Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Programa de Pds-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas

EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE LINHACA NA REDUCAO DE
PROTEINA C-REATIVA EM PACIENTES EM HEMODIALISE CRONICA

Joana Raquel Nunes Lemos

Orientador: Prof. Dr. Roberto Ceratti Manfro

Porto Alegre, Brasil.

2010



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Programa de Pds-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas

EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE LINHACA NA REDUCAO DE
PROTEINA C-REATIVA EM PACIENTES EM HEMODIALISE CRONICA

Joana Raquel Nunes Lemos

Orientador: Prof. Dr. Roberto Ceratti Manfro

A apresentacdo desta dissertacdo é
requisito do programa de Pos-
Graduacdo em Medicina: Ciéncias
Médicas, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, para a obtencao do titulo
de Mestre.

Porto Alegre, Brasil.

2010



FICHA CATALOGRAFICA

1 L557e Lemos, Joana Raquel Nunes

Efeito da suplementagdo de dleo de linhaga na redugdo de proteina c-reativa em pacientes
em hemodidlise cronica / Joana Raquel Nunes Lemos ; orient. Roberto Ceratti Manfro. - 2010.

59 f.:il. color.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Faculdade de
Medicina. Programa de P6s-Graduacao em Medicina: Ciéncias Médicas. Porto Alegre, BR-RS,
2010.

1. Didlise renal 2. Inflamac&o 3. Oleo de semente do linho 4. Proteina C-reativa |. Manfro,

Roberto Ceratti Il. Titulo.

NLM: WJ 378

Catalogacéao Biblioteca FAMED/HCPA




udico aste trabatho avs meus pais Palorio ¢ Pora Lomos
cujos cxemplos ds dedicagio, amor ¢ superagdio
tormaram posstvel a realizagio deasta conquisia

4



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Roberto Ceratti Manfro pela orientacéo segura e competente que
tanto me espelho como um exemplo profissional.

As Profas. Denise Zaffari e Ana Beatriz Cauduro Harb pela amizade,
confianca e por me ensinar que aprender é buscar constantemente novos caminhos.

Aos colegas do curso de pos-graduacdo de Ciéncias Médicas: Medicina e
principalmente a Mariana Gascue de Alencastro, pela amizade, incentivo e apoio.

A equipe de enfermagem do Hospital S&o0 Vicente de Paula, do Centro de
Dialise e Transplantes e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo auxilio
generosamente prestado, o que tornou possivel a concretizacdo deste.

A minha familia por todo amparo e incentivo de forma que ndo existem
palavras a agradecer este amor incondicional.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO

Capitulo 1: INTRODUCAO

Capitulo 2: REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mada Nutrigdo

2.2 Inflamagédo, Doenga Cardiovascular e Disfung¢do Endotelial

2.3 Inflamagédo, Doenga Cardiovascular e Estresse Oxidativo

2.4 Componentes Alimentares Antiinflamatorios

2.5 Estudos de Intervengdo na Inflamagdo

Capitulo 3: OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

3.2 Objetivos Especificos

Capitulo 4: REFERENCIAS

12
16
19
20
22
25
27
28
28
29

Capitulo5: ARTIGO EM LINGUA INGLESA “Effects of Flaxseed Oil Supplementation in

the Reduction of C-Reactive Protein in Chronic Hemodialysis Patients.”

Capitulo 6: CONSIDERAGOES GERAIS

Capitulo 7: ANEXO

33
57
59



LISTA DE ABREVIATURAS

AA — Acido Araquidénico

AGE — Acido Graxo Essencial

DCV - Doenga Cardio-vascular

DEP — Desnutri¢cdo Energético-Proteica

DHA — Docosahexaenoico

DM - Diabetes Mellitus

DP — Didlise Peritonial

DRC — Doenga Renal Cronica

EPA — Eicosapentaendico

HAS — Hipertensdo Arterial Sistémica

HD — Hemodiélise

HDL — High Density Lipoprotein — Lipoproteina de Alta Densidade
IL — Interleucina

LDL - Low Density Lipoprotein — Lipoproteina de Baixa Densidade
n-3 —émega 3

n-6 — dmega 6

ON — Oxido Nitrico

PCR — Proteina C-reativa

TNF-a — Tumoral Necrosis Factor — Fator de Necrose Tumoral
TRS — Terapia de Substituicdo Renal

VLDL — Very Low Density Lipoprotein — Lipoproteina de Muito Baixa Densidade



RESUMO

INTRODUGCAO: Uma elevada proporcdo dos pacientes em hemodialise cronica (HD)
apresentam estado inflamatorio representado pela elevacdo da proteina C-reativa (PCR)
a qual € um marcador prognostico de aumento de mortalidade. Os acidos graxos w3
possuem atividade anti-inflamatéria que ocorre pela inibicdo de -eicosandides
inflamatorios. O 6leo de linhaca é o Unico Oleo vegetal composto em 60% pelo
precursor a-linolénico. Neste estudo avaliamos a acdo do 6leo de linhaga no estado
inflamat6rio de pacientes em HD. METODOLOGIA: Ensaio clinico randomizado,
duplo-cego e multicéntrico realizado no estado do Rio Grande do Sul. Participaram 114
individuos alocados em 2 grupos: placebo, 6leo mineral (OM) e 6leo de linhaca (OL),
sendo incluidos os maiores de 18 anos, em HD ha mais de 90 dias, que ndo
apreentassem infeccdo ou inflamacdo, doenca auto-imune, cateteres endovenosos,
infecgdo por HIV, doenca maligna conhecida, e transplante renal prévio. O grupo OL
recebeu 2 cépsulas de 1g de 6leo de linhaga com a-tocoferol (3,5mg) por 120 dias. O
grupo OM recebeu cépsulas de placebo. Foram coletados dados bioquimicos de proteina
C reativa e perfil lipidico no inicio, em 60 e 120 dias de suplementagdo. Foram
aplicados os testes estatisticos ANOVA, t-Student, chi-quadrado e Wilcoxon Mann
Whitney (SPSS). O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativos e a
correlacdo foi calculada através do teste de Pearson ou Sperman. RESULTADOS: Os
grupos foram homogéneos para idade, sexo, etnia, tempo em HD e IMC. Inflamacéo foi
definida por PCR >5,1mg/dL e prevaleceu em 60% dos pacientes na primeira analise.
Homens obtiveram maior mediana de PCR (11,8mg/dL x 8,6mg/dL nas mulheres;
p=0,03). Houve correlacdo entre PCR e IMC (Rs=0,22; p=0,022) e HDL-c (Rs = -0,23;
p= 0,032). A variacdo de PCR do OL foi maior que a do OM no tempo (Pinteracio
<0,001), mas sem diferenca entre grupos. Analisando a transicdo dos pacientes de
inflamados a ndo inflamados, no grupo OL 33,3% mudaram de categoria entre a
primeira e a Gltima andlise, contra 16,9% no grupo OM (p=0,04). Colesterol e fracbes
ndo apresentaram mudanca significativa. No grupo OL, 88,8% (n=48) referiram
melhora da funcdo intestinal comparados com 25% (n=15) do grupo OM (p<0,001).
CONCLUSAO: A inflamagdo nos pacientes em HD parece estar correlacionada ao
IMC e a diminuicdo de HDL-c. A funcgéo intestinal do pacientes foi melhor no grupo
OL. O dleo de linhaca possibilitou reducdo do nimero de pacientes inflamados. Estudos
mais prolongados e com maior numero de pacientes devem ser feitos para comprovar
estes achados.

PALAVRAS CHAVE: [INFLAMACAO — OLEO DE LINHACA — HEMODIALISE —
PROTEINA C REATIVA].



Capitulo 1: INTRODUCAO



Uma elevada proporcéo dos pacientes em terapia renal substitutiva (TRS) com
hemodialise (HD) ou com dialise peritoneal (DP) apresenta estado micro inflamatério
que é em geral evidenciado pela elevacdo da proteina C reativa (PCR) e de outros
marcadores inflamatorios, em especial a interleucina-6 (IL-6) (PACHALY et al, 2008;
RAJ et al, 2009). Este estado pré-inflamatorio prognostica aumentos significativos da
mortalidade e estd associado a diferentes fatores como méa-nutricdo e aterosclerose
(PECOITS-FILHO et al, 2002), e outros inerentes ao tratamento dialitico (SNAEDAL
et al, 2009; CHMIELEWSKI et al, 2009; SULIMAN et al, 2008). Muitos pacientes
urémicos apresentam também sinais e sintomas relacionados a deficiéncia de acidos
graxos essenciais (AGE) e sintese anormal de prostaglandinas que podem produzir ou

agravar o estado pré-inflamatério (YOSHIMOTO-Furuie et al, 1999).

Os dois &cidos graxos fisiologicamente essenciais e complementares aos
humanos s&o: o membro fundamental da familia 6mega 6 (n-6), acido linoleico (18:2; n-
6) e 0 &cido a-linolenico da familia dmega 3 (18:3; n-3) (SIMPOLOUS, 2002a-b). Nos
paises ocidentais ndo somente a ingestdo de a-linolenico é muito diminuida comparada
ao linoleico, como também a conversdo para 0s seus produtos ativos é reduzida pelo
fato do &cido linoleico, consumido em grandes quantidades, competir pelas mesmas
enzimas nas membranas celulares (ciclooxigenase e lipoxigenase) capazes de realizar
esta conversdo (KEHN et al, 2001). O resultado é uma superproducdo de compostos
eicosanoides pro-inflamatérios (prostaglandinas da série 2 e leucotrienos da série 4)
comparados aos ndo inflamatérios (prostaglandinas da série 3 e leucotrienos da série 5),
que além de antiinflamatdrios sdo anti-agregatorios e vasodilatadores (JONES et al,

2002; LOSSL et al, 1999; SCHMITZ et al, 2002).
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Estudos feitos com animais e ensaios clinicos em humanos sugerem que 0s
6leos de peixe que contém &cidos graxos poliinsaturados da série n-3, como o &acido
eicosapentaendico (EPA; 20:5 n3) e o &cido docosahexaendico (DHA;22:6n3), possuem
uma significante propriedade anti-inflamatéria que ocorre pela inibicdo dos
eicosandides proinflamatorios derivados dos acidos graxos n-6, como o &cido graxo
araquidénico (AA; 20:4n6), e diminuindo a atividade das citocinas pro-inflamatdrias
(WEISS et al, 2005; HARRIS et al, 2004). No entanto, poucos estudos foram feitos para
avaliar a acdo do precursor dos acidos EPA e DHA que est4d presente em grandes
quantidades e facil acesso em Oleos vegetais, este precursor ¢ o a-linolénico. O 6leo de
linhaca ndo contém EPA nem DHA, mas é composto em 60% pelo seu precursor a-

linolénico.

Em funcdo do exposto e levando em consideracéo a quantidade significativa de
a-linolénico precursor de n-3 presente no 6leo de linhaca, 0 pequeno numero de
pesquisas feitas com as propriedades deste 6leo em doentes renais, a inexisténcia de
efeitos colaterais com sua suplementacdo e a boa aceitacdo do produto, consideramos
relevante estudar a acdo do 6leo de linhaca no estado micro-inflamatério de pacientes
em tratamento de substituicdo da funcdo renal com hemodialise. A hipotese testada
neste trabalho foi a de que a administracdo de 6leo de linhaca a individuos urémicos em

hemodidlise leva a diminuigdo do estado inflamat6rio marcado pelos niveis de PCR.
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Capitulo 2: REFERENCIAL TEORICO



A doenca renal crénica (DRC) é atualmente considerada um importante
problema clinico e de saude publica. Isto se deve ndo apenas pelo grande crescimento
no nimero de doentes como também pelo aumento na velocidade de progressao para o
estagio final da doenca (ROMAO J, 2004).

Levantamentos epidemioldgicos recentes demonstram a existéncia de
aproximadamente um milh&o de pessoas com DRC terminal, submetidas a tratamento
dialitico, em todo o mundo (HAFEZ et al, 2006), sendo que as perspectivas revelam que
este nimero pode duplicar em um periodo de apenas cinco anos (NWANKWO et al,
2005). Segundo a International Society of Nephrology (ISN) e a International
Federation of Kidney Foundations (IFKF) a ocorréncia de 6bitos por DRC e doenca
cardiovascular (DCV) podera chegar em 36 milhdes até o ano de 2015.

Essa epidemia global pode ser explicada pelo aumento nos fatores de risco,
como o grande crescimento de incidéncia de diabetes mellitus, hipertensdo arterial
(HAS) e pelo aumento na expectativa de vida da populacdo mundial (NWANKWO et
al, 2005; HAMER et al, 2006; MOLITCH et al, 2003).

Apesar dos grandes avancos obtidos nos Ultimos anos no tratamento da DRC e
no tratamento dialitico, a mortalidade permanece muito elevada, sendo que a maior
causa de morte é de origem cardiovascular, que atinge, anualmente, um indice
de aproximadamente 9%, sendo de dez a vinte vezes maior quando comparados
a populacdo normal (NASCIMENTO et al., 2004). A DCV presente na maioria
dos pacientes com DRC geralmente esta associada a propria génese da doenca
renal, como o diabetes mellitus (DM) e a hipertensédo arterial sistémica (HAS).
Além dos citados, os fatores de risco mais prevalentes, sdo a dislipidemia e o
tabagismo. Estes podem ser chamados de fatores de risco tradicionais. Dentre

os fatores ndo-tradicionais estdo a inflamacdo, o estresse oxidativo, a infecgéo
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persistente, a proteindria e a hiperfosfatemia, que sdo fatores importantes no
desenvolvimento acelerado do processo arterosclerdtico (STENVINKEL et al,
2000).

Estudos tém mostrado que o ciclo combinado: desnutricdo, inflamacdo e
aterosclerose s&o muito comuns na DCV e que estes fatores se relacionam entre si. Esta
relacdo é reconhecida como uma Sindrome, denominada de “Ma-Nutricdo, Inflamacéo e
Aterosclerose (MIA)” (PECOITS-FILHO et al, 2002) e estd amplamente ligada ao alto
indice de mortalidade destes pacientes.

Algumas estimativas apontam que 40% dos pacientes em HD tém diagnoéstico de
desnutricdo (YAO et al, 2005), no entanto, a desnutricdo energético-proteica (DEP) per
se ndo é considerada a causa da mortalidade aumentada, mas sim um agravante de
outras doencas cronicas, como a DCV. Muitas pesquisas tém se detido no entendimento
da relacéo da desnutricdo e da caquexia com as DCV que tém uma relacdo importante
com a mortalidade de pacientes em HD. Mesmo antes de iniciar a dialise, os doentes
renais tém sinais de doenca aterosclerética e, com a progressdo da doenca renal, a
morbidade cardiovascular tende a aumentar (VARELA et al, 2006).

A inflamacdo sistémica e subclinica parece ser um fator chave para o
desenvolvimento das DCVs nesta populacdo. A nocdo de que a inflamacgéo exerce papel
fundamental no processo aterogénico € existente mesmo em pacientes sem doenca renal.
Vaérios estudos em diferentes partes do mundo tém demonstrado que a inflamacéao
cronica é altamente prevalente em pacientes submetidos a HD, caracterizada por um
aumento dos niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias como as interleucinas 1 (I1L-1)
e IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e PCR (YAO, et al, 2004). Embora
maltiplos fatores estejam relacionados & inflamacdo na DRC em pacientes em

tratamento hemodialitico, os que contribuem para sua etiologia ndo estdo bem
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elucidados. No entanto, os fatores ndo relacionados a dialise e o procedimento dialitico
per se podem ser responsaveis pela alta prevaléncia de inflamagdo nestes pacientes
(MENON et al, 2003). Nos renais cronicos, assim como em outros pacientes o estado
inflamatorio é geralmente marcado pelo aumento da PCR, um dos muitos marcadores
inflamatorios que podem ser usados. A PCR foi a primeira proteina de fase aguda a ser
descrita. Ela é produzida pelos hepatdcitos, sob estimulo e controle das citocinas pro
inflamatorias, em especial pela IL-6. A sua medida é utilizada para diagnosticar estados
inflamatorios, mesmo que transitérios. Logo apds o estimulo causador da inflamagéo, a
PCR se ativa elevando-se rapidamente (entre seis a doze horas) e demasiadamente entre
cem a mil vezes, sendo sua meia vida de aproximadamente 19 horas (MCCORD et al,
2005).

A PCR tem sido considerada um bom marcador inflamatério para monitorizagdo
ou avaliacdo da presenca de estado inflamatério em pacientes com DRC. Ela também
contribui para interpretar o estado nutricional destes pacientes, ja que existe relacéo
entre a producdo de citocinas inflamatorias e catabolismo metabdlico (RIELLA et al,
2006).

Esta proteina € também utilizada como preditor de risco em longo prazo de
infarto agudo do miocérdio e doenga vascular periférica. Isto foi demonstrado na
populacédo geral, tendo sido observado que individuos que possuem ou ja tiveram DCV
apresentam niveis de PCR elevados (ALBERT et al 2002). Adicionalmente observou-se
que existe uma correlacdo direta entre inflamacdo, desnutricdo e elevacdo da
mortalidade por doenca arterial coronariana (PRINSEN et al, 2003).

O fibrinogénio e a IL-6 sdo outros exemplos de proteinas de fase aguda.
Também se relacionam diretamente com a doenca cardiovascular, sendo que a maioria

dos pacientes com DRC apresentam niveis séricos elevados de fibrinogénio.
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Segundo Pecoits-Filho (2002), os pacientes com DRC possuem niveis elevados
de marcadores de atividade inflamatéria, como a PCR comparados a controles
saudaveis. Estas diferencas podem estar relacionadas a diversos fatores como: infeccoes
recorrentes, uremia, niveis diminuidos de anti-oxidantes, resisténcia a insulina, co-
morbidades e associagdo de diversas alteracbes ou desordens como: trauma, infarto,
artrite e neoplasias.

O prognostico de mortalidade nestes pacientes estd ligado a uma elevacdo
persistente ou mesmo transitéria da PCR (NASCIMENTO et al, 2004), sendo que, além
da existéncia da inflamacédo, existe a presenca de sintomas de deficiéncia de &cidos
graxos essenciais (AGE), sendo eles: pele seca, perda de cabelo e sintese anormal de
prostaglandinas (leucotrienos B4 elevados), que pode acarretar ou agravar o estado

inflamatério (YOSHIMOTO et al, 1999).

2.1 Ma Nutricéo

A importancia da dieta no tratamento dos pacientes com DRC é reconhecida ha
varios anos de forma que o tratamento dietético adequado auxilia de maneira importante
a prevencdo de complicacdes (KALANTAR-ZADEH et al, 2006).

A desnutricdo é causada por um desequilibrio no balanco entre ingestdo de
nutrientes e a necessidade corpdrea. A ingestdo de alimentos suficiente para atingir as
necessidades de nutrientes do organismo garantira as fungdes normais do metabolismo e
a composicdo corporal ideal. Quando a ingestdo é menor do que as necessidades ou
quando a utilizacdo destas necessidades estiver descompensada ocorrera um
desequilibrio que implicard em alteragdes metabolicas que levardo a perda de massa

corporal. Quando ocorre a reducdo na ingestdo de nutrientes, o organismo responde com
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alteracbes metabdlicas que levam a modificacbes funcionais, bioguimicas e
antropométricas, podendo estas ocorrer em horas ou dias apds a baixa ingestdo de
nutrientes (SHOJI et al, 2005).

Os doentes renais crénicos frequentemente apresentam-se desnutridos. Ocorre
perda de peso, deplecdo do tecido adiposo, perda de massa muscular, devido ao
hipercatabolismo protéico, e niveis baixos de proteinas séricas (albumina, tranferrina,
pré-albumina) assim como das proteinas viscerais (PECOITS-FILHO et al, 2002).

Dentre os diversos fatores que acarretam a desnutrigéo, a ingestao inadequada de
proteinas e energia contribui fortemente para seu desenvolvimento em pacientes com
DRC. Os desajustes hormonais da concentracdo de citocinas pré-inflamatdrias e
proteinas de fase aguda também sdo reconhecidos como causa de desnutricdo (NKF-
K/DOQI, 2002).

Mostra-se bastante alta a incidéncia de desnutricdo em pacientes que iniciam
diélise, estudos da literatura referem que entre 23 a 76% de pacientes em hemodidlise e
entre 18 a 50% de pacientes em dialise peritoneal, apresentam sinais de desnutricao,
evidenciando que a mesma se instala antes mesmo do inicio do tratamento dialitico. O
estado nutricional declina juntamente com o declinio da taxa de filtracdo glomerular
abaixo de 20-25 ml/ minuto (PECOITS-FILHO R et al, 2002).

De acordo com Riella e col. (2006), a desnutricdo em pacientes em dialise €
multifatorial e contribuem para seu estabelecimento os distlrbios no metabolismo das
proteinas, energético e hormonal, assim como a ingestdo de alimentos insuficiente que
decorre de anorexia, nduseas e vomitos resultantes da retencdo de substancias toxicas
(toxicidade urémica) ocasionada pela diminuicéo da funcdo renal.

O forte impacto da inflamag&o no estado nutricional deve ser considerado no

planejamento de estratégias para prevenir ou tratar a ma-nutricdo em pacientes em HD.
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A presenca de pelo menos dois tipos de desnutricdo tem sido proposta (STENVINKEL
et al, 2000). Na desnutricdo do tipo 1, a ingestdo nutricional inadequada é a causa
predominante e pode ser efetivamente tratada por aumento da ingestdo de nutrientes.
Em contraste, a do tipo 2, tem a inflamac&o e as condi¢gdes co-morbidas como causas
predominantes, sendo mais dificil o seu tratamento pela melhora da ingest&o nutricional,
a menos que sejam tratados primeiramente a inflamagdo e as outras co-morbidades.
Neste tipo de desnutricdo, o hipercatabolismo e a insuficiéncia de depoésitos de
nutrientes causadas pela inflamacéo seriam as principais razfes para uma piora no

estado nutricional.

Embora vérios fatores contribuam para inadequacdo do estado nutricional dos
pacientes em HD, a inflamacdo pode ser uma das mais importantes causas da
desnutricdo e, além disso, a inflamacdo desencadeia a hipoalbuminemia, que é
reconhecida como fator prognostico de mortalidade nesta populacdo (YAO et al, 2004).

Nos pacientes em HD acredita-se que entre os fatores relacionados com a
inflamacdo esteja a propria terapia dialitica. A bioincompatibilidade das membranas
dialisadoras, a exposicdo as endotoxinas presentes no dialisato, a presenca de cateteres
endovenosos e as infeccdes no acesso vascular sdo todos potencialmente relacionados
ao desenvolvimento do estado micro-inflamatorio (KALANTAR-ZADEH et al, 2006;
MENON et al, 2005).

A inflamacdo pode iniciar-se, por exemplo, pela contaminacdo por
endotoxinas presentes no dialisato que pode tornar-se contaminado em diferentes
etapas da sua preparagdo, tais como, na ineficAcia do tratamento da agua
propriamente dito, contaminacdo de membranas dos sistemas de purificagdo ou dos

circuitos de condugdo da agua e por contaminacdo das solug¢Bes para tratamento
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dialitico (THOME et al, 2005). Os produtos pirogénicos de bactérias podem
penetrar através da membrana do dialisador estimulando mondcitos que ativam a
cascata inflamatdria (YAO et al, 2004).

Alternativamente as caracteristicas de bioincompatibilidade das membranas
e a interagdo sangue-membrana geram estimulos catabolicos que irdo produzir a
liberacdo de aminoacidos musculares aumentando a liberagdo de citocinas,
interferindo no estado nutricional dos pacientes em tratamento dialitico. Quanto
mais biocompativel for a membrana sintética da dialise menor serd a liberacéo
destes amino&cidos. Embora relacdo ainda ndo esteja clara, mais estudos serdo
necessarios para estabelecer o exato papel da bioincompatibilidade como
participante na génese da desnutricdo dos pacientes em hemodiélise cronica
(SAITO et al, 2003).

Independente da diversidade etiolégica da inflamacdo, o0 processo
inflamatorio interfere no estado nutricional e também na reducdo da ingestdo de
nutrientes. Atualmente considera-se que a relacdo entre mortalidade e desnutri¢édo
em pacientes renais cronicos é causada predominantemente pela atividade
inflamatoria e de forma menos significativa pela reducdo da ingestdo de alimentos

(VARELA et al, 2006).

2.2 Inflamacao, Doenca Cardiovascular e Disfuncdo Endotelial

O endotélio é um tecido ativo e dindmico. Esse 6rgdo controla importantes
funcBes organicas tais como a regulacdo do ténus vascular, fluidificagdo, manutencédo
da circulagéo sanguiinea, assim como participa da resposta inflamatéria. Dessa forma, o

endotélio representa uma interface entre os elementos da circulagéo e os varios sistemas
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organicos. A disfuncdo do endotélio se caracteriza pela reducéo da sintese, liberacdo e
atividade do Oxido nitrico (ON) que deriva do endotélio, e fisiologicamente inibe
diversos componentes do processo aterogénico, como vasoconstricdo, agregacgao
plaquetaria, proliferacdo do musculo liso vascular e adesdo de leucdcitos ao endotélio
(ALBERT et al, 2002).

Na presenca de fatores de risco cardiovascular como hipertenséo, dislipidemia,
diabetes, hiperhomocisteinemia e tabagismo, a funcdo endotelial é diretamente afetada.
A agressao vascular provocada por esses estimulos reduz a biodisponibilidade do ON
endotelial, prejudicando a resposta vasodilatadora dependente, caracterizando a
disfuncdo endotelial (GONZALES et al, 2003). Esta é um elemento chave no
desenvolvimento da doenca cardiovascular em pacientes com DRC (VARELA et al,
2006), sendo mais prevalente em individuos que apresentam estado inflamatdrio e estéo
mal nutridos (PECOITS FILHO et al, 2002).

A disfungdo endotelial como mecanismo desencadeador de doenca
cardiovascular pode ser medida em pacientes renais atraves de métodos diretos e
indiretos, como a vasodilatacdo fluxo mediada, marcadores circulantes e marcadores de
processos que interferem na funcéo endotelial como o estresse oxidativo e a inflamagao
(AMANN et al, 2006). Assim sendo, as alteragdes endoteliais em pacientes com DRC
acontecem por diversos motivos: estresse oxidativo, estado micro-inflamatorio, retengdo
de inibidores da L-arginina, hiperhomocisteinemia, dislipidemia, hiperglicemia,

hipertensdo arterial e tratamento hemodialitico (EMERIT et al, 2004).

2.3 Inflamacéo, Doenca Cardiovascular e Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo decorre do desequilibrio entre os niveis de oxidantes e de

antioxidantes, causados pela excessiva producdo de oxidantes ou deplecdo dos niveis
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dos antioxidantes. Este processo esta diretamente relacionado ao desenvolvimento de
diversas patologias cronicas como DRC, aterosclerose e outras DCV (MORENA et al,
2002).

Pacientes com DRC em HD estdo constantemente sob estresse oxidativo,
ocasionado pela prépria doenca e principalmente pelo tratamento dialitico. Este
desencadeia aumento na formacdo de espécies reativas de oxigénio e diminuicdo de
antioxidantes, como por exemplo: a vitamina C e vitamina E. Além disso, estes
pacientes muitas vezes também apresentam ma-nutri¢do e baixa ingestdo de vitaminas e
minerais em funcdo das restri¢oes dietéticas (PECOITS FILHO et al, 2002).

Os radicais livres de oxigénio estdo envolvidos no desenvolvimento de
aterosclerose por participarem na geracdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
oxidadas que déo inicio a uma cascata de reacGes inflamatdrias estimulando a adeséo de
células ao endotélio e assim participando do desencadeamento do processo aterogénico.
Em pacientes com DRC, este mecanismo ocorre conforme a insuficiéncia renal
progride. Ocorre a retengdo de toxinas urémicas, o LDL carbamilado, acaba sendo
oxidado e apds é capturado pelos macréfagos na camada intima dos vasos levando a
formacao de células espumosas e da placa aterosclerética (MCCORD et al, 2005).

Um estudo de trés meses com o uso de capilares cobertos com vitamina E,
demonstrou aumento nos niveis plasmaticos de lipoproteina de alta densidade (HDL) e
reducdo de LDL oxidado, sendo assim, sdo notaveis os beneficios desta substancia
antioxidante nestes pacientes (PECOITS FILHO et al, 2002).

Espécies ativas de oxigénio alteram as proteinas através da oxidacdo de
aminoacidos, ocasionando perda acentuada e progressiva das suas propriedades
enzimaticas e imunologicas. Estes mecanismos geram diversas alteracdes biologicas

como: inflamacéo, secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, estimulo a agregacéo
21



plaquetéria, proliferacdo de células musculares lisas. Contudo, 0 estresse oxidativo esta
fortemente ligado a inflamagdo, disfuncdo endotelial e DCV em pacientes renais

crénicos (EMERIT et al, 2004).

2.4 Componentes Alimentares Antiinflamatérios

Os acidos graxos poliinsaturados sdo representados pelas séries n-6 e n-3.
Possuem a primeira ligacdo dupla ocorrendo no sexto ou no terceiro atomo de carbono a
partir do carbono metilico terminal, n-3 e n-6, respectivamente, sdo moléculas
essenciais ao organismo humano, mas que ndo podem ser geradas pelo mesmo, portanto
devem ser ingeridos na alimentagdo conforme revisado na 1X Diretriz Brasileira Sobre
Dislipidemias e Prevencédo da Aterosclerose (2007).

Os principais representantes da familia n-3 sdo o acido a-linolénico (18:3n-3), 0
acido eicosapentaendico ou EPA (20:5n-3) e o acido docosahexaendico ou DHA
(22:6n-3) e os principais representantes da familia 6mega-6 sdo o &cido linoléico
(18:2n-6) e 0 acido araquiddnico ou AA (20:4n-6). Sendo que, os &cidos a-linolénico e
linoléico sdo considerados acidos graxos essenciais e precursores dos demais acidos da
familia n-3 e n-6, respectivamente (ANDRADE et al, 2006).

A figura abaixo demonstra a composicao bioquimica dos acidos graxos linoléico

e a-linolénico:
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Figura 1: Estruturas dos acidos linoléicos (a) e a-linolénico (b)
Fonte: (MARTIN et al, 2006).

Os acidos graxos das familias n-6 e n-3 sdo obtidos por meio da dieta ou
produzidos pelo organismo a partir dos &cidos linoléico e a-linolénico, pela acéo de
enzimas alongase e dessaturase. Os &cidos linoléicos e a-linolénico sdo necessarios
para manter sob condigdes normais, as membranas celulares, as fungdes cerebrais e a
transmissdo de impulsos nervosos. Esses &cidos graxos também participam da
transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma sanglineo, da sintese da
hemoglobina e da diviséo celular (MARTIN et al, 2006).

O é&cido linoleico pode ser encontrado em abundancia nos 6leos de milho,
girassol, soja, dentre outros. Enquanto, o &cido a-linolénico € encontrado em
concentracdes elevadas na semente de linho ou linhaca (Linum usitatissimum), e suas
formas biologicamente ativas, 0 DHA e EPA sdo encontrados em concentracBes mais
expressivas em lipidios de peixes e animais marinhos, especialmente aqueles
procedentes de regides frias, como na cavala, sardinha, salm&o e arenque, entre outros
(ANDRADE et al, 2006).

Conforme revisado na Diretriz Brasileira de Dislipidemias (2007) o acido graxo

n-3 promove reducdo dos triglicérides plasméticos pela diminui¢do da sintese hepética
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de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), podendo ainda exercer outros efeitos
cardiovasculares, como reducdo da viscosidade do sangue, maior relaxamento do
endotélio e também efeitos anti-arritmicos.

O é&cido linoléico se converte em longas cadeias, tal como o &cido g-linolénico
(GLA) e o &cido araquiddnico (AA), através do processo de dessaturacdo e elongacéo.
O é&cido graxo a-linolénico é convertido em EPA e em DHA. Especula-se que a ingestdo
ideal para que isto ocorra seria na propor¢do de 2 moléculas de acidos graxos n-6 para 1
molécula de n-3, mas ha relatos de que a proporc¢éo ideal possa variar desde 3:1 até 10:1
(WEISS et al, 2005).

Diversos trabalhos realizados demonstram que a ingestdo de a-linolénico em
paises ocidentais é reduzida em relagdo ao acido linoléico e além desta ingestdo
diminuida os dois substratos competem pelas mesmas enzimas nas membranas
celulares, a ciclooxigenase e lipoxigenase, que Sdo capazes de gerar a conversédo em sua
forma ativa (SIMOPOULOS, 2002). Sendo assim, é visto que a conversdo de
eicosanoides sintetizados pelo acido graxo n-6 como a prostaglandina E2, leucotrieno
B4, tromboxano 2 e fator de agregacdo de plaquetas é maior, e esses mediadores
apresentam potencial pré-inflamatério quando comparados com 0s eicosandides
sintetizados a partir dos &cidos graxos n-3, como a prostaglandina E3, leucotrieno B5 e
tromboxano 3, que além de antiinflamat6rios sdo antiagregatérios e vasodilatadores
(HARRIS et al, 2006).

Em funcéo disto, torna-se muito importante a ingestao, de fontes de n-3 obtidas
através dos alimentos, como peixes de &guas frias, 6leo de linhaga e 6leo de peixe.
Beneficios nutricionais e medicinais do EPA e DHA tém sido discutidos em muitos

artigos e conferéncias. Entre os efeitos fisioldgicos nos humanos, estdo a prevencgéo e
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tratamento de DCVs, HAS, condig¢des inflamatorias, asma, artrite, psoriase e varios
tipos de cancer (ENGLYSTA et al, 2007; CAZZOLA et al, 2007; CALDER, 2006).

O o6leo de linhaga ndo contém os acidos EPA e DHA, mas € o Unico 6leo vegetal
composto em 60% pelo seu precursor, o acido a-linolénico, sendo ainda o 6leo vegetal
com maior concentracdo deste precursor do n-3 (MORI et al, 2003). O 6leo de linhaca
pode ser uma alternativa para o consumo de &cidos graxos da familia n-3, j& que os
outros produtos que os contém, como os peixes de aguas frias e profundas ou o 6leo
destes peixes, possuem alto custo, sabor e odor marcantes, sendo muitas vezes 0 seu uso
continuo mal tolerado. (HUSSEIN et al, 2005; JENKINS et al, 1999; OOMAH, 2001;

LEANNE et al, 2008).

2.5 Estudos de Intervencéo na Inflamacéo

Como existe a dificuldade de ingestdo sob a forma alimentar do acido graxo a-
linoleico, alguns estudos foram feitos avaliando o potencial desta substancia em forma
suplementada. O seu impacto na saude humana foi visto em diferentes doses e em
diferentes populactes (TAPPIERO et al, 2002; MCCORD et al, 2005; EMERIT et al,
2004). Este oOleo foi testado em condicbes médicas tais como a prevencdo de
aterosclerose, hepatite cronica, doencas inflamatorias intestinais, psoriase e artrite
reumatoide (KEHN et al, 2001), infarto do miocardio, asma e DM (GISSI
PREVENZIONE TRIAL, 1999). Em varios estudos observou-se diminuicdo de
citocinas proinflamatorias (CAZZOLA et al, 2007; CIUBOTARU et al, 2003; LOPEZ-
GARCIA et al, 2007). Cazzola et al (2007) pesquisou diferentes doses (1,35g; 2,79;
4,049) durante 12 semanas em sujeitos saudaveis e encontrou diminuicdo dos niveis de

moléculas de adesdo em todas as doses. Calder (2006) relata que é necessario dose de
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10g/dia durante 8 semanas de precursor a-linolenico para baixar 27% o TNF-a e 30%
IL-1. Lopez-Garcia et al observou uma diminuicdo de 29% da PCR plasméatica num
estudo retrospectivo que avaliava a ingestdo de acido a-linolenico na forma alimentar
em mulheres saudaveis. A quantidade ingerida que resultou nesta diminuicdo foi
calculada em 1,25g/d. Ciubotaru et al (2003) encontrou uma diminui¢cdo de 35% na
PCR de mulheres pds menopausa com uma suplementacdo de 7g/dia por 5 semanas de

oOleo de peixe.

Poucos estudos relatam que ndo ha diminuicdo da inflamacdo. No estudo de
Mori et al (2003) foi observada diminui¢do de stress oxidativo em 20% em pacientes
com DM tipo 2 com tratamento de 4g EPA+DHA por 6 semanas, e ndo houve

diminuicdo significativa nos marcadores inflamatérios.
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Capitulo 3: OBJETIVOS



3.1 Objetivo Geral

Avaliar a efetividade da suplementacgdo de 6leo de linhaga na diminuicdo sérica

de proteina C-reativa em uma populacdo de pacientes em hemodidlise crénica.

3.2 Objetivos Especificos

e Acompanhar e analisar as modificacdes sericas de proteina C-reativa durante o
periodo de tratamento;

e Avaliar se hd modificacdo dos marcadores bioquimicos de colesterol total,
triglicerideos, HDL-c e LDL-c durante o periodo de intervencéo;

e Observar se ha modificacdo de funcéo intestinal nos individuos.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To asses the effects of flaxseed oil in the inflammatory state of chronic
renal failure patients undergoing renal replacement therapy with hemodialysis.
DESIGN: Multicenter, double-blind, randomized, placebo controlled clinical trial.
SETTINGS: three dialysis units in South Brazil. SUBJECTS: One hundred and
fourteen chronic renal failure patients on hemodialysis therapy for more than three
months and without study exclusion criteria were included. INTERVENTION:
Flaxseed oil (1g twice a day) and placebo (mineral oil, 1g twice a day) were blindly
given for a period of 120 days. MAIN OUTCOME MEASURE: variation of C-
reactive protein. RESULTS: inflammation was observed in 68 patients (60%) in the
beginning of the study. There was correlation between CRP and BMI (Rs=0.22;
p=0.022) and HDL-c (Rs = -0.23; p= 0.032). The CRP variation of the flaxseed oil was
higher than the MO in the time (P <0.001). In the flaxseed oil group 33.3% changed
category from inflamed to non-inflamed in the study period whereas 16.9% in the
mineral oil group (p=0.04) had the same results. In the flaxseed oil group, 88.8% (n=48)
reported better bowel function while 25% (n=15) of mineral oil group (p<0.001)
reported the same. CONCLUSION: Inflammation in hemodialysis patients seems to be
correlated to BMI and the reduction of c-HCL. The bowel function was better in the FO
group. The flaxseed oil provided decrease in the levels of CRP and in the number of
inflamed patients. Studies with higher number of patients and longer duration are
necessary to corroborate these findings.

KEY WORDS: HEMODIALYSIS; INFLAMMATION; CRP; FLAXSEED OIL
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INTRODUCTION

A significant proportion of patients under renal replacement therapy (RRT) with
hemodialysis (HD) or peritoneal dialysis (PD) present a micro inflammatory state which
is clinically detected by increased levels of C-reactive protein (CRP) and other
inflammatory markers, specially interleukin-6 (Pachaly, 2008-37; Raj, 2009-38). This
pro-inflammatory state is predictive of higher mortality rates and is associated with the
MIA (malnutrition, inflammation and atherosclerosis) syndrome (Pecoits-filho, 2002-
42), and others factors including the dialysis treatment (Snaedal, 2009-39; Chmielewski,
2009-40; Suliman, 2008-41). Moreover several hemodialysis patients also present
deficiency of essential fatty acids (EFA) and abnormal prostraglandins synthesis that

may produce or worsen the proinflammatory sate (13).

Animals experiments and human clinical trials suggest that fish oils, that contain
polyunsaturated fatty acids (PUFA) of the n-3 series, like eicosapentaenoic acid
(EPA;20:5n3) and docosahexaenoic acid (DHA;22:6n3), have anti-inflammatory
properties, that are demonstrated by the inhibition of pro-inflammatory eicosanoids
derived from n-6 fatty acids, such as arachidonic fatty acid (AA; 20:4n6), and
decreasing the activity from the pro-inflammatory cytokines (10,11). The main
difficulties for the clinical use of fish oil are the sensorial intolerance and the high cost,
leading to high levels of discontinuation even before the therapeutic effects occurs (4).
Other oils are described as having similar effects, nevertheless, few studies were carried
out to evaluate the action of EPA and DHA precursors, such as the a-linolenic acid,
which are present in high quantities in some vegetable oils. The flaxseed oil (FO)
(Linum usitatissimum) does not contain EPA and DHA fatty acids, but it is the only

vegetable oil known to have significant amounts of a-linolenic acid and is considered to
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be the vegetable oil with the highest concentration of this fatty acid (29). As its
concentration and proportion of n-3 and n-6 fatty acids is considered ideal the FO has
been tested in clinical trials that described a potential beneficial effect in some diseases
such as dyslipidemias and cardiovascular diseases (30, 33, 8). However, there are no
studies which have tested the FO in patients with end-stage renal disease under RRT

with hemodialysis.

Considering its described characteristics and the non existence of significant
side effects, as well as good acceptability, we undertook the present randomized clinical
trial to test the hypothesis that therapeutic doses of FO could lead to a decrease in the

CRP levels in patients undergoing RRT with HD.

SUBJECTS AND METHODS

Patients and study design

One hundred and sixty patients undergoing chronic HD from 3 dialysis units in the
southern state of Rio Grande do Sul, Brazil were included in a double-blind randomized
clinical trial, that observed the following inclusion criteria: (a) > 18 years-old, (b) RRT
with HD for at least 90 days, (c) absence of known infection, active inflammation,
malignancy, HIV seropositivity, autoimmune disease, (d) absence of intravenous

dialysis catheters, (e) never transplanted, (h) acceptance in participating.

Method

Demographic variables and laboratory data included age, gender, race, time under RRT,

primary renal disease, CRP, total cholesterol and HDL, triglycerides, complete blood
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counts, calcium, phosphorus and antibodies against B and C hepatitis. Urea reduction

rate, Kt/V and calcium-phosphorus product were also calculated.

The patients included were randomized to receive two different treatments. The flaxseed
oil group (FO) that received 1.0g of FO plus a-tocopherol (3.5mg) twice a day the
control MO group (1.0g of mineral oil + 3.5mg of a-tocopherol) twice a day. FO and
placebo capsules were visually identical. Patients in both groups were instructed to take
the capsules for 120 days. The adherence assessment was made by counting the
remaining capsules every 30 days, and in every visit data related to bowel function was
investigated. Laboratory data was collected at baseline, 60 and 120 days after the
beginning of the therapy. Serum cholesterol and fractions and triglycerides were drawn

at baseline and 120 days in 84 patients that could fast for the sampling.

Patients were considered as inflamed if the serum CPR > 5.1mg/dl (27,37). Patients
unable to tolerate intervention or that during the study developed an exclusion criteria
were excluded from the study. Only the patients who completed the period proposed for
the study were therefore analyzed. The study was approved by the Research Ethics

Committee of the coordinating centre (Hospital de Clinicas de Porto Alegre).

Statistical Analysis

Statistical analyzes were performed in the SPSS software 16.0 version for Windows.
The continuous variables were expressed as mean + SD. The comparisons of the
continuous variables between the groups were made by analysis of variance (ANOVA).
The categorical variables were analyzed by the chi-square or the Fischer’s exact test.
Asymmetric variables were logarithmic transformed and compared by the Wilcoxon
Mann-Whitney test. The correlations were calculated by the Pearson’s or Sperman’s
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correlation coefficient, accordingly. P level lower than 0.05 was considered statistically

significant.

RESULTS

One hundred and sixty patients were randomized at a 1:1 ratio to receive FO (80
patients) or MO (80 patients) for 120 days. During the study there were 46 exclusions.
Twenty six occurred in the FO group: 3 for renal transplantation, 2 deaths, 7 for non
adherence, 2 with intercurrent infections, 8 for abdominal pain, and 4 for the needing of
vascular catheter for hemodialysis. Twenty exclusions occurred in the MO group: 4 for
renal transplantation, 2 deaths, 4 for non adherence, 1 with intercurrent infections, 2 for
hemodialysis center transference, 5 for abdominal pain and 1 for the need of vascular
catheter for hemodialysis. There was no significant statistical difference in the
comparisons in the exclusion causes between the two groups (p = 0.34). One hundred
and fourteen patients completed the study, 57 men (50%), 92 caucasians (81.4%). The
mean age of the subjects was 57.2 + 13.9 years and the BMI 24.6 + 3.8. The mean time
of dialysis of patients was 49.3 + 47.8 months. The patients who remained in the study
had demographic and laboratorial data analyzed in the beginning of the study,
accordingly to the randomization group (Table 1). The group of patients randomized for
the FO group presented in the beginning of the study CRP values significantly higher (p

< 0.001) and total cholesterol values significantly lower (p = 0.017).

Inflammation was present in 68 of the 114 patients (60%) in the first analysis.
Male individuals presented a mean baseline CRP level higher than female individuals
(11.2 versus 8.6 mg/dL, respectively; p=0.035). Also, a weak but statistically significant

correlation was found between BMI and baseline CRP (Rs=0.22; p=0.022) and a
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negative correlation with similar strength between HDL-c and baseline CRP (Rs = -

0.23; p=0.032).

In the FO group the comparison between the first and the last analysis displayed
a statistically significant drop in the CRP values (p<0.001), total cholesterol (p=0.004)
and LDL-c (p=0.001) and an increase in the HDL-c (p=0.004). Such results were not
observed in the MO group (Table 2). In the overtime assessment we observed that the
CRP variation in the FO group was higher than the one observed in the MO group (P <
0.001). In this interaction assessment, in the FO group the drop in the CRP values
reached statistical significance (time 1 x time 2 and 3), while the values in the MO

group remained stable (Figure 1).

In another approach, comparing the initially inflamed with the non-inflamed
group we observed lower URR and Kt/V (“dialysis dose”) in the inflamed (p<0.01).
These individuals also presented a higher BMI mean (p=0.03), and the comparisons of
the other study variables did not present statistically significant differences (Table 3).
Moreover, in the FO group a decrease in the percentage of inflammatory patients was
observed in the throughout the study, reducing from 36.3%, 23.9% to 21.2%
respectively in times 1, 2 and 3 (p=0.004). In the MO group no statistically significant
differences were observed in the same analysis in the respective times of assessment

(P= 0.487).

Further intervention analysis was made by separating the patients into inflamed
and non-inflamed. Among the non-inflamed patients neither intervention produced a
significant decrease in the CRP levels (FO 1.26+1.25 to 0.68+1.49 and MO 2.14+1.15

to 2.33+1.28; P = NS). Contrariwise, in the inflamed group, a statistically significant
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decrease in the CRP levels was observed in the group of inflamed patients that received
FO compared to the group that received MO (p <0.001). These results are shown in

Figure 2.

Bowel function was assessed in the beginning and at the end of the study and 41
(88.9%) individuals that received FO referred improvement of bowel constipation

whereas 15 (25%) of MO group individuals referred the same effect (p<0.001).

DISCUSSION

In spite of the significant advances in RRT technology, specially in hemodialysis
equipments and techniques, uremic patients continue to present a high mortality rate
mainly due to cardiovascular events (43). The traditional risk factors for cardiovascular
mortality are high blood pressure, congestive heart failure, dyslipidemias, diabetes and
smoking. More recently inflammation, oxidative stress, hyper-homocysteinemia, and
malnutrition have also been associated to cardiovascular mortality in this population
(44-46). Furthermore, risk factors specifically related to uremia are now recognized and
include divalent ion disturbances, anemia, chronic hypervolemic state, and coronary
calcification, among others (49-51). Several studies reported that chronic inflammation
is highly prevalent in the uremic population (40,41,42). The observation that
inflammation is strongly related to the atherogenic process was reported in renal and
non-renal patients and it was suggested that the inflammatory process contributes to

increased morbidity and mortality in chronic HD patients (47).

CRP reflects the generation of pro-inflammatory cytokines such as interleukin 1
and 6 (IL-1 and IL-6) and tumor necrosis factor a, all being reported as elevated in a

significant portion of patients with terminal renal failure, and considered to be
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predictors of mortality among them (37,52). High levels of acute phase proteins, such as
CRP, are directly linked to atherogenic properties and may intensify the accelerated
atherogenesis observed in patients undergoing hemodialysis (48). Perhaps the main
factors identified as contributors to the elevated frequency of inflammation in this
population are the exposure of the blood to bio incompatible extra-corporeal circuit
including dialysis filters and lines as well as exposure to dialysis water and solutions

which are not sterile (53,54).

The two physiologically essential and complementary fatty acids in humans are
the linolenic acid (18:2(n-6)) a essential member from omega 6 family, and a-linolenic
acid from the omega 3 family (18:3(n-3) (1,2). In occidental cultures the already
reduced intake of o-linolenic fatty acid, compared to the linoleic fatty acids, is
aggravated by the reduced conversion from its active products due to the elevated intake
of linoleic fatty acid and their competition for the conversion enzymes, namely
ciclooxygenase and lipooxygenase, on the cell membranes (3). As a result there is an
overproduction of proinflammatory series 2 eicosanoids-like prostraglandins and series
4 leukotrienes, compared to the non-inflammatory series 3 prostraglandins-like and
series 5 leukotrienes, that have anti-inflammatory, anti-aggregatory and vasodilatation

properties (14-16).

Considering the difficulties of intake of these nutrients through food and the
uncertainties in terms of absorption of the a-linolenic fatty acid, many studies were
carried out to evaluate this substance as a supplement and its impact in human health in
different regimens and populations (4-9). Effects on prevention of atherosclerosis,
chronic hepatitis, psoriasis, rheumatoid arthritis, myocardial infarction, asthma and

diabetes were described (3, 9) and several studies showed the decrease in pro-
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inflammatory cytokines (18-22). Lopez-Garcia et al observed 29% decrease of serum
CRP in a retrospective study that evaluated the a-linolenic acid uptake through food in
healthy women. Ciubotaru et al found a 35% decrease of CRP levels in post menopause
women with a short-term fish oil supplementation. In studies with healthy volunteers
and with rheumatoid arthritis patients receiving flaxseed oil and fish oil, control of
inflammation was observed, reflected by a drop in the mediators of the inflammatory

process (cytokines, TNF o and IL-1 beta) was observed (30).

The flaxseed oil does not contain omega 3 fatty acids, however it is the only
vegetable oil rich in its precursor, the a-linolenic acid. The hypothesis that the a-
linolenic fatty acid present in the flaxseed oil is able to reduce the inflammatory state in
humans is supported by previous studies. Caughey and collaborators studied the effect
of a flaxseed oil based diet on the synthesis of TNFa e IL-1 beta in healthy volunteers
and observed that its use in the preparation of meals during four weeks inhibited
approximately 30% the production of these inflammatory factors, demonstrating its role
as a potential inhibitor of these mediators (31). Jenkins et al evidenced that the intake of
grain flaxseed or its oil decreases total cholesterol and HDL cholesterol in humans (33).
Cunnane et al assessed the plasma effects of the consumption of flaxseed oil in women
with normal cholesterol levels that received 1000mg during four weeks. The findings
indicated that the oil intake diminished the serum cholesterol, whereas the serum n-3
increased. The flaxseed oil had effect mainly on LDL-c levels, not changing the levels
of HDL-c and triglycerides (32). Finally, Singer and collaborators reported the drop in

serum lipids in patients with primary hyperlipidemia who received flaxseed oil (36).

Surprisingly that there are few studies that tested therapeutic interventions to

the control of inflammatory state in the high-risk population of the uremic patients
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(55,56). Considering the knowledge on the use of flaxseed oil in other situations, the
absence of significant side effects, the easy access and clinical applicability, its anti-
inflammatory and anti-lipemic activity and the beneficial effects observed on the
cardiovascular risk factors, we hypothesized that this agent could be useful in reducing
the micro inflammatory state in uremic subjects on RRT with hemodialysis. In the
present study we observed that the flaxseed oil supplementation during four months was
able to reduce the CRP levels in an early and sustained fashion. Interestingly patients
previously inflamed seemed to have had better therapeutic results. Furthermore, better
response was observed in the lipid profile of individuals supplemented with flaxseed oil

between the first and third period of the study, compared to the placebo group.

These data supports studies carried out with omega 3 fatty acids in their
bioactive configuration (DHA and EPA), and may suggest that the amounts of a-
linolenic acid converted into DHA and EPA, are enough to obtain anti-inflammatory
and anti-lipemic effects. The limitations in the interpretation of the present study are
mainly because the supplementation group presented, before the beginning of the study,
higher PCR levels than the placebo group, having this occurred because of a flawed
randomization. However, supporting our results, evaluating the changes in the
inflammatory and non-inflammatory state we observed that the migration occurred
significantly in the patients that received supplementation and did not occur in the

placebo group.

The results here presented support the hypothesis that the flaxseed oil may
have a beneficial effect on a intermediary outcome, the inflammatory state marker CRP.
Our findings must be confirmed in different cohorts of uremic subjects. If the beneficial

effect is confirmed, studies must be designed to optimize the doses, lengths of
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administration and test the therapeutic efficiency on more relevant outcomes such as

cardiovascular and cerebro-vascular events and mortality.
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TABLES

Table 1. Demographic and laboratory data.

Parameter FO group (n=54) MO group (n=59) P-value
Male (%) 51.9 (n=28) 48.3 (n=29) 0.851
Race (% caucasian) 77.4 (n=41) 85 (n=51) 0.424
Age (years) 55.7 + 13.0°% 58.3 + 14.8° 0.338
Time on HD (Months)  28.5 (14-59.5)°  34.5 (16.2-72)° 0.507
BMI (Kg/m?) 25.1 + 3.47° 24.2 + 4.27° 0.212
DM (%) 46.3 (n=25) 57.7 (n=34) 0.16
CRP (mg/dL) 8.1(4.9-19.5) 4.4(2.4-75)" 0.001
Ht (%) 34.2 +4.93° 33.8 +4.97° 0.653
Hb (mg/dL) 11.2 +1.55° 10.9 + 1.57°2 0.494
URR 70.0 +9.89° 71.9+6.97° 0.259
Kt/V 1.46 +0.34° 1.55+0.32° 0.202
Ca (mg/dL) 8.43 +1.04° 8.22+0.92° 0.22
PO, (mg/dL) 5.1 (4.08-6.83)°  5(3.83-7.08)° 0.838
Cholesterol (mg/dL) 165.9 +46.4 2 193.2 +58.0°% 0.017
HDL (mg/dL) 30.8 +7.56° 34.4+14.3° 0.591
LDL (mg/dL) 121 +45.8° 94,5+ 3252 0.243
TG (mg/dL) 177 (128-266)" 1635 (112-205)"  0.178

# Values at baseline are expressed as mean + SD; ° values at baseline are
expressed as median and range. FO = flaxseed oil; MO = Mineral oil; HD =
hemodialysis; BMI = body mass index; DM = Diabetes Mellitus; CRP = C-
reactive protein; HT = hematocrit; Hb = hemoglobin; URR = urea reduction
ration ; Ca = calcium; PO, = phosphorus; HDL = high density lipoprotein;

LDL = low density lipoprotein; TG = triglycerides.
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Table 2.

Effect of intervention on CRP levels and other laboratory variables.

Parameter Base Last time P-value Base Last time P-value
FO group (n=54) MO Group (n=59)

CRP (mg/dl) 8.1(4.9-195)" 42(1.7-85)° <0.001| 4.4 (24-75"°  3.7(1.3-9.0)" 0.337
Ht (%) 34.2 +£4.93% 33.9+57° 0.705| 33.8+4.97° 34.1+5.26° 0.769
Hb (mg/dl) 11.2 £ 1.55° 10.9+1.9° 0.461| 11.0+157° 10.9 +1.62° 0.951
URR 70.0 £9.89° 69.2 +£8.74° 0.536| 71.9+6.97° 71.5+8091° 0.608
KtV 1.46 +0.34° 1.43+0.33° 0.443| 155+0.32° 1.47 £0.33° 0.05
Ca (mg/dl) 8.43+1.04° 8.1+1.12° 0.055| 8.22+0.92° 8.43+£0.95° 0.084
PO, (mg/dl) 5.1(4.08-6.83)° 4.8 (3.75-6.0)" 0.08| 5.0 (3.83-7.08)° 4.55 (3.42-5.47)° 0.06
Cholesterol (mg/dl) 193.2 £58.0%° 178.6 +44.4° 0.004| 165.9+46.4° 162.5 +40.7° 0.588
HDL (mg/dl) 30.8+7.56%  33.3+8.79° 0.004| 34.4+14.3° 35.0+15.1° 0.591
LDL (mg/dl) 121.0+458°% 107.6+31.7%  0.001| 94.5+325° 88.7 + 35.3° 0.243
TG (mg/dl 177 (128-266)° 147 (111-231)° 0.06|163.5 (112-205)° 184 (127-249)° 0.05

#Values are expressed as mean + SD; ° values are expressed as median and range. FO = flaxseed oil; MO = Mineral
oil; CRP = C-reactive protein; HT = hematocrit; Hb = hemoglobin; URR = urea reduction ration ; Ca = calcium;
PO, = phosphorus; HDL = high density lipoprotein; LDL = low density lipoprotein; TG = triglycerides.
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Table 3. Comparison of demographic and laboratory variables in inflamed and non-

inflamed patients according to the CRP levels

Parameter CRP >5.1mg/dL(n=68) CRP <5.1mg/dL (n=45) P-value
Age (years) 57.2+14.1° 57.1+14.1° 0.976
Time on HD (months) 26 (13.3-71)° 37 (23-67.5)° 0.142
White (%) 80.9 (n=55) 81.8 (n=36) 0.141
Male (%) 54.4 (n=37) 42.2 (n=19) 0.554
BMI (Kg/m?) 25.5+3.94° 23.3+3.27° 0.03
CRP (mg/dl) 9 (6.7-20.0) " 2.2 (1.45-3.55)° <0.001
Ht (%) 329+478° 34.1+£5.09° 0.816
Hb (mg/dl) 11.0 + 1.53% 11.1+1.60% 0.624
URR 70.0+£9.89° 735+6.62° <0.01
Kt/V 1.44 +0.32° 1.60 +0.32° <0.01
Ca (mg/dl) 8.43+1.04% 8.23+1.02° 0.20
PO, (mg/dl) 5.25 (4.2-6.88) 4.8 (3.75-7.05) 0.306
Cholesterol (mg/dl) 178.0 £ 52.4° 183.4 +56.7° 0.653
HDL (mg/dl) 170 (108.5-217.2)° 160 (139.5-261.5)° 0.377
LDL (mg/dl) 31.7+11.8° 33.7+109° 0.436
TG (mg/dl 105.9 +39.7° 110.1 +47.2° 0.662

% Values are expressed as mean + SD; ” values are expressed as median and
range. HD = hemodialysis; BMI = body mass index; CRP = C-reactive
protein; HT = hematocrit; Hb = hemoglobin; URR = urea reduction ration; Ca
= calcium; PO, = phosphorus; HDL = high density lipoprotein; LDL = low

density lipoprotein; TG = triglycerides.
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FIGURE 2.
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SUBTITLES TO THE FIGURES.

FIGURE 1. CRP (mg/dl) variation at three time points of assessment. Box
and wisker plots showing medians (horizontal line) P 25-75 (box); P 10-90
(bars) e outliers (circles). Flaxseed group (FO); Placebo group (MO). In the
FO group the decrease in the CRP was statistically significant (CRP 1 x CRP
2 and CRP 3). In the MO group there was no statistically significant statistical
difference in the comparisons.

FIGURE 2. CRP variation in the beginning and at the end of the study
assessing the inflamed subjects according to the intervention. Box and wisker
plots showing medians (horizontal line) P 25-75 (box); P 10-90 (bars) e
outliers (circles). FO = Flaxseed oil group; MO = placebo group. In the FO
group the decrease in the CRP was statistically significant (p<0.001). In the

MO group there was no significant statistical difference in the comparisons.
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Capitulo 6: CONSIDERACOES GERAIS



Neste trabalho evidenciou-se que a administracdo de 6leo de linhaga ao longo
de quatro meses propiciou a reducdo de PCR de pacientes com DRC em TRS com HD.
Interessantemente os pacientes previamente inflamados pareceram ter melhor resultado
terapéutico. Além disso, observou-se melhor resposta no perfil lipidico dos individuos
suplementados com o dleo de linhaca entre o primeiro e o terceiro periodo do estudo,
comparados ao grupo placebo. Estes dados estdo em concordancia com os estudos
realizados com &cidos graxos n-3 na sua forma bioativa (DHA e EPA), sugerindo que o
acido graxo a-linolénico é convertido em DHA e EPA em quantidades suficientes para

que se obtenha atividade antiinflamatoria e antilipemiante.

As limitagOes na interpretacdo deste estudo devem-se principalmente ao fato de
0 grupo que recebeu o composto ativo ter apresentado, antes do inicio das terapias,
niveis mais elevados que o grupo que recebeu placebo, tendo isto ocorrido por uma
falha na randomizacdo. No entanto, em suporte aos nossos resultados, ao avaliarmos de
forma categérica a mudanca de status de “inflamado” para “ndo inflamado” observamos
que esta migracdo ocorreu de forma significativa nos pacientes que receberam o

composto ativo ndo tendo ocorrido nos que receberam placebo.

Os resultados aqui apresentados suportam a hipotese de que o 6leo de linhaca
exerca efeito benéfico em um desfecho intermediario, marcador de estado inflamatorio,
a reducdo da PCR, e devem ser confirmados em diferentes coortes de individuos
urémicos. Caso este efeito seja confirmado estudos deverdo ser delineados para avaliar a
otimizacdo de doses e testar a eficacia terapéutica em desfechos duros mais relevantes

tais como incidéncia de eventos cardio-vasculares, cérebro-vasculares e mortalidade.
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Capitulo 7: ANEXO



PROTOCOLO DE COLETA DE MATERIAIS

-NOME:

- Centro de Dialise: ( ) HCPA ( ) HSVP () Outro:

- DATA de Nascimento: [/ / Idade:

- GRAU DE INSTRUGAO:

- SEXO: () MASCULINO ( ) FEMININO
- RACA: () Branco ( ) N&ao Branco
- DOENCA RENAL BASICA:

- Data do Inicio do tratamento dialitico: _ / /

- MEDICAMENTOS EM USO:

© © N o g b~ 0 NP

=
o

COLETAL: _ /[ [/ COLETA2: _ /| [/ COLETA3: _/ [/

PCR (mg/dl)

HT%

Hb (mg/dl)

URR

Kt/vV

Ca (mg/dl)

P (mg/dl)

Colesterol

HDL

LDL

Triglicerideos




