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RESUMO

Introducéo: A doenca renal cronica (DRC) caracteriza-se pela reducdo progressiva da
taxa de filtracdo glomerular (TFG), eventualmente alcancando o estagio de doenca renal
cronica terminal (DRCT) com necessidade de terapia renal substitutiva (TRS). A
diminuicdo da TFG estd associada a um aumento progressivo e linear na mortalidade
cardiovascular. A disfun¢do do sistema nervoso autonomo (SNA) com hiperatividade
simpatica tem sido bem documentada em pacientes portadores de DRC, especialmente
na populacdo com DRCT. A isquemia renal provoca tanto a ativacdo exagerada do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), através do aumento da liberacdo de
renina, quanto do SNA simpatico, por meio dos nervos simpaticos aferentes. O SRAA e
0 SNA simpatico, ambos hiperativados, se retroalimentam mutuamente, o que contribui
para a doenga cardiovascular (DCV) na DRC. Apesar da clara participacdo destes
sistemas na génese da DCV da DRC, ensaios clinicos randomizados utilizando drogas
que bloqueiam 0 SRAA ou SNA simpético ndo tém mostrado efeitos significativos na
reducdo de eventos nessa populacdo. Uma possivel explicacdo para esses resultados
negativos seria a heterogeneidade genética, como por exemplo, o polimorfismo no gene
da enzima conversora da angiotensina (ECA). Objetivos: avaliar o impacto do
polimorfismo do gene da ECA e da VFC na sobrevida de pacientes portadores de
doenca renal cronica tratados por HD em um Servico de Dialise e Transplante Renal,
situado no sul do Brasil. Metodologia: Estudo de coorte prospectiva. A amostra sera
composta por pacientes adultos portadores de DRC em tratamento por hemodialise
(HD) h& mais de 90 dias. Foram obtidos dados sociodemograficos, historia clinica
pregressa € medicamentos em uso. A analise da VFC foi realizada através de aparelho
de eletrocardiograma Micromed® com registro do desvio padrdo de todos os intervalos
normais (SDNN), raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas entre intervalos
consecutivos (RMSSD), banda de baixa frequéncia (LF) e de alta frequéncia (HF), em
momento de normovolemia, ap6s uma sessdo de HD do meio da semana. O
polimorfismo do gene da ECA foi avaliado por método de reacdo em cadeia da
polimerase em amostra de DNA de sangue periférico. Os dados serdo analisados através
do pacote estatistico STATA 15.0.

Palavras-chave: doenca renal cronica, variabilidade da frequéncia cardiaca,
polimorfismo do gene da enzima conversora da angiotensina.



ABSTRACT

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) is characterized by progressive decrease
in glomerular filtration rate (GFR), eventually reaching the end-stage renal disease
(ESRD) requiring renal replacement therapy (RRT). The decrease in GFR is associated
with a gradual and linear increase in cardiovascular mortality. Dysfunction of the
autonomic nervous system (ANS) with sympathetic overactivity has been well
documented in patients with CKD, especially in people with ESRD. The renal ischemia
causes both the excessive activation of the renin-angiotensin-aldosterone system
(RAAS) Dby increasing renin release, as sympathetic ANS, through the afferent
sympathetic nerves. The overactivated RAAS and sympathetic SNA feedback each
other, which contributes to cardiovascular disease (CVD) in CKD. Despite the clear
involvement of these systems in the pathogenesis of CVD in CKD, randomized clinical
trials using drugs that block the RAAS or sympathetic SNA have not shown significant
effects in the frequency of cardiovascular events in this population. A possible
explanation for these negative findings is the genetic heterogeneity, such as the
polymorphism in the gene for angiotensin converting enzyme (ACE). Objectives: to
evaluate the impact of THE gene polymorphism and HRV on the survival of patients
with chronic kidney disease treated by HD in a Dialysis and Renal Transplantation
Service, located in southern Brazil. Methodology: Prospective cohort study. The
sample will consist of adult patients with CKD undergoing hemodialysis (HD)
treatment for more than 90 days. Sociodemographic data, previous clinical history and
medications in use were obtained. HRV analysis was performed using a Micromed
electrocardiogram device® with a recording of the standard deviation of all normal
intervals (SDNN), square root of the mean of the squares of the differences between
consecutive intervals (RMSSD), low frequency band (LF) and high frequency (HF), at
the time of normovolemia, after a midweek HD session. The polymorphism of the ECA
gene was evaluated by polymerase chain reaction method in peripheral blood DNA
sample. The data will be analyzed using stata 15.0 statistical package.

Keywords: chronic kidney disease, heart rate variability, angiotensin converting
enzyme gene polymorphism.
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APRESENTACAO

A tese compreende um dos requisitos para obtencdo de titulo de doutor e
estrutura-se com um projeto de pesquisa e a producéo de dois artigos.

O projeto intitulado “Impacto do polimorfismo do gene da enzima conversora da
angiotensina e da variabilidade da frequéncia cardiaca em desfechos clinicos de
pacientes com doenga renal cronica terminal tratados por hemodialise”, surgiu com a
finalidade de buscar interpretar questdes clinicas identificadas durante a dissertacdo de
mestrado no ano de 2017.

Em virtude da pandemia por Coronavirus afetando a populacdo no inicio de
2020, tivemos parte da coleta de dados prejudicada, todavia nesta data buscamos
apresentar os produtos do nosso estudo esperando contribuir com aumento de producéo

na area em questao.
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2. INTRODUCAO

O aumento da prevaléncia e incidéncia da doenca renal cronica (DRC),
incluindo o ndmero de casos que necessitam de terapia renal substitutiva (TRS), é
fendmeno mundialmente reconhecido e discutido em muitos estudos. Estima-se que
mais de 2 milhdes de pessoas em todo 0 mundo recebam atualmente tratamento dialitico
ou transplante renal para se manterem vivas (1). No Brasil, em torno de 140.000 pessoas
estavam em tratamento por diélise no ano de 2019, o que representa uma prevaléncia de
665 pessoas por milhdo de populagcdo (pmp), com incidéncia neste mesmo ano de
45.852 pacientes (2).

O declinio da funcdo renal esta associado a um aumento progressivo e linear na
mortalidade por doencas cardiovasculares. Nos pacientes portadores de doenca renal
cronica terminal (DRCT) os eventos cardiovasculares sdo responsaveis por mais de 40%
dos 6bitos (3). O impacto do tratamento dialitico nestes eventos, especialmente nas
arritmias, tem sido bastante discutido, demonstrando a susceptibilidade cardiaca durante
a hemodidlise (HD), associada ao impacto de alteracGes eletroliticas ou mesmo da
remocdo de fluidos que ocorrem durante a terapia (4).

Estudos tém demonstrado a influéncia do sistema nervoso autbnomo (SNA) com
aumento da atividade do simpatico e reducdo do parassimpatico nos casos de morte
stbita (5). A fisiopatologia da doenca cardiovascular (DCV) nos portadores de DRC
ndo esta completamente esclarecida. No entanto, a hiperatividade do SNA simpatico e
do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) esta bem documentada e tem sido
considerada como importante mediadora da DCV nessa populagéo (4,5).

A medida indireta da atividade do SNA através de uma ferramenta ndo invasiva

denominada variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) tem sido utilizada em
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diferentes estudos por apresentar uma boa correlagdo com os métodos padrdo ouro,
menor custo financeiro e menor risco ao paciente (6,7).

Existe uma extensa interrelagdo entre o SNA e o sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), tanto em individuos saudaveis, como em diferentes patologias. Em
estados morbidos, a hiperativacdo destes sistemas pode levar a uma algca de
retroalimentacdo positiva, com consequéncias deletérias e com implicacGes
progndsticas negativas (8).

Na DRC, a alta concentracdo e atividade da enzima conversora da angiotensina
(ECA) representam um dos fatores de risco cardiovascular, e pode ocorrer como
consequéncia da insercéo ou delecéo (I/D) no gene da ECA (9).

Vérios estudos tém sido conduzidos para estabelecer a relacdo entre o
polimorfismo da enzima conversora da angiotensina (ECA) com as doencas
cardiovasculares, demonstrando que pacientes que apresentam alta concentracdo e
atividade da ECA, expressas pelo genotipo D/D, apresentam rapida progressdo da
doenca renal cronica, aumento do risco de infarto agudo do miocardio, arritmias
ventriculares malignas, cardiomiopatias e morte cardiaca subita (9,10).

Estudo prévio realizado com a amostra em questdo, identificou que os pacientes
portadores do genotipo 1/l do gene da ECA apresentaram maior resposta simpatica a
sessdo de hemodialise, em consequéncia supressao do ténus parassimpatico, quando
comparados com os pacientes portadores do genétipo D/D (11).

O estudo tem como objetivo avaliar o impacto do polimorfismo do gene da ECA
e da VFC na sobrevida de pacientes portadores de doenca renal cronica tratados por HD

em um Servico de Didlise e Transplante Renal, situado no sul do Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1 Artigo 1

3.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacdo do polimorfismo do gene da enzima conversora da
angiotensina (ECA) em desfechos clinicos de pacientes portadores de doenca renal

crbnica tratados por hemodidlise.

3.1.2 Objetivos Especificos

3.1.2.1 Identificar a frequéncia de genotipos do polimorfismo do gene da ECA na
populagéo estudada;

3.1.2.2 Avaliar a diferenca entre as taxas de hospitalizacdo dos pacientes estudados
conforme os polimorfismos insercdo/delecdo da ECA;

3.1.2.3 Avaliar as curvas de sobrevida na populagcdo estudada conforme os
polimorfismos insercdo/delecdo da ECA,;

3.1.2.4 Identificar a associacdo entre os polimorfismos insercdo/delecdo da ECA com
variaveis clinicas (pressdo arterial, glicemia, PTH, hemat6crito) e comorbidades

(diabetes e hipertensédo) na populacéo estudada.

3.2 Artigo 2

3.2.1 Objetivo Geral
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Avaliar o impacto da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e de sua
resposta a hemodidlise em desfechos clinicos de pacientes portadores de doenga renal

cronica tratados por hemodialise.

3.2.2 Objetivos Especificos

3.2.2.1 Descrever a variabilidade da frequéncia cardiaca e sua resposta a HD na
populacgéo estudada;

3.2.2.2 Avaliar a associacdo entre VFC e sua resposta a HD com a taxa de
hospitalizacéo;

3.2.2.3 Avaliar a associacdo entre VFC e sua resposta a HD com a sobrevida da
populacdo estudada;

3.2.2.4 Determinar fatores demograficos (sexo, idade) e clinicos (diabetes, hipertensao,
obesidade, tempo de HD, PTH, hematdcrito, pressdo arterial) associados a VFC e sua

resposta a HD.



4. HIPOTESES

4.1 Hipoteses do Artigo 1
4.1.1 A proporcéo genotipica da ECA na populacéo estudada ¢ de 31D, 2DD, 11l

4.1.2 Pacientes portadores do alelo D apresentam maiores taxas de hospitalizacbes
clinicas em relacdo aos pacientes portadores do genotipo Il;

4.1.3 Pacientes portadores do alelo D apresentam menor sobrevida a longo prazo;
4.1.4 Pacientes portadores de doencas crénicas prévias e outras comorbidades

apresentam maior ativacao do alelo D.

4.2 Hipoteses do Artigo 2

4.2.1 Pacientes portadores de DRC tratados por HD apresentam menor VFC do que a
descrita para a populagéo geral; a VFC vai aumentar durante a HD, especialmente seu
componente simpatico;

4.2.2 Pacientes que apresentam menor variabilidade da frequéncia cardiaca e menor
resposta simpatica a HD apresentam maiores taxas de hospitaliza¢&o;

4.2.3 Pacientes que apresentam menor variabilidade da frequéncia cardiaca e menor
resposta simpatica a HD, apresentam menor sobrevida a longo prazo;

4.2.4 Pacientes portadores de doencas crénicas prévias e outras comorbidades

apresentam menor VFC.
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5. REVISAO DE LITERATURA

5.1 Estratégias de busca

Quadro 1: Descritores e combinacdes da revisdo de literatura

—> polimorfismo da enzima conversora da angiotensina (pubmed) = 4.268

—> (polimorfismo da enzima conversora da angiotensina) E (insuficiéncia
renal cronica) (pubmed) = 183

-> ((polimorfismo da enzima conversora da angiotensina) E (insuficiéncia
renal crénica)) E (hemodiélise) (pubmed) = 53

= (((polimorfismo da enzima conversora da angiotensina) E (insuficiéncia
renal crénica)) E (hemodiélise)) NAO (diélise peritoneal) (pubmed) = 47

= ((((polimorfismo da enzima conversora da angiotensina) E
(insuficiéncia renal cronica)) E (hemodialise)) NAO (dialise peritoneal))
NAO (transplante renal) (pubmed) = 39

-> variabilidade da frequéncia cardiaca (pubmed) = 39.510

-> (variabilidade da frequéncia cardiaca) E (insuficiéncia renal crénica)
(pubmed) = 658

-> ((variabilidade da frequéncia cardiaca) E (insuficiéncia renal crdénica))
E ((hemodialise)) (pubmed) = 273

= (((variabilidade da frequéncia cardiaca) E (insuficiéncia renal cronica))
E ((hemodialise)) ) NAO ((dialise peritoneal)) (pubmed) = 241

= ((((variabilidade da frequéncia cardiaca) E (insuficiéncia renal
cronica)) E ((hemodialise)) ) NAO ((dialise peritoneal)) NAO ((transplante
renal)) (pubmed) = 184

- (((polimorfismo da enzima conversora da angiotensina) E (variabilidade
da frequéncia cardiaca)) E (insuficiéncia renal cronica)) E (hemodialise))
NAO (dialise peritoneal)) NAO (transplante de rim) (pubmed) =0

5.2 Corpo da revisédo

5.2.1 Doenca Renal Crénica (DRC)



A DRC representa importante problema de satde publica em todo o mundo
devido ao numero elevado de casos diagnosticados a cada ano, ao impacto prognostico
negativo e ao elevado custo de seu tratamento. A doenca se caracteriza pela perda da
funcdo renal de forma progressiva, impedindo a eliminacdo de residuos metabolicos e
agua através dos rins. Seu desenvolvimento ocorre de forma silenciosa, podendo ser
diagnosticada quando o paciente ja se encontra em uma fase avancada da doenca,
apresentando manifestacdes clinicas como retencdo de liquidos, sonoléncia, inapeténcia,
dispneia, fadiga, confusdo mental, nduseas e vomitos (9).

A prevaléncia estimada de portadores de DRC em seus diferentes estagios pode
variar de 8 a 16% da populacéo geral, de acordo com o Global Kidney Disease 3, alguns
dos quais poderdo necessitar de terapia renal substitutiva (TRS) no decorrer dos anos
(1). A Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), através do Censo Brasileiro de
Dialise, estimou que havia 139.691 pacientes em tratamento por diélise no Brasil no ano
de 2019, o que representa prevaléncia de 665 pacientes por milhdo de populacdo (pmp),
com incidéncia neste mesmo ano de 45.852 pacientes (2).

Dentre os fatores de risco para DRC, outras doencas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT) como hipertensdo arterial sisttmica (HAS) e diabetes mellitus (DM) sao
responsaveis por 34% e 31%, respectivamente, dos pacientes em terapia dialitica no
Brasil, seguidas por glomerulonefrite cronica (9%), rins policisticos (4%), outros (11%)
e indefinidos (11%). A taxa de mortalidade bruta anual, estimada para os pacientes em
dialise no ano de 2019 foi de 18,2% (2).

Para fins de diagndstico e tratamento, a DRC é classificada em estagios,
podendo variar do estagio 1 ao 5 conforme avaliacdo da taxa de filtragdo glomerular
(TFG) e de alteragdes em exames de urina e de imagem dos rins. A TFG em jovens

adultos é aproximadamente 125 (+20) ml/min/1,73 m2. Com o avanco da idade, a TFG



diminui cerca de 10 ml/min/1,73 m2 por década e este declinio € superior nos
hipertensos, por isso um valor de 60-90 ml/min/1,73 m2 pode ser normal em um
individuo idoso. Valores inferiores a 60 ml/min/1,73 m? sdo considerados patoldgicos,
caracterizando a falha da funcdo renal e, consequentemente, a presenca da DRC,
independentemente da presenca de eventuais alteracfes estruturais. A doenca renal
crénica terminal (DRCT) é evidenciada quando a TFG estiver abaixo de 15ml/min/1,73

m2, passando o paciente a necessitar de alguma modalidade de TRS (12) (Figura 1).
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Figura 1. Classificagdo da Doenca Renal Cronica, KDIGO 2012.

A TRS é ofertada aos pacientes com DRCT no estagio 5 dialitico (5-d),
contemplando em suas formas a hemodialise (HD), dialise peritoneal (DP) e o
transplante renal, este podendo ocorrer com doador vivo ou falecido (2). A HD é a
modalidade de terapia dialitica de maior prevaléncia entre os pacientes portadores de
doenca renal crbnica e a de maior custo para as organizagdes de satde, devido a sua alta

complexidade. No Brasil, o Sistema Unico de Satde (SUS), segundo o Censo Brasileiro



de Didlise de 2019, é responsavel pelo custeio de aproximadamente 80% das dialises
realizadas no pais, acarretando alto custo financeiro (2).

O tratamento por HD consiste na filtracdo do sangue através de um capilar
acoplado a uma maquina, ocorrendo por meio deste sistema a difusdo das substancias
indesejaveis no sangue para o liquido dialisador, eliminando toxinas e o excesso de
liquido do organismo. Este procedimento é realizado geralmente trés vezes por semana,

com duracdo média de 4 horas por sessdo (13) (Figura 2).
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Figura 2. Imagem ilustrativa de uma sessdo de hemodialise.

5.2.2 DRC, Doenca Cardiovascular e Hiperatividade do Sistema Nervoso Simpético

A reducdo da TFG esta associada a um aumento progressivo e linear na
mortalidade cardiovascular. No paciente portador de DRCT, 0s eventos
cardiovasculares sdo responsaveis por mais de 40% dos Obitos (3). A morte subita
cardiaca é responsavel por 30% das ocorréncias de morte por causa cardiovascular em
pacientes tratados por TRS. O impacto do tratamento dialitico nos eventos

cardiovasculares, especialmente nas arritmias, tem sido bastante discutido,



demonstrando a susceptibilidade cardiaca durante a HD, associada ao impacto de
alteracdes eletroliticas ou mesmo da remocao de fluidos que ocorrem durante a terapia
(4). Embora a maioria dos casos de morte subita por arritmia esteja associada a doenca
arterial coronariana (DAC), alterac6es da funcdo autondmica com aumento da atividade
do SNA simpatico e reducdo do parassimpatico também estdo associadas a ocorréncia
de morte subita (14).

A fisiopatologia da doenca cardiovascular (DCV) nos pacientes portadores de
doenca renal cronica ainda permanece indeterminada, podendo haver influéncias de
fatores de risco tradicionais, como a HAS, DM e hiperlipidemias, e influéncia de outros
fatores de risco especificos da DRC, tais como a anemia, inflamacdo, calcificacdo
vascular, estresse oxidativo, hipertrofia ventricular esquerda (HVE) além de disfuncéo
do sistema nervoso autbnomo (SNA) (5).

A disfuncdo do SNA com hiperatividade simpatica tem sido bem documentada
em pacientes portadores de DRC, especialmente na DRCT. Converse e cols, pela
primeira vez, demonstraram que em pacientes com DRC ocorre a ativacdo do simpatico,
sendo 0s rins 0s responsaveis por essa ativacdo (6). Os rins, quando submetidos a
isquemia, levam a uma ativacdo excessiva do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) e um aumento da ativacdo de nervos simpaticos aferentes. A estimulacdo da
inervacdo eferente resulta em vasoconstricdo, diminuicdo do fluxo sanguineo renal e
glomerular e diminuicdo da taxa de filtracdo pelos rins; além disso, ocorre aumento da
reabsorcao de sodio e aumento da producdo de angiotensina Il (Ang I1) (5,6).

Por sua vez, o SRAA contribui na ativagdo do SNA simpatico por varios
mecanismos, como estimulacdo de ganglios simpéticos, aumento da liberacdo de
noradrenalina em terminagdes simpaticas pré-sinapticas e reducdo da recaptacdo de

noradrenalina em fibras pos-sinapticas (15).



Klein e cols, sugerem que a hiperatividade do simpatico € uma caracteristica da
DRC independentemente do numero de néfrons. A ativacdo do simpatico ndo é apenas
evidenciada no estagio final da DRC, tanto que Grassi e cols, demonstraram que a
atividade nervosa simpatica nos masculos ja se encontra aumentada em pacientes
hipertensos com funcdo renal apenas moderadamente comprometida, quando
comparados com hipertensos com funcgéo renal normal (16,17).

A hiperatividade simpatica na DRC tem sido responsabilizada em parte pelo
acréscimo de mortalidade cardiovascular detectada nessa populacdo, na medida que
provoca hipertensdo arterial e lesdes em 6rgdos-alvo que ocorrem por efeito direto do
simpatico, independente dos niveis pressoricos, além de aumento do risco de arritmias
(5,6,16).

A medida do extravasamento (spill-over) da noradrenalina por técnicas
radioisotdpicas e a medida dos disparos em nervos periféricos por microneuromiografia
sdo considerados métodos padrdo-ouro para medida de atividade do SNA simpatico. No
entanto, constituem-se em métodos invasivos e de alto custo. A medida da variabilidade
da frequéncia cardiaca (VFC) tem se mostrado um método indireto para avaliar SNA,

com boa correlagdo com métodos invasivos (7,18).

5.2.3 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)

A VFC surge como uma ferramenta importante na avaliagdo da saude
cardiovascular, bem como da atividade do SNA, representando método quantitativo
para a analise dos mecanismos de modulagdo autonémica cardiaca e controle neuronal
de adaptacdo do débito cardiaco as diferentes necessidades do organismo (7,8).

Muitos estudos tém sido conduzidos confirmando a validade da anélise da VFC

de forma ndo invasiva, por meio de monitoramento quantitativo do sistema



cardiovascular, possibilitando a diferenciacdo entre os estados fisiologicos e patoldgicos
e auxiliando de forma positiva na identificacdo das condi¢des de doenca (19-22).

A VFC se caracteriza como as mudancas no intervalo ou distancia entre
batimentos cardiacos. O intervalo entre batimentos é o tempo entre uma onda R (ou
batimento cardiaco) e a préxima, em milissegundos, sendo que a mesma € altamente
variavel dentro de determinado periodo de tempo (7).

A analise da VFC ¢ possivel por meio de trés diferentes componentes, dominio
tempo, dominio frequéncia e de forma ndo linear. A analise no dominio tempo mede 0s
intervalos R-R normais. Varios parametros sdo calculados a partir desses intervalos,
incluindo desvio padréo de todos os intervalos R-R normais durante um periodo de 24
horas (SDNN), desvio padrdo de uma média de 5 minutos de intervalos R-R normais
(SDANN), média de 5 minutos de SDNN (ASDNN), raiz quadrada do valor médio das
diferencas de sucessivos intervalos R-R (rMSSD) e o numero de vezes por hora em que
dois intervalos R-R consecutivos diferem por mais de 50 ms durante 24 horas (pNN50)
(7).

A anélise no dominio da frequéncia separa os sinais de frequéncia cardiaca em
componentes de frequéncia e usa analise espectral. Os componentes utilizados sdo
frequéncia muito baixa (VLF), < 0,04 Hz, influenciada pela termorregulacdo do tdnus
vasomotor; baixa frequéncia (LF), entre 0,04 e 0,15 Hz, afetada pelo reflexo
barorreceptor e dependente dos tdnus simpatico e parassimpatico; e alta frequéncia
(HF), entre 0,15 e 0,40 Hz, influenciada pela frequéncia respiratoria e dependente do
tdnus parassimpéatico. A razdo LF/HF é um indice do balango simpatovagal e
autondmico e representa um dos componentes da analise da VFC mais representativos

da hiperatividade simpatica (7).



A andlise geométrica pode ser utilizada para lidar com problemas como
complexos ectopicos, batimentos perdidos ou “ruido” na analise de registros do ECG.
Esse método cria histogramas de intervalos ordenados em fragmentos de 7,8 ms e a
seguir calcula o indice triangular (TI) (7).

Nas ultimas décadas houve um maior reconhecimento da relacdo do SNA com a
morte cardiovascular, incluindo a morte subita. Estudos sugerem que a diminuicdo da
VFC contribua como valor preditivo para mortalidade entre adultos saudaveis. Além
disso, essa diminuicdo de variabilidade esta bem estabelecida como sendo risco para
arritmias e mortalidade em pacientes apds infarto agudo do miocardio (IAM)
(20,23,24).

A VFC reflete a modulacdo da atividade simpatica e parassimpatica do SNA a
fim de controlar a frequéncia cardiaca e quantificar a atividade autondmica. Em geral,
mulheres, pessoas mais jovens e mais saudaveis apresentam maior VFC, sendo que esta
diminui com o avanco da idade em ambos 0s sexos. A reducdo da VFC tem sido
reportada em vérias doengas, cardiacas ou ndo. Entre os tabagistas também ocorre
diminuicdo da VFC, sendo que este mecanismo pode ser responsavel pelos efeitos
prejudiciais do fumo sobre o coracao (25).

Em pacientes hipertensos e com HVE também ha diminuicdo da VFC, assim
como na DM, aumentando as chances de eventos cardiovasculares e morte cardiaca
subita. A reducdo da VFC tem sido associada com pior progndstico, tanto em pacientes
com doenca cardiovascular, quanto na populagéo geral (7,25).

Na DRC também estd bem documentada a redugdo da VFC por
comprometimento da atividade simpatica e parassimpatica, e esta alteragdo autonémica
estd associada ao acréscimo nas taxas de mortalidade cardiovascular. O

comprometimento autondmico é mais significativo em pacientes diabéticos portadores



de DRC, pela superposicao das neuropatias urémica e diabética, o que parece explicar,
pelo menos em parte, a mortalidade adicional de diabéticos tratados por dialise
(20,24,26).

A VFC também se modifica durante a sessdo de HD, e de forma diferente entre
diabéticos e ndo diabéticos. Embora o estudo dos efeitos agudos de uma sessdo de HD
sobre a VFC revele resultados conflitantes, o tratamento em longo prazo tanto por HD
como por DP melhora a funcdo autonémica de pacientes portadores de DRC, e essa

melhora é proporcional a dose de dialise oferecida (19,22,24,26,27).

5.2.4 Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e polimorfismo 17923 do gene
da enzima conversora da angiotensina (ECA)

O SRAA se apresenta como um importante mecanismo fisioldgico de regulacéo
e controle da pressdo arterial (PA). Diante da reducdo da PA, os rins liberam uma
enzima proteica chamada renina (produzida por células renais justaglomerulares), a qual
age enzimaticamente sobre outra proteina plasmatica, o angiotensinogénio, provocando

sua conversdo em angiotensina | (Ang 1) (28) (Figura 3).
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Figura 3. Representacgédo do sistema renina-angiotensina-aldosterona.

A Ang | possui algumas propriedades vasoconstritoras, mas ndo suficientes para
causar alteracOes significativas na funcdo circulatéria. No entanto, através de uma
enzima conversora presente especialmente no endotélio dos vasos pulmonares, ocorre a
transformacédo em angiotensina Il (Ang Il), capaz de agir como potente vasoconstritor e
na diminuicao da excrecdo de sodio e de agua pelos rins, além de induzir a liberacdo de
aldosterona pela camada cortical das glandulas supra-renais, hormdnio responsavel pela
regulacdo do balanco eletrolitico (28).

A ECA € encontrada de duas formas nos seres humanos, uma delas denominada
como ECA somatica, presente no sistema circulatorio e nos tecidos, e outra ECA
testicular encontrada no espermatozoide. A ECA testicular também conhecida como
germinal apresenta um dominio catalitico, enquanto a somatica € uma proteina que
contém dois dominios cataliticos. Ambos os dominios da ECA somaética sdo
responsaveis pela conversao da Angl em Angll, para atuar como potente vasoconstritor
hormonal, bem como na inativacdo ou reducdo da producdo de vasodilatadores como a

bradicinina (29).



Na DRC a elevacdo da PA e a inapropriada ativacdo do SRAA contribuem para
alta incidéncia de doencas cardiovasculares nesta populagédo. Portanto, com a finalidade
de manter a PA em niveis satisfatorios, busca-se utilizar medicamentos que promovam
bloqueio do SRAA, como os inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA),
os bloqueadores do receptor da angiotensina (BRA), e os inibidores da renina, como o
alisquireno, que atuam reduzindo a quantidade de Angll produzida pelo organismo ou
bloqueando sua atividade, visando amenizar a atividade simpatica e reservando como
anti-hipertensivos de segunda escolha os diuréticos e os bloqueadores de canais de
calcio (BsCC) (30).

A atividade do SRAA apresenta extensa variabilidade interindividual, em grande
parte determinada por diferencas genéticas em cada um de seus elementos. O
polimorfismo 17923 no gene da ECA, por exemplo, resulta de um elemento de insercao
(alelo “T”) ou deleg@o (alelo “D”) no interior do gene 16 da ECA, e tem sido estudado
principalmente por reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Tem sido demonstrado que
o polimorfismo I/D da ECA estd associado com a atividade da ECA na corrente
sanguinea, com individuos DD apresentando maior atividade enzimatica (10).

Shanmuganathan e cols encontraram associacao entre polimorfismo no gene da
ECA com a DRC e hipertensdo em uma amostra de indianos, evidenciando uma
prevaléncia aumentada do genétipo ID em pacientes com hipertensdo e em casos de
pacientes hipertensos com DRC. Esse estudo demonstrou ainda que pacientes com alelo
D do gene da ECA apresentam um risco elevado para o desenvolvimento da DRC (31).
Outros autores trazem resultados semelhantes, demonstrando que polimorfismo no gene
da ECA contribui para incidéncia e progressdo da DRC de diferentes etiologias (32-35).

Kiss e cols avaliaram a associacdo entre sobrevida a longo prazo e

polimorfismos no gene da ECA em pacientes com DRC submetidos a HD. Trata-se de



um estudo observacional com um total de 716 pacientes que foram acompanhados ao
longo de 10 anos, e que mostra que a terapia com IECA esta associada ao aumento da
sobrevida dos pacientes com DRCT em hemodialise. No entanto, ndo foi observada a
relacdo entre polimorfismos no gene da ECA com a sobrevida dos pacientes em terapia
por HD (36).

Luft e cols sugerem que o alelo D do gene da ECA seja responsavel pela maior
concentracdo da ECA e, sobretudo, pelo aumento do tamanho do coragdo. Este mesmo
estudo identificou maior VFC em portadores do alelo DD em comparagdo a pessoas
com alelo 1, supondo-se que os portadores de genotipos DD apresentariam menor risco
de morte subita apos infarto agudo do miocardio (IAM) (10).

Busjahn e cols buscaram associar polimorfismos no gene da ECA e do
angiotensinogénio com a VFC em gémeos e encontraram uma maior variabilidade

naqueles com gendtipo DD, no entanto, esse estudo envolve individuos saudaveis (37).

5.2.5 Interrelacdo Sistema Nervoso Autdnomo (SNA) Simpético e SRAA

Existe uma extensa interrelacdo entre 0 SNA e 0 SRAA tanto em individuos
saudaveis como em diferentes patologias. Em estados morbidos, a hiperativacdo destes
sistemas pode levar a uma alca de retroalimentacdo positiva, com consequéncias
deletérias e com implicacfes progndsticas negativas. Na DRC, a isquemia renal conduz
a liberacdo exagerada de renina com ativacdo do SRAA e ao aumento da atividade em
nervos simpaticos aferentes. O SRAA, por sua vez, tende a estimular ainda mais 0 SNA
simpético por mecanismos centrais e periféricos, enquanto o SNA simpatico também
amplifica a atividade do SRAA pela estimulacdo adicional da liberacdo de renina a

partir das células justaglomerulares (9).



Vaérios estudos tém demonstrado que os medicamentos que bloqueiam o SRAA
como os IECA e os BRAs reduzem a atividade simpatica em doengas que cursam com
hiperatividade deste ramo do SNA, como HAS acelerada, insuficiéncia cardiaca (IC) e
inclusive na DRC. Kario et al demonstraram que pacientes portadores de DRC com
frequéncia cardiaca (FC) matinal mais elevada, considerada um indicador indireto de
maior ativacdo simpatica, experimentaram beneficios maiores em termos de reducédo da
FC e da PA com o uso de olmesartan, um bloqueador do receptor da angiotensina. Esses
autores concluem que pacientes portadores de condi¢cBes morbidas com hiperatividade
simpatica alcancam beneficios adicionais com o bloqueio do SRAA, devido a
interrupcdao, mesmo que parcial, do eixo de retroalimentacdo positiva que se estabelece
patologicamente nestas condicdes (38).

Peters e cols estudaram o efeito do blogueador do receptor da angiotensina
(BRA) irbesartan sobre a VFC de pacientes portadores de DRC tratados por HD no
estudo “SAFIR” e confirmaram o aumento da atividade do SNA simpéatico, com VFC
atenuada e elevados niveis de catecolaminas no plasma. De forma geral, ndo houve
diferenca significativa entre o irbesartan e o placebo sobre os parametros da VFC (39).

Kusuyama e cols compararam o efeito de azilsartan com outros BRAs sobre a
funcdo cardiaca e para determinar o seu efeito sobre o SNA simpatico em pacientes
tratados por HD e descrevem que o azilsartan provocou diminuicdo significativa nos
niveis de noradrenalina no soro e um efeito hipotensor mais importante quando
comparado com outros BRAs. No entanto, ndo foi detectado impacto significativo do
azilsartan na frequéncia cardiaca média ou na VFC. A partir deste estudo foi possivel
concluir que o azilsartan possui um maior potencial em suprimir 0 sistema nervoso
simpatico em comparacdo a outros BRAs, como indicado pela reducdo dos niveis de

noradrenalina (40).



Segundo Flevari e cols o blogueio do receptor da aldosterona com
espironolactona também se mostrou eficaz no aumento da VFC em pacientes portadores
de DRC tratados por HD, os autores concluem que a terapia com baixas doses de
espironolactona nestes pacientes esta associada a respostas cardiovasculares favoraveis
(41).

Apesar de todas essas evidéncias que apontam para um efeito reciproco entre a
atividade do SRAA e do SNA simpatico na DRC, e de evidéncias que sinalizam a
influéncia destes sistemas em desfechos cardiovasculares adversos, os dois maiores
ensaios clinicos randomizados (ECR) a estudar o assunto ndo encontraram reducdo de
eventos cardiovasculares com o uso de BRA em pacientes tratados por hemodialise (42,
43). No entanto, estudos menores mostram resultados contraditérios com o bloqueio do
SRAA em pacientes tratados por dialise, principalmente em relacdo a pacientes que
apresentam como comorbidades IC e HVE (39-41).

Tosic e cols analisaram os polimorfismos no gene da ECA em um grupo de 196
pacientes em tratamento por hemodialise e diante dos resultados, perceberam que 0s
pacientes com alelo D apresentaram maior incidéncia de HVE e doenca vascular
periférica com significativa associacdo com aumento da incidéncia de acidente vascular
cerebral (AVC) e hiperlipoproteinemia (44).

Estes resultados contraditérios podem ser explicados pela heterogeneidade dos
pacientes estudados, inclusive em relacdo a sua constituicdo genética. Frente a isso, é
surpreendente que ndo se tenha encontrado na literatura disponivel nenhum estudo que
avalie a interrelacdo entre polimorfismo 17923 do gene da ECA e atividade do SNA

simpatico em pacientes portadores de DRC.



6. METODO

6.1 Delineamento

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, com inicio em junho de 2017 e
seguimento ao longo de 4 anos. Este estudo originou-se a partir da dissertacdo de

mestrado, buscando identificar o significado clinico dos achados encontrados.

6.2 Participantes

A amostra do estudo foi composta por pacientes portadores de DRC tratados por
hemodialise em um Servico de Diélise e Transplante Renal, anexo a um Hospital
Universitario no Sul do Brasil, foi avaliada toda a populacdo em diélise que preencheu

os critérios de elegibilidade.

6.2.1 Critérios de inclusdo

+ Idade igual ou superior a 18 anos;
« Estar em programa de hemodialise ha mais de 90 dias;
» Aceitar participar do estudo mediante assinatura do termo de consentimento

livre e esclarecido (TCLE).

6.2.2 Critérios de exclusao

» Portadores de arritmia;
» Pacientes em uso de marcapasso;

» Pacientes com amputacao de membros;



Para andlise do numero de internagbes que ocorreram no periodo foram
aplicados alguns critérios de exclusdo, como internacdes devido traumas ou

cirurgias ortopédicas, cirurgia estética, gestacao e/ou parto e internagdes sociais.

6.3 Procedimentos e instrumentos

Ap0s o consentimento do paciente em participar do estudo, mediante assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE 1), foi aplicado um
questionario (APENDICE 1) a fim de obter dados sociodemogréaficos, histéria clinica
prévia e medicacdes em uso. Esse instrumento serviu de base para uma dupla checagem
dos dados disponiveis no prontuario médico.

As variaveis sexo, cor da pele, data de nascimento, data do inicio da dialise,
hipertensdo, diabetes e diagndstico de base foram obtidas através do prontuério
eletrbnico dos pacientes na admissdo ao estudo.

As variaveis peso seco, altura, ultrafiltracdo, pressao arterial sistdlica inicial,
pressdo arterial diastolica inicial, pressdo arterial sistolica final e pressdo arterial
diastdlica final foram obtidas do prontuario eletrénico, porém na sessdo de dialise
destinada a avaliacdo laboratorial mensal.

A coleta de sangue destinada a genotipagem do gene da ECA foi realizada
concomitante com a coleta dos exames mensais (calcio, creatinina, fosforo, hematdcrito,
hemoglobina, potassio, sodio, TPG, ureia pré dialise, ureia pos dialise, paratorménio
(PTH) e albumina) que aconteceu na segunda sessao de dialise semanal, respeitando o
menor intervalo interdialitico, sendo as amostras coletadas antes do inicio da sesséo de

hemodialise.



As variaveis de desfecho, nimero de internacfes, nimero de cateteres, nimero
de fistulas arteriovenosa (FAV) confeccionadas, Obito, causa do &bito, foram

acompanhadas ao longo dos ultimos 4 anos.

Analise do Polimorfismo do Gene da ECA

1 - Extracdo do DNA gendmico (JDNA): Para a extracdo do DNA genémico do
sangue, leucocitos foram hemolisados usando uma solucdo hipotbnica de cloreto de
sodio, gelada a 40C, por um minuto. Em seguida, uma solucdo hipertonica foi
adicionada para repor a tonicidade da solucdo evitando a ruptura das células brancas.
Apbs centrifugacdo a 15.000 por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado eliminando
as proteinas sollveis em excesso na amostra. Em seguida o gDNA foi extraido
suspendendo os pellets em 100 uL de EAR Buffer e 5uL de Proteinase K (20mg/mL
Invitrogen®) e incubando a 55°C durante 4h. ApOs resfriamento das amostras até
temperatura ambiente, foram adicionados 750uL de TE Buffer. Apds centrifugacéo, foi
utilizado 1pL do sobrenadante contendo o DNA extraido para a técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

2 - Amplificacdo do DNA e genotipagem: Para amplificacdo do DNA gendmico
foram utilizados os iniciadores olignucleotideos especificos sendo estes: Sense - 5°-
CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’ e Anti-sense 5’-GAT GTG GCC ATC
ACA TTC GTA GA-3’. Usando estes iniciadores para a PCR, podemos detectar dos
alelos delecdo (D = 190 pares de bases) e inser¢édo (I com 490 pares de bases). O
protocolo de temperatura foi programado no termociclador iniciando a 95°C por 5
minutos e, em seguida, submetidas a 40 ciclos de desnaturagéo a 95°C por 45 segundos,
anelamento a 63°C por 1 minuto e extens@o a 72°C por 30 segundos seguidos de uma

extensdo final de 72°C por 30 segundos.



Para confirmacdo do tamanho do fragmento amplificado, 10ul do produto da
PCR foram aplicados em gel de agarose a 1% e submetidos a eletroforese horizontal em
tampédo de corrida TBE. Como marcador de peso molecular, foram utilizados 100pb
DNA Ladder® (Biolabs). A visualizacdo do DNA foi realizada com Syber Safe
(invitrogen) em um transiluminador com luz ultravioleta, o qual estd integrado a um

fotodocumentador.

Analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

A andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) foi realizada de forma
ndo invasiva através de um aparelho de eletrocardiograma (ECG) Wincardio® da
empresa Micromed. A medida foi realizada em trés momentos distintos, antes da sessdo
de HD, durante a sessdo de HD (ap6s completar 50% do tempo previsto) e apos 30
minutos do término da sessdo. Os pacientes foram mantidos na posicdo de decubito
dorsal durante todo o tempo da analise, com 0s membros afastados do corpo e livres de
pertences metalicos, a fim de que interferéncias fossem minimizadas.

O ECG Wincardio® vem equipado com doze derivacdes simultaneas, tem pré-
amplificadores isolados do computador e possui ganhos selecionaveis entre 5mm/mV,
10mm/mV e 20mm/mV. Os sinais sdo exibidos em 25mm/s ou 50 mm/s. O sistema
possui ainda um sofisticado sistema de filtros digitais, utilizados na eliminacdo de
tremores musculares, variacdes da linha de base e influéncias da rede de alimentacdo de
50 ou 60 Hz, trazendo o minimo de distor¢do dos sinais e garantindo um tracado limpo
e fiel, mesmo com presenca de ruido. A série temporal armazenada em forma de
arquivo de texto foi utilizada para analise da VFC. No dominio do tempo foi avaliada a
variancia do intervalo de pulso, a raiz quadrada da media dos quadrados das diferencas
entre intervalos consecutivos (RMSSD) e o percentual de intervalos maiores que 50

milissegundos (pNN50). Utilizando-se o programa Cardioseries®, o tacograma foi



interpolado a uma frequéncia de 4Hz e dividido em periodos de 256 pontos com
sobreposicdo de 50%. Estes sinais foram submetidos a analise espectral atraves da
transformada répida de Fourier (FFT), onde obtivemos a poténcia total do espectro. A
banda de muito baixa frequéncia (VLF) foi considerada entre 0,00 e 0,04 Hz, a banda de
baixa frequéncia (LF), representativa da modulacéo simpaética cardiaca, foi considerada
entre 0,04 e 0,15Hz. J& a banda de alta frequéncia (HF), considerada modulagéo

parassimpatica cardiaca, foi de 0,15 a 0,4Hz.

6.4 Processamento e analise de dados

Foi realizada a codificacdo dos instrumentos em dupla entrada de dados no
programa Epilnfo 6.0 a fim de obter consisténcia dos dados coletados. Para andlise
estatistica sera utilizado o pacote STATA 15.0. Para analise de sobrevida sera realizado

a regressdo de Cox.

6.5 Aspectos éticos

Para proceder a pesquisa, foi solicitado aos responsaveis pela instituicdo
(HUSFP) e pelo Setor de Dialise e Transplante Renal, a concordancia com a realizagdo
do estudo, mediante uma carta (APENDICES IIl e V). Apbs o consentimento dos
responsaveis, este projeto foi encaminhado ao Comité de Etica da Universidade Catolica
de Pelotas, via Plataforma Brasil para que fosse analisado, sendo aprovado sob n° de

parecer 1.940.521.

6.5.1 Riscos



A participacdo do paciente neste estudo ndo implicou em riscos adicionais a sua
salde, visto que os procedimentos que foram realizados seguiram 0s seguintes critérios:
a analise da VFC ocorreu de forma néo invasiva através de ECG e a coleta de sangue
para analise do polimorfismo da ECA seguiu a rotina de coleta mensal da unidade de
dialise, utilizando a puncdo da fistula arteriovenosa ou do cateter para HD, evitando
assim que o paciente fosse exposto a um procedimento invasivo exclusivamente para

fins de pesquisa.

6.5.2 Beneficios

Tendo em vista o elevado risco cardiovascular a que estdo expostos 0s pacientes
portadores de DRC, e considerando que apesar da participacdo significativa da
hiperatividade simpatica e do SRAA nestes desfechos, ensaios clinicos randomizados
abordando o bloqueio destes sistemas nesta populacdo tem alcancado resultados
heterogéneos, a caracterizacdo de subgrupos que possam se beneficiar de medicamentos
especificos torna-se um objetivo com significativo potencial de impacto clinico para

esta populacéo.

6.6 Cronograma

CRONOGRAMA

ACOES
2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022

1. Revisao de literatura




2. Treinamento dos
instrumentos X
3. Coleta de dados
X X X X
4. Qualificacdo do projeto
X
5. Andlise parcial dos
resultados X X
6. Revisao, analise e escrita
para os artigos X X
7. Ajustes no volume final
X X
8. Defesa
X
9. Ajustes pés defesa
X
10. Entrega do volume final
apos a defesa X
6.7 Orcamento
MATERIAL QUANTIDADE VALOR TOTAL
ECG Wincardio®
(Micromed) 1 R$ 6.150,00
Eletrodos para ECG 900 R$ 500,00
Tubos de EDTA 150 R$ 150,00
Tubo Falcon 750 R$ 350,00
Tubo Eppendorf 1000 R$ 20,00
Seringa 5ml 150 R$ 37,50
Agulha 40x12 150 R$ 20,00
Luvas de procedimento 1500 R$ 190,00
Caneta Esferografica 10 R$ 20,00
Folhas A4 1500 R$ 50,00
TOTAL* 7.487,50

* Alguns instrumentos que serdo utilizados durante a pesquisa fazem parte do Grupo de
Pesquisa Clinica da UCPel, ndo acarretando aumento de custo para realizacao deste
estudo.
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Abstract

Background Lower heart rate variability (HRV) has been associated with a higher rate
of cardiovascular events and decreased survival among Kidney failure patients. This
study aimed to evaluate the association of the dynamic HRV response to a hemodialysis
session with survival in a cohort of kidney failure patients. Methods A cohort of adult
kidney failure patients treated at a hemodialysis unit was evaluated at baseline by HRV
recorded before, intradialytic (HD 2nd hour) and after HD. The change in the frequency
domains low-frequency (LF) absolute (LFabs), percentage LF (LF%), normalized LF
(LFnu), high-frequency (HF) absolute (HFabs), percentage HF (HF%) normalized HF
(HFnu) and LF/HF ratio during HD (from before to second hour, from second hour to
post-HD and from before to post-HD) were analyzed as potential predictors of survival
after up to 48 months, through adjusted Cox Proportional Hazards Model.

Results A total of 146 participants was included in the analysis, with median age of
57.8 (46.8-70.0) years, 60% male and 37% diabetic. There were 60 deaths during the
follow-up. Patients who presented higher proportional increase in the LF band (greater
increase in LF% and LFnu) during HD (2" hour HD — before HD) had a higher survival
time, both in crude and adjusted analysis. LFabs and HFabs were not predictor of
survival. Conclusion Progressive preponderance of sympathetic activation (LFnu and
LF%) during the first 2 hours of HD is associated with longer survival in kidney failure
patients.

ClinicalTrials.gov identifier NCT05273424



Introduction

Kidney failure is a worldwide public health problem. It is estimated in United States
that one in seven individuals suffers from chronic kidney disease (CKD), which
corresponds to 15% of all American adults or 37 million people.! Most patients with
kidney failure are treated by hemodialysis (HD).? Despite being a life-sustaining
therapy, hemodialysis patients present high mortality rates, with 40% of deaths from
cardiovascular disease.>* Hemodialysis patients suffer from both traditional and non-
traditional cardiovascular risk factors, such as mineral and bone disorder,®> impairment
of the autonomic nervous system and volume overload. In addition, the hemodynamic
stress imposed by HD contributes to the overall cardiovascular risk of kidney failure

patients.®

Heart rate variability (HRV), defined as the time difference between successive
heartbeats, is an important marker of autonomic nervous system (ANS) modulation on
the cardiovascular system, reflecting the ability of the heart to respond to environmental
stimuli. Decreased HRV is associated with adverse events and lower survival among
kidney failure patients.” This association was investigated by a recent meta-analysis,
including seven Asian, European, and American cohort studies, published between 2003
and 20188 Five studies found an association between lower HRV and all-cause
mortality,®2 and four found an association between decreased HRV and cardiovascular
mortality, 101315

The hemodialysis procedure induces abrupt electrolytic and volume changes. Adequate
sympathetic system activation is essential for responding to this hemodynamic
challenge and maintaining blood pressure. Decreased plasma volume induces a lower
frequency of signal from artery baroreceptors to the brainstem, leading to greater

sympathetic discharge and parasympathetic suppression, with hemodynamic



stabilization.'®'” However, impairment in baroreceptors sensitivity and autonomous
nervous system in HD patients may compromise the physiological response to
hypovolemia. 8% The analysis of HRV during HD sessions can be used as a proxy for a
test of autonomous response known as inclination or tilt test. The tilt test has been used
in clinical practice to detect impairment in the dynamic response of autonomous system
present in several diseases. 202

The aim of the present study is to evaluate the association between the autonomic
response to the hemodialysis, by means of the change in frequency domains of HRV

during the procedure, and the survival of kidney failure patients.



Methods

This is a prospective cohort study enrolling all adult (18 years and older) kidney failure
patients on maintenance hemodialysis thrice weekly for longer than three months at a
Brazilian University Hospital. Patients diagnosed with arrythmias, or pacemaker use
were excluded. Enrolment took place from November 2017 to November 2021.

Patients who fulfilled the inclusion criteria and agreed to participate signed an informed
consent form. The study protocol fully complied to the International Ethical Guidelines
for Health-related Research Involving Humans, being approved by the Ethics
Committee of the University where it was conducted under number 1,940,521. The
cohort study is also registered in the ClinicalTrials.gov database under number
NCT05273424.

The primary outcome was survival time after the HRV measurement. Follow-up lasted
up to four years. The independent variables were changes in the HRV domains in low-
frequency (LF) and high-frequency (HF) in absolutes values (mV), percentage (%),
normalized (nu) and LF/HF ratio during the HD procedure. Changes during HD were
calculated as a post-HD measure — before HD and intradialytic (HD 2nd hour) — before
HD. HRV was measured once for each patient at the time of study enrollment.
Sociodemographic (sex, age, skin color) and clinical variables (age at HD treatment
initiation, primary kidney disease, comorbidities, medications in use and body mass
index) were recorded from the electronical medical record. Laboratory variables
(calcium, creatinine, phosphate, hematocrit, potassium, sodium, urea, parathormone and
albumin) were obtained before a midweek HD session in the same month in which
HRV was measured.

Procedures



Hemodialysis The HRV was recorded in a mid-week four-hour dialysis session.
Dialysis blood flow rate was maintained at 350 to 400 mL/min, with dialysate flow at
500 mL/min. Fresenius 4008-S machines (Fresenius, Bad Homburg, Germany) and low-
flux polysulfone dialyzers were used for the treatment.

HRV Analysis The measurement of HRV was performed in a midweek HD session at
three different times: before the HD session, during the HD session (2" hour), and after
the HD session (up to 30 minutes). The patient remained in the supine position, with the
lower and upper limbs away from the body, not using metallic devices. The analysis of
the HRV was performed using the Wincardio® electrocardiogram (ECG) device
(Micromed, Sdo Paulo, Brazil). Each measurement was performed for 20 minutes.
Patients who presented hemodynamic instability during or after the HD session had the
analysis interrupted and repeated in another HD session. The ECG device records the
intervals between heartbeats in text format, which is later analyzed in the Cardioseries®
software, resulting in measures in the time and frequency domains. Measures in the
frequency domain are related to the activity of the autonomic nervous system. The high-
frequency domain mainly represents the parasympathetic nervous system, and the low-
frequency domain represents both sympathetic and parasympathetic activity.20 The
tachogram obtained was interpolated at a frequency of 4Hz and divided into periods of
256 points with 50% overlap. These signals were submitted to spectral analysis by Fast
Fourier Transformation (FFT) to obtain the total spectral power. Frequencies between
0.04 to 0.15Hz and 0.15 to 0.4Hz were considered as LF and HF, respectively.
Statistical Analysis The distribution of variables was tested by Shapiro-Wilk.
Parametric variables were described as mean and standard deviation and skewed
variables were described as median and interquartile range. Crude and adjusted survival

analysis was performed using Cox Proportional Hazards Model. The regression model



was built by the backward elimination model. Patients who changed dialysis method,
were transferred to another dialysis center, or received a kidney transplant were

censored. The analysis was performed using the STATA 15.1 statistical package.

Results

The cohort included a total of 146 kidney failure patients. The median age of the sample
was 57.8 (46.8-70.0) years, 60.2% were male, 78% with white skin color and 37%
diabetic. (Table 1) During the four years follow-up there were 60 deaths, with a 1-year
mortality rate of 7% since the HD inception. (Figure 1)

During the hemodialysis there was a significant increase in the LF band and a marginal
increase in the HF band of the HRV. Before HD, there was a similar distribution
between the LF and HF bands, demonstrated by LFnu and HFnu each accounting for
50% of the total activity. This distribution changed in the 2nd hour of HD to a
significant predominance of low-frequency bands, which remained until 30 minutes
after the HD procedure. (Table 2) The increase in the LF band to maximum values
occurred in the second hour of HD, decreasing after the HD session, despite remaining
above the values obtained before HD. The increase in the HF band was continuous,
attaining maximum values after the HD session. (Tables 2 and 3)

Patients who presented higher proportional increase in the LF band (greater increase in
LF% and LFnu) during HD (post-HD — before HD) had a higher survival time, while
the higher proportional increase in the HF band (higher HF% and HFnu) during HD was
associated with lower survival. The absolute increase in the LF or HF bands (LFabs and
HFabs) had no effect on survival. Similar results were found in the crude and adjusted

analysis (Table 4).



Regarding the first two hours of HD (2nd hour HD — before HD), the relationship
between the change in the proportion between the LF and HF bands with survival was
the same as described for the total period, both in the crude and adjusted analysis.
However, the change that occurred from mid-HD to after HD (after HD — 2nd hour HD)

was not significant in adjusted analysis. (Table 5).

Atrans-pre LF%
—— Atrans-pre (below)

A A trans-pre LFabs B A trans-pre LFnu C

Probability of Survival

T T T T
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D A trans-pre HFabs E Atrans-pre HFnu F A trans-pre HF%

-

=3

=]
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o
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Figure 1 - Kaplan-Meier survival curves. Comparison of As (Deltas) trans-pre
(Mensurament trans-dialysis minus pre-dialysis) below versus above median or average.

* =p value < 0,05.



Table 1. Sample characteristics

Characteristics n =146
Men, n (%) 88 (60.2)
Age (year) 57.8 (46.8-70.7)

Age at the beginning of HD (year)
HD vintage (months)

Caucasian, n (%)

Diabetes, n (%)

Hypertension, n (%)

Body mass index (Kg/m?)
Beta-blockers, n (%)
Angiotensin-converter enzyme inhibitors, n (%)
Calcium channel blockers, n (%)
Angiotensin receptor blockers, n (%)
Calcium (mg/dL)

Creatinine (mg/dL)

Phosphorus (mg/dL)

Haematocrit (%)

Potassium (mEg/L)

Sodium (mEg/L)

Urea (mg/dL)

Parathyroid hormone (pg/mL)

Albumin (g/dL)

52.0 (41.3-65.5)
9.5 (1.47-16.6)
114 (78.0)
54 (37.0)
103 (70.5)
24.5 (21.4-27.0)
56 (38.3)

10 (6.8)

41 (28.1)

9 (6.1)
8.9+08
8.7+28
48+1.4
33.1£5.7
5.3 (4.8-5.8)
138.3+35
117.5+31.9
314.5 (154-701)

4.1 (3.9-4.4)

Results are expressed in median/ interquartile range (IQR), mean/ standard deviation

(SD), or number (N) (%).



Table 2- Heart rate variability domains.

pre-HD trans-HD post-HD p

(n=142) (n=142) (n=142)
LFabs  66.2 (23.5-197.3)  119.5(23.5-304.6)*  99.3 (34.6-296.9) 2 <0.0001*
HFabs  44.6 (13.4-122.7)  53.9 (14.7-217.3)  64.8 (19.0-158.0) 0.09*
LF% 31.6+11.3 31.8+12.38 33.3+123 0.14%
HF%  29.0 (17.0-50.2)  24.0 (14.0-47.0)2 25.5 (15.0-47.0) 0.006"
LFnu  50.5 (34.7-69.0) 57.5 (34.7-74.0) 57.5 (35.0-73.0) 0.08*
HFnu  49.5(31.0-65.2) 42.5 (26.0-65.2) 42.5 (27.0-65.0) 0.09*
LF/HF 1.6 (0.7-3.7) 1.9 (0.7-4.3) 1.9 (0.7-4.3) 0.15*

a= diferenca comparado ao pré; #= Friedman test; ##= Anova RM one-Way



Table 3- Values of differences (delta) of heart rate variability.

delta (post-pre) delta (trans-pre)  delta (post-trans)

(n=142) (n=142) (n=142) p
LFabs 15.5(-28.9-148.3) 26.0 (-6.4-118.4)% 1.7 (-62.0-56.2)2 0.0005"
HFabs  3.0(-22.2-60.5)  4.2(-21.7-83.7)  1.1(-34.8-40.7) 0.17*
LF% 1.5 (-6.0-9.2) 0 (-6.0-6.0) 3.0 (-4.0-8.0)° 0.0498"
HF%  -3.0(-13.0-8.0)  -3.0(-14.2-6.0) 2.0 (-6.0-7.2)"° 0.0009*
LFnu 3.0 (-8.0-14.0) 3.0 (-6.5-13) 0(-8.0-6.2)" 0.02"
HFnu  -3.0(-14.0-8.0)  -2.5(-13.0-6.5) 0 (-7.0-8.0)" 0.03"
LF/HF 0.2 (-0.6-1.4) 0.2 (-0.5-1.9) 0 (-0.9-0.8) 0.21*

a= diferenca comparado ao delta pds-pré
b= diferenca comparado ao delta trans-pré
#= Friedman test;



Table 4. Delta (post-pre) - Cox regression analysis.

delta (post-pre)

delta (post-pre) — adjusted

LFabs

HFabs

LF%

HF%

LFnu

HFnu

LF/HF

HR

1.000

1.000

0.977

1.014

0.985

1.015

0.923

Cl
(0.99-1.00)
(0.99-1.00)
(0.95-0.99)
(1.00-1.02)
(0.97-0.99)
(1.00-1.02)

(0.84-1.00)

P
0.766

0.245

0.035*

0.016*

0.020*

0.021*

0.078

HR

1.000

1.000

0.976

1.013

0.985

1.014

0.933

Cl
(0.99-1.00)
(0.99-1.00)
(0.95-0.99)
(1.00-1.02)
(0.97-0.99)
(1.00-1.02)

(0.84-1.02)

p
0.536

0.177

0.038*

0.030*

0.027*

0.028*

0.157

1 Cox Regression adjusted to age and diabetes. * Significative difference. HR= hazard ratio. CI=
Confidence Interval.



Table 5. Delta (trans-pre) - Cox regression analysis.

delta (trans-pre)

delta (trans-pre) — adjusted+

LFabs

HFabs

LF%

HF%

LFnu

HFnu

LF/HF

HR

0.999

0.999

0.974

1.015

0.982

1.018

0.916

Cl
(0.99-1.00)
(0.99-1.00)
(0.95-0.99)
(1.00-1.02)
(0.97-0.99)
(1.00-1.03)

(0.84-0.99)

P

0.102

0.688

0.037*

0.010*

0.005*

0.004*

0.040

HR

0.999

0.999

0.974

1.014

0.983

1.017

0.926

Cl
(0.99-1.00)
(0.99-1.00)
(0.95-0.99)
(1.00-1.02)
(0.97-0.99)
(1.00-1.03)

(0.84-1.01)

P

0.621

0.984

0.044*

0.019*

0.010*

0.009*

0.088

1 Cox Regression adjusted to age and diabetes. * Significative difference. HR= hazard ratio. Cl=
Confidence Interval.



Table 6. Delta (trans-pre) - Cox regression analysis.

delta (post-trans)

delta (post-trans) — adjusted ¥

LFabs

HFabs

LF%

HF%

LFnu

HFnu

LF/HF

HR

1.000

1.000

0.997

0.999

1.004

0.995

1.023

Cl
(0.99-1.00)
(0.99-1.00)
(0.97-1.02)
(0.98-1.01)
(0.98-1.02)
(0.98-1.01)

(0.93-1.12)

P

0.102

0.688

0.037*

0.010*

0.005*

0.004*

0.040

HR

1.000

1.000

0.997

0.998

1.003

0.996

1.031

Cl
(0.99-1.00)
(0.99-1.00)
(0.97-1.02)
(0.98-1.01)
(0.98-1.01)
(0.98-1.01)

(0.93-1.14)

P

0.331

0.203

0.875

0.893

0.649

0.635

0.539

1 Cox Regression adjusted to age and diabetes. HR= hazard ratio. CI= Confidence Interval.



Discussion

The main finding of the present cohort study is that the response of the heart to the
autonomic modulation during the hemodialysis procedure, assessed by HRV, is a
significant predictor of survival among kidney failure patients, even after adjusting for
main risk factors.

Decreased HRV in rest has already been associated with poorer survival among HD
patients, in addition to patients with heart diseases (HF°, myocardial infarction??),
stroke?®, trauma?*, cancer®>?®, and even the general population?’. This overall decrease
in HRV has been attributed, among other factors, to the intense and/or prolonged
sympathetic stimulation?®. A physiological mild sympathetic stimulation, as occurs
during decreasing plasma volume/blood pressure during hemodialysis, may have the
opposite effect of increasing heart rate and the low-frequency component of HRV?,
However, kidney failure patients usually present alterations in autonomic control of the
CV system, due to impaired baroreceptors and volume reflex function and to
pathological changes in the cardiovascular system itself*°. Previous studies have already
shown that patients with diabetes®!, peripheral artery disease® or previous stroke®® are
unable to increase the low-frequency band of the HRV during HD. Other known
cardiovascular risk factors, such as hypercholesterolemia, anemia and overhydration,
have also been associated with blunted LF increase during HD3*%¢, Our group have
previously demonstrated that genetic factors are also associated with the autonomic
response to hemodialysis, showing that patients with the polymorphism DD of ACE
gene present blunted sympathetic response to volume removal during HD®®. The failure
to increase LF component during HD has been associated with hypotension, one of the

main HD complications and an independent risk factor for mortality*"8.



In conclusion, the association between poor sympathetic response to the volume
challenge during HD and lower survival may be explained by the comorbidities and risk
factors that compromise this compensatory mechanism or may contribute by itself
increasing the intradialytic hypotensive complications. Previous authors have already
described in different populations this association between flattened slope of the LF
component during HD and higher mortality3®4°,

In addition, we found that the greatest sympathetic response occurs around the second
hour of the procedure, probable because during the first hours of dialysis most of the
fluid removed comes from the plasma volume. The autonomic response is a key
adaptative factor in such circumstance. After that point, refilling from interstitial and
intra-cellular liquid usually begin.

The studied sample presented decreased HRV compared to general population, both
before and after the hemodialysis procedure. However, there was a significant increase
in all parameters during dialysis. The diffusive component of the hemodialysis session
seems to temporarily clear plasma from uremic toxins which attenuate p-adreno and
muscarinic receptor activity and remove accumulated volume, which increase HRV,
mainly in the sympathetic domain*42. More frequent hemodialysis sessions*® or kidney
transplantation** are associated with even greater increases in heart rate variability.
Despite some previous studies have described that the hemodialysis procedure may
improve the autonomic profile, including baroreflex sensitivity, there is inconsistency in
this finding®“¢. This discrepancy may be due to difference in the studied patients, such
as HD vintage (longer uremic state is associated with irreversible neuropathy) and
volume overload before HD (increasing central blood volume and consequently

decreasing volume reflex performance)®’.



The main limitations in this analysis are the technical difficulties with heart rate
variability measurements, which reduced the number of samples available for analysis.
HRV analysis per se present large variability in results, which may arise from the
methods of correcting errors and from underlying physiological basis*’. In addition,
HRV reflects the fidelity with which heart sinoatrial receptors respond to sympathetic
and vagal discharge, and not necessarily reflect the real sympathetic nerve firing.

The strong point is the long follow-up of the participants and the multiple time points
sampled, enabling the analysis of the effects of dialysis stages on heart rate variability.
The present study corroborates preliminary literature data that the autonomic response
to the hemodialysis procedure is an important and independent predictor of survival
among dialysis patients. Based on this finding, HRV should be more frequently
measured in this population, to estimate prognosis and maybe conceive measures
capable of change this dysfunctional response. In addition, lower HRV might imply the
need for more effective renal replacement therapy, considering that Kkidney

transplantation and hemodialysis improve heart rate variability.
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ANEXOS



ANEXO I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE CATOLICA DE PELOTAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E COMPORTAMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

InformacGes sobre o estudo ao participante
Antes de participar deste estudo, gostariamos que vocé tomasse conhecimento
do que ele envolve. Damos abaixo alguns esclarecimentos sobre dividas que vocé possa
ter.

Qual € o objetivo da pesquisa? Este estudo busca compreender as possiveis causas
relacionadas ao aumento da mortalidade cardiovascular dos pacientes renais cronicos
em tratamento por hemodialise e contribuir com o melhor tratamento a estes pacientes.

Como o estudo sera realizado? Sera aplicado um questionario para colher algumas
informacdes sobre vocé, incluindo as medicac6es que vocé utiliza e doengas que possuli,
apos voceé sera pesado e sera realizado um eletrocardiograma (exame do coracao), um
exame de bioimpedancia, no qual uma pequena corrente elétrica atravessa seu corpo, e
uma amostra de sangue sera colhida através da agulha da fistula ou do cateter.

Existem riscos em participar? Este estudo implica em riscos minimos para vocé, pois
0 Unico procedimento que poderia doer (coleta de sangue) sera feito como de costume
antes da sessao de hemodialise, os demais procedimentos séo indolores e nao oferecem
riscos a sua saude.

Itens importantes:

Vocé tem a liberdade de desistir do estudo a qualquer momento, sem fornecer
qualquer motivo ou explicacdo. Sua atitude em desistir do estudo, de maneira
alguma ira influenciar na qualidade de seu atendimento no nosso servico.

O que eu ganho com este estudo? A partir dos resultados desta pesquisa, vocé podera
se beneficiar com tratamento adequado as suas condicGes de salde.

Quais séo os meus direitos? Os resultados deste estudo poderéo ser publicados em
jornais cientificos ou submetidos a autoridade de salde competente, mas vocé ndo sera
identificado e o sigilo sera mantido. Sua participacdo neste estudo é totalmente
voluntaria.

DECLARACAO:
L SRRSO SOPR declaro que:
1. Concordo total e voluntariamente em fazer parte deste estudo.

2. Recebi uma explicagdo completa do objetivo do estudo, dos procedimentos
envolvidos e 0 que se espera de mim.



Assinatura do Paciente:

Data:  /

Assinatura do Pesquisador:

Para maiores informac6es entre em contato com Larissa Ribas através do numero (53)
8109-3055



ANEXO Il - QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO E CLINICO

QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO E CLINICO

Numero do Questionario: | |
Datadaavaliacdo: |_ _/__/__ |
Data de nascimento: |_ _/_ [/ |

Sexo: (L) 0 —masculino (_) 1 — feminino

Estado civil: () 0 —solteiro () 1 —casado (_) 2 —divorciado (_) 3 —vilvo () 4 — vive
com companheiro

Cidade onde reside: () 0 —Pelotas (_) 1 —outra

Profisséo:

Recebe algum beneficio, qual/quais?

Tipo de moradia: (_) 0 — propria (1) 1 —alugada (_) 2 — mora com familiares
Hé& quanto tempo faz hemodialise __anose __ meses

Outras doencas: Hipertensdo/ Diabetes/ Doenca cardiovascular/ Doenca Renal
Policistica

Faz uso de medicac0es, quais?




ANEXO 111 - CARTA DE AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DO ESTUDO
(SERVICO DE DIALISE E TRANSPLANTE RENAL)

UNIVERSIDADE

| |CATOLICA
u! DE PELOTAS

Mestrado e Doutorado
Universidade Catélica de Pelotas

Pelotas, 3 de outubro de 2016.

“Ao Servico de Dialise e Transplante Renal”

Venho por meio deste solicitar autorizagdo para pesquisa intitulada “IMPACTO DO
POLIMORFISMO DO GENE DA ENZIMA CONVERSORA DA ANGIOTENSINA
NA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA EM PACIENTES
PORTADORES DE DOENCA RENAL CRONICA EM TRATAMENTO POR
HEMODIALISE” sob orientagdo da Prof*. Dra. Maristela Bohlke, a ser realizada neste
servico.

Larissa Ribas Ribeiro Maristela Bohlke



ANEXO IV - CARTA DE AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DO ESTUDO
(HOSPITAL UNIVERSITARIO SAO FRANCISCO DE PAULA)

UNIVEREIDADE

| |CATOLICA
Mestrado e Doutorado QAL A" reem

Universidade Catélica de Pelotas

Pelotas, 3 de outubro de 2016.

“Ao Hospital Universitario Sdo Francisco de Paula (HUSFP)”

Venho por meio deste solicitar autorizagao para pesquisa intitulada “IMPACTO DO
POLIMORFISMO DO GENE DA ENZIMA CONVERSORA DA ANGIOTENSINA
NA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA EM PACIENTES
PORTADORES DE DOENCA RENAL CRONICA EM TRATAMENTO POR
HEMODIALISE” sob orientagdo da Prof*. Dra. Maristela Bohlke, a ser realizada no
Servico de Dialise e Transplante Renal desta instituicéo.

Larissa Ribas Ribeiro Maristela Bohlke



