir inflamagéo.

Riblioteca
FAMED/HCPA
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Tabela 3. Comparagao clinica e laboratorial de acordo com o estado nutricional

basal em 159 pacientes. Desnutricao foi definida como ASG classe B ou C.

Parametro Desnutridos Bem-nutridos Valor p

(n=99) (n=60)
Homens (%) 51 49 0,4
Idade (anos)? 51+13 45 + 14 0,02
Diabetes Mellitus (%) 13 7 0,2
PCR (mg/l) ® 3,7 (3,20 82) 3,6 (3,2 to 15,6) 0,5
Alb-S (g/dl) ® 34+0,3 356+0,3 0,2
Fibrinogénio (mg/dl)° 510 + 130 480+ 120 0,2
KtV ¢ 1,31£0,2 1,3£0,2 0,5
Tempo em HD 58 41 60 £32 0,2
(meses)?

2 Valores do periodo basal expressos como media + desvio padrao; ° Valores
do periodo basal expressos como mediana e intervalos; “n=129



Tabela 4. Dados clinicos e laboratoriais nos trés grupos subdivididos de acordo

com os niveis de PCR.

52

Parametro Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Valor p
n=74 n=65 n=41

Idade (anos)? 48 + 12 46 + 14 56 + 14 <0,001
Homens (%) 46 58 63 0,18
PCR (mg/l)° 3,2(32-51)  3,6(3,2-54,9)  13,8(5,2-141) <0,001
Inflamagao (%)° 0 37 100 <0,05
Tempo em HD (meses)? 65+ 39 54 + 36 51+ 34 0,09
Albumina (g/d1)? 3510,3 3,5+0,3 3,4+ 0,4 0,42
Fibrinogénio (mg/dl)? 440 £ 120 520 £ 130 580 £ 130 <0,001
KtV uréia®® 1,3+0,2 1,310,2 1,2+0,2 0,06
Desnutrigado (%) ° 54 62 72 0,27
Mortalidade geral (%) 8 14 34 0,001
Mortalidade 4,6 7,9 19 0,001

taxa/ano (%)

2 Valores expressos como media + desvio padréo; ® Valores expressos como
mediana e intervalos; ¢ Propor¢do média de PCR anormalmente elevada nas 4
afericées;? n=129; ® n=159 (ASG B e C)



Tabela 5. Analise multivariada proporcional de Cox dos fatores de risco

prevendo mortalidade.

53

Parametro

Taxas de Risco

ajustadas (IC 95%)

Valor p

Idade (por ano)

Sexo (M versus F)
Desnutricio (ASG Be Cvs. A)
Alb-S (por aumento g/dl)
PCR (por aumento mg/l)

1,05 (1,02-1,08)
1,01 (0,42-2,38)
3,4 (1,56-14,55)
0,25 (0,09-0,72)
1,03 (1,01-1,06)

0,0003
0,96
0,0004
0,01
0,004

ASG, Alb-S e PCR, avaliadas na fase basal.



Tabela 6: Dados clinicos e laboratoriais basais nos sobreviventes e nao

sobreviventes.
Parametro Sobreviventes Nao Valor p
(n=153) sobreviventes
(n=27)
Homens (%) 52 62 0,33
Idade (anos)? 48 + 14 57 + 14 0,002
Diabetes (%) N 9 0,09
PCR (mg/l) ® 3,2 (3,2 - 28,30) 6(3,2-82) <0,0001
Elevagdo da PCR (%) ° 44 88 <0,05
Albumina (g/dl) ? 35+0,3 3,3+£0,5 0,003
Grupo 1 (%)° 92 8 0,5
Grupo 2 (%) 88 12 **0,01
Grupo 3 (%) ¢ 65 35  ***0,001
Fibrinogénio (mg/dl)° 491+ 128 534 + 166 0,13
Kvv 2° 1,3+£0,2 1,1%0,1 0,09
Tempo em HD (meses)® 60 + 38 50 + 36 0,17
Desnutrigio (%) ' 56 96  <0,0001

2 Valores expressos como média + desvio padrdo; ° Valores expressos como
mediana e intervalos; ¢ Propor¢do média de PCR anormalmente elevada nas
quatro aferigdes; ° Analise da mortalidade pelo teste Qui-quadrado entre os
grupos: * 1 e 2/**2 e 3/***1 e 3;° n=129; 'n= 159 (ASG=B or C)

54
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Legendas para as figuras:

Figura 1. Curva ROC para PCR como um previsor de mortalidade.

Figura 2. Distribuigdo de niveis de PCR em 65 pacientes ocasionalmente inflamados
(o nivel de detecgéo da PCR foi de 3,2 mg/l).

Figura 3. Sobrevida dos pacientes em relagéo a elevagdo da PCR: Grupo 1
(sem elevagéo), Grupo 2 (elevagao ocasional) e Grupo 3 (elevagéo

persistente).
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Figura 2. Distribuicéo de niveis de PCR em 65 pacientes ocasionalmente inflamados

(o nivel de detecgao da PCR foi de 3,2 mg/l).
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Figura 3. Sobrevida dos pacientes em relagéo a elevagao da PCR:
Grupo 1 (sem elevagao), Grupo 2 (elevagdo ocasional) e Grupo 3 (elevagéo

persistente).
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Abstract

Background: A single elevated C-reactive protein (CRP) predicts mortality in
hemodilaysis (HD) patients but the relative importance of persistent versus

occasional systemic inflammatory response is not known.

Methods: To assess the influence on survival of occasional inflammation, C-reactive
protein (CRP), serum albumin (S-Alb) and fibrinogen were analysed bimonthly in 180
HD patients (54% M, 49+14 yr). Based on four consecutive measurements of CRP,
patients were assigned into three groups: Group 1 (n=74; 41%), no inflammation
(CRP < 51 mg/l in all measurements); Group 2 (n=65; 36%), occasional
inflammation (1-3 measurements of CRP > 5.1 mg/l); and Group 3 (n=41; 23%),
persistent inflammation (all measurements of CRP > 5.1 mg/l). The nutritional status
was evaluated by SGA, and the survival (21 months of follow-up), by Kaplan Meier

curve and Cox model.

Results: The median and range of CRP values (mg/l) for group 1, 2 and 3 were: 3.2
(3.2-5.1), 3.6 (3.2-54.9) and 13.8 (5.2-141), respectively (p<0.001). The prevalence
of malnutrition did not differ significantly (p=0.27) between Group 1 (62%), Group 2
(54%) and Group 3 (72%) respectively. The survival rate by Kaplan Meier analysis
was significantly different among the groups (chi-square 12.34; p=0.0004). Patients
in Group 3 showed the highest mortality (34%; p=0.001), compared to Group 1 (8%)
and Group 2 (14%; p=0.01) respectively, whereas no significantly difference in
mortality between Groups 1 and 2 was found. Age, CRP, S-Alb level and

malnutrition, were independent predictors of mortality.

Conclusion: The results indicate that persistent, rather than occasional

inflammation, predicts mortality in HD patients.



Key Words: hemodialysis, inflammation, malnutrition, ESRD, C-reactive protein.
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Introduction

Despite the rapid improvement in dialysis technology, the annual mortality rate
of patients with end-stage renal disease (ESRD) is many-fold higher than that of the
general population. This difference is mainly due to accelerated atherosclerosis and
increased mortality associated with cardiovascular disease (CVD) (1). The focus on
the pathogenic mechanisms of the atherosclerotic process has been changing during
the last decade, and interest in the role of inflammation in the atherosclerotic process
is expanding (2). Moreover, 40% of patients undergoing maintenance dialysis suffer
from varying degrees of malnutrition and a poor nutritional status is associated with
inflammation, CVD, and increased mortality in patients with ESRD (3).

Cross-sectional studies based.on a single determination of CRP show that
about 30-50% of predialysis, hemodialysis (HD), and peritoneal dialysis (PD) patients
have serologic evidence of an activated inflammatory response with elevated serum
levels of C-reactive protein (CRP) (4). However, inflammation may fluctuate over time
and the appearance of clinical events in dialysis patients might mainly be related to
persistent rather than to occasional elevations in plasma CRP levels (5, 6). Although
it is well documented that CVD mortality is significantly higher in HD patients with a
single elevated CRP (7, 8), the consequences, in terms of clinical outcome of
fluctuating levels of CRP have not been established. To test the hypothesis that
occasional inflammatory activation has an impact on the survival of ESRD patients,
we prospectively measured bimonthly CRP levels in 180 HD patients for six months.
Their clinical, laboratory and nutritional status were assessed and the patients were
then followed for a mean period of 21 months, during which time mortality was

recorded.
Subjects and Methods
Patients and study design

All prevalent HD patients in three dialysis centres in Curitiba, in southern
Brazil, were initially enrolled in the present study, which consisted of two parts. In the
first part (pre-baseline), the patients underwent bimonthly assessments of
inflammation for 6 months. At the end of this period the patients underwent a clinical
and nutritional assessment (baseline investigation). In the second follow-up phase of
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the study mortality was recorded. To be included in the second part of the study, the
patients were required to have completed four consecutive measurements of CRP
during the preceding 6 months. The exclusion criteria were presence of a known
chronic inflammatory disease or active infection during the initial 6 months of the
study. Among the 264 patients who were initially enrolled in the study, 180 (68%)
patients (97 men and 83 women) met the inclusion criteria. The clinical and baseline
data are shown in Table 1. The median age was 48 years (range, 16 to 89 years).
The causes of renal failure were: chronic glomerulonephritis (n=63; 35%),
hypertensive nephrosclerosis (n=47; 26%), diabetic nephropathy (n=20; 11%) and
other causes (n=50; 28%). All patients were hemodialysed 3-4 hours three times
weekly with modified cellulosic membranes (cellulose acetate or derivatized
cellulose). The vast majority of the patients had native AV fistula and only 5% had
vascular grafts. Medications included human recombinant erythropoietin, iron
sacharate, calcium based phosphate binders, oral active vitamin D, angiotensin-
conversion enzyme inhibitors whereas, anti-inflammatory drugs such as aspirin were
used as antiplatelet aggregation therapy only in a few patients. Only a few patients
were being treated with statins. The Ethics Committee of Hospital Evangélico de

Curitiba approved the study protocol, and informed consent was obtained from all
patients.

Clinically significant inflammation was defined as CRP > 5.1mg/|, based on the
receiver operating characteristics (ROC) curve, which showed a threshold value of
CRP>5.1 mg/l as a predictor of death (Figure 1). According to the results of the four
consecutive CRP measurements during the pre-baseline period, and using the ROC
cut off value for CRP, the patients were allocated into three groups: Group 1 (n=74),
no inflammation (all four CRP values < 5.1mg/l); Group 2 (n=65), fluctuating
inflammation (at least one CRP value > 5.1mg/l), and Group 3 (n=41), persistent

inflammation (all four CRP values > 5.1mg/l).

Laboratory methods

Venous blood samples were taken prior to the initiation of the HD session and
were stored on ice (4°C) and then centrifuged within 60 minutes after collection.
Samples were thereafter stored at -20°C until analysis. Serum determinations of CRP

(nephelometric immunoassay; only values > 3.2 mg/l were reported), serum albumin
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(S-Alb) (bromocresol green method), and fibrinogen measured by the thrombin time
method, with a blood sample anticoagulated with 3.8% sodium citrate) were
performed bimonthly during the 6 months prior to the follow-up period. Haemoglobin
and serum urea, determined by routine methods, and dialysis adequacy (Kt/V) as

assessed by the Daugirdas equation (9), were analyzed at baseline.
Nutritional evaluation

The subjective global assessment (SGA) was used to evaluate the nutritional
status at baseline. SGA included six subjective assessments; three assessments
were based on the patient’'s history of weight loss, incidence of anorexié and
incidence of vomiting, and three based on the dietitian’s grading of muscle wasting,
presence of edema and loss of rsubcutaneous fat. On the basis of these
assessments, each patient was given a ranking that reflected the nutritional status as
follows: A= normal nutritional status, B= mild to moderate malnutrition and C= severe
malnutrition (10). The baseline SGA was carried out at the beginning of the follow-up
period and was performed by the same experienced dietitian.

Follow-up

After the baseline investigation, the patients were followed prospectively for
the subsequent 21 months to determine their clinical outcome. Survival was recorded
from the end of the pre-baseline period of sample collection (from September 2000 to
May 2002), until death (n=27) or censoring for transplantation (n=13).

Statistical analysis

Data are presented as mean t SD. A p-value less than 0.05 was considered
significant. A comparison between two groups was performed using the Student t test
for normally distributed variables whereas the Mann-Whitney's U-test was used for
not-normal distributed variables. Comparisons between three groups were performed
using the ANOVA test. The analysis of categorical variables was made by the
analysis of contingency tables. For non-normally distributed variables, correlations
were performed with the Spearman rank test. The Kaplan Meier test was used for
analysis of survival. Cox proportional hazard analysis was used to assess
independent predictors of survival. The cut-off point for CRP, as predictor of death,
reached a sensitivity and specificity of 63% and 67.3% respectively according to the
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ROC curve (Fig. 1). The area under the ROC curve was 0.696, standard error 0.002,
and the 95% confidence interval 0.564 to 0.795. '

Results
Clinical data

The clinical data and serum concentrations of CRP, S-Alb and fibrinogen for the 180
patients are summarized in Table 1. Malnutrition (SGA, ranking B to C) was present
in 99 (62%) patients of the 159 patients investigated; 85 (53%) patients were mildly
malnourished, and 14 (8%) patients were severely malnourished. The mean values
of CRP, S-Alb and fibrinogen at the baseline investigation were respectively: 7.3 mg/I|
(range, 3.2 - 82 mg/l), 3.5+0.3 g/dl, and 500+140 mg/dl. An increased CRP level
(defined as CRP >5.1mg/l) was found in 66 (37%) patients at the first available
measurement during the pre-baseline period, and 106 (59%) patients had an
elevated CRP level at least once during the pre-baseline 6 months period. In 37% of
the patients CRP level was elevated in all four measurements. Among the 66 patients
who had an elevated initial CRP, 45 (68%) persisted with CRP >5.1 mg/l at the final
measurement (Table 2). In addition, at pre-baseline period 45 (24%) patients either

had signs of inflammation or malnutrition.

At baseline, correlation was found between CRP and fibrinogen (Rho = 0.43,
p<0,001), but unexpectedly, not between CRP and S-Alb (Rho =-0.11; p=0.15),
fibrinogen and S-Alb (Rho=0.04; p=0.6) or CRP and age (Rho=0.08; p=0.28). A
significant correlation was found between malnutrition and age (Rho=0.18; p=0.002).
Malnourished patients were significantly older (51+13 vs. 46115 years; p= 0.02)
compared to well-nourished patients. Otherwise the malnourishgd patients did not
differ significantly from the well-nourished patients with regard to a variety of
biochemical parameters including, S-Alb (3.5 + 0.3 vs. 3.4 + 0.3 g/dl: p=0.15);
fibrinogen (507 + 138 vs. 480 + 170 mg/dl, p=0.24) and CRP (4.3 [3.2 - 80.7] vs. 5.1
[3.2 - 37] mg/l, p=0.54), respectively (Table 3).

Comparisons between the three CRP groups

The clinical characteristics of the three groups are given in Table 4. The
individual values of CRP in Group 2 are presented in Figure 2. The 65 patients in
Group 2 had an elevated CRP at one (31 patients), two (25 patients) or three (9
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patients) determinations. Whereas S-alb Ievéls did not differ significantly among the
three groups, patients in Group 3 had significantly (p<0.001) higher levels of
fibrinogen (570+130 mg/dl) when compared to patients in Group 1 (430£120 mg/dl)
and Group 2 (510£120 mg/dl). Surprisingly, the prevalence of malnutrition did not
differ significantly among the three groups. Although patients in Group 3 had lower
levels of Kt/V (1.2+0.2), compared with patients in Group 1 (1.3610.2) and Group 2
(1.3610.2) this difference did not attain full statistical significance (p=0.06). The
overall mortality was significantly higher in Group 3 (34%) compared to Group 1 (8
%) and Group 2 (14 %) (p=0.001). When analysed separately there were no
significant differences in mortality between Group 1 and 2 (Chi-Square=0.67, p=0.5),
but significantly higher mortality in Group 3 compared with Group 2 (Chi-Square =
7.1, p=0.01) and between group 3 and group 1 (Chi-Square = 11.97, p= 0.0007).

Survival analysis

During the follow-up 27 patients died (8%, 14% and 34 % for group 1, 2 and 3,
respectively). The causes of death were CVD (52%), infection (30%) or other causes
(18%). The survival in the patients in group 1, 2 and 3 is shown in Fig. 3. According
to the Kaplan Meier analysis for the overall population, the survival rate was
significantly different among the groups (chi-square 12.34, p=0.0004). Patients in
group 3 had the highest overall mortality (34%; p=0.001) compared to Group 1
(mortality 8%) and Group 2 (mortality 14%) respectively, whereas there was no
difference in mortality between Group 1 and Group 2. The Cox proportional hazard
model was applied to the overall study population to adjust event free times for age,
malnutrition, CRP, S-Alb and gender (Table 5). The Cox analysis showed that
malnutrition, age, S-Alb and CRP were independently associated with mortality. On
the other hand, gender was not an independent predictor of mortality in the Cox

analysis.

The clinical data on the survivors and non-survivors are shown in Table 6.
Compared with survivors, non-survivors had a higher median level of CRP (6.2 [3.2 -
82] mg/l vs. 3.2 [3.2 - 28.30] mg/l (p<0.0001), lower levels of S-alb (3.3£0.5 vs.
3.5¢0.3 g/dl)(p=0.003), and were older (57+14 vs. 48114 years) (p=0.002),
respectively. Almost all non-survivors were malnourished (96%), hereas the

prevalence of malnutrition in survivors was 56%.



68

Discussion

The main finding of the present study was that the 23'% of HD patients, who
had persistently elevated plasma levels of CRP had a poorer clinical outcome
compared to HD patients who had occasional elevations (36% of patients) or low
plasma levels (41% of patients) of CRP. Thus, persistent rather than occasional
inflammation was a powerful predictor of death. In addition, 62% of the patients were
malnourished, and malnutrition was also a strong predictor of mortality. However, in
contrast to several previous studies, from Europe and North America, the correlations
between inflammatory markers and nutritional status were weak, suggesting that
inflammation was not a strong determinant of nutritional status in the present study.
The high prevalence of inflammation in this Brazilian HD cohort, confirms that
inflammation is an important clinical feature in ESRD patients, regardless

geographical origin (11).

It is now well recognized that there are strong relationships between
malnutrition, inflammation and CVD in ESRD patients (7, 8, 12, 13). The malnutrition,
inflammation and atherosclerosis (MIA) syndrome is associated with a high mortality,
and in this syndrome, inflammation appears to have a crucial role (13). Although the
origin of inflammation in ESRD patients is often unclear, chronic bacterial or viral
infection, loss of residual renal function, uremia per se, and in HD patients, the
influence of the dialysis procedure are thought to be important factors (14-17). In the
present study, we found that 59 % of our patients, who had no signs of clinically
apparent infection, had an elevated level of CRP (CRP>5.1 mg/l) at one or more
occasions during the initial 6 months of the pre-baseline period confirming that ESRD
is a chronic inflammatory state. A recent study on a large cohott of European (17)

ESRD patients, showed that a CRP value above of 3.4 mg/l was a predictor of
death.

When comparing the present data to previous European and North American
studies, several important differences should be considered. At first, in our study,
chronic glomerulonephritis and hypertensive nephrosclerosis were the most common
causes of ESRD, which is in agreement with data from the Latin American Registry
(18). At the second, in contrast with North American and European studies in which
the prevalence of diabetic nephropathy in HD is higher, the prevalence of diabetic



69

nephropathy was only 9 % in the present study. This might be explained by the fact
that most of the diabetic patients in our clinic are being treated by PD. Another
important fact to consider is that the mean age was considerably lower compared to
European and North American dialysis patients (19,20). Finally, a higher prevalence
of malnutrition (62%, as assessed by SGA) was found in the present study compared
to previous studies from North America and Europe where usually fewer than 50% of
patients undergoing dialysis suffer from varying degrees of protein energy
malnutrition (11). The poor correlations between inflammation biomarkers and the
nutritional status may indicate that malnutrition, to a larger extent, might be explained

by poor nutritional intake in the Brazilian HD patients.

Most of the studies analysing the inflammatory profile and malnutrition in
ESRD patients are from industrialized Western and Asian countries whereas in other
countries the real estimation of the MIA syndrome remains unclear (11). The
prevalence of malnutrition in our population (62%) was similar to that reported
previously from Sweden (12) but is higher than the prevalence in several other
studies, especially in Asian patients in whom malnutrition as well as inflammation
may be less common. Noh et al (21) found that 12% of 106 patients on PD in Korea
had signs of inflammation, and even in this group the prevalence of malnutrition was
only 30.8%. These divergent findings might be explained by differences in socio-

economic, nutritional and genetic factors between different populations.

Inflammation and mortality

The acute phase response usually varies over the time in dialysis patients,
suggesting that a transitory process, such as infections, is often responsible for
activation of the inflammatory response (22). When we analysed the variation of CRP
levels in our patients, we could identify a group of patients in whom the levels of CRP
fluctuated between normal and abnormal values (Group 2). From a clinical point of
view, it is important to understand the implications of the inflammatory response of
patients in Group 2 who sometimes presented with CRP levels within the limits of
normality. These patients had according to the Kaplan Meier analysis a better

survival rate compared with the persistently inflamed patients in Group 3.
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One possibility that might explain the poor survival in Group 3 is that this group
may have had more co-morbid conditions compared with the other two groups, and
they had higher levels of fibrinogen, a higher prevalence of malnutrition and they
were older compared to the other two groups. We have previously shown that the
mortality rate increases progressively with an increasing number of risk factors
(malnutrition, inflammation and CVD), being as high as 75% after 3 years in patients
who have all these three risk factors (18). In this study, we could confirm that age, S-
Alb, CRP and malnutrition were independent predictors of mortality. Similarly,
Zimmermann et al (8) and Yeun et al (7) found that CRP and age were the most
important factors in predicting CVD mortality among European and North American
HD patients. The difference in mortality between Group 2 and Group 3, in the present
study, could also be related to the fact that patients from Group 2 were younger and
presented with on average lower levels of CRP, reflecting a lower degree of
persistent inflammatory activity. It is notable that patients from Group 3, also during
the follow-up period, presented with persistently higher levels of CRP (data not

shown), thus demonstrating a continual pattern of a systemic inflammatory response.

Another plausible explanation for the difference in the pattern of the
infammatory response found in our patients is the variation in the genetic
determination of the inflammatory response, as suggested by Girndt et al (23) who
demonstrated the influence of the anti-inflammatory interleukin (IL-10) genotype in
ESRD patients. In these patients, the -1082* allele (low IL-10 production) had more
frequent elevations of the acute phase response and a higher prevalence of CVD,
compared to patients with the -1082G* genotype (high IL-10 production). Berger et al
(24) recently showed an association between IL-1 gene polymorphisms and levels of
CRP and fibrinogen in non-renal patients submitted to coronary angiography. Taken
together, these findings suggest an important role of gene polymorphisms in the
interindividual variability of the inflammatory response, which to some extent might

explain the different patterns of inflammatory activity in our patients.

This study confirms strong correlations between the acute phase proteins,
CRP and fibrinogen (7, 8, 13). Fibrinogen levels are elevated in patients with chronic
renal failure (25) and inflammation of coronary artery plaques is predicted by high
values of CRP and fibrinogen (26). However, surprisingly, S-alb levels were not
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associated with CRP when all 180 patients were analyzed in the present study.
Nevertheless, a strong negative correlation was found when the analysis was limited
to the nonsurvival group (data not shown), suggesting that hypoalbuminemia
associated with systemic inflammation was a marker for mortality in this cohort of HD

patients.

Limitations of the study

Several shortcomings of the present study should be considered. First, in our
nutritional evaluation we relied on SGA. Although the National Kidney Foundation
Dialysis Outcome Quality Initiative (DOQI) recommends the use of SGA in its most
recent update for the evaluation of protein-energy nutritional status (27), a single
determination of SGA cannot take into account any variation of the nutritional state
that occurred over time. At second, the lack of assessment of CVD as a predictor of
clinical outcome is another relevant concern. In the present study, as a complete
cardiovascular evaluation through invasive or non-invasive investigations was not
available in most patients, we did not include an analysis of CVD based on clinical
findings. Third, although all patients with known active infection were excluded from
the study during the pre-baseline period, subclinical infectious episodes can still not
be ruled out as causing the bursts of inflammation in Group 2, especially in patients
with only one elevated measurement of CRP. The resolution of the infectious process
could bring the levels of CRP back to normal, resulting in no harmful effect on clinical
outcome. Finally, it should be noted that the inclusion criteria of four consecutive
assessments during the 6-month baseline period implies a positive selection of the

survivors during this period.

In summary, among these 180 Brazilian HD patients, inflammation and
malnutrition were common complications that predicted survival, but did not correlate
with each other, suggesting that many of the malnourished patients had malnutrition
type 1, i.e. not associated with inflammation (28). The present study also confirms
that a single determination of CRP as well as of serum albumin, malnutrition and
advanced age are independent and strong predictors of mortality in Brazilian ESRD
patients. In the longitudinal part of the study, we could distinguish two characteristic
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groups of patients with elevated levels of CRP: one group with fluctuating levels and
another one with persistent inflammatory activity. The patients with a persistent
elevation of CRP had a higher mortality rate than the patient with occasional CRP
elevation, whereas the mortality in the latter group did not differ significantly from the
mortality in the non-inflamed patient. Thus, persistent, rather than occasional,
inflammation predicts mortality in HD patients. Further studies are needed to better

understand the cause(s) of a persistent inflammatory response in ESRD patients.
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Table 1.Clinical and laboratory data in 180 hemodialysis patlents at the end of the
baseline period..

Age (years)?

Males (%)

Time on HD (months) ?
CRP (mg/l) ®
S-Albumin (g/dl) ®
Fibrinogen (mg/dl) ®
Kt/V urea *°
Malnutrition (%) ¢
Diabetes mellitus (%)

49+ 14

55

59 + 37

3.6 (3.2t082)
3.5+0.3

500 + 140
1.3+0.2

62

9

@ Values expressed as means + SD; ° Values expressed as median and range; °

n= 129

n= 159 (SGA B and C).



Table 2. Initial CRP versus CRP at the end of the baseline period (6 months later)

78

CRP? High CRP 6 months later Low CRP 6 months later
Initial high CRP (n =66) 45 (68%) 21 (32%)
Initial low CRP (n=114) 28 (24%) 86 (76%)

2 CRP >5.1.mg/l was used as cut-off value to define inflammation.
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Table 3. Clinical and laboratory comparison according to baseline nutritional status in

159 patients. Malnutrition was defined as SGA category B or C.

Parameter Mainourished Well-nourished p value
(n=99) (n=60)
Males (%) o1 49 0.4
Age (years)® 51 £13 45+ 14 0.02
Diabetes Mellitus (%) 13 7 0.2
CRP (mg/l) ® 3.7 (3.2t0 82) 3.6 (3.2to0 15.6) 0.5
S-Albumin (g/dl) ® 34+0.3 35+0.3 0.2
Fibrinogen (mg/dl)® 510 £ 130 480 £ 120 0.2
KtV ¢ 1.31£0.2 1.3+£0.2 0.5
Time on HD (months)? 58 + 41 60 + 32 0.2

2 Values at baseline expressed as mean t SD; b Values at baseline expressed

as median and range; ° n=129
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Table 4. Clinical and laboratory data in the three groups subdivided according

to CRP levels
Parameter Group 1 Group 2 Group 3 p value
n=74 n=65 n=41
Age (years)? 48 + 12 46 + 14 56 + 14 <0.001
Males (%) 46 58 63 0.18
CRP (mg/l)b 3.2(3.2-51) 3.6 (3.2-54.9) 13.8 (5.2-141) <0.001
Inflammation (%)° 0 37 100 <0.05
Time on HD (month)? 65 + 39 54 + 36 51 + 34 0.09
Albumin (g/dl)® 3.5+0.3 35103 34104 0.42
Fibrinogen (mg/dl)® 440+ 120 520+ 130 580 + 130 <0.001
KtV urea® 1.3+0.2 1.3+0.2 1.240.2 0.06
Malnutrition (%) ° T 62 72 0.27
Overall mortality (%) 8 14 34 0.001
Mortality rate/year (%) 4.6 7.9 19 0.001

2 Values expressed as means; b Values are expressed as median and range; °
Mean proportion of abnormally elevated CRP in the four measurements.; d
n=129; ® n=159 (SGA B and C);
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Table 5. Cox proportional hazards multivariate analysis of factors predicting

Parameter Adjusted p-value
Hazard Ratios
(95% Cl)
Age ( per year) 1.05 (1.02-1.08) 0.0003
Gender (M versus F) 1.01 (0.42-2.38) 0.96
Malnutrition (SGA B and C vs. A) ® 3.4 (1.56-14.55) 0.0004
S-Albumin ( per g/dl increase ) ? 0.25 (0.09-0.72) 0.01
CRP (per mg/l increase) ® 1.03 (1.01-1.06) 0.004
mortality.

aSGA, S-Alb and CRP, were assessed at baseline.



Table 6. Baseline clinical and laboratory data in survivors and non-survivors

Parameter Survivors

(n=153)
Males (%) 52
Age (years)? 48 + 14
Diabetes (%)
CRP (mg/l) ® 3.2 (3.2 to 28.30)
CRP elevation (%) °© 44
S-Alb (g/dl) ® 35+0.3
Group 1 (%)*
Group 2 (%) ¢ 88
Group 3 (%) ¢ 65
Fibrinogen (mg/dl)° 491 + 128
Kvv 2° 1.3+0.2
Time on HD 60 + 38
(months)®

Malnutrition (%) f

Nonsurvivors

(n=27)

62

57 + 14

9

6 (3.2 to 82)
88
33105
8

12

35

534 + 166
1.1+0.1
50 + 36
96

p value

0.33
0.002
0.09
<0.0001
<0.05
0.003
0.5
**0.01
**+0.001
0.13
0.09
0.17

<0.0001

82

@ Values expressed as mean t SD; ® Values expressed as median and range; °
Mean proportion of abnormal elevated CRP in the four measurements;
Analysis of mortality by Chi-square tests between groups: * 1 and 2/**2 and 3/

*+*1 and 3:° n=129; 'n= 159 (SGA=B or C)
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Legends to figures:

Figure 1. Receiver operating characteristics (ROC) curve for CRP as a predictor of
death.

Figure 2. Distribution of CRP levels in 65 occasionally inflamed patients (the
detection level of CRP was 3.2 mgl/l).

Figure 3. Survival of patients with no (Group 1), occasional (Group 2) and
persistent (Group 3) elevation of serum CRP.



Figure 1. Receiver operating characteristics (ROC) curve for CRP as a

predictor of death.

1,00
g

3 0,907 | crP=5.1mg/!

o 0,80 .
n . \\\\
0,70— N
0,60—
0,50
0,40—_'
0,30—_
0,20:
0,10

0,00 ‘I'I‘l’l'l‘l’i’{'f'

000 020 040 060 0,80 1,00
1-Specificity
False Positive

True Positive




Figure 2. Distribution of CRP levels in 65 occasionally inflamed patients (the

detection level of CRP was 3.5mgl/l).
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Figure 3. Survival of patients with no (Group 1), occasional (Group 2) and

persistent (Group 3) elevation of serum CRP.
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Resumo

Introdugao: A doenga hepatica crénica e terapia intravenosa com ferro (TIVF) podem
aumentar o estresse oxidativo (EO). O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia
da hepatite C (HCV) e TIVF no EO em pacientes em hemodialise (HD).

Métodos: Um total de 115 pacientes em HD (47% masculinos, idade 47+13 anos)
foram alocados em dois grupos de acordo com a presenga (HCV+) ou auséncia
(HCV-) dos anticorpos séricos contra HCV. Os niveis de pentosidina plasmatica, PCR
de ultra-sensivel (PCRas), interleucina-6 (IL-6) e alanina aminotransferase (ALT)
foram medidos. Os pacientes também foram analisados de acordo com os tercis dos
niveis séricos de ferritina: Grupo 1 -(ferritina<380 ng/ml), Grupo 2 (ferritina 380-
750ng/ml) e Grupo 3 (ferritina >750ng/ml). A dose cumulativa de ferro foi registrada
durante os 6 meses que antecederam o estudo.

Resultados: Pacientes HCV + apresentaram niveis medianos de pentosidina
plasmatica e ALT (média t desvio padrdao) mais elevados que os pacientes HCV -
(104.5 intervalos de 13.3-230.5 vs. 87.4, intervalos 25.6-183.7pmol/mg) e (30 + 21
vs. 20 * 24Ul/l). Idade, sexo, albumina sérica (Alb-S), IL-6 e PCR néao diferiram de
acordo com a sorologia HCV. Os pacientes com niveis mais elevados de ferritina
(Grupo 3) apresentaram niveis medianos mais elevados de pentosidina (pmol/mg) e
de dose cumulativa de ferro (média + desvio padrdo) em mg/ultimos seis meses
(106, intervalos, 27-230) (900 + 474) comparados aos pacientes do Grupo 1 da
ferritina (99, intervalos 43-175) (7451478, p<0,05) e Grupo 2 da ferritina (79,
intervalos 13-177) (694 + 532; p<0,05). A pentosidina plasmatica apresentou
correlagdo positiva com a idade (Rho=0.18; p=0.05), HCV (Rhno=0.19; p=0.03) e
ferritina (Rho=0.19; p=0.03). Além disso, houve correlagdes significativas entre
ferritina e hematdcrito (Rho=0.22; p<0.01) e a dose cumulativa de ferro (Rho=0.19;
p=0.03).

Conclusdo: a combinagéo de hepatite C e TIVF, resultando em sobrecarga de

ferro, pode intensificar o EO nos pacientes em HD.
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Titulo de cabecgalho: Pentosidina elevada em pacientes em hemodialise com
HCV e hiperferritinemia.
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Introducao

A principal causa de mortalidade em pacientes com insuficiéncia renal crénica
(IRC) é a doenga cardiovascular (DCV) [1]. A presenca de inflamagdo e estresse
oxidativo (EO) pode contribuir para a DCV em pacientes com IRC. Além disso, na
uremia, estdo elevados os niveis de produtos finais da glicagdo avangada (PFGAsS),
0s quais podem promover aterosclerose [2]. Os PFGAs constituem uma classe
heterogénea de substancias, tais como a pentosidina, NF-carboximetil-lisina e
imidazol, que sao formadas por reagdes de glicagdo ndo enzimatica e oxidagao entre
compostos carbonil derivados de carboidratos e proteinas e grupos amino (reagao de
Maillard) [3]. O acumulo de PFGAs em pacientes com IRC parece ser independente
da glicose sérica, mas é associado com inflamagéo, EO, desnutricdo e fungao renal
residual reduzida [4].

Hepatite C, que infecta 170 milhdes de pessoas no mundo todo, ndo é uma
condigdo incomum nos pacientes brasileiros em hemodialise (HD). A prevaléncia de
anticorpos anti-HCV é alta nos centros brasileiros de HD (variagédo, 20% a 50%) [5,
6]. O EO aumentado é uma caracteristica comum da doenga hepatica cronica [7] e
em pacientes com infecgdo pelo HCV foram evidenciados niveis elevados de
marcadores da peroxidagao de lipidios no figado, no soro e em leucdécitos [8].

A anemia dos pacientes com IRC é geralmente tratada pela administragéo de
eritropoietina (EPO) subcutanea e ferro intravenoso.Recentemente, foi sugerido que
a TIVF pudesse estar associada com um aumento da mortalidade e morbidade em
pacientes em HD [9]. Além disso, o ferro aumenta a formagéao de espécies reativas
de oxigénio (ERO), levando a peroxidagao de lipidios. O objetivo deste estudo foi
investigar a influéncia do estado da sorologia HCV e terapia dé reposi¢ao de ferro

sobre os niveis de pentosidina em um grupo de pacientes em HD.
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Pacientes e Métodos

Pacientes e delineamento do estudo

Um total de 115 pacientes em HD pacientes (66 homens; mediana de idade de
47, intervalos de 16-89 anos) em trés centros de didlise na cidade de Curitiba
(Parana-Brasil) foram incluidos no estudo. O principal critério de inclusdo foi uma
permanéncia em hemodidlise de pelo menos 6 meses. Pacientes com doenga
inflamatéria crénica (por ex., doengas reumaticas) infec¢des em atividade , assim
como a presenga de hepatite B, definida pela detec¢do do antigeno-Hbs no soro, foi
excluida do estudo. Os dados clinicos e de dialise sédo apresentados na Tabela 1. As
causas de insuficiéncia renal foram: glomerulonefrite crénica (n=54), nefroesclerose
hipertensiva (n=32), nefropatia diabética (n=13), e outras causas (n=16). Todos os
pacientes foram hemodialisados 3 vezes por semana com membranas de celulose
modificada (acetato de celulose ou derivados da celulose).

A dose media de TIVF (dose semanal média de manutengéo de 50-100 mg), e
eritropoietina subcutanea (dose media de 75U/Kg, variagdo entre 50 a 100 U/Kg) foi
registrada durante os 6 meses que precederam o inicio do estudo. Os pacientes
foram divididos em tercis de acordo com seus niveis de ferritina, e em dois grupos
dependendo da presenga (HCV+) ou auséncia (HCV-) dos anticorpos contra hepatite
C. O Comité de Etica do Hospital Evangélico de Curitiba aprovou o protocolo de

estudo.

Analise Bioquimica

Os pacientes em hemodidlise foram avaliados no meio da semana, antes de
uma sessdo de hemodialise. Amostras de sangue venoso'foram colhidas do
pacientes de hemodialise e controles pela manha, apos jejum noturno. As amostras
de plasma foram separadas das células sanguineas e armazenadas a -70°C até a
analise. A albumina sérica (S-alb) foi determinada pelo método do verde bromocresol.
A proteina C-reativa de alta sensibilidade (PCRas) e a alanina aminotransferase
(ALT) foram medidas pelo método nefelométrico. Os niveis plasmaticos de
interleucina-6  (IL-6) foram medidos por imunoensaio enzimatico (ELISA,

Orthodiagnostic System, Raritan, NJ, USA). A ferritina sérica foi medida pelo método
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Immulite. O diagnéstico de hepatite C foi feito pela detecgdo dos anticorpos anti-HCV
também por método de ELISA (ELISA-2, Anti-HCV test, Ortho, Raritan, NJ, USA) de
segunda geragéo, baseado em seis medidas consecutivas realizadas mensalmente

antes do inicio do estudo.

Dosagens de pentosidina

A pentosidina plasmatica foi determinada por cromatografia liquida de alta
performance de fase reversa, como originalmente descrito por Odetti et al [10] e
modificado por Miyata et al [11]. Sumariamente, 50 ul de plasma foram liofilizados e
entdo hidrolisados por 50 pl HCI (6N) a 110°C sob atmosfera de nitrogénio por 16
horas, subseqiientemente neutralizado com 100 pl de NaOH (5N) e 200 pl de
tampao de fosfato (0.5M, pH 7.4), e entao filtrado através de um filtro Millipore de
0.45 um-e diluido 20 vezes com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS). As
amostras filtradas (50 pl) foram entdo injetadas em colunas analiticas C18 de fase
reversa (218TP104, Vydac, Separation Group, Hesperia, CA) utilizando detector
direto de fluorescéncia em comprimentos de onda de excitagdo/emissdo de 335/385
nm. Um gradiente linear de solvente foi utilizado, como descrito por Wilker et al [12],
no qual o solvente A foi o acido heptafluorobutirico (HFBA, 0.01 M) em agua e o
solvente B foi o HFBA 0,01 M + 60% acetonitrilo + 40% H20. O perfil de diluigao foi
realizado como se segue, de acordo com o gradiente linear: 0-3 min, 0% B; 3-20 min,
0-30% B; 20-25 min, 30% B; 25-35 min, 30-100% B; 36-45 min, 0% B. A taxa de fluxo
foi mantida em 1 ml através do fluxo cromatografico. Pentosidina sintética foi utilizada
para o calculo dos niveis plasmaticos. Como a pentosidina esta principalmente ligada
a proteina e a albumina é a unica proteina que se liga a pentosidina, [11] e a
pentosidina livre representa 3-4 % da pentosidina total circulante [13], as
concentragbes plasmaticas de pentosidina em pmol por litro foram, entéo, corrigidas
para a albumina sérica e expressas em pmol por mg de albumina [14].

Analise estatistica
Os dados sao apresentados como media t+ desvio padrdo, ou mediana e

intervalos. Uma comparagao entre dois grupos foi realizada utilizando o teste t de

Student para variaveis normalmente distribuidas, enquanto o teste U de Mann-
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Whitney foi usado para variaveis nao normalmente distribuidas. Comparagéo entre
trés grupos foi realizada utilizando o teste ANOVA. A andlise das variaveis
categoricas foi realizada pela analise de tabelas de contingéncia. Para variaveis nao
normalmente distribuidas, correlagbes foram realizadas com o teste de
ranqueamento de Spearman. A diferenga foi considerada significativa quando o valor

de “p” foi menor do que 0.05.
Resultados

Dados Clinicos e Correlagbes

As caracteristicas clinicas dos pacientes séo apresentadas na Tabela 1. Como
esperado, encontrou-se nos pacientes uma significante correlagéo negativa entre Alb-
S e PCRas (Rho =-0,21; p=0,02), e entre Alb-S e desnutricdo (ASG) (Rho=-0,21; p=
0,03). Nos pacientes em HD, os niveis de pentosidina no plasma se correlacionaram
com a idade (Rho=0,22; p=0,001) e ferritina (Rho=0,19; p=0,03). Foi encontrada uma
correlagao positiva entre IL-6 e idade (Rho=0,38; p=<0,0001), entre IL-6 e PCRas
(Rho=0,48; p<0,0001) e uma correlagao inversa foi observada entre IL-6 e Alb-S
(Rho= -0,20; p =0,004). A dose cumulativa de ferro foi 776 + 498 mg nos 6 meses
que precederam a avaliagdo. A dose cumulativa de ferro se correlacionou com o
hematécrito (Het) (Rho=0,38; p<0,0001) e ferritina (Rho=0,20; p=0,02). Finalmente,
foi encontrada uma correlagdo significativa entre a ferritina e o Hct (Rho=0,23;

p=0,001), mas ndo houve correlagdes significativas entre ferritina e PCRas e IL-6,

respectivamente.

Comparagéo entre pacientes de acordo com a sorologia HCV

Os dados clinicos e laboratoriais basais dos dois grupos, HCV+ (n=62) e
HCV-(n=53) respectivamente, séo apresentados na Tabela 2. O tempo médio
em tratamento hemodialitico foi significativamente maior no grupo HCV+ 6,1+
3.0 anos) comparado aos pacientes do grupo HCV- (3,9 £ 2,7 anos, p<0,001).
Os pacientes HCV+ tiveram niveis significativamente mais altos de ALT e
pentosidina plasmatica que os pacientes HCV- (Figura 3). O nivel mediano de
PCRas sérica (mg/l) foi mais baixo no grupo HCV+ que no grupo HCV-, mas
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esta diferenga ndo alcangou significancia estatistica (p= 0,08). Por fim, ndo

houve diferenca nos niveis de |IL-6 entre os dois grupos.

Comparagdo entre pacientes de acordo com os tercis de ferritina e dose de
ferro

Os pacientes foram subdivididos em tercis de acordo com os niveis séricos de
ferritina (Tabela 3): Grupo 1 (n=39; ferritina < 380ng/ml), Grupo 2 (n= 37, ferritina de
380 a 750 ng/ml) e Grupo 3 (n= 39; ferritina >750 ng/ml). Os pacientes no Grupo 3
apresentaram niveis medianos de pentosidina significativamente mais elevados
(Figura 2) se comparados aos outros dois grupos. Além disto, a dose de ferro foi
significativamente mais alta no Grupo 3, se comparada aos Grupos 1 e 2, € uma
prevaléncia aumentada de mulheres foi observada no Grupo 1, em comparagdo com
os outros dois grupos. Por outro lado, idade, tempo em HD, albumina sérica, PCRas,
IL-6 e a presenga de hepatite C ndao foram significativamente diferentes entre os trés
grupos.

As caracteristicas dos pacientes de acordo com a dose mediana de ferro sdo
apresentadas na Tabela 4. Ferritina, hematdcrito, tempo em dialise e a prevaléncia
de HCV foram significativamente mais altos no grupo de pacientes com doses
cumulativas de ferro mais elevadas (>600 mg /6 meses). Por outro lado, ndo houve
diferengas em relagéo a idade, sexo, pentosidina, PCRas, IL-6, S-alb e prevaléncia

de desnutrigdo entre os dois grupos.

Discusséo

Os principais achados deste estudo sugerem que a presenga de HCV esteve
associada com niveis plasmaticos mais elevados de pentosidina, indicando um
aumento do EO neste grupo de pacientes. Este estudo é o primeiro a relatar uma
correlagéo entre infecgao por HCV e niveis
elevados de produtos finais da glicacdo avangada (PFGAs), especificamente a
pentosidina. Sob EO, a formagéo de PFGAs tais como a pentosidina, é o resultado de
uma produgdo aumentada de compostos reativos de carbonil, formados pela auto-
oxidacao de carboidratos e lipidios [15]. Os niveis aumentados de pentosidina nos

pacientes HCV+ e em pacientes com altos niveis de ferritina, sugerem que a
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combinagdo de HCV e terapia intravenosa com ferro podem ter participagdo na
elevagao deste produto final da glicagéo avangada.

Pacientes em HD sdo um importante grupo de risco para infec¢ao por HCV. A
prevaléncia de HCV em pacientes brasileiros em HD difere de uma regido para
outra, variando de 20% a 50% [5]. A infecgao pelo HCV estimula a producdo de ERO
por macréfagos ativados, e aldeidos reativos podem ativar diretamente os
hepatdcitos, transformando-os em miofibroblastos, entdo levando a fibrose e cirrose
hepatica. Entretanto, ha poucos estudos sobre a participagdo do HCV no EO na
populacdo em HD. Kbken et al [16] estudaram os niveis de malondialdeido e
conteudo de carbonil em um grupo de pacientes em HD, e evidenciaram que os
pacientes HCV+ apresentaram niveis mais elevados destes marcadores de EO,
comparados aos controles e pacientes HCV- em HD. A infec¢do por HCV pode
resultar em acumulo de ferro no figado. O aumento nos depédsitos de ferro pode ser
devido a liberagdo pelo hepatécitos lesados, acdo do préprio virus ou fatores
genéticos [17]. Além disso, a infecgdo persistente por HCV foi recentemente
associada a aterosclerose. Ishizaki et al demonstraram que a infec¢do por HCV em
pacientes nao renais, detectada pela presenga da proteina central do HCV, esteve
significativamente associada com a presengca de placas em artérias carétidas
(diagnosticadas por ultrasonografia bidimensional de alta resolugéo) [18].

A maioria dos pacientes em HD necessita de suplementagdo de ferro para
repor as perdas sanguineas continuas causadas pelo procedimento de HD. A
deficiéncia absoluta ou relativa de ferro, pela deple¢do dos depésitos de ferro na
medula 6ssea , € uma causa comum de falha na resposta a EPO [19]. Assim, a
administracdo de ferro € um pré-requisito para uma eritropoiese adequada. A
seguranca e efeitos colaterais do ferro intravenoso tém sido debatidos nos ultimos
anos. Feldman et al [9),avaliando o impacto da administragdo parenteral de ferro
sobre as taxas de sobrevida e hospitalizagdo em 5833 pacientes em HD nos Estados
Unidos, demonstraram um risco aumentado de mortalidade em pacientes que
recebiam mais que 1000 mg de ferro-dextran num periodo de 6 meses. Também, a
administracao intravenosa de ferro para a corre¢do da anemia em pacientes em HD
pode liberar ferro livre, que pode reagir com peréxido de hidrogénio, produzindo
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radicais oxidantes de hidroxila. Os oxiradicais resultantes tém o potencial de produzir
danos sobre os lipidios, acidos nucléicos, proteinas e carboidratos celulares [20].

E provavel que os niveis elevados de ferritina no presente estudo estejam
relacionados a terapia de reposi¢cdo de ferro. A média de ferro administrado aos
pacientes esteve de acordo com a dose semanal recomendada, entre 50 e 100 mg. A
prevaléncia mais elevada de mulheres no tercil de ferritina mais alto e a maior
prevaléncia de pacientes HCV+ no grupo com doses cumulativas mais altas de ferro
pode significar que a quantidade de ferro administrada a mulheres e pacientes HCV+
deve ser ajustada. Além disto, houve correlagao positive entre a dose cumulativa de
ferro, ferritina e Hct, mas nao entre ferritina e PCR e IL-6, respectivamente.
Finalmente, o grupo que apresentou os niveis mais elevados de ferritina apresentava
também os niveis mais elevados de pentosidina.

Estes achados estdo em concordancia com outros relatos. Lim et al [21]
estudaram 50 pacientes em HD com respeito aos niveis de ferritina, e demonstraram
que os pacientes com os maiores niveis de ferritina apresentavam os niveis mais
altos de peréxidos de lipidios plasmaticos. Mais recentemente, Tovbin et al [22]
evidenciaram que o ferro intravenoso esteve associado com um aumento em um
marcador da oxidagéo protéica, PAOP (produtos avangados da oxidagédo protéica).
De modo semelhante, Driieke et al [23] demonstraram uma correlagdo entre aumento
da espessura intima-média das artérias carétidas com os PAOPs, ferritina plasmatica
e a dose cumulativa anual de ferro intravenoso, indicando uma possivel participagao
do ferro intravenoso no estresse oxidativo.

Algumas deficiéncias devem ser consideradas no atual estudo. Primeiro, o
diagnéstico de infecgao pelo HCV foi baseado em um teste indireto. Apesar do fato de
que os pacientes HCV+ apresentavam niveis mais elevados de ALT, sugerindo a
presenca de infecgéo cronica, a presenca de negatividade anti-HCV com positividade
de RNA de HCV néo é rara em pacientes em HD [24]. Segundo, apesar do fato de
que neste estudo a ferritina ndo se correlacionou com os outros dois pardmetros
inflamatérios (IL-6 e PCR), os niveis de ferritina sdo reconhecidamente afetados pela
inflamagdo [25]. Por fim, a avaliagdo histolégica por bidpsia hepatica poderia ter
caracterizado melhor a extensdo do dano hepatico e sua associagdo com HCV,

ferritina e pentosidina.
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Em resumo, os resultados deste estudo sugerem que o EO, refletido pelos
niveis elevados de pentosidina no plasma, esteve elevado em pacientes com
evidéncias soroldgicas de infec¢gdo por HCV, assim como em pacientes com niveis
elevados de ferritina. Estes resultados sugerem que o EO pode estar aumentado em
pacientes em HD com uma infecg¢do crénica acometendo o figado, e que os niveis
elevados de ferritina em parte devidos a reposi¢ao intravenosa de ferro, poderiam
aumentar este efeito. Além disso, mais estudos sdo necessarios para confirmar as
possiveis relagdes entre hepatite C, terapia intravenosa com ferro e EO em pacientes

em HD.
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Legendas para as figuras

Figura 1. Niveis de pentosidina plasmatica em in 115 HD pacientes subdivididos em
trés grupos de acordo com os tercis de ferritina.

Figura 2. Conteudo de pentosidina de acordo com sorologia HCV.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e bioquimicas e niveis de pentosidina

plasmatica em 115 pacientes em hemodidlise.

Caracteristicas clinicas e bioquimicas

Pacientes em HD

(n=115)
Idade (anos)? 47 £ 13
Sexo masculino (%) 48
Diabetes mellitus (%) 11
Desnutrigdo &ASG >1) (%) 53
PCRas (mg/l) 3,6 (0,2 -150)
IL-6 (pg/ml)® 4,3 (0,9-19,6)
Alb-S (g/l)? 36+3,7

Ferritina (ng/ml)°
Pentosidina (pmol/mg)®
Tempo em HD (anos)®

491(16-1500)
981(131-2331)
51+31

2 Valores expressos como média + desvio padréo:

mediana e intervalos.

® Valores expressos como



Tabela 2. Caracteristicas clinicas e dialiticas de acordo com a sorologia HCV.
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Grupo HCV + Grupo HCV - Valor p
n=62 n=53

Idade (anos)® 45 + 11 49+ 15 NS
Prevaléncia sexo 48 47 NS
masculino (%)
Tempo em HD (anos)® 6,1+3,0 3,9+27 <0,001
Alb-S (g/l)® 35+4,1 35t 3,4 NS
ALT (UI/1) 30 £ 21 20124 <0,001
PCRas (mg/l)° 3,3 (0,2-62) 4,8 (0,3-150) NS
IL-6 (pg/ml)® 4,6 (0,9-19) 4,2 (0,98-19,64) NS
Pentosidina (pmol/mg)b 104,5 (13-270) 87,4 (25,6-183,7) <0,05
Ferritina (ng/ml)® 555 (16-1500) 483 (54-1500) NS
Desnutrigdo (ASG=B ou 46 54 NS

C) (%)

3 \/alores expressos como média + desvio padrao; ® Valores expressos como

mediana e intervalos;
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas e dialiticas em 115 pacientes em HD

divididos em trés grupos de acordo com os tercis de ferritina

(?rqu 1 Grupo 2 Grupo3 Valorp
erritina (Ferritina (Ferritina

<380 ng/ml) 380-750ng/mi) >750ng/ml)

n=39 n=37 n=39

Idade (anos) * 45+ 12 49 + 14 47 + 14 NS
Sexo masculino (%) 65 37 41 <0,05
Tempo em HD (anos) ? 43+2 54+34 53+3 NS
Alb-S (g/1) ® 35+3,2 35+4,2 36 +3,3 NS
Ferritina 2 228 + 89 527 £ 106 1201 £ 261 <0,001
PCRas (mg/l)° 4,8 (0,2-54) 3,6 (0,2-150) 3,3 (0,2-62,7) NS
IL-6 (pg/ml) 4,6 (0,9-19) 4,8 (0,9-18) 4,2 (1,2-19) NS
Pentosidina(pmol/mg)® 79 (13-177) 99 (43-175) 106 (27-230) <0,05
HCV (%) 55 45 56 NS
Dose de ferro 745 £ 478 694 + 532 900 £ 474 <0,05
(mg /6 meses)
Hct (%) 325 33+6 3516 <0,05
ASG (B ou C) (%) 94 51 56 NS

3 Valores expressos como média tdesvio padro: ® Valores expressos como
mediana e intervalos.
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas e dialiticas de acordo com a dose acumulada

de ferro intravenoso.

Dose de ferro Dose de ferro Valor p
<600 mg/ > 600 mg/seis
seis meses meses (n=53)

(n=62)
Idade (anos)® 47 £ 14 46 + 12 NS
Sexo masculino (%) 60 40 NS
Alb-S(g/l) 34+ 33 36 +3,2 NS
Ferritina (ng/m|)b' ¢ 445 (16-1 500) 650 (104-1500) <0,05
Hct (%) 316 36+5 <0,0001
PCRas (mg/l)° 3,6 (0,2 -150) 3,3 (0,1-62) NS
IL-6 (pg/ml)™* . 5(0,9-19) 4,1 (1,2-19) NS
Pentosidina plasmatica 102 (13-233) 93(37-230) NS
(pmol/mg)°
Dose de ferro 40979 1146 £ 373 <0,0001
mg/6 meses)®
f-ie?)atite C (%) 42 57 <0,05

2 Valores expressos como média + desvio padrao; ® Valores expressos como

mediana eintervalos
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Figura 2. Niveis de pentosidina de acordo com a sorologia HCV.
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Abstract :

Background: Chronic liver disease and intravenous iron therapy (IVIT) can enhance
oxidative stress (OS). The aim of this study was to assess the influence of hepatitis C
(HCV) and IVIT on OS in hemodialysis (HD) patients.

Methods: A total of 115 HD patients (47% males, age 47+13 years) were placed in
two groups according to the presence (HCV+) or absence (HCV-) of serum antibodies
against HCV. Plasma pentosidine, high sensitivity C-reactive protein (hsCRP),
interleukin-6 (IL-6) and alanine aminotransferase (ALT) levels were measured. The
patients were also analysed according to the tertiles of serum levels of ferritin: Group
1 (ferritin < 380 ng/ml), Group 2 (ferritin 380-750ng/ml) and Group 3 (ferritin
>750ng/ml). The cumulative iron dose was recorded during 6 months prior to the
study.

Results: HCV + patients had higher median levels of plasma pentosidine, ALT (mean
+ SD): (104.5 range 13.3-230.5 vs. 87.4, range 25.6-183.7pmol/mg) and (30+21 vs.
20 +24Ul/l) than HCV- patients. Age, gender, S-Alb, IL-6 and CRP did not differ
according to HCV serology. The patients with the highest levels of ferritin (Group 3)
presented with higher median levels of pentosidine (pmol/mg) and mean + SD
cumulative dose of iron (mg/last six months) (106, range, 27-230) (900+474)
compared to ferritin Group 1 (99, range 43-175; p<0.05)(745+478) and ferritin Group
2 (79, range 13-177; p<0.05) (694£532; p<0.05) patients. Plasma pentosidine
showed a positive correlation with age (Rho= 0.18; p=0.05), HCV (Rho=0.19; p=0.03)
and ferritin (Rho= 0.19; p=0.03). Moreover, there were significant correlations
between ferritin and hematocrit (Rho=0.22; p<0.01) and the cumulative dose of iron
(Rho=0.19; p=0.03).

Conclusion: the combination of hepatitis C and IVIT, resulting in iron overload, may
intensify the oxidative stress in HD patients.
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Introduction .

The main cause of mortality in patients with chronic kidney disease (CKD) is
cardiovascular disease (CVD) [1]. The presence of inflammation and oxidative stress
(OS) may contribute to cardiovascular disease (CVD) in CKD patients. Furthermore,
in uremia the circulating levels of advanced glycation end-products (AGEs) are
elevated and may promote atherosclerosis [2]. AGEs constitute a heterogeneous
class of structures, such as pentosidine, N°-carboxymethyl-lysine and imidazole,
which are formed by non-enzymatic glycation and oxidation reactions between
carbohydrate-derived carbonyl compounds, and protein and amino groups (Maillard
reaction) [3]. The accumulation of AGEs in CKD patients seems to be independent of
serum glucose, but is associated with inflammation, OS, malnutrition and low residual
renal function [4].

Hepatitis C, which infects 170 million people world-wide, is not an unusual
condition in Brazilian hemodialysis (HD) patients. The prevalence of HCV antibodies
is high in Brazilian HD centres (range, 20% to 50%) [5, 6]. Increased oxidative stress
(0S) is a common feature of chronic liver disease [7] and in patients with HCV
infection, increased levels of markers of lipid peroxidation have been demonstrated in
the liver, serum and leukocytes [8].

Anemia in patients with CKD is usually treated by administration of
subcutaneous erythropoeitin (EPO) and intravenous iron therapy (IVIT). Recently, it
has been suggested that administration of large doses of parenteral iron may be
associated with increased morbidity and mortality in HD patients [9]. Moreover, iron
increases the formation of ROS, leading to lipid peroxidation,. The aim of this study
was investigate the influence of serological HCV status and iron replacement therapy
on pentosidine levels in a cohort of HD patients.

Subjects and Methods
Patients and study design

A total of 115 HD patients (56 males; median age of 47, range 16-89 years) in
three dialysis centres in the city of Curitiba (Parana-Brazil) were enrolled in the study.
The main inclusion criterion was at least 6 months of HD treatment. Patients with

chronic inflammatory disease (i.e., rheumatic diseases) and active infection, as well
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as hepatitis B, defined by the serum detetection of Hbs antigen, were excluded from
the study. The clinical and dialysis data are shown in Table 1. The causes of renal
failure were: chronic glomerulonephritis (n=54), hypertensive nephrosclerosis (n=32),
diabetic nephropathy (n=13), and other causes (n=16). All patients were
hemodialysed 3 times weekly with modified cellulosic membranes (cellulose acetate
or derivatized cellulose).

The mean dose of IVIT (weekly mean maintenance dose of 50-100 mg), and
sub-cutaneous erythropoeitin (mean dose of 75U/Kg, range 50 to 100 U/Kg) was
recorded during 6 months preceding the beginning of the study. The patients were
divided by tertiles according to their ferritin levels and were also placed in two groups
depending on the presence (HCV+) or absence (HCV-) of antibodies against hepatitis
C. The Ethics Committee of Hospital Evangélico de Curitiba approved the study

protocol.
Biochemical Analysis
The HD patients were investigated on a mid-week, before dialysis session.

Venous blood samples were collected from the HD patients and control subjects in
the morning after an overnight fast. Plasma samples were separated from blood
cells and stored at -70°C pending analyses. Serum albumin (S-Alb) was determined
by the bromcresol green method. High-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) and
alanine aminotransferase (ALT) were measured in the plasma by the nephelometry
method. Plasma interleukin-6 (IL-6) levels were measured by an enzyme-linked
imumunosorbent assay (ELISA, Orthodiagnostic System, Raritan, NJ, USA). Serum
ferritin was measured by the Immulite method. The diagnosis of hepatitis C was
done by the detection of anti-HCV antibodies by a second generation enzyme-liked
immunosorbent assay (ELISA-2, Anti-HCV test, Ortho, Raritan,"NJ, USA) based on

six consecutive measurements performed monthly before the initiation of this study.

Pentosidine measurements

Plasma pentosidine was determined by reverse-phase HPLC as described
originally by Odetti et al [10] and modified by Miyata et al [11]. Briefly, 50 ul of plasma
were lyophilized and then hydrolyzed by 50 pl 6N HCI at 110°C under nitrogen
atmosphere for 16 h, subsequently neutralized with 100 pl of 5N NaOH and 200 pl of
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0.5M phosphate buffer (pH 7.4), then filtered through a 0.45 um-Millipore filter and
diluted 20-fold with phosphate-buffered saline (PBS). Filtered samples (50 pl) were
then injected into C18 reverse-phase analytical column (218TP104, Vydac,
Separation Group, Hesperia, CA) wusing online fluorescence detector at
excitation/emission wavelengths of 335/385 nm. A linear solvent gradient was used as
described by Wilker et al [12],in which solvent A was 0.01 M heptafluorobutyric acid
(HFBA) in water and solvent B was 60% acetonitrile + 40% H,O + 0.01 M HFBA.

The elution profile was as follows: 0-3 min, 0% B; 3-20 min, 0-30% B; 20-25 min,
30% B; 25-35 min, 30-100% B; 36-45 min, 0% B linear gradient. The flow rate was
maintained at 1 ml through the chromatographic run. Synthetic pentosidine was used
for calculation of plasma levels. Since plasma pentosidine is mainly present as protein
bound and albumin is the only protein linking pentosidine [11] and free pentosidine
represents 3-4 % of total circulating pentosidine [13] the plasma pentosidine
concentrations in pmol per liter were, therefore, corrected for serum albumin and

expressed as pmol per mg of albumin [14].

Statistical Analysis
Data are presented as mean t SD, or median and range as appropriate a p

value below 0.05 was considered to be significant. A comparison between two groups
was performed using Student t-test for normally distributed variables whereas the
Mann-Whitney’'s U-test was used for non-normally distributed variables. A
comparison between three groups was performed using ANOVA test. The analysis of
categorical variables was made by the analysis of contingency tables. For non-
normally distributed variables, correlations were performed with the Spearman rank

tests. The difference was considered significant when the p-value was less than 0.05.

Results

Clinical Data and Correlations

The clinical characteristics of the patients are given in Table 1. As expected a
significant negative correlation was found in the patients between S-alb and hsCRP
(Rho = -0.21; p=0.02), and between S-alb and malnutrition (SGA) (Rho=-0.21; p=
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0.03). In the HD patients, plasma pentosidine correlated with age (Rho=0.22;
p=0.001) and ferritin (Rho=0.19; p=0.03). A positive correlation was found between IL-
6 and age (Rho=0.38; p=<0.0001), between IL-6 and hsCRP (Rho=0.48; p<0.0001)
and a inverse correlation was observed between IL-6 and S-Alb (Rho= -0.20; p
=0.004). The cumulative dose of iron was 776 + 498 mg in the six months preceding
the evaluation. The cumulative dose of iron correlated with Hct (Rho=0.38; p<0.0001)
and ferritin (Rho=0.20; p=0.02). Finally, a significant correlation was found between
ferritin and Hct (Rho=0.23; p=0.001), but no significant correlations were found
between ferritin and hsCRP and IL-6, respectively.
Comparison between patients according to HCV serology

The basal clinical and laboratory characteristics of the two groups, HCV+ (n=62)
and HCV-(n=53) respectively, are given in Table 2. The mean time on HD treatment
was significantly increased in the HCV+ (6.1+3.0 years) compared to the HCV-
(3.942.7years) patients (p<0.001). The HCV+ patients had significantly higher levels
of ALT and plasma pentosidine than HCV- patients (Figure 3). The median level of
serum hsCRP (mg/l) was lower in the HCV+ than in the HCV- group, but this
difference was not statistically significant (p= 0.08). Finally, there was no difference in
the levels of IL-6 between the two groups.
Comparison among patients according to ferritin tertiles and iron dose

The patients were subdivided in tertiles according to the serum levels of ferritin
(Table 3): Group 1(n=39; ferritin < 380ng/ml), Group 2 (n= 37; ferritin from 380 to 750
ng/ml) and Group 3 (n= 39; ferritin >750 ng/ml). The patients in Group 3 had
significantly higher median levels of pentosidine (Figure 2) as compared to the other
two groups. Furthermore, the dose of iron was significantly higher in Group 3 as
compared to Group 1 and Group 2, and an increased prevalence of females was
observed in Group 1 as compared with the two other groups. On the other hand, age,
time on HD, serum Alb, hsCRP, IL-6 and presence of hepatitis C were not significantly
different among the three groups.

The patients’ characteristics according to the median dose of iron are displayed
in Table 4. Ferritin, hematocrit, time on HD and the prevalence of HCV were
significantly higher in the group of patients with increased cumulative dose of iron
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(>600 mg /6 months). On the other hand, age, gender, pentosidine, hsCRP, IL-6, S-
alb and prevalence of malnutrition did not differ between the two groups.

Discussion

The main findings of this study suggest that presence of HCV was associated
with higher plasma pentosidine levels, indicating increased OS in this group of
patients. To the best of our knowledge, our study is the first to report a correlation
between HCV infection and increased levels of AGEs, specifically pentosidine. Under
0S, the formation of AGEs such as pentosidine is the result of increased formation of
reactive carbonyl compounds, formed by the autooxidation of carbohydrates and lipids
[15]. The increased levels of pentosidine, in the HCV+ patients and in patients with
high levels of ferritin, suggest that the combination of HCV and intravenous iron
therapy may play a role in the elevation of this AGE.

Patients on HD are an important risk group for HCV infection. The prevalence of
HCV in HD patients in Brazil differs from one region to another from 20% to 50% [5].
HCV infection stimulates the production of ROS by activated macrophages, and
reactive aldehydes can directly activate hepatocytes, transforming them to
myofibroblasts, thereby leading to hepatic fibrosis and cirrhosis. However, there is
lack of studies on the role of HCV on OS in HD population. Koken et al [16] studied
the levels of malondialdehyde and carbonyl content in a cohort of HD patients, and
found that HCV+ patients presented higher levels of these OS markers compared to
both controls, and HCV- HD patients.

HCV infection may result in increased liver iron accumulation. The increase in
iron stores may be due to release from damaged hepatocytes, action by the virus
itself or to due to genetic factors [17]. Furthermore, persistent HCV infection has
recently been associated with atherosclerosis. Ishizaki et al demonstrated that HCV
infection in non-renal patients, detected by the presence of HCV core protein, was
significantly associated with the presence of carotis artery plaque (diagnosed by high-
resolution B-mode ultrasonography) [18].

Most HD patients require iron supplements to replace the continuous blood losses

caused by the HD procedure. The absolute or relative iron deficiency, from the
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exhaustion of marrow iron stores to deliver adequate iron, is a common cause of
failure of the erithropoeitin (EPO) response [19]. Therefore, the administration of iron
is a prerequisite for an adequate erythropoiesis. The safety and the side effects of
intravenous iron have been debated in the past few years. Feldman et al [9]
evaluating the impact of parenteral iron administration on the survival and rate of
hospitalization among 5833 HD patients in the US showed an elevated risk of
mortality in patients receiving more than 1000 mg of iron dextran over a period of 6
months. Moreover, intravenous iron administered in HD patients to correct anemia
can release free iron, which may react with hydrogen peroxide to produce the
hydroxyl radical oxidants. The resulting oxyradicals have the potential to damage
cellular lipids, nucleic acids, proteins and carbohydrates [20].

It seems that increased levels of ferritin, in the current study, were associated
to the iron replacement therapy. The average of iron given to the patients followed the
recommended weekly dose, ranging from to 50 to 100 mg. The higher prevalence of
women in the highest ferritin tertile and the higher prevalence of HCV+ patients in the
group with higher cumulative dose of iron might imply that the amount of iron given to
women and HCV+ patients need to be adjusted. In addition, in the present study,
there was a significant correlation between the cumulative iron dose, ferritin and Hct,
but not between ferritin and CRP and IL-6, respectively. Moreover, the group that
presented with the highest serum levels of ferritin had the highest levels of
pentosidine as well.

These findings are in accordance with other reports. Lim et al [21] studied 50
HD patients according to the levels of ferritin, and showed that patients with the
highest levels of ferritin, had the highest levels of plasma lipid peroxides. More
recently, Tovbin et al [22] found that intravenous iron was associated with an increase
in a marker of protein oxidation, AOPP (advanced oxidation protein products).
Similarly, Driieke et al [23] demonstrated a correlation between increased common
carotid artery intima-media thickness with AOPP, plasma ferritin and the cumulative
annual intravenous iron doses, indicating a possible role of intravenous iron therapy in
OS.

Some shortcomings should be considered in the current study. Firstly, the
diagnosis of HCV infection was based on an indirect test. Despite the fact that HCV+
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patient showed higher levels of ALT, suggesting the presence of chronic infection, the
presence of anti-HCV negativity with HCV RNA positivity is not rare in HD patients
[24]. Secondly, despite the fact that ferritin was not correlated with the other two
inflammatory parameters (IL-6 and CRP) in this study, ferritin levels are known to be
affected by inflammation [25]. Finally, histological evaluation by liver biopsy could
have better characterized the extension of liver injury and its association with HCV,
ferritin and pentosidine.

In summary, the results of this study suggest that oxidative stress reflected by
elevated levels of plasma pentosidine, was increased in patients with serologic
evidence of HCV infection, as well as in patients with higher serum levels of ferritin.
These results suggest that oxidative stress might be enhanced in HD patients with a
chronic infection influencing the liver, and that elevated ferritin levels due in part to
intravenous iron therapy, could enhance this effect. Further studies are necessary to
confirm the possible relationships between hepatitis C, intravenous iron therapy and

oxidative stress in HD patients.
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Legends to figures

Figure 1. Plasma pentosidine levels in 115 HD patients subdivided in three groups

according to tertiles of ferritin.

Figure 2: The pentosidine content according to HCV serology.
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Table 1. Clinical and biochemical characteristics and plasma pentosidine levels in

115 HD patients.

Clinical and biochemical characteristics HD patients

(n=115)
Age (years)® 47 13
Male gender (%) 48
Diabetes mellitus (%) 11
Malinutrition (SGA >1) (%) 53
hsCRP (mg/l)® ' 3.6 (0.2 -150)
IL-6 (pg/ml)® 4.3 (0.9-19.6)
S-albumin (g/1)® 3613.7
Ferritin (ng/ml)° 491(16-1500)
Plasma pentosidine (pmol/mg)b 981(131-2331)
Time on HD (years)? 51+3.1

2 Values are expressed as means + SD : ® Values are expressed as median and
range.
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Table 2: Clinical and dialysis characteristics according to HCV serology.

HCV + group HCV - group p value
n=62 n=53

Age (years)? 45 + 11 49 + 15 NS
Prevalence of males (%) 48 47 NS
Time on HD (years)® 6.1+3.0 39127 <0.001
Serum albumin (g/1)? 351 4.1 35+34 NS
ALT (UINny? 30 £ 21 20+ 24 <0.001
hsCRP (mg/l)® . 3.3 (0.2-62) 4.8 (0.3-150) NS
IL-6 (pg/ml)® 46(0.9-19) 4.2 (0.98-19.64) NS
Plasma pentosidine (pmol/mg)b 104.5 (13-270) 87.4 (25.6-183.7) <0.05
Ferritin (ng/ml)® 555 (16-1500) 483 (54-1500) NS
Malnutrition (SGA=B or C) (%) 46 54 NS

2 Values are expressed as means + SD; ° values are expressed as median and
range;



Table 3: Clinical and dialysis characteristics in 115 HD patients placed in three

groups. according to the tertiles of ferritin

Group 1
(Ferritin
<380 ng/ml)

n=39
Age (years) ? 45+ 12
Prevalence of males (%) - 65
Time on HD (years) 2 43+2
Serum Albumin (g/l) ® 35+3.2
Ferritin 2 228 + 89
hsCRP (mg/l)° 4.8 (0.2-54)
IL-6 (pg/ml) 4.6(0.9-19)
Pentosidine (pmol/mg)? 79 (13-177)
HCV (%) 55
Iron dose (mg /six months) 745 £ 478
Hct (%) 321+5
SGA=B or C (%) 54

2 Values are expressed as means t SD; ®values are expressed as median and

range.

Group 2
(Ferritin
380-750ng/ml)
n=37

49 + 14

37
54+34
35+4.2
527 + 106
3.6 (0.2-150)
4.8(0.9-18)
99 (43-175)
45

694 t 532
3316

51

Group 3
(Ferritin
>750ng/ml)
n=39

47 £ 14
41

5343

36 + 3.3

1201 £ 261
3.3 (0.2-62.7)
4.2(1.2-19)
106 (27-230)
56

900 + 474
3516

56
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p value

NS
<0.05
NS
NS
<0.001
NS
NS
<0.05
NS
<0.05
<0.05

NS



of intravenous iron.

Table 4: Clinical and dialysis characteristics according to the aécumulated dose

Iron dose Iron dose p value
< 600 mg/ six > 600 mg/six
months (n=62) months
(n=53)

Age (years)? 47114 46112 NS
Male gender (%) 60 40 NS
S-Albumin 34+.3.3 36+3.2 NS
Ferritin (ng/ml)™ ¢ 445(16-1500) 650(104-1500) <0.05
Hcet (%) 3116 3615 <0.0001
hsCRP (mg/l)® 3.6 (0.2 -150) 3.3(0.1-62) NS
IL-6 (pg/ml)°*® 5 (0.9-19) 4.1 (1.2-19) NS
Plasma pentosidine 102 (13-233) 93(37-230) NS
(pmol/mg)®
Iron dose 40979 1146+ 373 <0.0001
(mg/six months)?
Hepatitis C (%) 42 57 <0.05

range

2 Values are expressed as means + SD; ®values are expressed as median and
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Figure 1. Plasma pentosidine levels according to tertiles of ferritin.
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Figure 2. Plasma pentosidine according to HCV serology.
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7 CONCLUSOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nestes dois estudos nos quais analisou-se o
perfil inflamatério e a presenga de estresse oxidativo em uma populagdo em
pacientes em terapia renal substitutiva com hemodialise, concluimos que:

1) A prevaléncia de inflamagéo e desnutricdo, em uma amostra da populagéo
brasileira na populagao brasileira em hemodialise, € semelhante a descrita
em estudos em outras populagdes.

2) A presenga de inflamagao persistente ao invés da elevagdo ocasional
parece ter um impacto maior na sobrevida dos pacientes em hemodialise.

3) O uso de ferro endovenoso, associado a infec¢do pelo HCV, esta
relacionado ao aumento do estresse oxidativo.

As conclusdes aqui encontradas apontam para a realizagdo de novos estudos
na area de inflamagado e estresse oxidativo em pacientes urémicos visando, ao
Nosso ver, 0s seguintes aspectos:

1) Avaliar o impacto dos marcadores do estresse oxidativo, em especial

pentosidina, na sobrevida de pacientes urémicos.

2) Analisar os efeitos do uso parenteral de ferro no parénquima hepatico dos
pacientes infectados pelo HCV, visando esclarecer se estes representam
um grupo com maior susceptibilidade ao efeito do estresse oxidativo
provocado pelo uso de ferro por esta via.

3) Avaliar 0 uso de terapias anti-oxidantes nos pacientes em hemodialise
avaliando seus possiveis efeitos no desenvolvimento de doenga
cardiovascular.

A realizagdo de estudos que analisem o papel da inflamagao e de outros
fatores de risco ditos nao tradicionais, entre eles o estresse oxidativo, nos pacientes
urémicos de nosso pais € essencial para que se possa melhor compreender os
mecanismos envolvidos nas altas taxas de mortalidade observada em nossos
pacientes. Adicionalmente, o enfoque multidisciplinar envolvendo outras
especialidades médicas como a cardiologia e a nutricdo se tornam necessarios
visando o melhor atendimento e buscando a melhora da sobrevida dos pacientes

com insuficiéncia renal crénica.
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