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Resumo

A Doenga Renal Crénica (DRC) ocorre quando a fungio renal fica prejudicada. E definida
como DRC um decréscimo persistente na taxa de filtracdo glomerular (TFG) estimada, menor
que 60 ml / min / 1,73m2 e albuminuria > 300mg em 24 horas, sendo esses indicadores
considerados preditores independentes de mortalidade. Em estdgios mais avangados, na
Doenga Renal terminal (DRT) ha necessidade de terapia de substitui¢do renal (TSR), a mais
utilizada ¢ a hemodialise, que ¢ um processo de filtracdo e purificagdo do sangue. Para avaliar
a funcdo renal, durante a hemodialise, dispomos de biomarcadores, onde os mais utilizados
sdo: creatinina, proteinuria, albumintiria ¢ TFG. No entanto, como dados entre perfil
bioquimico e mortalidade sdo limitados e contraditérios, o objetivo do presente estudo foi
comparar marcadores bioquimicos de dialise e correlacionar com a mortalidade em pacientes

com doenga renal terminal de um servigco publico de nefrologia.

Palavras-chave: Ureia, albumina, hematocrito, doeng¢a renal terminal, mortalidade,

hemodialise, célcio, potassio.



Abstract

Chronic kidney disease (CKD) occurs when renal function is impaired. CKD is defined as a
persistent decrease in the estimated glomerular filtration rate (GFR) of less than 60 ml/min /
1.73m2 and albuminuria > 300mg in 24 hours. These indicators are considered independent
predictors of mortality. In more advanced stages of end-stage renal disease (ESRD), there is a
need for renal replacement therapy (SRT), where is the most commonly used technique is
hemodialysis. To assess renal function, we have biomarkers, as creatinine, proteinuria,
albuminuria, cystatin C, and GFR. The data between the biochemical profile and mortality are
limited and contradictory. Thus, the aim of the present study was to compare biochemical
dialysis markers and to correlate with mortality in patients with ESRD from a public

nephrology service.

Keywords: Urea, albumin, hematocrit, end-stage renal disease, mortality, hemodialysis,

calcium, potassium.
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1. Introducao

A doenga renal cronica (DRC) ¢ caracterizada pela perda progressiva, irreversivel e
multifatorial da funcdo renal, fazendo o organismo perder a capacidade de manter os
equilibrios metabolicos e hidro- eletroliticos (KDIGO, 2013). E um grave problema de satde
publica em todo o mundo, por ter alto indice de mortalidade, principalmente por complicagdes
cardiovasculares. A DRC pode ser detectada com testes laboratoriais de rotina e alguns
tratamentos podem prevenir o desenvolvimento e retardar a progressdo da doenga, reduzir
complicagdes da diminuicdo da TFG e risco de doenga cardiovascular, e melhorar a
sobrevivéncia e a qualidade de vida (LEVEY et al., 2012).

Quando os rins perdem sua capacidade de depuragdo, a hemodialise (HD) aparece
como uma alternativa importante na expectativa de melhorar a sobrevida dos pacientes em
tratamento. A HD permite substituir a fun¢do renal do paciente, mimetizando os processos de
filtragdo e eliminagdo de produtos téxicos, bem como o excesso de agua do organismo. Para
isso, uma membrana artificial € o elemento principal de um dispositivo designado dialisador,

popularmente conhecido como “rim artificial” (PECOIT-FILHO et al., 2002).

A maioria dos pacientes iniciam em HD com algum grau de fun¢do renal residual
(FRR), que ¢ a capacidade remanescente dos rins de remover toxinas e fluidos extras do corpo
em HD. (STENVINKEL et al, 1999). Os beneficios da FRR estao relacionados ao controle
aprimorado do volume dos minerais e eletrdlitos; menos inflamacdo e maior depuracdo de
solutos e moléculas médias ligadas a proteinas. A HD ¢ usada apenas intermitentemente,
enquanto a fun¢do renal nativa ¢ continua. Por esta razdo, mesmo uma pequena quantidade de
funcado residual reduz no plasma niveis de solutos eliminados na HD, como proteinas de baixo

peso molecular (MATHEW et al., 2016).

Muitos pacientes tratados com HD estdo sujeitos a medicamentos potencialmente
nefrotoxicos e procedimentos, como o contraste intravenoso, corante para delinear a anatomia
do acesso arteriovenoso, ultrafiltracdo agressiva para diminuir volume intravascular, ou o uso
de antibidticos paratratar infecgdes de acesso. A manutencdo da FRR ¢ influente na
determinagdo de resultados, sendo assim, terapias que teoricamente preservam a FRR

deveriam ser usadas com efeito em individuos com DRC (SHEMIN et al., 2001).

A perda de FRR ¢ predominantemente determinada pela doenga renal (DR) priméria
e pela co-morbidade do paciente. No entanto, hipovolemia e episddios repetitivos de
hipotensdo estdo associados a uma perda de FRR mais rapida e, como tal, a dialise

incremental pode ajudar a preservar a FRR. Como a dosagem de dialise ndo ¢ simplesmente



uma questdo de depuracdo de soluto pequeno,a didlise também deve ser prescrita para
alcangar o controle de volume e manter o equilibrio de base de eletrdlito e acido
(DAVENPORT, 2015).

Outros motivos para o declinio da FRR sdo a modalidade de didlise (Hemodialise ou
Dialise Peritoneal), processos inflamatorios frequentemente associados a doengas como
Diabetes Mellitus ¢ obesidade, alteragdo no volume ou deficiéncia de vitamina D (PATEL;
HU, 2014). Nos ultimos anos a inflamagdo desempenha um papel importante na DRC,
principalmente aos que estdo sob terapéutica substitutiva de fungdo renal. A inflamagao
associa-se a deterioracdo da funcdo renal sugerindo a inflamac¢do como um fator de risco da
progressdo da doenga (NEVES, 2004). Esse estado inflamatorio cronico nos pacientes em HD
pode ser atribuido a constante ativagdo dos monocitos e neutrdfilos circulantes durante a
passagem do sangue no circuito de didlise, transferéncia de endotoxinas da membrana do
capilar de didlise para o sangue durante as sessoes, ativagdo de citocinas inflamatorias e pro-
inflamatorias e, principalmente, alteragdes endoteliais. Células endoteliais sdo ativadas com
expressao de moléculas de adesdo celular que se ligam aos leucdcitos e migram para os
tecidos inflamados (ALVES; TEIXEIRA; DE MARTINO, 2010).

Evidéncias sugerem que a inflamacdo persistente comeca no inicio da DRC; estudos
relatam que a DRC esté relacionada a um aumento nos niveis de Proteina C Reativa (PCR),
mesmo entre os pacientes com DRC moderada (STENVINKEL, 2006). A maioria dos estudos
publicados mostra uma alta correlagdo entre PCR circulante e citocinas pré-inflamatoérias,
especialmente IL-6. Além disso, as mesmas causas de inflamacdo atribuidas no caso de
doenga renal cronica terminal (DRCT) também podem ser responsaveis pelos altos niveis de
PCR, sugerindo que a uremia pode contribuir para a resposta inflamatdria, embora o

mecanismo exato nao esteja claro (LIEM et al., 2007).

Assim, a avaliagdo dos niveis de biomarcadores inflamatorios em pacientes com FRR
e que estejam em HD torna-se interessante para um possivel acompanhamento da
degeneracdo renal em pacientes com DRCT. Dessa forma, o objetivo do presente projeto €
avaliar através da FRR de pacientes com DRCT em HD os niveis de marcadores inflamatérios

circulantes, para assim, melhorar a qualidade e sobrevida desses pacientes.



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar diferentes biomarcadores inflamatoérios em pacientes submetidos a

hemodialise e que apresentam Funcdo Renal Residual.

2.2 Objetivos especificos
Comparar os niveis de Interleucina-1 beta (IL-18) em pacientes que realizam
hemodialise e possuem fungdo renal residual com os pacientes que realizam hemodidlise e

ndo possuem fun¢ao renal residual;

Comparar os niveis de Interleucina-6 (IL-6) em pacientes que realizam hemodidlise e
possuem funcdo renal residual com os pacientes que realizam hemodidlise e ndo possuem

fungao renal residual;

Comparar os niveis de TNF-o (Fator de Necrose Tumoral alfa) em pacientes que
realizam hemodidlise e possuem funcdo renal residual com os pacientes que realizam

hemodialise e ndo possuem fungao renal residual.



3. Hipoteses

Os niveis de IL-1B circulante, em pacientes que realizam hemodidlise e possuem
funcdo renal residual, serdo menores do que os pacientes que realizam hemodidlise e nao

apresentam funcao renal residual,

Os niveis de IL-6 circulante, em pacientes que realizam hemodialise e possuem fun¢ao
renal residual, serdo menores do que os pacientes que realizam hemodialise e ndo apresentam

fungao renal residual;

Os niveis de TNF-alfa circulante, em pacientes que realizam hemodialise e possuem
funcdo renal residual, serdo menores do que os pacientes que realizam hemodidlise e nao

apresentam funcao renal residual.



4. Justificativa

A maioria dos pacientes iniciam a hemodidlise com algum grau de fun¢do renal
residual. Sua preservacdo estd fortemente associada a sobrev ida e qualidade de vidado
paciente, entretanto, dados a respeito dos niveis de citocinas inflamatdrias nesses pacientes

em hemodialise com fun¢ao renal residual ndo estdo bem descritos na literatura.



5. Referencial tedrico

5.1 Estratégia de busca

A revisdo da literatura foi realizada principalmente no Pubmed utilizando como filtro
estudos com humanos, sem restricdo por ano e linguagem. Os descritores utilizados estdo
descritos abaixo juntamente com o numero de artigos encontrados de acordo com cada

descritor.
Residual renal function - 1657
End stage renal disease AND residual renal function — 1530
End stage renal disease AND hemodialysis — 59553
End stage renal disease AND inflammatory markers — 886
End stage renal disease AND residual renal function AND interleukin 1 — 5
End stage renal disease AND residual renal function AND interleukin 6 — 21

End stage renal disease AND residual renal function AND Tumor necrosis fator -15

Com a combinagdo destes descritores, foram utilizados 36 artigos de acordo com a

adequagdo do tema avaliado pela leitura do resumo.

5.2. Descric¢ao dos achados

O modelo conceitual de doencga renal cronica (DRC) atualmente em uso foi primeiro
detalhado pelas diretrizes da National Kidney Foundation’s Kidney Disease Quality Outcome
Initiative (NKF-KDOQI) em 2002 e posteriormente revisado e adotado pelo consenso
internacional de Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) em 2005. A DRC ¢
um termo geral para transtornos heterogéneos que afetam a estrutura e a funcdo do rim
(GLASSOCK; WINEARLS, 2008). As diretrizes de 2002 para a defini¢do e classificacao
desta doenga representaram uma importante mudanga para o seu reconhecimento como um
problema mundial de satide publica que deve ser administrado em seus estagios iniciais por
internistas gerais. A doenga ¢ classificada de acordo com os estagios da gravidade da doenga,
que sdo avaliados a partir da taxa de filtracdo glomerular (GFR), albuminuria, e diagndstico

clinico (causa e patologia).



A National Kidney Foundation (NKF), em seu documento Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative (K / D O Q I), definiu a DRCT baseada nos seguintes critérios (BOLOGA et
al., 1998):

- Lesdo presente por um periodo igual ou superior a 3 meses, definida por
anormalidades estruturais ou funcionais do rim, com ou sem diminui¢ao da Taxa de
Filtragdo Glomerular (TFG), manifestada por anormalidades patoldgicas ou
marcadores de lesdo renal, incluindo alteragdes sanguineas ou urinarias, ou nos
exames de imagem,;

- TFG < 60mL/min/1,73 m? por um periodo de 3 meses, com ou sem lesdo renal.

Baseado nesta defini¢do, o grupo de trabalho que desenvolveu o K/DOQI propds a

seguinte classificacdo para a DRC:

- Estagio I - Lesdo Renal com TFG normal ou aumentada

<90 TFG (mL/min/1,73m?)

- Estagio Il — Lesao Renal com leve diminui¢dao do TFG
60-89 TFG (mL/min/1,73m?)

- Estagio III — Lesdo Renal com moderada diminui¢ao do TFG
30-59 TFG (mL/min/1,73m?)

- Estagio IV — Lesao Renal com acentuada diminui¢do do TFG
15-29 TFG (mL/min/1,73m?)

- Estagio V — Faléncia Renal Funcional (FRF)
<15 TFG (mL/min/1,73m?)

O principal objetivo da HD ¢ restaurar o ambiente fluido intracelular e extracelular
que ¢ caracteristico da funcdo renal normal. Para isso, a concentragdo, solugdo e o peso
molecular sdo os principais determinantes das taxas de difusdo, em que pequenas moléculas,
como uréia, difundem-se rapidamente do sangue para o dialisato. Além da difusdo, os solutos
podem passar por poros na membrana por meio de um processo convectivo conduzido por
gradientes de pressdo hidrostatica ou osmdtica - um processo chamado ultrafiltracao
(LOCATELLI; MANZONI; DI FILIPPO, 2002). Para cada sessdo de dialise, o estado
fisiologico do paciente deve ser avaliado de modo que a receita de didlise possa ser alinhada
com as metas da sessdo, para atingir as taxas desejadas e a quantidade total de remocdo de
soluto e fluido. Ao substituir a funcdo excretora do rim, a dialise destina-se a eliminar o

complexo sintoma conhecido como sindrome urémica. (MEYER; HOSTETTER, 2007).



A doenga renal cronica (DRC) € irreversivel, mas para varios pacientes, especialmente
0s que se encontram nos primeiros estagios da doenga, pode ser possivel impedir seu
progresso e preservar a FRR, o que pode conferir uma variedade de beneficios aos pacientes

em didlise de manuten¢do (STENVINKEL et al., 1999).

A preservagdo da FRR esta associada a um resultado do paciente, incluindo sobrevida
e qualidade de vida, e ¢ um parametro clinico e foco de pesquisa na didlise (RACHHAUS et
al., 2000). A FRR a fornece clearance continuo de moléculas médias e solutos ligados a

proteinas.

Tem sido proposto as seguintes consideragdes praticas para preservar FRR,
especialmente em pacientes recém-iniciados em hemodidlise (incidentes) (AUKRUST et al.,
1994):

- Monitoramento periddico de FRR em pacientes em HD através do volume de urina e
incluindo clearance de uréia residual com adequagdo de didlise e marcadores de
resultados, como anemia, ganhos de fluidos, minerais e eletrélitos, nutri¢do, status e

qualidade de vida;

- Evitar agentes nefrotdoxicos como corantes de radiocontraste, antiinflamatorios ndo

esteroides e aminoglicosideos;

- Controle de hipertensdo mais rigoroso e¢ minimizando os episddios hipotensos

intradialiticos;

- Individualizando a prescri¢do inicial de didlise com considera¢ao de uma abordagem
incremental / infrequente para iniciagdo de hemodialise (por exemplo, duas vezes por

semana) ou didlise peritoneal (DP);

Considerando uma dieta com menos proteina, especialmente em dias de ndo didlise.
Como a FRR parece estar associada com melhores resultados para pacientes, requer mais
clinica e foco da pesquisa no tratamento de hemodialise e didlise peritoneal de pacientes em
dialise.

Ha uma série de razdes biologicamente plausiveis por que a preservagdo da FRR pode
ser uma estratégia importante para melhorar a sobrevida de pacientes em HD. Muita da

informagdo, no entanto, ¢ extraida de estudos realizados em pacientes em DP, pois poucos
estudos examinaram FRR em pacientes em HD (CAENAZZO et al., 1993).

Os beneficios potenciais na populagdo DP incluem: melhor depuragdo de peso

molecular médio e maior toxinas, melhor volume e controle da pressdo arterial, diminuiug¢ao



da inflamacdo, melhor apetite e estado nutricional, preservacdo relativa das fungdes

endocrinas renais, melhora do controle de fosfato e qualidade de vida (KIMMEL et al., 1998).

A FRR também ¢ um componente importante da eficicia geral do tratamento
administrado por DP ou HD e contribui para o sucesso do conceito de didlise incremental em
que os pacientes com FRR significativa podem ser iniciados em doses menores de didlise no
inicio, de acordo com tais pacientes melhor qualidade de vida e menos restrigoes da dose total
de dialise desde o inicio (PEREIRA et al., 1994)

A maioria dos pacientes em hemodidlise tem um volume sobrecarregado de liquido
antes da sessdo de didlise, e perde fluido extracelular e intracelular durante o tratamento.
Dispositivos de bioimpedancia auxiliam a tomada de decisdo clinica avaliando o estado do
fluido dos pacientes em dialise (PANICHI et al., 2001).

Estudos observacionais transversal e longitudinal relataram que os pacientes em
dialise superhidratada ndo tém maior ou melhor preservacdo da FRR. Assim, simplesmente
manter pacientes superhidratados ndo parece preservar a funcdo residual, mas os riscos de
hipertensdo e hipertrofia ventricular esquerda. Por outro lado, uma remog¢ao muito rapida de
liquido durante a hemodialise, corre o risco de hipotensdo, e episddios hipotensivos
repetitivos podem potencialmente levar a isquemia renal e perda prematura de residuos de

funcao renal (YEUN et al., 2000).

A hipotensdo intradialitica ¢ mais comum em centros que visam menores pressoes
sanguineas pré e poés-didlise e pacientes atendidos para didlise em, ou perto do seu peso-alvo.
Embora essa abordagem arrisque a anturia, a pressao arterial ¢ diminuida e a hipertrofia
ventricular esquerda regride. Como a maioria dos centros de didlise ndo mede regularmente a
funcdo residual, continua a ser estabelecido que, prevenindo hipotensdo intradialitica usando

tecnologia de bioimpedancia e de diélise, podem preservar FRR (KAYSEN et al., 2000).

A ativagdo persistente da resposta inflamatéria recentemente foi reconhecida como um
importante fator de risco independente para o desenvolvimento de complicagdes
cardiovasculares na populagdo geral e nos pacientes com DRC. Marcadores de inflamagao,
tais como PCR, albumina sérica (albumina S), IL-6, ¢ hialurano, foram descritos como
preditores independentes de aumento da mortalidade em pacientes com DRCT, enquanto o
TNF-alfa e a neopterina foram usados para prever a mortalidade em varios grupos de
pacientes ndo renais (MEMOLI et al., 2000).

Pacientes com DRCT tém niveis marcadamente elevados de citocinas, € embora todas

disponiveis, a evidéncia parece sugerir uma regulacao positiva da atividade de citocinas pro-
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inflamatorias no DRCT. Uma possibilidade ¢ que a deterioragdo da funcdo renal como tal
resulta em um aumento significativo nos niveis séricos de citocinas. Uma forte correlagao
negativa entre o clearance de creatinina e niveis séricos de varias citocinas e seus receptores
soluveis foram mostrados em pacientes nao diagnosticados com diferentes graus de falha
renal (BOLTON et al., 2001).

Portanto, ¢ possivel que o aparente estado inflamatério urémico seja causado por
diminui¢do da remocdo, ao invés de geracdo aumentada, de citocinas na uremia. No entanto,
associagdes entre marcadores de inflamacao e fun¢do renal em pacientes com DRCT antes do
inicio do tratamento de didlise, ndo foi analisado anteriormente em detalhes (WANG et al.,
2002).

A IL-1lage diretamente junto com a TNF-alpha dentro da imunidade natural e também
na inflamagdo. A sua principal fonte celular sdo os fagdcitos mononucleares ativados, os
neutrofilos, as células epiteliais, as endoteliais e os linfocitos (VANHOLDER et al., 2001).
Sao compostas por IL-1a e IL-1.

As acdes biologicas sdo as mediadoras da inflamagdo local, induzindo a febre,
sintetizando as proteinas plasmadticas dentro da fase aguda, produzindo os neutrofilos e as
plaquetas (WANG et al, 1995).

IL-6 ¢ conhecida como sendo uma citocina inflamatdria potente, onde sua principal
atividade ¢ redundante e pleiotropica, mediando uma série de diferentes funcdes fisioldgicas,
inclusive a diferenciacdo dos linfécitos, proliferando a sobrevivéncia celular, sem contar ainda

com a potencializagdo dos sinais apoptoticos (DINARELLO, 2007).

A IL-6 ainda tem efeito sofre a formagdo dssea, o metabolismo geral e as fungdes
enddcrinas, tendo a principal habilidade de afetar os diversos tecidos e os 6rgaos (ESPINOZA
et al., 1999).

O TNF-alpha ¢ conhecido como uma citocina pro-inflamatéria com efeitos
pleiotrépicos, que tem diversas funcdes importantes, como induzir outras citocinas,
mediadores lipidicos da inflamacdo, também da proliferacdo, de diferenciacdo celular a
apoptose. O TNF ¢ induzido por conta de diversos estimulos, incluindo os microrganismos,
mediadores lipidicos, imunidade complexa, células tumorais e citocinas (HIMMELFARB et
al., 2002).

Padrdes moleculares associados a patdgenos ou PAMPs microbianos atuam

diretamente nos receptores tipo Tol (RTT) induzindo a producdo de TNF, que é uma citocina
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produzida de forma rapida, que causa uma avalanche de mediadores inflamatérios (VAN
TELLINGEN et al., 2002).
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6. Metodologia
6.1 Delineamento

Estudo caso-controle, pareado por idade e sexo.

6.2 Populacao Alvo

Adultos acima de 18 anos de idade que realizam o tratamento hemodialitico na

unidade de hemodidlise do Hospital Universitario Sdo Francisco de Paula de Pelotas.

6.3 Critérios de elegibilidade

- Ter idade acima de 18 anos;

- Apresentar insuficiéncia renal cronica, e estar em hemodidlise héa, pelo menos, 3
meses;

- Estar realizando o tratamento hemodialitico através de fistula artério-venosa;

- Aceitar a coleta de material bioldgico proposta pelo estudo;

6.4 Critérios de exclusao

- Pacientes em hemodialise apos transplante renal; pacientes com condigdes sistémicas
graves (acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, sepse, neoplasias, etc.)
- Incapacidade de compreensao do termo de consentimento livre.

- Pacientes em uso de imunossupressores ¢ antidepressivos;

6.5 Amostra: tamanho e tipo

A unidade de Hemodidlise do Hospital Universitario Sdo Francisco de Paula de
Pelotas ¢ uma das unidades prioritarias para prestar atencdo em hemodialise no Sistema de
Saude Publica me Pelotas. Estima-se que realize o tratamento de pelo menos 120 pacientes
por ano. Participardo do estudo todos os pacientes do servico, excluindo aqueles que nao

preencherdo os critérios de elegibilidade ou recusarem participar da pesquisa.

Os pacientes incluidos no estudo serdo acompanhados por uma equipe de devidamente
treinada. As coletas de sangue serdo realizadas através da fistula do paciente. As amostras

serdo colhidas apds o devido consentimento do paciente, por um técnico especializado em
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coleta de sangue. Serdo coletados 5,0 ml de sangue total (tubos sem anticoagulantes) em cada
coleta. O sangue coletado sera centrifugado para obtencdo do soro e, depois, armazenado a -
80 °C no Laboratério de Neurociéncias Clinicas da UCPel. A identificagdo nos tubos sera

feita com caneta resistente a d4gua ¢ a umidade.

6.6 Instrumentos e Variaveis

Os instrumentos utilizados serdo: um questionario composto por varidveis referentes a
condi¢des socioecondmicas, escolaridade, dados sobre a patologia que o levou a ter

insuficiéncia renal, co-morbidades, e tempo em hemodialise.

A avaliag¢do da fun¢do renal residual ¢ definida como um volume maior que 200 mL

de urina em 24 horas.

6.7 Analises bioquimicas

Para as Andlises bioquimicas da amostra serdo dosados os marcadores periféricos de
interesse com os kits comerciais disponiveis e com técnicas disponiveis no laboratdrio. Os
marcadores inflamatorios (IL-1P, IL-6 e TNF-a) serdo medidos através de kits comerciais
pela técnica de ELISA em um leitor de microplacas (Molecular Devices, Espectra Max 190)
no laboratorio de Neurociéncias Clinicas da Universidade Catolica de Pelotas. Em todas as
analises bioquimicas, serdo feitas aliquotas das amostras, codificadas e feitas em triplicatas
para evitar resultados erroneos. Os pesquisadores responsaveis pelas anélises bioquimicas nao

conhecerdo os grupos dos pacientes.

6.8 Analise de dados

As andlises estatisticas serdo realizadas nos programas Graph Pad Prism 6.0 ¢ SPSS
22.0. As caracteristicas sociodemograficas e clinicas serdo comparadas utilizando os testes y2
para varidveis categoricas e teste T ou andlise de varidncia (ANOVA) para varidveis
continuas. A apresentacao das medidas de posicao e
dispersdo da amostra serd realizada de acordo com a distribuicio das varidveis
inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a). Se a distribui¢do for normal os dados serdo
apresentados por média e desvio padrdo e a analise sera processada através do teste t,
ANOVA e correlagdo de Pearson. Caso contrario, variaveis bioquimicas serdo apresentadas

por medianas e intervalos interquartis, enquanto 0s testes
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de associacdes serdo realizados através dos testes Mann- Whitney, Kruskal-Wallis e

correlacdo de Spearman.

6.9 Divulgacao dos Resultados

A divulgac¢do tera como alvo dois grupos distintos, sendo eles: a comunidade para qual
a divulgacdo sera realizada através da publicacdo dos principais achados do estudo no servigo
de hemodialise e a comunidade cientifica conhecerd os resultados apds a publicagdo do artigo

e apresentacdo em congressos cientificos.

6.10 Aspectos Eticos

Serdo respeitados todos os principios éticos estabelecidos pelo Conselho Nacional de
Satde na Resolucdo N° 196 de 10 de Outubro de 1996. Sera assegurado o direito a
confidencialidade dos dados e o cuidado na utiliza¢dao das informag¢des nos trabalhos escritos,
de modo que os participantes ndo possam ser identificados. O presente projeto sera submetido

ao comité de ética para avaliagao.
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Material de consumo Valor unitario Elfi?;;ei Valor total
Kit de ELISA IL-1p humano R$ 3.500,00 1 R$ 3.500,00
Kit de ELISA IL-6 humano R$ 3.500,00 1 R$ 3.500,00
Kit de ELISA TNF-o humano R$ 3.500,00 1 R$ 3.500,00
Microtubos 1.5 mL pacote 1.000 unid R$ 50,00 1 R$ 50,00
Ponteiras 1000 puL pacote 1000 unid R$ 50,00 1 R$ 50,00
Ponteiras 200 pL pacote 1000 unid R$ 50,00 1 R$ 50,00
Tubo vaccunteiner 5.0 mL 100 unid R$ 120,00 1 R$ 120,00
Seringa 5.0 mL 100 unid R$ 100,00 1 R$ 100,00

TOTAL

R$ 10870,00
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Carta Justificativa

O projeto inicial intitulado “Avaliacdo de biomarcadores inflamatorios em pacientes
da hemodidlise com fungdo renal residual” tinha como objetivo avaliar os marcadores
inflamatorios Interleucina-1 beta, Interleucina-6 e Fator de Necrose Tumoral alfa em
pacientes submetidos a hemodidlise, com algum grau de fun¢do renal residual (FRR). Porém,
uma unido de fatores foram levados em consideracdo para que o projeto nao fosse executado,
sendo eles: a quantificagdo da FRR nos pacientes em estdgio V da doenca renal cronica
(DRC) pode resultar inadequada devido a baixa filtragdo glomerular e, uma vez que, para
avaliar este parametro ¢ necessario o volume de urina de 24 horas e dificilmente os pacientes
mecam de maneira correta em suas casas, fica comprometida a analise da FRR; além disso,
muitos dos pacientes submetidos a hemodialise ja tem sua fungdo renal totalmente
comprometida. Sendo assim, se fez necessaria alteragdo da dissertacdo, com o novo titulo:
“Parametros bioquimicos e mortalidade em pacientes com doenga renal cronica”. A escolha
do novo projeto/objetivo se deve a importancia da participagdo da rotina laboratorial para
diagnostico, progndstico e acompanhamento do paciente com DRC; as variaveis:
Hemoglobina, hematdcrito e albumina, biomarcadores alvos do nosso estudo, foram
associados a sobrevida e sdo fortes fatores preditivos de risco de mortalidade para pacientes
em tratamento hemodialitico, sendo assim, o tema do novo projeto, de grande importancia e
relevancia na area da saude. Os dados dos pacientes do novo estudo, foram obtidos de um
projeto maior realizado no Servico de Hemodidlise do Hospital Universitario Sdo Francisco
de Paula. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local com o néimero
1.940.521.

Prof. Dr. Jean Pierre Oses

Orientador
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Abstract

Background: Chronic kidney disease (CKD) is characterized by reduced renal function with important
changes in biochemical markers. Monitoring allows monitoring the evolution of CKD and helps in the
prognosis of associated complications, avoiding the high mortality rate. Thus, the objective of the
present study was to compare biochemical markers and correlate with mortality in patients with CKD
undergoing hemodialysis at a public hospital in the city of Pelotas, Rio Grande do Sul. Methods: This
is a cross-sectional study in which sociodemographic, clinical and laboratory data were collected
from medical records. The sample was divided into 2 groups: death (23 patients died) and survival
(91 patients alive). Results: The total sample consisted of 114 patients, 57.9% male, 45.6% between
36 and 60 years, 71.1% non-diabetic, 59.6% hypertensive, 81.6% without heart disease (81, 6%) and
the mean body mass index (BMI) was 25.46. + 4.83 (kg / m?). As expected, creatinine, hemoglobin,
hematocrit, calcium, and albumin levels were significantly reduced in the death group (p = 0.010, p =
0.005, p = 0.007, p = 0.040, p<0.001 respectively). Hemoglobin, hematocrit and albumin levels were
associated with mortality in patients with CKD undergoing hemodialysis. Conclusion: It was
concluded that the monitoring of biochemical parameters related to renal function are essential in

the life expectancy of these patients.

22
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Introduction

In the last decades, there has been a significant increase in the prevalence of chronic kidney disease
(CKD), which reflects a substantial impact on adverse health, social and economic effects [1]. End-
stage renal disease (ESRD) has a 15.0% prevalence with high mortality, especially in the first

trimester. A major but not well-understood problem of early mortality in end-stage renal disease [1].

An update of the Global Outcomes Guideline (KDIGO) defined CKD as a persistent decrease in the
estimated glomerular filtration rate (GFR) of less than 60 ml per minute per 1.73 m? of body-surface
area and albuminuria 2 300mg in 24 hours, This indicators are considered independent predictors of

mortality [2,3].

In this disorder, in the advanced stages, the renal function is impaired, requiring renal replacement
therapy (SRT) for the maintenance of patients with ESRD [4]. Among the techniques used, the
hemodialysis (HD), which is a filtration and purification process, is the most used in patients with
end-stage renal disease. However, the procedure was not able to exactly replace normal renal

function [2,5].

During HD treatment, patients are monitored through clinical and biochemical evaluations. In the
evaluation of renal function, several biomarkers are evaluated, like creatinine, proteinuria,
albuminuria, cystatin C and glomerular filtration rate (GFR)[6,7]. The literature suggests that several
biochemical parameters can be used to track the patient and identify the cause of kidney disease

mortality [8].

Renal function is divided into several subgroups according to organ involvement, but despite the
numerous studies, there is still no ideal biomarker [9]. Among the markers studied, the creatinine is
widely used to evaluate renal function, because with the decrease of GFR it decreases its excretion,
raising its serum level [10]. Albumin is also a marker of great expression, as it evaluates the
nutritional status of the patient who suffers a greater loss of protein in the dialysis treatment process

[11].

Other important markers of CKD are hemoglobin and hematocrit, which evaluate anemia in the
patient. Anemia is one of the earlier complications of CKD, associated with several causes, including

erythropoietin deficiency, iron and also the inflammatory state associated with CKD [12].

Chronic kidney disease has a high morbidity and mortality rate and has been increasing in incidence
and prevalence each year. Because of this, the interest in evaluating biochemical markers and their
relationship to mortality is increasing. However, in Brazil, data on the relationships between

biochemical profile and mortality are limited and contradictory [13]. Thus, the objective of the
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present study was to compare biochemical markers of dialysis and to correlate with mortality in

patients with end-stage renal disease from a public nephrology service.

Materials and Methods
Study design

This is a nasted cross-sectional observational study in patients of a hemodialysis service. The sample

was composed of patients with CKD in HD at the Hospital Universitario Sao Francisco de Paula, Brazil.
Study Population

Inclusion criteria were age 18 years or more and more than 90 days of treatment in HD. Patients
treated with angiotensin-converting enzyme inhibitor medicinal products, angiotensin receptor
blockers, direct renin or aldosterone inhibitors beta blockers, patients with chronic or frequent

cardiac arrhythmia, or use of pacemaker were excluded.

The sociodemographic data (age, sex, skin color), clinical (diagnosis of diabetes, hypertension or
previous cardiovascular events, body mass index, use of pro-erythropoietic drugs, ultrafiltration from
the studied HD session), and laboratory variables (calcium, phosphate, hematocrit, hemoglobin,
potassium, urea, albumin) obtained in the last 30 days before the study were collected from the
medical records. The patients were treated by four-hour in HD sessions, thrice-weekly, using

Fresenius 4008-S machines (Fresenius, Bad Homburg, Germany), and low-flux polysulfone dialyzers.
Laboratory measurements

Blood samples were collected from the arteriovenous fistula or from the double lumen catheter.
Before hemodialysis session, the blood samples were collected for all biochemical analyses (calcium,
phosphate, hematocrit, hemoglobin, potassium, urea, aloumin). All analyses were measured on the
same day of the hemodialysis session for clinical follow up. A commercial kit was used to evaluate
biochemical parameters according to the manufacturer’s instructions (Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany) with a COBAS 6000 analyzer (Roche).
Statistical analyses

Statistical analyzes were performed using the Statistical Program for Social Sciences 21.0 (SPSS) (IBM
Corporation, Armonk, NY) and Graph Pad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). The
sociodemographic and clinical characteristics are shown by the absolute and relative frequencies and
/ or the mean * standard deviation. The sample was divided into two groups: death group and
survival group; to verify the association between them, the chi-square test and the Student's t-test

were used. The T test was also used to compare the mean differences in biomarkers relative to the
24
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groups. Linear regression was used in the multivariate analysis, adjusted for the following
confounding variables, which were related to the value of p <0.2: sex, BM, diabetes and heart

disease.
Results

The total sample comprised 114 patients, of these: 57.9 % were male, 45.6 % aged between 36 and
60 years, 71.1% non-diabetic, 59.6% hypertensive patients, 81.6% no heart disease (81.6%), and the
mean of BMC was 25.46 + 4.83 (kg/m?). Table 1 shows the demographic and clinical characteristics
according to surviving and death group. In this study, 23 patients were in the death group (20.18%),
theses 52.2% had diabetes, 69.6% no were heart disease and the median of BMC were 23.10 + 3.34
(kg/m?) (Table 1).

In table 2, the biomarkers are shown according to the survival or death group. Serum biomarkers
levels were significantly reduced in the death group, with mean creatinine levels of 7.83 + 2.73 mg/dL

in the death group and 9.58 + 2.83 mg/dL in the surviving group (p= 0.010).

Hemoglobin levels were 8.95 + 1.29 mg/dL in the death group and 10.02 + 1.65 mg/dL in the
surviving group (p= 0.005). The hematocrit levels were 28.42 + 4.24 mg/dL in the death group and
31.36 + 4.85 mg/dL in the survived group (p= 0.007). The calcium levels were 8.76 * 0.66 mg/dL in
the death group and 9.10 * 0.77 mg/dL in the surviving group (p= 0.040). In addition, albumin levels
were 3.49 * 0.43 mg/dL in the death group and 3.99 £ 0.34 mg/dL in the surviving group (p< 0.001).
Urea pre HD; Urea post HD, Phosphorus and Potassium did not present statistical difference between

the groups.

To check for the influence of possible confounding factors, was performed a linear regression
including gender, BMC, diabetes and cardio disease. These analyses showed that these variables did
not interfere with the observed results regarding the hemoglobina levels (B: -0.065; Cl: -0.024 to -
0.106; p=0.002), hematdcrito level (B: - 0.019; Cl: -0.005 to -0.034; p=0.007), and serum albumin
levels (B: - 0.438; Cl: -0.282 to - 0.594; p < 0.001). However, serum creatinine levels (B: - 0.023; Cl: -
0.002 to -0.049; p= 0.0 71) and calcium levels (B: -0.078; Cl: -0.013 to -0.169; p= 0.091) were changed

after regression (Table 3).
Discussion

Through the results obtained from our study, we can confirm the association of different serum
markers, hemoglobin, albumin, creatinine and calcium with mortality in chronic renal hemodialysis

patients.

Among the biomarkers evaluated, the hematocrit was significant when associated with mortality.

The patient on dialysis usually develops anemia, and this is attributed to a decrease in renal
4D
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production of erythropoietin, a hormone that stimulates the production and maturation of red blood
cells. However, the condition may be aggravated by iron deficiency; due to imperceptible
gastrointestinal losses, malnutrition, multiple surgical interventions, frequent laboratory tests and

dialysis losses; or also by the presence of inflammatory phenomena [14,15].

According to the National Kidney Foundation-Dialysis (NKF-DOQI), the treatment of anemia in
chronic renal failure suggests a range of 33-36% for the hematocrit16. In our study, we found higher
levels of hematocrit in the surviving group, reiterating that the lower the hematocrit rate, the greater
the risk of death. According to some authors, the treatment of anemia with the aim of increasing the
hematocrit can improve the patient's quality of life, reduce the need for blood transfusions, improve

cognitive function and reduce the rates of hospitalization and mortality of renal patients [16-18].

Another biomarker with a significant result for mortality was hemoglobin. The measurement of
hemoglobin is the standard measure to diagnose anemia because hematocrit values may be

influenced by storage time as well as mean corpuscular volume [19].

Based on the NKF-DOQI guide, men with hemoglobin <13.0 g/dL and women <12 g/dL.20 are
considered anemic. According to the study, values (in g/dL) were observed: survival group - 10.02 +
1.65 and death group - 8.95 + 1.29, with a significant association with mortality. These results are
attributed to anemia among those on dialysis. Although patients in both groups have hemoglobin
levels that characterize anemia, we can observe that when we obtained lower levels of hemoglobin,

we increased the chance of death, as described in other studies [8,20].

Albumin is a biomarker of extreme importance in hemodialysis patients with CKD. In our findings, we
obtained higher serum levels in the survival group (4.0 g/dL), which is a limiting albumin
concentration recommended for patients with CKD. Lower albumin levels are associated with an

increased risk of death by up to 20 times [21].

Albumin depends on the patient's protein intake, and in most cases, it is lower than recommended.
Thus, the nutritional status of this patient ends up being affected.23. According to recent research,
patients with CKD, especially on dialysis, present high prevalence of metabolic and nutritional
disorders syndrome called protein energy loss, which may have as causes: nutrient loss in the
dialysate; inflammatory process and hypermetabolism related to dialysis and loss of residual renal
function. These factors may lead to reduced functional mobility, muscle weakness and low levels of
serum albumin, and make albumin a strong independent predictor of mortality in CKD [11]. However,

we do not assess the eating behavior of patients.

We also analyzed creatinine, and although it is extremely important in the diagnosis of CKD, this

parameter should not be analyzed in isolation, since levels rise late in the blood of patients with this
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clinical condition [9,18]. In our study, after an adjusted analysis, we obtained a non-significant result
for mortality associated with creatinine. The discrepancies between creatine results in different
studies can be attributed to the fact that the serum creatinine concentration in the hemodialysis
patient is directly related to the efficiency of the procedure and the presence of malnutrition since
chronic renal patients present a reduction of muscle mass and appetite [22]. In addition, serum
creatinine levels are influenced by age, gender, and race; and since creatinine is proportional to total

muscle mass, it tends to have reduced levels in the elderly and women [23].

As CKD is accompanied by a series of metabolic alterations, the investigation of serum calcium as a
marker of bone mineral disorder is important and very common when there is a decrease in renal
function.26 Most of the calcium present in the body is stored in the bones. Calcium is necessary for
the formation of bones and is fundamental for the contraction of any muscle in our body, including

that of the heart [24].

Calcium abostion occurs in the intestine in the presence of vitamin D, which is converted into its
active form in the kidneys. Thus, patients with renal problems may have changes in calcium levels
due to malabsorption of this marker [25]. However, although its importance in the evaluation of CKD
is known, in our study, after adjusted analysis, there was no association with mortality. Probably the

reason lies in the fact that, being a mineral stored in the bones, it is influenced mainly by age.

This study presents some limitations that need to be addressed. The main limitation of this study was
sample size and heterogeneity, not allowing more robust analyzes. The food behavior of the patients
was also not evaluated, which could influence the results obtained. This is a convenience sample held
at a referral center in nephrology. However, our data showed that biomarkers are good instruments

for evaluation of the hemodialysis patient's status, and can be used to predict mortality.

It was observed that the variables examined: albumin, hemoglobin and hematocrit as indicators of
anemia were associated with mortality. It has also been shown that the survival of hemodialysis
patients has a significant increase with high serum levels of albumin, hematocrit and hemoglobin.
Larger studies involving multiple hemodialysis services and patients at various stages of the disease

are relevant to finding potential markers of mortality.
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Tablel: sample distribution and Demographic and clinical according to survive or death
group.

Variables Sample Survive Death p-value
Distribution

Gender? 0.100

Male 66 (57.9) 49 (53.8) 17 (73.9)

Female 48 (42.1) 42 (46.2) 6(26.1)

Age (years) @ 0.511

22-35 16 (14.0) 12 (13.2) 4(17.4)

36- 60 52 (45.6) 45 (49.5) 7 (30.4)

61 or more 46 (40.4) 34 (37.4) 12 (52.2)

BMC (kg/m2)® 25.46 + 4.83 26.06 + 4.98 23.10+3.34 0.008

Skin color @ 0.812

White 82 (71.9) 65 (71.4) 17 (73.9)

Nonwhite 32(28.1) 26 (28.6) 6(26.1)

Diabetes ? 0.010

No 81 (71.1) 70 (76.9) 11 (47.8)

Yes 33(28.9) 21(23.1) 12 (52.2)

Hypertension ? 0.345

No 46 (40.4) 39 (42.9) 7 (30.4)

Yes 68 (59.6) 52 (57.1) 16 (69.6)

Cardio disease @ 0.034

No 93 (81.6) 78 (85.7) 15 (65.2)

Yes 21 (18.4) 13 (14.3) 8 (34.8)

Dialysis time (sessions) ° 639.00+£411.39 637.00+527.96 642.00+412.51 0.972

Total 114 (100) 91 (79.8) 23(20.2)

2 Simple and relative frequencies (%) calculated per row " Mean and standard deviation

Table 2: Mean and standard deviation of biomarker of acute kidney injury in end-
stage renal disease (ESRD) patients according to survive or death group.

Variables Survive Death p-value
Creatinine (mg/dL) 9.58 £2.83 7.83+£2.73 0.010
Urea Pre HD (mg/dL) 121.23 +35.46 107.43 £ 30.37 0.068
Urea Post HD (mg/dL) 36.32 £ 16.26 39.22 +27.37 0.631
Hemoglobin (mg/dL) 10.02 £1.65 8.95+1.29 0.005
Hematocrit (%) 31.36 +£4.85 28.42+4.24 0.007
Phosphorus (mg/dL) 4.84+1.30 430+1.21 0.070

Potassium (mg/dL) 5.24 +0.72 5.07 £ 0.89 0.386



Calcium (mg/dL) 9.10+0.77 8.76 £ 0.66
Albumin (mg/dL) 3.99+0.34 3.49+0.43

0.040
<0.001

T-test, represent by mean and standard deviation
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