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"Se realmente entendemos o problema, a resposta
vira dele, porque a resposta nio esta separada do
problema"

Jiddu Krishnamurti, filésofo (1895-1986)
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INTRODUCAO

Apesar de todo o esforgo preventivo e terapéutico para interferir com os
mecanismos que levam a doenga renal, a nefrologia moderna confronta-se com
dois importantes dilemas (1). Primeiramente, o numero de pacientes com
doencga renal crénica terminal (DRCT) continua a aumentar. A DRCT atingiu
proporcdes epidémicas, e mais de um milhdo de pacientes no mundo todo
necessitam de didlise ou transplante (2). Porém, a incidéncia de doenga renal
cronica (DRC) em fase nao dialitica € pelo menos 30 vezes maior que a da
DRCT (3), e estes numeros alarmantes podem representar apenas uma
pequena fracdo do problema real. Em segundo lugar, muitos pacientes com
DRCT, sobretudo os que apresentam desnutricdo, inflamacao e aterosclerose
tém sobrevida semelhante a de pacientes com neoplasias metastaticas (4).
Apesar das melhorias na tecnologia de dialise, o prognéstico dos pacientes
portadores de DRCT é muito reservado, principalmente pela presenca de
doenga cardiovascular (DCV), que é responsavel por cerca de 50% das mortes
prematuras nesta populacédo (5, 6). Entdo, como as conexdes entre DRC e
DCV sao numerosas (7), a taxa de crescimento da DRC poderia conduzir a
uma futura epidemia de DCV relacionada a DRC. Obviamente isto traria

enormes consequéncias econdmicas e de saude publica para a sociedade.

1. DOENCA CARDIOVASCULAR NA DRC

A DCV é a principal causa de morte na populagao geral e em pacientes
portadores de DRC (6). Porém, entre os portadores de DRC, a gravidade e
extensdo das complicagbes cardiovasculares (CV) sao alarmantes (8, 9). A
mortalidade de causa cardiaca em pacientes em dialise com menos de 45 anos
de idade é 100 vezes maior que na populacdo geral. Mesmo nos idosos com
DRC, a mortalidade cardiovascular € pelo menos cinco vezes maior que na
populacao geral (5). O risco de DCV em um portador de DRC de 30 anos é
semelhante ao risco de um individuo de 70-80 anos da populag&o geral (9).
Dados recentes sugerem que as complicagdes cardiovasculares se

intensificam com a piora da fungéo renal, e que grande numero de pacientes ja



apresenta doenga cardiovascular ao iniciar tratamento dialitico (5, 10). Estes
achados levaram a investigagdo de aspectos especificos da DRC que se
relacionem com uma aceleragéo do processo aterogénico.

Varios estudos epidemiolégicos procuraram determinar os fatores
causadores ou associados que contribuem para a elevada mortalidade
cardiovascular nos pacientes com DRC. Estes estudos demonstraram que nos
pacientes urémicos as causas para DCV sao multiplas, mas o perfil de fatores
de risco tradicionais para mortalidade cardiovascular (idade, histéria familial,
hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, dislipidemia, obesidade e
sedentarismo) parece estar em despropor¢gao com a intensidade da DCV e o
impacto de suas complicagbes (11-14). Fatores n&o tradicionalmente
relacionados a doenca cardiovascular (desnutricdo, inflamagdo, EO,
sobrecarga de volume, anemia, anormalidades do metabolismo do calcio e
fésforo) parecem complementar a teoria aterogénica em pacientes portadores
de DRC e devem ser analisados (15, 16). Assim como os diabéticos, os
pacientes renais cronicos devem ser considerados como parte de um grupo de
alto risco para DCV (15). A propria redugao crénica da fungéo renal parece ser
um fator predisponente a DCV, e a prevaléncia de eventos CV fatais € maior
em pacientes com taxa de filtragdo glomerular (TFG) reduzida em relagcédo a
individuos com fung¢do renal normal (17, 18). Levin et al (19) demonstraram
uma incidéncia de 20% de novos eventos cardiovasculares num grupo de 244
pacientes pré-dialise.

A utilizacdo de parametros clinicos de diagndstico subestima a real
prevaléncia de doenca cardiovascular na DRC. Neste contexto, a doenca
arterial coronariana (DAC) e a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) estéo
presentes em cerca de 40% dos pacientes em HD (20, 21). Porém, ao serem
utiizados métodos complementares como a angiografia e a avaliagao
ultrasonografica da espessura da intima-média das carotidas, a real

prevaléncia de DAC se mostra bem mais elevada (22-24).
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2. ATEROSCLEROSE E INFLAMACAO NA DRC

De acordo com a teoria inflamatoria da aterosclerose, estimulos locais
sobre a parede arterial desencadeiam uma resposta inflamatéria, mediada por
macrofagos e linfécitos T (25). Em resposta a inflamagao local, o endotélio
vascular produz substancias que aumentam sua permeabilidade, a adesividade
dos leucdcitos e plaquetas, e também sua capacidade pro-coagulante. Se o
estimulo agressor n&o for eliminado, permanece o estimulo a migragao celular
e proliferacdo das células musculares lisas do vaso sanguineo, macréfagos e
linfécitos, causando espessamento da parede arterial. Ciclos repetidos destes
eventos culminam com lesdes arteriais avangadas, que sao instaveis e podem
interromper o fluxo arterial (25). Desta forma, a disfungéo do endotélio inicia e
perpetua o processo inflamatério associado a aterosclerose, facilitando a
sequéncia evolutiva de formacdo de uma placa ateroscleroética, erosao, fissura
e ruptura, com suas devastadoras consequéncias (25).

O processo inflamatério em desenvolvimento induz também a oxidacao
de lipoproteinas (26). Com o aumento local na expressao de moléculas de
adesao endotelial sdo ativadas células mononucleares e neutréfilos (26).
Proteinas de fase aguda produzidas pelo figado, como o amildide sérico-A
(SAA) deslocam a apolipoproteina A-1 (APO-A1, que é uma proteina de fase
aguda) da molécula de lipoproteinas de alta densidade (HDL), tornando esta
molécula aderente ao endotélio vascular (25). Concomitantemente, ha um
aumento do conteudo de triglicérides do HDL, e o HDL modificado ndo é mais
capaz de reduzir as lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDL-ox), que
sdo fundamentais na aterogénese (27, 28). Outra alteragdo significativa
ocasionada pela presencga de inflamagao € que a mieloperoxidase (MPO), uma
potente enzima leucocitaria, pode causar a oxidagao da LDL. O resultado final
deste processo € que macrofagos endoteliais fagocitam a LDL oxidada,
tornando-se macréfagos carregados de lipideos, que iniciam e propagam o
processo aterosclerético (26, 29). Independente da causa que desencadeia
inicialmente a disfungao endotelial, apds ter ocorrido o dano ao endotélio,
inicia-se um aumento na adesividade de leucdcitos e plaquetas, estimulando a
atividade pro-coagulante, com consequente sintese de citocinas, fatores de

crescimento e moléculas vasoativas pelo endotélio lesado (30).
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A partir desta etapa, com a aceleragao do processo inflamatério, ocorre
proliferacdo de células musculares lisas, aumento da espessura e acumulo de
macrofagos e linfocitos na parede arterial, além de ativacdo das células
musculares lisas e liberacdo de enzimas hidroliticas, citocinas e consequente
necrose focal (31). Uma camada fibrosa é organizada sobre o nucleo de
gordura e area de necrose, dando inicio a um ciclo vicioso de infiltracdo
mononuclear, migracao e proliferacao de células musculares lisas, alteragbes
fibroticas e espessamento e reestruturagcdo da parede arterial levando a uma
reducao da luz do vaso lesado (30, 32).

A lesao arterial altera o fluxo sanguineo e, dependendo do grau de
estenose, pode produzir lesao isquémica do 6rgao afetado (30). O processo de
erosao e ruptura da camada fibrosa frequentemente acontece nos locais mais
frageis desta capa, e dao entrada a macréfagos que se acumulam e sao
ativados, liberando metaloproteinases (colagenases e elastases) que geram
instabilidade da placa aterosclerotica, fatores tissulares pré-coagulantes e
outros fatores hemostaticos que ativam o processo de trombose arterial (30,
33).

2.1 CAUSAS DE INFLAMAGCAO NA DRC

A inflamacédo € um processo multifatorial, e entre suas causas incluem-
se fatores relacionados a didlise e fatores nao relacionados ao procedimento

dialitico, como idade, sexo, raca e funcéo renal residual (34).

2.1.1 Fatores nao relacionados a dialise

2.1.1.1 Idade, sexo, gordura corporal e fungao renal residual

Um estudo recente demonstrou que a produgao de IL-6 ndo se eleva
com o aumento na idade per se (35), mas a presenca de co-morbidades
associadas a idade poderia ser uma importante causa para o aumento da

inflamacdo e de seus marcadores. Em idosos, eleva-se a prevaléncia de
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fatores de risco tradicionais e nao tradicionais de DCV, tais como hipertensao
arterial, aumento da gordura corporal, dislipidemia, hiperhomocisteinemia,
niveis de produtos da glicoxidacdo avancada (PAG) e EO (36). A idade
avangada e o maior numero de co-morbidades em pacientes com DRCT
aumentam o impacto da DCV nesta populacéao (36).

Os niveis de marcadores inflamatérios encontram-se elevados em
ambos os sexos (37, 38), porém, ha evidéncias de que a terapia hormonal pos-
menopausa possa modular a resposta inflamatoria aguda, quando avaliada
através da PCR e moléculas de adesao (39). No estudo de Stenvinkel et al
(40), mulheres recebendo reposi¢cao hormonal com estrégenos apresentaram
melhor evolugdo clinica que os homens com perfil semelhante de marcadores
inflamatdrios. Estes autores assinalam que os horménios femininos podem ter
um efeito cardioprotetor que limita o efeito da inflamacdo sobre a lesao
vascular progressiva.

O aumento na quantidade de gordura corporal € uma causa de elevacgao
nos niveis de IL-6, pois a producao desta interleucina também ocorre no tecido
adiposo (41). A obesidade € comumente associada com resisténcia a insulina,
e existe uma correlagao inversa entre a sensibilidade a insulina e os niveis de
IL-6 (42). Fleischmann et al (43) demonstraram que o0 excesso de peso se
associou com melhor sobrevida em pacientes norte-americanos. No entanto,
Stenvinkel et al (40) ndo observaram diferengcas ao comparar pacientes renais
crénicos em diferentes estratos de indice de massa corporal.

A funcao renal residual € outro fator que modifica o perfil inflamatorio, e
ha evidéncias que sugerem sua participagdo neste processo. Nakanishi et al
(44) verificaram que a perda de funcdo renal associa-se com a elevagdo nos
niveis de marcadores inflamatérios. Dados recentes demonstram que grande
parte (entre 30 e 70%) dos pacientes portadores de DRC em fase pré-dialitica
(45) e em hemodialise (HD) (6, 46-49) apresentam um estado de inflamacgao
crbnica, evidenciado principalmente por niveis elevados de proteina C-reativa
(PCR). O estudo de Panichi et al (50) demonstrou que em 25% de 102
pacientes em pré-didlise havia elevagdao da PCR acima de 5mg/L. Quando
estratificados de acordo com o nivel de funcdo renal, mais da metade dos
pacientes com clearance de creatinina (CICr) inferior a 20ml/min apresentavam

PCR maior que 5mg/L, o que ocorreu com apenas 10% daqueles com CICr
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superior a 20ml/min. Os mesmos autores verificaram que tanto os niveis de
PCR como os de IL-6 se relacionaram com a fungao renal em pacientes em
fase pre-dialitica (51). Os achados de outros autores sao similares, e
demonstram também que em pacientes em pré-didlise existe correlacio
positiva entre o CICr e os niveis de citocinas (52-56) e de seus receptores

soluveis (57).

2.1.1.2 Infecgdes cronicas e periodontais

Algumas infecgbes podem estar associadas com a aterosclerose. Netea
et al (58) demonstraram que componentes da Chlamydia pneumoniae
estimulam a producdo de IL-6, e este pode ser um dos mecanismos pelos
quais as infecgdes por este agente podem contribuir para a aterosclerose. Esta
hipétese é fundamentada também com o recente estudo de Stenvinkel et al
(59), no qual foi demonstrada a associagao entre evidéncias sorologicas de
infeccdo persistente por Chlamydia, aterosclerose de cardtidas e niveis
elevados de IL-6 em pacientes com DRCT.

A doencga periodontal, altamente prevalente em nosso meio mesmo em
individuos sem doenga renal (60), € outra fonte de inflamagéo crénica, e ja foi
demonstrado que pacientes em HD com niveis mais elevados de anticorpos
contra patégenos comuns na doenga periodontal, apresentam elevagbes na
PCR (61).

2.1.1.3 Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina € uma condigao associada a aterosclerose e que
também apresenta alta prevaléncia em pacientes portadores de DRC (62).
Estudos com grupos de pacientes com DRC demonstram correlagdo entre
resisténcia insulinica e niveis elevados de PCR (63-65), de forma que a
inflamac&o pode ser parte da sindrome de resisténcia a insulina (66). Uma

explicagédo para este fato € que resisténcia a insulina aumente a expressao de
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PCR por antagonizar no figado os efeitos fisioldgicos da insulina na resposta

de fase aguda (67).

2.1.2 Infamacéao associada a fatores relacionados a dialise

Varios autores encontraram niveis mais elevados de IL-6 em pacientes
com DRCT em didlise do que em pacientes pré-didlise (68, 69), ao contrario de
Herbelin et al (70). Isto sugere que o procedimento de didlise per se induz a
uma reacao inflamatéria aguda e a producao de IL-6. Takahashi et al (71)
demonstraram que tanto a HD como a didlise peritoneal (DP) geram um
aumento nos niveis de IL-6 no plasma. Varios fatores relacionados a dialise
podem contribuir para o potencial inflamatério da HD, como o uso de
membranas bioincompativeis (57), uso de dialisato nao estéril (72) e a

retrofiltracéo (73).

2.1.2.1 Dialise e qualidade do dialisato

A exposigcdo do sangue dos pacientes em HD a membrana de didlise
causa ativacdo das células mononucleares e estimula a inflamagcdo (26).
Membranas de celulose, menos biocompativeis, ativam os linfocitos e o
sistema complemento, porém mesmo membranas biocompativeis podem ativar
a resposta inflamatoria durante a HD. Honkanen et al (74) detectaram aumento
dos niveis circulantes de interleucina-13 (IL-1B) e outros marcadores
inflamatorios de fase aguda durante a dialise utilizando diferentes tipos de
membranas de celulose, acetato de celulose e polimetilmetacrilato. Estes
resultados sugerem que, independentemente do tipo de membrana utilizada, o
procedimento dialitico € uma fonte potencial de inflamacdo nos pacientes
urémicos.

A qualidade da agua usada na HD também é capaz de estimular a
inflamacé&o nestes pacientes. O uso de solugdes ndo estéreis e a passagem de
lipopolissacarides bacterianos através da membrana dialitica podem propiciar o

desencadeamento do processo inflamatério (75). Também tem sido relatada a
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reducdo na producdo de citocinas plasmaticas com o uso de agua livre de
endotoxinas, obtida por filtracdo do liquido de dialise (75). Este fato sugere que
a ativacdo monocitaria pode ser desencadeada por endotoxinas que estejam
no dialisato ou que atravessem a membrana de didlise em direcdo aquele
compartimento (76). Porém, a inflamacéo esta presente mesmo na DP, onde
nao existe a exposicdo do sangue a membranas sintéticas (57). Yeun et al (77)
verificaram que pacientes em DP apresentavam processo inflamatorio mais
acentuado quando comparados a pacientes em HD. Na verdade, alguns fatores
especificos da DP tais como a exposicdo da membrana peritoneal a
substancias presentes no liquido de dialise ndo estéril e o proprio acesso
transperitoneal para a dialise sdo potenciais fontes de estimulo a inflamagéo
(78).

2.2 MARCADORES DE INFLAMAGCAO NA DRC

A resposta de fase aguda compreende as respostas bioquimicas e
fisiologicas inespecificas ao dano tecidual, infecgdo, inflamagcdo e neoplasia
(79). Em particular, a sintese de determinadas proteinas é rapidamente
ativada, principalmente nos hepatécitos, sob a agdo de uma cascata de
citocinas que se originam no local da agresséo, incluindo a interleucina-1 (IL-1),
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) (79). A IL-6 € a
principal indutora do gen da PCR, porém, a IL-1, os glicocorticdides e os
produtos originarios da ativagdo do complemento agem sinergicamente com a
IL-6 na geragao de PCR (80).

Aléem da PCR e da IL-6, outras proteinas de fase aguda estédo
diretamente associadas com a doenga vascular, como o fibrinogénio (81), a
lipoproteina-a (82), moléculas soluveis de adesao a célula vascular (VCAM-1) e

de moléculas soluveis de adesao intercelular (ICAM-1) (83, 84).

2.2.1 Proteina C-reativa (PCR)

A PCR, assim chamada por sua capacidade em precipitar um
polissacarideo-C do Streptococcus pneumoniae (79), foi a primeira proteina de

fase aguda a ser descrita, e tornou-se um importante e sensivel marcador
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sisttmico de inflamacdo e dano tecidual (85). Faz parte da familia das
pentraxinas, assim chamadas devido a conformacdo de sua molécula, que
possui 5 cadeias idénticas de polipeptideos dispostas em configuragao anular
(86). Uma das principais fungdes da PCR é o reconhecimento e mediagdo da
eliminagado, por meio do sistema complemento e fagdcitos (87, 88), de
patdogenos e células danificadas do préprio hospedeiro, incluindo antigenos
nucleares e a fosfocolina oxidada presente na LDL e em membranas de células
apoptéticas (86). Seus efeitos fisiopatoldgicos possivelmente sdo mediados por
suas ligagbes com aquelas substancias (79). A PCR é de grande interesse na
compreensao e terapéutica da doencga cardiovascular, ndo sé por sua utilidade
como marcadora de inflamagdo. A PCR apresenta propriedades pro-
inflamatorias por ligar-se seletivamente a LDL, especialmente a LDL oxidada,
encontrada nas placas ateromatosas (89, 90), e também exerce suas
propriedades inflamatérias no interior das placas, através da ativacdo do
sistema complemento (91), contribuindo para a patogénese, progressao e
complicagbes dos ateromas (79). O fato de que os niveis de PCR elevam-se
apos o infarto agudo do miocardio e durante a angina instavel reforca a
hipétese de que o processo inflamatério € um fator patogénico relevante na
formagdo da placa aterosclerética (92). Em 1985 Viaicu et al (93)
demonstraram a presenca de PCR no interior da camada intima arterial de
aorta aterosclerética. Em 1998, Torzewski et al (90), investigando lesdes
aterosclerdticas coronarianas, notaram que a maioria das células espumosas
subendoteliais apresentavam a presenga de PCR, além de fragbes do
complemento, como C5b-9.

A disponibilidade comercial de testes de alta sensibilidade para a PCR,
permitiu a realizacdo de inumeros estudos que demonstraram uma relacao
preditiva consistente entre niveis elevados de PCR e eventos aterotromboticos
(38, 94-97). Porém, a elevagdo da PCR pode também refletir inflamagéo em
qualquer parte do organismo, aguda ou crdnica, indice de massa corporal
elevado (a PCR pode ser produzida pelos adipdcitos), resisténcia a insulina e
sindrome pluri-metabdlica (64, 98). Por este motivo, seus resultados devem ser
avaliados com cuidado. Até recentemente os valores maximos de referéncia

para a PCR eram estabelecidos entre 5-10 mg/L, porém a partir de 2003 a
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Associacao Americana de Cardiologia recomendou que o nivel de corte da
PCR para analise de DCV seja 3,0 mg/L (99).

Em qualquer uma das modalidades dialiticas, grande parte dos
pacientes apresentam evidéncias de ativacao da resposta inflamatéria. Um fato
interessante a se notar € que o padrao da resposta inflamatéria em pacientes
em HD, avaliado pela PCR, pode se modificar ao longo do tempo, conforme
demonstrado por Kaysen et al (100) e Nascimento et al (101). A relagéo entre a
variabilidade da resposta inflamatéria aguda nos pacientes em HD e a
presenca de doenca vascular permanece obscura. Muitas possibilidades tém
sido aventadas, porém até o momento, de forma especulativa. Nao se sabe,
por exemplo, se a inflamagao que ocorre por um curto espaco de tempo pode
resultar em eventos cardiovasculares. A inflamacdo claramente altera a
composicao protéica plasmatica e as estruturas protéicas e lipoprotéicas
também sao afetadas pelo processo inflamatério (89, 90). Nao existe relagao
temporal imediata entre o0 desencadeamento destas alteragbes e o
desenvolvimento de doenca oclusiva aterosclerdtica, e pode ocorrer a
perpetuacdo do processo de agressdo vascular pelos mondcitos, que
contribuem para o aumento crénico dos niveis das proteinas de fase aguda e a

partir dai estabelecendo-se um ciclo vicioso (102).

2.2.2 Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 pertence a uma familia de citocinas polipeptidicas de 20 kD que
sao secretadas por diferentes células, incluindo os fibroblastos, adipdcitos,
monocitos e células endoteliais. Enquanto a maioria das outras citocinas
exerce suas funcdes através de mecanismos paracrinos ou autocrinos, os
principais efeitos da IL-6 sdo consequéncia de sua concentragao na circulagao,
e podem ser realizados em locais distantes de sua origem (103). A IL-6 é uma
citocina pro-inflamatéria e estimula a produgédo de PCR (104). Esta citocina
reflete a ativagdo monocitaria, processo que €& parte do descontrole
imunoldgico préprio da uremia, que se desenvolve precocemente na DRC e
piora progressivamente com o declinio da fungao renal (53). Os niveis de IL-6
estdo aumentados em pacientes em pré-didlise e dialise, comparados aos
individuos normais (55, 105-110).
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A importancia da participacdo da IL-6 no processo aterosclerético foi
evidenciada no estudo recente de Huber et al (111), que demonstrou
exacerbacdo da aterosclerose em camundongos deficientes em
apolipoproteina-E (apo-E) ap6s a administragdo de IL-6. Outros estudos
demonstram os efeitos pro-aterogénicos da IL-6. Pigott et al (112) evidenciaram
que os niveis de IL-6 estimulam a producao de ICAM, que sdo mediadoras da
adesividade e migracédo de leucécitos através da superficie endotelial. A IL-6
também contribui para o desenvolvimento da aterosclerose através de
mecanismos metabdlicos, endoteliais e pro-coagulantes (103). A IL-6 inibe a
producao da lipase de lipoproteinas nos adipdcitos (113), mediando o
aparecimento de dislipidemia (114). O estudo de Elhage et al (115), que
demonstrou um aumento na expressao de IL-6 em placas ateroscleréticas em
estagio fibroso reforga o conceito de que a IL-6 ndo € apenas um marcador de
aterosclerose, mas que esta diretamente envolvida em seu processo. Além
disso, um estudo clinico de Stenvinkel et al demonstrou que os niveis de IL-6
estavam independentemente associados com aterosclerose progressiva de

carotidas em pacientes em HD (59).

2.2.3 Marcadores inflamatoérios e mortalidade na DRC

Inflamagéo crénica, evidenciada por niveis elevados de reagentes de
fase aguda tais como a PCR, tem sido demonstrada como caracteristica
comum e também previsora de prognostico e DCV em pacientes portadores de
DRC (34). Ha varios estudos evidenciando que niveis elevados de PCR sé&o
preditores de mortalidade geral e CV em pacientes em HD (6, 48, 116, 117).
Dados do estudo de Modificagcdo da Dieta em Doenga Renal (MDRD) (118)
mostram que o risco de DCV foi 1,7 vezes maior em pacientes com DRC que
apresentavam PCR elevada.

Em seu estudo preliminar, Bergstrom et al (117) foram os primeiros
autores a demonstrar que a PCR foi forte preditora de morte em pacientes em
HD, e a PCR parecia ser um preditor independente de mortalidade mesmo
apos o ajuste para outras variaveis. Owen e Lowrie (46) ndo encontraram
relacdo entre niveis de PCR e o risco de morte. Ikizler et al (119)

demonstraram que entre os pacientes que apresentavam os niveis mais baixos
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de PCR, a taxa de hospitalizagcdes era bem mais baixa que a de pacientes com
niveis elevados de PCR.

Zimmermann et al (6) demonstraram que a mortalidade geral e
cardiovascular foi mais elevada em pacientes com niveis mais altos de PCR.
Além disso, verificaram que pacientes no quartii mais elevado de PCR
apresentavam mortalidade 5,5 vezes maior que os pacientes do quartil mais
baixo. Iseki et al (116) demonstraram pior sobrevida em pacientes com PCR
elevada (sobrevida em 5 anos de 44%) comparados aos pacientes com PCR
normal (sobrevida de 82,5%) no seguimento de 7 anos de 163 pacientes em
HD. Yeun et al (48) identificaram a PCR como sendo o preditor mais forte de
mortalidade geral e cardiovascular em 91 pacientes em HD acompanhados por
34 meses. Naquele estudo, os pacientes com PCR no quartil mais elevado
apresentavam a menor sobrevida.

Apesar de ser evidente que citocinas proé e antiinflamatdrias, assim como
receptores soluveis de citocinas sejam responsaveis pela resposta inflamatoria
(120), os dados disponiveis sugerem que a IL-6 exerce um papel central nestes
eventos. Como a sintese hepatica de PCR esta sob a regulagéo da IL-6, ndo é
surpreendente o fato de que a atividade desta citocina também esteja supra-
regulada em pacientes portadores de DRC em dialise (68, 70, 121). Ha
evidéncias de que a elevagdo do nivel de outros marcadores inflamatorios,
como a IL-6 (IL-6) apresenta correlagdo com a diminuigdo da fungao renal
residual (44, 50). Porém, os niveis destes marcadores também podem sofrer a
influéncia de fatores individuais, como por exemplo, a presenca de obstrugao
de enxertos vasculares (122) e o proprio processo aterosclerotico (123).
Porém, apesar de que a maioria dos pacientes com DRT tem niveis elevados
de IL-6, niveis normais ou mesmo reduzidos desta interleucina podem ser
encontrados em pacientes em dialise, sugerindo que fatores genéticos possam
ter alguma importancia (124). Estudos recentes sugerem que certos
polimorfismos genéticos relacionados a IL-6 podem estar associados com
niveis mais baixos de IL-6 em individuos saudaveis (125).

Apods o primeiro relato de Bergstrom et al (117) de uma associagao entre
PCR elevada e progndstico, varios outros grupos tém relatado evidéncias
semelhantes em pacientes em HD (6) e DP (126). Em vista da forte associagéo

entre PCR e IL-6, ndo é surpreendente que niveis elevados de IL-6 sejam
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previsdes de morbidade (127) e mortalidade (128) cardiovascular em pacientes
nao renais. Um estudo de Bidloga et al (129) demonstrou que niveis elevados
de IL-6 sdo previsbes de progndstico também em pacientes em dialise. Da
mesma forma, Kim mel et al (121) demonstraram que niveis mais elevados de
citocinas pro-inflamatérias como a IL-6 sdo associados com mortalidade,
enquanto as citocinas relacionadas a uma melhora na fungao das células T
estdo associadas com uma melhor sobrevida.

A IL-6 tem um papel fundamental na inflamag¢ao, sendo o mais potente
indutor da resposta de fase aguda no figado. Os modelos desta resposta sdo a
PCR e a albumina, e ambas sao importantes previsora de mortalidade em
pacientes com DRCT em DP (126) e HD (6). No estudo de Bidloga et al (129)
com 90 pacientes acompanhados por cerca de 2 anos, os niveis de IL-6 foram
mais elevados no grupo de pacientes desnutridos, e a correlagdo negativa
entre os niveis de IL-6 e colesterol total e HDL colesterol aponta para uma
conexao causal entre inflamagao e estado nutricional na DRCT. A IL-6 foi a
mais forte previsora de morte. A mortalidade foi mais baixa nos pacientes com
niveis mais baixos de I|L-6, apds correcdo para os outros correlatos de
mortalidade (idade, IMC e nivel de albumina). As taxas ajustadas de
mortalidade anual para pacientes no tercil mais elevado e mais baixo de IL-6
foram de 58% e 33%, respectivamente, e em pacientes em HD a IL-6 foi
previsora de mortalidade (129).

A IL-6 também foi previsora de mortalidade em individuos com fungéao
renal normal, conforme demonstrado por Ridker et al (127). Pecoits et al (130)
demonstraram que em pacientes que estao iniciando dialise, maior mortalidade
€ verificada entre os individuos que apresentam niveis mais elevados de IL-6 e
de seu receptor soluvel (rslL-6). O rslL-6 surge da clivagem do receptor de IL-6
de membrana, e € um importante regulador da atividade da IL-6, pois liga-se a
IL-6 na circulagdo, estendendo a atividade do complexo IL-6/rsIL-6 para os
orgaos que contém o sitio de ligagdo gp130, como o coragéo, rins, figado e
cérebro (131). Aparentemente o rslL-6 € uma importante via de sinalizagéo
envolvida na transigdo entre as fases aguda e crbnica da resposta inflamatéria
(120, 132).
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3. ESTRESSE OXIDATIVO

Estresse oxidativo € definido como o dano tecidual provocado pelo
desequilibrio entre a quantidade de agentes pro-oxidantes e a capacidade de
defesa anti-oxidante do individuo (133). A formagao de compostos oxidantes é
de importancia fisiolégica no processo de inflamagdo e reparo tecidual.
Representa uma forma de mecanismo de defesa contra microorganismos
invasores e ceélulas malignas, assim como de cicatrizagdo e remodelagcéo dos
tecidos. Porém, em algumas doengas, como a insuficiéncia renal cronica, pode
ocorrer ativacdo impropria e crénica do mecanismo oxidativo, resultando em
dano e morte celular (134). Em condi¢des normais os oxidantes sdo contidos
por um elaborado sistema antioxidante constituido de numerosas enzimas de
origem endogena, bem como por compostos oriundos da dieta que formam um
sistema protetor contra a toxicidade mediada pelas espécies reativas de
oxigénio (ERO) (135-137).

A cadeia respiratéria mitocondrial € a principal fonte celular de oxidantes
no organismo. Os oxidantes mitocondriais podem exercer efeitos deletérios, e
acredita-se que contribuam para o envelhecimento celular e doencas
degenerativas. O sistema de producdo de oxidantes pelos macrofagos é
baseado na indugdo da produgdo de ERO através da reducdo do oxigénio
molecular (O;): apds a exposigdo ao estimulo apropriado, tanto os neutréfilos
polimorfonucleares (PMN) como os mondécitos-macréfagos sao ativados e
aumentam seu consumo de O, (o chamado “burst” de oxigénio) (135). O
sistema  enzimatico  nicotinamida-adenina  dinucleotidio-fosfato-oxidase
(NADPH-oxidase), que esta ligado as membranas celulares, reduz o O, para
anion superoxido (O2’), que € muito instavel e, assim que é formado, é

convertido em peroéxido de hidrogénio (H205).

SOD
J
0'2+O_2'|‘2H+ — H0,+05

As ERO incluem principalmente dois compostos: o anion O, e o radical

hidroxila (OH"), ambos caracterizados por apresentarem um unico elétron nao
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pareado. Da reacdo quimica acima €& possivel observar que pela acao da
superoéxido-dismutase (SOD) as ERO podem ser convertidas a H,O», e este é
por sua vez convertido em agua pela catalase ou pela glutationa-peroxidase
(GSH-peroxidase) (137). O H20, ndo é um radical livre, mas na auséncia de
catalase ou na presenca de um potencial doador de elétrons (ion ferroso (Fe**)
e cobre (Cu®")) é convertido a radical OH", que é a ERO de maior poder
citotoxico (108).Tanto o O2" quanto o H,O, s&o precursores para a produgao de
oxidantes mais poderosos. O Oy interage com o ON para formar espécies
altamente reativas de nitrogénio (estresse nitrosativo), enquanto o H,O, reage
com o ferro intracelular para formar radicais OH", que estdo implicados na
degradacgédo da membrana lipidica celular, agregagao protéica e dano ao acido
desoxirribonucléico (DNA) (135). Além disto, o H,O; é o substrato para a MPO
para a producédo de oxidantes clorados. Na presenga de anion cloreto (CI’), a
mieloperoxidase (MPO) converte o H;O, em acido hipocloroso (OCI),
composto capaz de oxidar um grande numero de moléculas como os lipidios,
proteoglicanos intracelulares e os grupos tiol das proteinas de membrana
(estresse clorativo). Também pode reagir com aminas enddgenas (R-NH;) para
produzir cloraminas (RNH-CI) (135). As ERO séao liberadas juntamente com
citocinas pro-inflamatérias, que por sua vez amplificam a geracao de oxidantes
(138).

O EO que decorre da produgao excessiva de radicais livres de oxigénio
ou niveis baixos de antioxidantes tem sido considerado um importante fator de
desenvolvimento da disfungao endotelial e aterogénese (139). Radicais livres
estdo envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose por gerar LDL-ox, que
através de varios mecanismos danificam a parede vascular e causam lesdes
ateroscleroticas.

Hoje parece ser claro que o EO originado pela formacao de ERO a partir
de leucécitos e de reagdes inflamatorias, pode causar danos ao DNA celular, a

respiragdo mitocondrial e ao parénquima de érgaos (108).

3.1 ESTRESSE OXIDATIVO NA DRC

Em pacientes em pré-didlise e em diadlise foram relatados niveis

elevados de marcadores de EO e niveis reduzidos de anti-oxidantes (108, 109,
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140-142). O estresse oxidativo € comum em todas as fases da DRC e em
dialise a perda de antioxidantes durante o tratamento dialitico, como as
vitaminas C e E, pode agravar o processo (143). Dando suporte a esta
hipotese, um estudo com uso de capilares recobertos com vitamina E durante 3
meses, mostrou ndo sé um aumento nos niveis plasmaticos de vitamina E, mas
também elevacao na HDL e redugao da LDL, apontando para beneficios com o

tratamento antioxidante nesta populagéo (144).

3.1.1 Estresse oxidativo e ferro parenteral

Mesmo algumas formas de tratamento que sdo essenciais aos pacientes
portadores de DRCT em didlise podem vir a determinar aumento no processo
de estresse oxidativo. Um exemplo disso é a utilizacao de ferro parenteral, em
complementacdo a administracdo de eritropoietina. Evidéncias recentes
sugerem que a administracdo parenteral de ferro induz a produgédo de
oxidantes, através do aumento na peroxidacao lipidica tanto no plasma como
nas paredes vasculares (145). Drueke et al (145) demonstraram uma estreita
correlagdo entre produtos avangados de oxidagao de proteinas (PAOP) e a
dose anual de ferro. Adicionalmente, o aumento do estoque de ferro corporal
se relaciona a uma deficiéncia de licopeno, que é um anti-oxidante (146).

Sob a influéncia do EO, através do anion O, produzido pelos mondcitos
e PMN, o ferro livre é convertido em seu ion férrico (Fe**). Tanto o ferro livre
como o ion férrico podem converter o H,O, em outro potente oxidante, que € o
radical OH(147, 148).

3.1.2 Estresse oxidativo e hepatite C

Qualquer infecgao viral, bacteriana ou fungica pode causar EO (149,
150). Uma infecgdo de alta prevaléncia em pacientes em HD no Brasil é a
hepatite C (HCV), e cerca de 30-65% dos pacientes apresentam evidéncias
soroldgicas de infecgdo pelo HCV, conforme a regido do pais (151). Na

verdade, esta prevaléncia pode ser bem maior, pois a maioria dos estudos
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baseia-se em diagndsticos soroldgicos e ndao na identificagcdo de particulas
virais.

Com a infecgdo pelo HCV, é ativada a resposta inflamatdria do
hospedeiro, que através das linfocinas como o TNF-a, gera grandes
quantidades de ERO na tentativa de eliminar o agente invasor. As ERO
produzidas na hepatite crénica podem provocar lesdo tecidual, evidenciada
pelo aumento na produgdo de marcadores de dano ao DNA (como a 8-
hidroxidoxiguanosina, a 8-OHDG) (136), oxidacdo lipidica e protéica e
perturbagdo da producdo de glutationa (GSH) (152). O dano celular resultante
pode estar relacionado com a fibrose e o céncer hepaticos (153).

As infecgdes virais também podem contribuir para o inicio do processo
aterosclerotico. Ishizaka et al (154) verificaram que a presenca do HCV foi
relacionada a um aumento da prevaléncia de placas aterosclerdticas e
espessamento da intima arterial, sendo que este fator de risco foi independente
de qualquer outro relacionado ao desenvolvimento de aterosclerose. Por outro
lado, Kiechl et al (155) ndo confirmaram estes achados, ndo encontrando
associagao significativa entre hepatite crénica e o desenvolvimento de novas

placas aterosclerdticas.

3.2 MECANISMOS DE DEFESA ANTI-OXIDANTE

Para evitar os efeitos prejudiciais dos ERO, sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos estdo presentes e neutralizam os radicais livres.
A SOD acelera a taxa de conversao do O, para H,O, como a primeira linha de
defesa anti-oxidante. A catalase reduz o H,O, para agua. A GSH-peroxidase
contendo selénio (GSH-Px) reduz todos os peroxidos lipidicos organicos e
necessita de GSH como doador de hidrogénio (156). O mais ativo anti-oxidante
€ representado pela propria GSH, que é um “scavenger” de H,O, e OH e
oxidantes clorados. A vitamina E protege a membrana celular da peroxidagéo
lipidica através da formacido de um radical tocoferoxil de baixa reatividade. A
vitamina C faz o “scavenging” direto do O," e OH'. As proteinas inflamatérias,

tais como a ferritina, transferrina e até mesmo a albumina, exercem um efeito

25



anti-oxidante nao enzimatico através da captagcdo de ions metalicos de
transicao (156).

Na DRC, o equilibrio entre a capacidade pro-oxidante e anti-oxidante
estd desviado na diregdo do aumento de estresse oxidativo (EO). Varias
deficiéncias de diversos componentes dos mecanismos de defesa anti-oxidante
tém sido demonstradas, incluindo niveis reduzidos de vitamina C
(primariamente pela restricdo dietética de frutas e vegetais frescos para evitar
hipercalemia, e perda da vitamina durante a dialise), redugdo nos niveis
intracelulares de vitamina E, redugcdo nas concentracbes de selénio e
deficiéncia no sistema de “scavenging” pela GSH (138, 156). Ao mesmo tempo,
a atividade pré-oxidante esta aumentada. Fatores que contribuem para o
aumento da atividade oxidante incluem caracteristicas da populagdo de
portadores de DRC, como idade avancada e diabetes, a uremia per se,
inflamacéao cronica e fatores associados a terapia renal substitutiva (TRS). A
HD pode induzir episoédios repetitivos de EO, primariamente pela bio-
compatibilidade de membranas e exposi¢cao a endotoxinas (157, 158). Apesar
de estas alteragdes ocorrerem nos pacientes na fase pré-dialise, sdo mais
pronunciadas nos pacientes que estdo em dialise. Além do mais, existe certa
controvérsia se o inicio da HD melhora ou acelera o processo do EO.

Devido a desproporgédo entre os sistemas pr6 e anti-oxidantes, os
indicadores de EO estdo aumentados nos pacientes com DRC. Durante a HD,
ja foi demonstrado haver um aumento direto nas ERO (158). Os neutrdfilos de
pacientes urémicos demonstram produgao exagerada de ERO em resposta aos
estimulos ativadores. Os niveis sanguineos de varios produtos de oxidag&o
protéica e lipidica estdo aumentados em pacientes com DRC.

A medida da reserva anti-oxidante total de um individuo portador de
DRC seria util, mas, em contraste com outras doencas, a determinacédo desta
capacidade ndo se mostrou um parametro relevante na insuficiéncia renal

cronica (159).

3.3 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E SOBREVIDA

Os oxidantes sdo compostos altamente reativos que possuem meia vida

de apenas alguns segundos. Por este motivo, sua determinagdo in vivo é
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geralmente impossivel. Porém, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos, apos
serem modificados pelos ERO, tém meias-vidas que variam de horas a
semanas, os que os torna marcadores ideais do estresse oxidante (160).

Durante a peroxidacido lipidica, formam-se produtos relativamente
estaveis (como o malondialdeido (MDA)), que podem avaliar o ataque aos
fosfolipidios da membrana celular. Também podem ser usados como
marcadores do dano oxidativo os anticorpos dirigidos contra as LDL-ox e
produtos avancados da oxidacao lipidica (ALEs) (156).

As proteinas sao alvos preferenciais no dano oxidativo, levando a
formagdo de produtos de “cross-linking” e agregagcdo, que podem ser
resistentes a protedlise. Entretanto, apenas recentemente Witko-Sarsat et al
(161) caracterizaram os chamados produtos avancados da oxidagao protéica
(PAOPs). Os PAOPs estdo intimamente ligados aos marcadores de ativacéo
monocitaria e se correlacionam positivamente com os niveis dos PAG,
principalmente a pentosidina, A existéncia desta forte relacdo entre PAOPs e
PAGs levou ao surgimento do conceito de estresse carbonil, onde a oxidagao
age juntamente com a glicagao na formagao dos PAGs (156).

Finalmente, os compostos oxidantes podem interagir com os acidos
nucléicos e contribuir para a mutagénese e a oncogénese. O dano oxidativo
aos acidos nucléicos dos leucocitos foi recentemente descrito em insuficiéncia
renal crbnica (162), através da determinagcdo do conteudo de 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina (8-OHDG) por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC).

3.3.1 Produtos avangados da oxidagéo protéica (PAOPs)

Modificagdes bioquimicas e estruturais de proteinas e aminoacidos,
induzidas pelo dano oxidativo podem levar a alteragdes funcionais, com perda
de suas propriedades metabdlicas, enzimaticas ou imunolégicas (163). Além
disto, graus variados de oxidagao de proteinas podem induzir a uma facilitagéo
de seu catabolismo ou produzir compostos insoluveis que resistem a protedlise
(163).
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Os PAOPs podem ser detectados em pacientes em pré-didlise e
pacientes em TRS com HD, o que leva a crer que a uremia per se € um
importante fator determinante em sua formacao (161).

Alguns estudos tém evidenciado associagdo de doenga cardiovascular
com inflamagéo e niveis de marcadores de EO em pacientes com DRC (108,
109, 161, 164, 165). Entretanto, a maioria dos estudos foram transversais e
nao puderam estabelecer associagbes entre estes marcadores e eventos
cardiovasculares em pacientes pré-didlise. Descamps-Latscha et al (166)
publicaram um estudo em 2005 em que PCR e PAOPs foram fatores
previsores independentes de eventos cardiovasculares ateroscleréticos
oclusivos incidentes em pacientes na fase pré-dialitica, concluindo que a
dosagem destes marcadores seria utii como parte do rastreamento de
pacientes portadores de DRC em risco para o desenvolvimento de DCV.
Drueke et al (145) observaram uma relagdo entre os niveis de PAOPs e a
espessura da camada intima-média de cardtidas de pacientes em dialise.
Witko-Sarsat et al (167) demonstraram que os niveis de PAOPs ndo so
refletem a gravidade do EO, mas também agem como mediadores da

inflamacgao, através do desencadeamento da ativacdo de mondcitos.

3.3.2 Produtos avangados da glicoxidagao (PAGs)

Os PAGs sao formados pela redugdo nédo enzimatica ou glicoxidagao de
carboidratos ou outros compostos que contém grupos amino de proteinas
(135). Estes produtos se acumulam no plasma lentamente durante o processo
de envelhecimento e em algumas doengas degenerativas, e acentuadamente
em pacientes diabéticos e com DRC (141). Os PAGs mais claramente
identificados sdo a pentosidina e a Ne-carboximetil-lisina (CML). Estas
substancias reagem diretamente com receptores especificos que induzem a
sintese intracelular de radicais livres e citocinas pré-inflamatérias, que por sua
vez aceleram a inflamacéo crénica (141, 168). Os rins sdo responsaveis pela
eliminagcdo dos PAGs, e o acumulo destas substincias na DRC tem sido
atribuido a perda progressiva de fungao renal. Makita et al (169) descreveram

niveis bastante elevados de peptideos modificados por PAGs em pacientes
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com DRC. Por outro lado, o aumento da producao devido ao EO aumentado e
acumulo de precursores reativos também parecem estar implicados (141, 170).

A elevada concentracdo de pentosidina na DRC ¢é totalmente
independente da elevagéo dos niveis de glicose (169, 171). Especula-se que a
perda de funcdo renal n&o seria a Unica causa do acumulo destas substancias,
e que elas também seriam geradas na presenca de EO (141). Uma vez que a
pentosidina e outros PAGs acumulam-se na DRC, sugeriu-se que os PAGs
possam contribuir para as complica¢gdes a longo prazo da DRC, tais como a
aterosclerose e a amiloidose relacionada a dialise. Os PAGs podem contribuir
para a aterosclerose acelerada que se desenvolve na diabete e na DRC, e o
sistema cardiovascular poderia ser um alvo potencial para o acumulo destas
substancias (172). Miyata et al (173) recentemente demonstraram que a
pentosidina, bem como os PAGs estdo presentes na neointima de artérias
carétidas ateroscleréticas. Por outro lado, outros autores (174) néo
encontraram nenhuma relagcdo entre pentosidina e espessamento da intima
arterial em lesdes aterosclerdticas em pacientes em HD. Confirmando estes
achados, Schwedler et al (175) recentemente relataram que altos niveis de
CML nao foram associados a uma piora da sobrevida nos pacientes em HD.
Eles promovem o influxo de células mononucleares e estimulam a proliferacéo
celular (176, 177). PAGs ligados ao colageno dentro de lesdes ateroscleroticas
ligam-se as proteinas do plasma, interagem com receptores de macréfagos
para induzir a liberacdo de citocinas e fatores de crescimento, e reduzirem a
atividade do 6xido nitrico (ON) (178). Também ha evidéncias de que os PAGs
modificam a LDL, tornando-a menos capaz de ser eliminada (174). No entanto,
apesar de Zoccali et al (174) terem verificado correlagdo entre a pentosidina e
alteragdes na geometria e espessura da parede cardiaca, nao houve
correlagdo com a espessura da intima-média ou com o numero de placas
ateroscleroticas. Além disso, Suliman et al (179) demonstraram que apesar de
o conteudo elevado de pentosidina estar significativamente associado com
inflamacédo e desnutricdo, ndo houve correlagdo com o prognéstico dos
pacientes nem foram verificadas diferencas nos niveis de pentosidina entre os
pacientes com ou sem DRC.

As (glicotoxinas dietéticas também podem contribuir para os niveis

elevados de PAGs em DRC, e pode ser sugerido que a baixa ingestao dietética
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e a desnutricdo pudessem em parte explicar as relacbes paradoxais entre

PAGs e a evolugao dos pacientes (180).

3.3.3 Homocisteina

A homocisteina (Hci) € um aminoacido que contém enxofre e tem sido
relacionado a aterosclerose prematura e DCV (181). A hiperhomocisteinemia
esta presente desde fases precoces da DRC, e na DRCT cerca de 90% dos
pacientes apresentam elevagdo em seus niveis (182-184). Os mecanismos
para a elevagao nos niveis de Hci ndo estédo totalmente esclarecidos, pois os
rins sao responsaveis por apenas 1% de sua eliminagdo. Outras causas
incluem a inibicdo de seu metabolismo por outras toxinas urémicas e
alteracbes em seu metabolismo, devido a deficiéncia de vitaminas B6, B12 e
folato principalmente (185). Ja foi também descrita uma mutagdo genética na
enzima metiltetrahidrofolato-redutase (MTHFR), que agrava a
hiperhomocisteinemia em pacientes com DRCT (186). Estudos recentes
também demonstraram que pacientes desnutridos apresentam niveis mais
baixos de Hci quando comparados a pacientes bem nutridos (182, 183, 187).

A Hci ndo é propriamente um marcador de EO, porém pode causar
disfungdo endotelial através da indugdo de EO (188, 189). Os resultados de
estudos que avaliaram a Hci como fator de risco independente para
aterosclerose sao controversos. Ha estudos que demonstraram que 0s niveis
de Hci em pacientes com DCV podem ser similares, mais elevados ou mais
baixos que os de pacientes n&o portadores de DCV (190). Alguns destes
resultados paradoxais podem ser explicados pela epidemiologia reversa, como

sera discutido na secao 9.

4. DESNUTRICAO EM PACIENTES PORTADORES DE DRC
A desnutricdo € uma caracteristica comum nos pacientes com DRC, e

sua prevaléncia aumenta de 36% na fase pré-dialitica para cerca de 44% na
fase dialitica (20, 191). Em HD sua prevaléncia esta em torno de 10-70% (192).
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Dois tipos de desnutricdio podem estar presentes em pacientes
portadores de DRC (193). O primeiro tipo & relacionado a baixa ingestao
protéico-calorica, geralmente ndo se acompanha de co-morbidades, e a
albumina sérica (Alb-S) pode estar normal ou levemente diminuida. O segundo
tipo de desnutricido esta associado com inflamacao, aterosclerose e DCV. Na
verdade, estes dois tipos de desnutricdo estdo frequentemente combinados na
pratica médica.

A avaliagdo nutricional da populacdo urémica pode ser realizada por
métodos simples e de baixo custo, como por exemplo a avaliagdo subjetiva
global (ASG), que utiliza dados da histéria clinica e exame fisico (194). Outros
métodos objetivos podem ser empregados, como por exemplo, avaliagdo do
peso, altura e pregas cuténeas e taxa de aparecimento de nitrogénio uréico
(192).

O estudo MDRD (195) demonstrou que ocorre piora do estado
nutricional a medida que ocorre redugao na taxa de filtracdo glomerular (TFG),
principalmente até atingir 60 ml/min.

Na HD, muitos fatores tém sido relacionados com o desenvolvimento de
desnutricdo. A interagcado entre o sangue e as membranas de celulose provoca
um maior catabolismo protéico (57), pela ativagado do sistema complemento e
liberagéo das citocinas proé-inflamatérias (TNF-a e IL-1) (196). O catabolismo
muscular também estd aumentado pela presenca de outras circunstancias
préprias do paciente urémico, como a acidose metabdlica, resisténcia insulinica
e hiperparatireoidismo secundario (197-199). Outros fatores importantes a
serem considerados incluem a redugcdo na ingestao protéica (atribuida a
anorexia, nauseas e vOmitos causados pela sindrome urémica), dialise
inadequada e doengas crdnicas concomitantes, como a insuficiéncia cardiaca

congestiva (200).

5. SINDROME DIA E MORTALIDADE NA DRC

Ao estudarem pacientes em fase pré-didlise, Stenvinkel et al (191)
observaram que 44% eram malnutridos, 32% tinham sinais de inflamacao e

que em 72% pdde-se verificar a presenga de placas em carétidas. Caravaca et
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al (201) analisaram 201 pacientes pré-didlise e verificaram 36% deles
apresentavam sinais de desnutricdo. O estudo CANUSA (estudo Canada-EUA)
(20) evidenciou que na fase pré dialitica metade dos pacientes ja apresentam
algum sinal de desnutricdo, e quando em didlise, 51% dos pacientes
apresentavam sinais de desnutricdo, sendo considerada grave em 4% deles.

A prevaléncia da sindrome DIA (desnutricdo, inflamacao e aterosclerose)
€ elevada em pacientes em dialise. Qureshi et al (6) demonstraram que a
prevaléncia de desnutricdo em pacientes em HD foi de 65%, e nos casos de
mortalidade de origem cardiovascular (52%), evidéncias de atividade
inflamatodria estiveram presentes em 55% dos casos. Enquanto nos
sobreviventes a desnutricdo estava presente em 40%, nos pacientes que
evoluiram para o6bito, sua prevaléncia foi de 80%. Zimmerman et al (202)
estudaram 280 pacientes em HD e verificaram que a PCR estava elevada em
46% desta populagdo na auséncia de infecgdo clinica aparente, e que a
mortalidade por doenga cardiovascular foi significativamente mais elevada nos
pacientes com hipoalbuminemia, principalmente naqueles com niveis elevados
de PCR. Os mesmos autores recentemente descreveram que ao final de 4
anos de acompanhamento, a mortalidade anual foi de 11%, comprovando a
observacao inicial de que a alta taxa de mortalidade correlaciona-se com
elevagbes séricas da PCR (48). Yeun et al (119) também demonstraram uma
forte correlacao entre a presenca de inflamacgao, avaliada pela medida da PCR,
e a mortalidade cardiovascular de pacientes em HD. Constatou-se neste
estudo que pacientes que apresentaram menor sobrevida foram aqueles cujos
niveis de PCR encontravam-se mais elevados. Outro achado destes autores foi
que a maior causa de mortalidade neste mesmo grupo (41,5%) foi de origem
cardiovascular. Ikizler et al (100) acompanharam a sobrevida de 73 pacientes
em HD durante 15 meses, e concluiram que o risco de hospitalizagao foi maior
no grupo de pacientes com PCR elevada. Da mesma forma, Kaysen et al, (129)
em um estudo longitudinal estabeleceram que os valores da PCR podem variar
ao longo do tempo, levando a crer que a resposta inflamatéria se da de forma
intermitente e que os niveis de albumina sérica sao influenciados diretamente
pela presenca de inflamagéo. Finalmente, além da PCR, Bologa et al (203)

correlacionaram outros marcadores inflamatoérios, como o TNF-o. e a IL-6 com o
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grau de hipoalbuminemia e constataram que a IL-6 foi o mais significativo fator
de risco de mortalidade.

Em pacientes asiaticos, a prevaléncia de desnutricdo e inflamacao é
menor que em outros continentes, apesar de a principal causa de mortalidade
nestes pacientes também ser de origem cardiovascular (126). Noh et al (116)
verificaram que, entre 106 pacientes, somente 12% apresentavam sinais de
inflamacédo e 30,8% estavam desnutridos. Ainda assim, apesar de a
prevaléncia de inflamagao ser baixa naqueles pacientes, a PCR mostrou-se um
fator independente de mortalidade. Em outro estudo asiatico, Iseki et al (204-
208) analisaram 163 pacientes em HD e observaram que a prevaléncia de
inflamacéo foi de 27% e que 55% dos obitos foram de origem cardiovascular.
Talvez a presenca de influéncias genéticas, diferengcas dietéticas e socio-
econdmicas possam modificar a sindrome DIA nesta populagdo, explicando
assim a menor prevaléncia de inflamacido embora com a mesma prevaléncia
de DCV.

A hipoalbuminemia é um dos mais consistentes preditores de
mortalidade em pacientes com DRCT (209). A hipoalbuminemia é geralmente
interpretada como marcador de desnutricdo, particularmente calorico-protéica,
mas os niveis de albumina sérica (Alb-S) podem também estar reduzidos
devido a perdas que ocorrem durante a HD, ou como parte de uma reacao de
fase aguda a uma inflamagdo aguda ou crénica (129). As contribuigcdes da
desnutricado e perdas externas a hipoalbuminemia estdo bem documentadas,
mas a contribuicado de mediadores inflamatdrios € menos conhecida (210).

A IL-6 é produzida por diversos tipos de células, e em resposta a uma
variedade de estimulos (74), tais como a uremia, isquemia, EO e em resposta
ao TNF-a e IL-1. No figado, a IL-6 induz a formagdo de proteinas de fase
aguda positiva (SAA, PCR e glicoproteina acida a-1) (211) e suprime a sintese
de proteinas de fase aguda negativa, incluindo a albumina e transferrina. A
injecdo endovenosa de IL-6 reduz os niveis de albumina, e animais com
tumores produtores de IL-6 apresentam uma supra-regulagdo da via de
protedlise mediada pela ubiquitina-proteosome, resultando numa sindrome de

intensa degradagcédo muscular (135).
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6. ASSOCIACAO ENTRE INFLAMACAO E ESTRESSE OXIDATIVO

Como o EO e a inflamacédo séo caracteristicas comuns na DRC, tem
sido considerada a possibilidade de haver uma associacdo entre eles na
disfungao endotelial e a aterogénese, contribuindo para um risco aumentado de
DCV (108). Por outro lado, o EO pode também estimular a resposta
inflamataoria. Alguns estudos clinicos sugerem que o EO e a inflamacgao estejam
ligados na DRC. Nguyen-Khoa et al (212) sugeriram que a presengca de
inflamacao e o tempo em dialise fossem importantes determinantes do EO em
HD. Mezzano et al (109) encontraram correlagcao positiva significativa entre as
proteinas de fase aguda e marcadores de EO.

No estudo CRIB (Chronic Renal Impairment in Birmingham), foi
encontrada associagcao entre inflamacao, disfuncdo endotelial e ativacao
plaquetaria mesmo em pacientes com disfungdo renal moderada. Em um
estudo semelhante, Oberg et al (213) demonstraram que multiplos marcadores
de EO e inflamacédo estdo elevados em pacientes com DRC estagio 3-5
comparados a individuos normais. Os niveis de PCR e IL-6 estavam
significativamente mais elevados em pacientes com DRC comparados a
pacientes com funcéo renal normal no relato de Shlipak et al (55, 212, 214,
215) do estudo CHS (Cardiovascular Health Study). Outros investigadores
demonstraram que pacientes com DRC apresentam evidéncias de EO
aumentado, incluindo aumento na peroxidagao lipidica e PAOPs (216). Entéao,
esta se tornando claro que existe uma elevada prevaléncia de EO e inflamacéao
associados com a progressao da doencga renal (6, 34, 48, 59, 119, 121, 129,
130, 217-219).

Ha evidéncias de que as elevagdes dos niveis de PCR e de citocinas
pré-inflamatérias (especialmente a IL-6), estdo entre os previsores mais
poderosos de subsequente morbidade e mortalidade em pacientes urémicos
(108, 214, 218, 220). Alguns estudos recentes tém demonstrado associagéo
direta entre os niveis de marcadores de inflamacédo e EO, sugerindo uma
ligacao sinergistica e bidirecional de inflamagao e EO (221, 222).

O EO pode também contribuir para o risco de aterosclerose supra-
regulando a produgdo de citocinas inflamatdrias, tais como a IL-6 e proteinas

de fase aguda como a PCR, através da ativagao do fator de transcrigdo nuclear
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kB (NF-xB). O NF-xB é um fator de rapida resposta envolvido em reagdes
inflamatdrias, que exerce suas fungdes através da expressao de citocinas e
moléculas de adesédo celular (223). O NF-xB ativado ja foi identificado in situ
em placas aterosclerdticas humanas, mas esta praticamente ausente em vasos
sem lesdes aterosclerdticas (224). A ativagdo do NF-xB é controlada pelo
estado de oxidagao-redugao (redox) da célula e a formagdo intracelular de
ERO parece ser uma etapa comum a todas as vias de sinalizacdo que levam a
ativagcao do NF-xB (225). A ativacdo do NF-kB leva a sintese de IL-13, TNF-q,
IL-6 e PCR.

O endotélio vascular tem uma importante participacédo na regulagado do
tbnus arterial, agregacgao local de plaquetas, e inflamagao vascular, em parte
através da liberacdo de ON (216). O ON derivado do endotélio tem potentes
propriedades anti-aterogénicas através da inibicdo das plaquetas, prevencao
da proliferacdo de musculo liso, e reducdo da expressdao de moléculas de
adesao endotelial (226, 227). Em estados de EO aumentado, o anion Oy
produzido pela via da NADPH-oxidase reage extremamente rapido com o ON,
resultando em perda da bioatividade do ON. A relagdo proxima entre EO
aumentado, inativacdo do ON e eventos CV subsequentes foi recentemente
avaliada (228). Em conjunto, estas observagdes sugerem que o EO, liberagéo
de citocinas e inflamacado estdo ligados causal e sinergisticamente a
patogénese da aterosclerose e DCV.

Além do papel do EO e inflamacé&o na patogénese da aterosclerose,
dados recentes sugerem que estes desarranjos metabdlicos também
contribuem para a patogénese da ICC (229, 230). Estudos demonstram que a
sobrecarga crénica de volume aumenta o EO (231-233). Numerosos
biomarcadores do EO estdo elevados em pacientes com ICC, mesmo na
auséncia de aterosclerose coronariana (234).

Em pacientes urémicos, o EO e a inflamagao estao ligados através da
enzima MPO. Neutréfilos e mondcitos geram O,, e sua dismutagdo produz
H20- e a liberagéo simultdanea da enzima MPO pelo heme (235). A MPO € uma
das mais abundantes enzimas nos fagocitos, e tem a propriedade de converter

o cloreto na presencga de H,O,em OCI".
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MPO
\!
H,O, + CI' —» H,O + HOCI

A MPO pode modular diretamente as respostas inflamatorias vasculares,
funcionando como uma oxido-nitrico oxidase vascular, e regulando assim a
disponibilidade de ON (216). Como a MPO é liberada durante a inflamacgéo
aguda, a lesdo oxidativa e a regulagdo do ON induzidas pela MPO indicam
uma ligacdo entre os mecanismos de EO, inflamagao e disfungdo endotelial
(236).

Ja foi demonstrado que a MPO ativa pode ser liberada durante a HD
(237). A ativacdo dos PMNs é uma caracteristica bem reconhecida dos
pacientes em dialise, que pode representar uma importante via de dano tissular
e oxidagao da LDL in vivo. A secrecao aumentada de MPO poderia contribuir
para a DCV através da promocao de disfungdo endotelial por atenuar o
relaxamento da musculatura lisa vascular promovida pelo ON (238). Tomadas
em conjunto, a ativagdo dos PMNSs e secre¢ao da MPO podem ser o importante
elo entre inflamacdo, EO e disfungcdo endotelial na DRC. Esta hipotese é
sustentada por um estudo recente, que demonstrou que elevagao na contagem
leucocitaria e nos niveis de MPO estdo associados com a presenca de doenca
DAC em um grupo de individuos sem doenca renal (239). Além disso, um
estudo recente demonstrou que uma variante funcional do gene funcional da

MPO esta associada com DCV em pacientes com DRC (36).

7. INFLAMACAO E ESTRESSE OXIDATIVO NA DISFUNCAO ENDOTELIAL

Estudos recentes demonstram que a aterosclerose precoce esta
associada a disfungdo endotelial, que pode ser mais prevalente naquelas
situagcbes associadas a inflamacao e desnutricdo. O processo inflamatdrio é
associado a reducdo na biodisponibilidade de ON, e a disfungcdo endotelial
resultante parece ser um dos elos entre a inflamacdo e a doencga
cardiovascular (240). Em DRC ja foi demonstrada a correlagdo entre
marcadores de disfungdo endotelial e inflamagédo sistémica (241, 242). Em

animais, a injegdo de IL-1B e TNF-a causam disfuncdo endotelial,
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espessamento da camada intima e vasoespasmo (243). Além disso, a infusédo
de citocinas causa modificagdo na capacidade de relaxamento vascular (244).
A inflamagao também pode interferir com a fungéo do endotélio, modificando a
expressao de ICAM-1 e VCAM, ativando a ligagdo de mondcitos ao endotélio.
Em pacientes portadores de DRC, tanto na fase pré-dialise como na fase
dialitica, ja foram descritas elevacbes nas concentracdes de moléculas de
adesédo, sendo que duas das principais causas para estes achados seriam a
reducdo na excrec¢ao renal daquelas substancias (245, 246), e o aumento da
expressao e sintese das moléculas de adesdo decorrentes do estimulo pelas
citocinas inflamatérias (247). A disfuncdo endotelial avaliada pelas moléculas
de adesado parece ser uma importante via a ser considerada no processo
aterogénico e suas consequéncias, e Stenvinkel et al demonstraram que as
ICAM sao preditoras independentes de mortalidade em pacientes em dialise
(247).

8. INFLAMACAO, DOENCA CARDIOVASCULAR E POLIMORFISMOS
GENETICOS

Estudos recentes demonstram que fatores genéticos, tais como
polimorfismos de nucleotideos do DNA, podem influenciar significativamente a
resposta imune, niveis de marcadores inflamatérios e a prevaléncia de
aterosclerose na DRC (1). Fatores étnicos, sociais e ambientais explicam
parcialmente a grande variabilidade na incidéncia e prevaléncia da DCV na
DRC, mas evidéncias recentes demonstram que ha também a influéncia de
diferentes padrbes de susceptibilidade genética. Recentemente, foram
descritos certos polimorfismos de nucleotideos isolados, que podem influenciar
o fendtipo e evolugéo neste grupo de pacientes, por exemplo por polimorfismos
no gen da IL-6, que modulam os niveis de IL-6 (248), e polimorfismos na
enzima conversora de angiotensina, angiotensinogénio, apo-E, TGF-1, MPO e
fetuina A (248).
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9. EPIDEMIOLOGIA REVERSA

Um grande numero de estudos tem demonstrado que, além dos PAGs,
outros fatores de risco, tais como a hiperhomocisteinemia, obesidade e
hipertensdo arterial paradoxalmente parecem estar associados com melhor
sobrevida em pacientes com DRC (12). Cheung et al (249) demonstraram que,
enquanto fatores tradicionais de risco tais como diabetes e tabagismo estavam
associados com DCV, nem o colesterol total tampouco a pressao arterial
sistolica estavam associados a DAC. De modo semelhante, varios estudos
demonstram que niveis reduzidos de colesterol e Hci estdo associados com
aumento da mortalidade. Em 1990, Lowrie et al (250) analisaram 12.000
pacientes prevalentes em HD e verificaram que o colesterol estava
inversamente associado com uma redug¢do na sobrevida. Um recente estudo
de Iseki et al (251) confirmou estes achados em um grande grupo de pacientes
em HD acompanhados por mais de 10 anos, e demonstraram que os pacientes
com hipocolesterolemia e PCR elevada tém uma pior sobrevida.

Na populagao geral, a Hci total foi estabelecida como um novo fator de
risco para morbidade e mortalidade CV (182, 252). Entretanto, como alguns
autores demonstraram (36), sdo os niveis reduzidos de Hci, e ndo os elevados,
que se associam a DCV e mortalidade na DRC. Como a Hci esta ligada a
albumina, pode se sugerir que a desnutricdo ou a inflamagao possam contribuir
para as relagdes paradoxais entre a Hci e a evolugcdo dos pacientes. A
obesidade, que também é um fator de risco bem estabelecido para DCV e
morte prematura na populagdo geral, pode ser protetora para pacientes com
DRC terminal (253). Lowrie et al (254-256) verificaram em 43.334 pacientes em
HD, que a sobrevida foi maior em pacientes com indice de massa corpoéreo
mais elevado.

As aparentemente contraditérias observagdes nos pacientes com DRC,
em contraste com a reconhecida associacdo entre hipercolesterolemia,
hipertensdo, obesidade e pior evolugdo na populagcdo geral representam a
chamada epidemiologia reversa (6, 193, 257). A explicagdo para este
fendbmeno poderia estar relacionada a presenca da sindrome DIA e seu
impacto na evolugao dos pacientes portadores de DRCT. Como a ativagao de

citocinas inflamatérias como a IL-6 e o TNF-a pode suprimir o apetite, causar
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protedlise muscular e hipoalbuminemia e pode estar envolvida nos processos
que levam a aterosclerose (um dos mecanismos para o desenvolvimento de
DCV e desnutrigdo em pacientes em dialise pode ser a ativagao de citocinas

associada a causas relacionadas ou ndo a dialise).

10. CONCLUSAO

A doencga cardiovascular permanece como a maior causa de mortalidade
entre os pacientes portadores de DRC. Além disso, o impacto da DCV
aterosclerotica € agravado nesta populagao, pela presenca de fatores que
exacerbam seus mecanismos fisiopatogénicos, através da inflamacéo e EO,
aumentados nos pacientes urémicos. Estes fatores se interrelacionam de
maneira complexa, gerando a permanéncia de mecanismos que mantém um
estado de agressao ao sistema cardiovascular e culminam com DCV acelerada
e suas complicagdes. As caracteristicas da populacédo de renais crdénicos, com
idade avancada e suas varias comorbidades associadas, e a participacado de
fatores inerentes a diadlise ou seu tratamento também afetam a evolucdo da
inflamacao e EO.

E praticamente impossivel estudar a aterosclerose nos pacientes
urémicos sem abordar a sindrome de desnutrigao, inflamacgao e aterosclerose e
sua estreita ligagdo com o EO. Em nosso pais n&o existem até o momento,
trabalhos avaliando a interacado e o impacto destes diferentes componentes do
processo aterosclerético. Aléem disso, seria de grande utilidade um estudo que
demonstrasse evidéncias que permitissem a definicdo de um marcador mais
fidedigno na classificagdo de pacientes urémicos em risco para complicagoes
de DCV. A comparacgao entre os marcadores inflamatorios, como a PCR e a IL-
6, e marcadores do EO, como os PAOPs ou PAGs, na previsdao de mortalidade
de pacientes renais cronicos talvez permita estabelecer um novo parametro a

ser utilizado na pratica nefrologica.
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HIPOTESE

Os niveis de marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo se

associam a mortalidade em pacientes em hemodialise crénica.

OBJETIVOS

1. OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar o impacto dos niveis de marcadores inflamatdrios e de estresse

oxidativo na mortalidade de pacientes em hemodialise crénica.

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.1 Estudar os marcadores de inflamacao e estresse oxidativo numa populagéo

em hemodialise crénica na Regido Sul do Brasil.

2.2 Verificar as correlagdes entre marcadores inflamatorios e de estresse

oxidativo em pacientes em hemodialise crbnica.
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Resumo

Introducdo: Os marcadores inflamatérios tém impacto prognéstico na evolugao
clinica de pacientes em hemodialise cronica (HD), no entanto a possivel
influéncia dos marcadores de estresse oxidativo (EO) na sobrevida destes
pacientes ainda nao foi claramente estabelecida.

Métodos: Para estudar o impacto de niveis basais de marcadores inflamatérios
(PCR de alta sensibilidade (PCR-as), interleucina-6 (IL-6) e albumina sérica
(Alb-S)) e marcadores de EO (produtos avangados da oxidagdo protéica
(PAOP), pentosidina, homocisteina (Hci)), na sobrevida de pacientes em HD,
avaliamos prospectivamente 114 pacientes (45 % homens, 47+13 anos, 11 %
diabéticos, 50,4 meses em HD, ao longo de 24,9 meses. O estado nutricional
foi verificado pela avaliagdo subjetiva global (ASG) e os pacientes foram
alocados em tercis, de acordo com os niveis de marcadores inflamatorios e de
EO. A mortalidade durante o seguimento foi analisada com as curvas de
Kaplan Meier, utilizando a mortalidade por todas as causas como desfecho.
Além disto, a analise de risco proporcional de Cox foi utilizada para identificar
preditores independentes de mortalidade.

Resultados: A mortalidade global foi de 23% e a principal causa de 6bito foi
doenca cardiovascular (44%), seguida por infecgéo (33%). Os niveis basais de
Alb-S (mg/dL), PCR-as (mg/L), IL-6(pg/mL), PAOP (umol/L), pentosidina
(pmol/mg) e Hci (umol/L) foram: 3,5+0,3; 3,5(0,2-62,7); 4,2(0,9-19,6); 221(85-
1023); 949(131-2330) e 23,2(7,7-57), respectivamente. Foram encontradas
correlagdes significativas entre IL-6 e idade (Rho=0,38; p<0,01), IL-6 e PCR-as
(Rho=0,48;p<0,01), IL-6 e Alb-S (Rho=-0,25;p<0,01), PCR-as e Alb-S (Rho=-
0,21; p<0,05). Na analise de Kaplan-Meier, a taxa de sobrevida esteve
significativamente reduzida nos pacientes que se encontravam no tercil mais
elevado de IL-6 (IL-6>7 pg/mL) (qui-quadrado 12,63; p<0,01). Nao houve
correlagdes significativas entre os marcadores inflamatérios e de EO. Além
disto, a analise de Cox demonstrou que somente o sexo masculino, hepatite C,
PCR-as, Alb-S e IL-6 foram independentemente associados com a mortalidade.
Concluséao: Os marcadores inflamatérios, mas nido os de EO, foram melhores

preditores de mortalidade nesta populacao de pacientes em HD.
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Titulo de cabecalho: Impacto progndstico de marcadores inflamatérios e de

estresse oxidativo em pacientes em HD crénica.
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Introducao

A doenca cardiovascular permanece como a principal causa de
mortalidade em pacientes com DRC (1). Estudos epidemiolégicos em pacientes
nao renais tém demonstrado que até mesmo discretas elevagdes nos niveis de
PCR sao preditores do desenvolvimento de doenga cardiovascular (DCV) (2,
3). Ja estda bem estabelecido que pacientes com DRC apresentam altas
concentragbes de PCR (4, 5) e de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6 (6-
8). Tem sido extensamente demonstrado que na populagédo urémica a PCR é
um forte preditor de mortalidade por doenga cardiovascular (9, 10). Além disto,
o impacto de outros marcadores inflamatorios como a interleucina-6 (IL-6) na
mortalidade desta populagao, tem sido relatado (6, 7).

Em pacientes urémicos existe um aumento da carga oxidativa,
evidenciada pelas altas concentragdes de multiplos marcadores bioldgicos de
estresse oxidativo (EO) (11-13). Estes marcadores podem ativar os fagdcitos,
desencadeando entdo a lesdo tecidual vascular e perpetuando um ciclo de
inflamacdo e de EO. Estas condicbes poderiam contribuir para a alta
prevaléncia de DCV na uremia (11-13). Além disto, os niveis de marcadores de
EO tais como a beta-2 micro-globulina, produtos da glicagado avangada (PGA),
cisteina, homocisteina (Hci) e produtos da oxidagdo protéica avancada
(PAOP), encontram-se elevados nestes pacientes, e todas estas substancias
sdo marcadoras de injuria oxidativa (14). Entretanto, nao foi ainda elucidado o
possivel impacto destes marcadores de EO na sobrevida de pacientes em
dialise.

Neste estudo, uma coorte de 114 pacientes em hemodialise crénica foi
acompanhada com o objetivo de avaliar o impacto prognéstico, na sobrevida
dos pacientes, dos marcadores inflamatérios (PCR-as e IL-6) e de estresse

oxidativo (PAOP, pentosidina e Hci).

Pacientes e Métodos

Um total de 350 pacientes em HD em trés centros de didlise na cidade
de Curitiba (Parana — Brasil) foi inicialmente selecionado para o estudo. O

principal critério para inclusao foi estar em tratamento com HD ha pelo menos 6

67



meses. Pacientes com doenga inflamatéria crénica (por exemplo, doengas
reumaticas), infeccdo ativa nas ultimas 8 semanas, presenca de hepatite B e
historico de abuso de alcool foram excluidos do estudo. Apds as exclusoes,
Cento e quatorze pacientes (52 homens; média de idade de 47 + 15 anos)
constituiram a coorte em estudo. As causas de insuficiéncia renal foram as
seguintes: glomerulonefrite crénica (n=52; 47%), nefrosclerose hipertensiva
(n=34; 30%); nefropatia diabética (n=13; 11%), e outras causas (n=15; 13%).
Todos o0s pacientes eram hemodialisados 3 vezes por semana com
membranas de celulose modificada (acetato de celulose) e utilizavam
medicamentos habitualmente prescritos em HD, tais como antihipertensivos,
sacarato de ferro, eritropoietina, vitamina D e quelantes de fésforo. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Evangélico de
Curitiba.

Métodos Laboratoriais

Amostras de sangue venoso dos pacientes em HD foram colhidas pela
manha, apds jejum de 12 horas, antes de uma sesséo de didlise de meio de
semana. Apos a coleta, o sangue total foi centrifugado a 3.000 rpm durante 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e armazenado a -
80°C até a andlise. A inflamagéo foi avaliada pela medida da PCR de alta
sensibilidade (PCR-as, método nefelométrico) e IL-6 (medida por imunoensaio
enzimatico, ELISA, Ortho, Raritan, NJ, EUA). Para avaliar o EO, foram dosados
os produtos da oxidacdo protéica avancada (PAOP), pentosidina e Hci,
conforme previamente descrito (15, 16). Uma vez que a pentosidina plasmatica
encontra-se presente principalmente sob a forma ligada a proteina e a
pentosidina livre corresponde a apenas 3-4% da pentosidina circulante total, as
concentracdes de pentosidina em pmol/L foram entéo corrigidas pela albumina

sérica e expressas em pmol por mg de albumina.

Avaliagao nutricional

A ASG foi utilizada para avaliar o estado nutricional basal. A ASG inclui
seis parametros subjetivos: trés baseados no histérico de perda de peso,

ocorréncia de anorexia e vomitos, e trés baseados na classificagdo feita por
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nutricionista quanto ao estado de consumo muscular, presenca de edema e
perda de gordura subcutdnea. Com base nestes critérios, cada paciente
recebeu uma classificagado que refletiu seu estado nutricional, como se segue:
A= estado nutricional normal; B= desnutricio leve a moderada e C=
desnutricdo grave (17). A ASG basal foi realizada pela mesma nutricionista em

todos os pacientes, no inicio do periodo de acompanhamento clinico.

Seguimento clinico

Apos a investigagdo basal, os pacientes foram acompanhados
prospectivamente pelos 24,9 meses subsequentes para determinar sua
evolucao clinica, e divididos em tercis de acordo com os niveis plasmaticos de:
PCR-as, IL-6, pentosidina, PAOP e Hci. A sobrevida foi registrada do final do
periodo pré-basal de colegdo de amostras (Marco de 2002 a Maio de 2004), até

a ocorréncia de morte ou censura por transplante renal (n=8).

Analise estatistica

Os dados estdo descritos como médias £+ DP e medianas e intervalos.
Comparacdes entre dois grupos foram realizadas usando o teste t de Student
para variaveis de distribuicdo normal, e o teste U de Mann-Whitney foi usado
para variaveis de distribuicdo ndo normal. Comparagdes entre trés grupos
foram realizadas usando o teste ANOVA. As varidveis categoricas foram
analisadas em tabelas de contingéncia. Para variaveis de distribuicdo nao-
normal, as correlagdes foram feitas com o teste de correlagdo de Spearman. O
teste de Kaplan-Meier foi usado para a analise da sobrevida. A analise de risco

proporcional de Cox foi usada para determinar preditores independentes de
sobrevida. Valor de p, menor que 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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Resultados
Dados clinicos

Os dados clinicos e concentragbes de PCR, IL-6, PAOP, pentosidina e
Hci encontram-se resumidos na Tabela 1. Desnutrigdo (ASG classe B ou C)
esteve presente em 62 (54%) pacientes dos 114 individuos investigados; 57
(50%) pacientes eram levemente desnutridos e 5 (4%) estavam gravemente
desnutridos. A sorologia para virus C foi positiva em 60 pacientes (52%). Os
niveis basais (média + DP e mediana e intervalos) de Alb-S (mg/dl), PCR-as
(mg/L), IL-6(pg/mL), PAOP (umol/L), pentosidina/alb (pmol/mg) e Hci (umol/L)
foram: 3,5+0,4, 3,4(0,2-62,7), 4,2(0,9-19,6), 221(85-1023), 949(131-2330),
23,3(7,7-57), respectivamente. Correlagdes significativas foram encontradas
entre |IL-6 e idade (Rho=0,39; p<0,001), IL-6 e PCR-as (Rho=0,48;p<0,001), IL-
6 e S-Alb (Rho=-0,26;p<0,01), PCR-as e Alb-S(Rho=-0,25:p<0,01). Por outro
lado, ndo encontramos correlagao significativa entre marcadores inflamatérios
(PCR e IL-6) e marcadores de EO (PAOP, pentosidina e Hci). Como esperado,
os pacientes desnutridos apresentavam niveis significativamente mais baixos
de Alb-S (mg/L) (36(28-45) vs. 35(23-44); p<0,05) comparados aos pacientes
bem nutridos. Por outro lado, os pacientes desnutridos n&o diferiram
significativamente dos bem nutridos com relacdo a uma variedade de
marcadores de EO e de inflamagao, incluindo os PAOP, pentosidina, Hci, PCR-
as e IL-6 (Tabela 2).

Andlise da Sobrevida

Durante o seguimento houve 26 6bitos. As causas de 6bito foram DCV
(52%), infecgéo (30%) ou outras causas (18%). A analise de Kaplan-Meier para
a populagdo total (Figura 1) demonstrou que a taxa de sobrevida foi
significativamente diferente entre os grupos, de acordo com o tercil de IL-6 (A)
(qui-quadrado=12,63, p=0,001). Por outro lado, a taxa de sobrevida nao diferiu
significativamente de acordo com os tercis de PCR (B) (qui-quadrado=0,66,
p=0,71), pentosidina/albumina (C) (qui-quadrado=1,24, p=0,53), PAOP (D) (qui-
quadrado=0,07, p=0,96) e Hci (E) (qui-quadrado=0,53, p=0,76). A mortalidade

também foi mais elevada no grupo de pacientes com albumina inferior a 3,5

70



mg/L (E) (qui-quadrado=3,84, p=0,05). A analise de risco proporcional de Cox
foi aplicada para a populacao global do estudo para ajustes para idade, sexo,
tempo em didlise, ASG, hepatite C, diabetes, PCR, alb-S, PAOP, pentosidina e
Hci. A analise de Cox (Tabela 3) demonstrou que apenas o sexo masculino,
hepatite C, Alb-S, PCR e IL-6 foram independentemente associados com a
mortalidade. Os dados clinicos e laboratoriais dos sobreviventes e dos nao-
sobreviventes encontram-se resumidos na Tabela 4. Comparados aos
sobreviventes, os ndo sobreviventes apresentavam medianas mais elevadas
de IL-6 (9,7[2,4-17,9] pg/ml vs. 3,7 [0,9- 19,6] pg/ml, p<0,0001), prevaléncia
mais elevada de diabéticos (34% vs. 4,5%, p<0,001) e idade mais avangada
(49,5(25-89) vs. 37(16-74) anos respectivamente, p<0,0001). Comparando os
dois grupos nao houve diferenga significativa com relagdo ao sexo, desnutricdo
(avaliada pela ASG), PCR, Alb-S, pentosidina, PAOP e Hci.

Discussao

O principal achado do presente estudo foi uma maior mortalidade entre
os pacientes em HD com niveis mais elevados do marcador inflamatério IL-6,
comparados aos pacientes com niveis mais baixos desta interleucina. Em
comparagdo com os demais marcadores inflamatérios e de EO (PCR,
pentosidina, PAOPs e Hci), a IL-6 foi melhor preditora de mortalidade. Além
disto, mais da metade dos pacientes apresentavam desnutricdo (ASG B ou C),
e houve correlagdo entre marcadores inflamatérios e estado nutricional,
sugerindo que inflamagao foi um forte determinante do estado nutricional nesta
amostra (18-20). No presente estudo, 49% dos pacientes apresentavam niveis
elevados de PCR (PCR > 3,5 mg/L), confirmando que a DRC esta associada a
um estado inflamatério. Mesmo em pacientes portadores de virus C, nos quais
a producdo de IL-6 e PCR poderia estar reduzida, os niveis destes dois
marcadores foram elevados, afastando um eventual fator de confuséo (21).

De modo semelhante a outros trabalhos (22), encontramos elevagao nos
niveis de IL-6. Em pacientes em HD isto pode ocorrer em virtude de deficiéncia
na eliminacao renal de citocinas, aumento em sua producgao (23), presenca de

infeccdo sub-clinica (24), DAC estabelecida (25), insuficiéncia cardiaca (26) e
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obesidade (27). Conforme estudos prévios (28, 29), também encontramos uma
correlagdo entre niveis elevados de IL-6 e menor sobrevida, reforcando a
hipétese de que elevagdes na IL-6 sdo preditoras de mortalidade em pacientes
em HD. Observamos correlagdo entre a IL-6 e as proteinas da fase aguda
(PCR e albumina), o que poderia apontar para uma ligacdo causal entre a
inflamacao e o estado nutricional na DRC.

Apesar de ja ter sido previamente demonstrado que na DRC tanto a
PCR como a IL-6 sao fortes preditoras de morte, a IL-6 deve ser considerada
superior em termos prognosticos. Ela é sintetizada em uma etapa mais precoce
na cascata inflamatéria e apresenta menor variabilidade que a PCR, o que
possibilita o reconhecimento de pacientes em risco mesmo com a analise de
uma amostra isolada (6, 7, 30, 31). Outros autores ja evidenciaram que mesmo
quando comparada a PCR e a fetuina-A, a IL-6 demonstrou ser melhor
preditora de mortalidade (32), sendo mais confidvel em predizer desfechos
letais e possuir melhor poder discriminatério em relacdo a PCR (32). Apesar de
seu custo mais elevado, a dosagem de IL-6 deve ser considerada, pois pode
permitir a identificagdo antecipada de pacientes renais em risco (33, 34),
possibilitando medidas preventivas ou terapéuticas para reduzir as elevadas
morbidade e mortalidade presentes nestes grupos de pacientes.

A grande maioria dos pacientes com DRC tem niveis elevados de Hci
(35), o que foi confirmado em neste grupo. No entanto a associagao entre Hci e
DCV na DRC néao é muito clara. Ha estudos que demonstram impacto negativo
de niveis elevados de Hci (36), enquanto outros por sua vez evidenciam
influéncia deletéria de niveis reduzidos de Hci, agravando a aterosclerose na
DRC (37). No presente estudo néo identificamos impacto dos niveis de Hci na
sobrevida dos pacientes no periodo avaliado. Em nossos pacientes,
observamos que os pacientes com SGA compativel com melhor estado
nutricional apresentavam niveis mais elevados de Hci, e o impacto deste
achado talvez possa ser explicado através da epidemiologia reversa.

A pentosidina € um produto da glicagdo avangada (PGA) que se
acumula desde fases precoces da DRC (38) e pode contribuir para a
progressédo da aterosclerose através de varios mecanismos (13, 39-41).
Suliman et al (38) demonstraram que, apesar da associagado entre niveis

elevados de pentosidina e a sindrome de desnutrigdo, inflamacdo e
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aterosclerose, ndo ha correlagao entre os niveis deste PAG e mortalidade. Da
mesma forma, em nosso estudo ndo observamos influéncia negativa dos niveis
elevados de pentosidina na sobrevida dos pacientes.

O excesso de radicais livres na DRC também produz a oxidacdo de
diferentes compostos protéicos, principalmente a albumina, e a oxidacao
protéica contribui com o risco cardiovascular (38). Os chamados PAOP (42)
sao marcadores do EO e de complicagdes cardiovasculares em pacientes
urémicos (15) e também fatores de risco independentes para aterosclerose
(43). Um estudo recente demonstrou que pacientes que apresentavam niveis
mais elevados de PAOP apresentaram maior numero de complicacbes
cardiovasculares (44). Em nosso estudo, verificamos n&do haver impacto dos
niveis elevados destes marcadores na sobrevida dos pacientes. Como néao foi
medida a capacidade de defesa contra a lesdo oxidativa neste grupo de
pacientes portadores de DRC, é possivel que mecanismos anti-oxidantes
individuais tenham reduzido o impacto negativo do EO na sobrevida.

A indisponibilidade de uma avaliacdo cardiovascular completa no inicio
do estudo nao permitiu uma estratificagao preliminar de risco de DCV. Por esta
razao nao houve possibilidade de determinar se os niveis de IL-6 refletem
doengas pré-existentes ou se sido reais preditores do desenvolvimento de
doengas futuras. Entretanto, como o achado de que o valor prognéstico da IL-6
€ similar em pacientes com e sem DAC manifesta, poderiamos indiretamente
concluir que a IL-6 € uma ferramenta pré-clinica util para a previsdo de morte
de causa cardiovascular, e sempre que possivel, os niveis de IL-6 devem ser
medidos repetidamente ao longo do curso da DRC (31).

Em resumo, neste grupo de pacientes em tratamento dialitico crénico
com HD, apesar de a inflamagao e a desnutricido serem frequentes e terem
impacto importante na sobrevida, ndo se correlacionaram uma com a outra,
sugerindo que muitos de nossos pacientes apresentavam desnutrigdo n&o
associada com inflamagéo (17). Os pacientes com niveis mais elevados de IL-6
apresentaram maior mortalidade, e nao houve correlacdo entre a sobrevida e
os niveis de marcadores de EO. Desta forma, concluimos que mesmo uma
dosagem isolada do marcador inflamatério IL-6, apesar de seu maior custo,
possui grande valor no rastreamento de pacientes em HD em risco aumentado

para doenca cardiovascular, em comparacdo com a PCR, que necessitaria de
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dosagens perioddicas e apresentando ainda o risco de interferéncia de fatores
de confusado. Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais que focalizem a
utilizagcdo da IL-6 e outros novos marcadores no rastreamento da inflamacéo e

DCV nesta populacéo.
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e bioquimicas em 114 pacientes em HD

cronica.
Idade (anos)® 47 + 14
Sexo masculino (%) 45
Diabetes mellitus (%) 11
Tempo em HD (meses)® 50,4 (8,87-185,7)
Desnutricdo (ASG B e C) (%) 55
Alb-S (g/dL)° 3,54 (2,30-4,5)
PCR-as (mg/L)" 3,45 (0,2-62,7)
IL-6 (pg/mL)® 4,25 (0,91-19,6)
PAOP (umol/mL)P 221,7 (85,5-1023,2)
Hci (umol/L)° 23,28(7,7-57)
Pentosidina/Alb (umol/mg)® 949 (131-2330)

2 Valores expressos como média + DP; P Valores expressos como

mediana e limites.
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Tabela 2: Caracteristicas clinicas e bioquimicas de acordo com a ASG.

Bem nutridos Desnutridos Valor p
(n=50) (n=62)
Idade (anos)? 45+15 49+13 NS
Sexo masculino (%) 52 40 NS
Tempo em HD (meses) 55,4(13,2-138,7) 49,7(8,8-185,6) NS
Alb-S (g/dL) 3,6(2,8-4,5) 3,5(2,3-4,4) <0,05
PCR-as (mg/L)" 2,7(0,2 -62,7) 4,65(0,2-27,4) NS
IL-6 (pg/mL)° 4,0 (0,9-19) 4,9 (0,98-19) NS
Pentosidina/alb (pmol/mg)® 1042 (131-2303) 1001(257-2330) NS
PAOP (umol/L) 267(103-941) 258(85,5-1023) NS
Homocisteina (umol/L) 27,06(8,4-55,6) 25,13(7,7-57) NS

? Valores expressos como mediana + DP; ° Valores expressos como

mediana e limites.
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Tabela 3: Analise multivariada de risco proporcional de Cox de fatores

preditores de mortalidade.

Parametro Taxas de risco Valor p
ajustadas
(95% 1C)
Sexo (M vs. F) 1,89 (1,17-3,18) 0,009
HCV 2,38 (1,37-4,34) 0,0018
Alb-S<3,5¢g/dL @ 1,95 (1,21-3,30) 0,005
PCR >3,5mg/L @ 2,74 (1,53-5,18) 0,0005
IL-6 (pg/mL) 1,77 (0,84-3,92) 0,0001

2 Alb-S, PCR e IL-6 foram dosadas na fase basal.
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Tabela 4: Dados clinicos e laboratoriais basais em sobreviventes e nao

sobreviventes.
Parametro N&o sobreviventes Sobreviventes Valor p
(n=26) (n=88)

Idade (anos)?® 56(25-89) 44(16-74)) <0,0001
Sexo masculino (%) 50 44 NS
Tempo em HD (meses) @ 37,6(8,87-185,7)  55,4(11,5-151,6) NS
Desnutricao (%) (ASG) 69 51 NS
Diabetes (%) 34 4,5 <0,001
PCR-as (mg/L) ? 3,4(1,1-16,5) 3.45(0,2-62,7) NS
IL-6 (pg/mL) @ 9,7(2,5-17,9) 3,67(0,9-19,6) <0,0001
Alb-S (g/dL) ® 3,5(2,3-4,2) 3,6(2,8-4,5) NS
PAOP (umol/L)? 231,0(105,6-834,5) 217,3(85,5-1023) NS
Pentosidina/alb (pmol/mg)? 1012(630-2330) 949(131-2303) NS
Homocisteina (umol/L) ® 23,1(7,7-50,1) 23,3(10,6-57,1) NS

& Valores expressos como mediana e limites.
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Legendas para as figuras:
Figura 1: Curvas de sobrevida de acordo com os niveis (tercis) de marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo (A:IL-6; B: PCR; C: Pent; D:PAOP; E:

Hci).
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Figura 1: Curvas de sobrevida de acordo com os niveis (tercis) de marcadores

inflamatorios e de estresse oxidativo (A:IL-6; B: PCR; C: Pent; D:PAOP; E:

B (PCR)
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Abstract

Background: Inflammatory markers have an impact on the clinical outcome in
hemodialysis (HD) patients whereas a possible influence of oxidative stress
(OS) markers on survival has not been established in these patients.

Methods: To assess the impact on outcome of baseline inflammatory (high
sensitivity C-reactive protein (hsCRP) and IL-6) and OS markers (AOPP
(advanced oxidation protein products), pentosidine, homocysteine (Hcy)), we
prospectively evaluated 114 HD patients (45 % males, 47+13 years-old, 11 %
diabetics, 50,4 months on HD) during 24.9 months. The nutritional status was
evaluated by subjective global assessment and the patients were allocated into
tertiles, according to their levels of inflammatory and OS markers, and in two
groups, according to S-alb levels. Mortality during the follow up was analyzed
by Kaplan Meier curves using all-cause death as an end-point. Furthermore,
Cox proportional hazard analysis was used to identify independent predictors of
mortality.

Results: The overall mortality was 23% and the main causes of death were
cardiovascular disease (44%) followed by infection (33%). At baseline, S-Alb
(mg/dl), hsCRP(mg/L), IL-6(pg/ml), AOPP(umol/l), pentosidine (pmol/mg) and
Hcy (umoll/l) levels were: 3.5+0.3, 3.5(0.2-62.7), 4.2(0.9-19.6), 221(85-1023),
949(131-2330), 23.2(7.7-57), respectively. Significant correlations were found
between IL-6 and age (Rho=0.38;p<0.01), IL-6 and hsCRP (Rho=0.48;p<0.01),
IL-6 and S-Alb(Rho=-0.26;p<0.01), hsCRP and S-Alb(Rho=-0.22:p<0.05). In a
Kaplan Meier analysis, the survival rate was only significantly reduced in
patients in the highest tertile of IL-6 (IL-6>7pg/ml) (chi-square 12.63; p<0.01).
There were no significant correlations between inflammatory and OS markers.
Moreover, in Cox analysis only age, hsCRP, S-Alb and IL-6 were independently
associated with mortality.

Conclusion: Inflammatory markers, but not oxidative stress markers, were

better predictors of mortality in this cohort of HD patients
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Heading title: Prognostic impact of inflammatory and oxidative stress markers

in chronic HD patients.
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Introduction

Cardiovascular disease remains as the main cause of mortality in
patients with chronic kidney diseases (CKD) (1). Epidemiologic studies in non-
renal population have shown that even minor elevations in C-reactive protein
(CRP), predict the development of cardiovascular disease (CVD) (2, 3). It is
well known that CKD patients present high concentrations of inflammatory and
pro-inflammatory markers such as CRP (4, 5) and IL-6 (6, 7).In uremic
population it has been extensively demonstrated that CRP is a strong predictor
of cardiovascular mortality (8, 9). Furthermore, the role of other inflammatory
markers, as interleukin-6 (IL-6) in predicting mortality in this population has
been reported (6, 10).

There is an increased oxidative burden in uremic patients, as evidenced
by higher concentrations of multiple biomarkers of oxidative stress (OS) (11-
13). The activated phagocytes might induce oxidative stress and inflammation,
both conditions which could contribute to the high prevalence of CVD in uremia
(11-13). Moreover, in these patients, markers of oxidative stress such as beta-
2-microglobulin, advanced glycosylation end products (AGE), cysteine and
homocysteine (Hcy) and advanced oxidation protein products (AOPP), which
are substrates for oxidative injury (14), are increased. However, a possible
impact of these OS markers on survival in dialysis patients has been less
investigated.

In this study a cohort of 114 patients was followed-up to analyze the
prognostic impact on patient survival of inflammatory markers (high-sensitivity-
C-reactive protein (hs-CRP), interleukin-6 (IL-6) and serum albumin (S-alb) and

OS markers (AOPP, pentosidine and homocysteine).

Patients and Methods

A total of 350 HD patients in three dialysis centers in the city of Curitiba
(Parana-Brazil) were initially enrolled in the study. The main inclusion criterion
was HD treatment for at least 6 months. Patients with chronic inflammatory
disease (i.e., rheumatic diseases) and active infection as well as the presence
of hepatitis B, and a medical history of alcohol abuse were excluded from the

study. A hundred fourteen patients (562 males; mean of age of 47 + 14 years)
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remained eligible to participate and were followed. The causes of renal failure
included the following: chronic glomerulonephritis (n=52; 47%), hypertensive
nephrosclerosis (n=34; 30%); diabetic nephropathy (n=13; 11%), and other
causes (n=15; 13%). All patients were hemodialysed 3 times weekly with
modified cellulosic membranes (cellulose acetate or derivatized cellulose). The
patients had been taking drugs usually prescribed in HD such as,
antihypertensives, iron saccharate, erythropoietin, D vitamin and phosphate
binders. The Ethics Committee of Hospital Evangélico de Curitiba approved the

study protocol.

Laboratory Methods

Venous blood samples were collected from the HD patients in the
morning after an overnight fast on a mid-week day before the dialysis session.
After sampling, whole blood was centrifuged at 3000 G during 10 minutes. The
supernatant was transferred to a new tube and stored at -80°C until analysis.
Inflammation was assessed by the measurement of high-sensitivity CRP
(hsCRP) in the plasma by the nephelometry method and plasma IL-6 was
measured by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA, Ortho, Raritan, NJ,
USA). In order to evaluate OS markers, advanced oxidative protein products
(AOPP), pentosidine and Hcy were measured as previously described (15, 16).
Since plasma pentosidine is mainly present as protein bound and albumin is the
only protein linking pentosidine and free pentosidine represents 3-4 % of total
circulating pentosidine, the plasma pentosidine concentrations in pmol per liter
were, therefore corrected for serum albumin and expressed as pmol per mg of

albumin.

Nutritional evaluation

The subjective global assessment (SGA) was used to evaluate the
nutritional status at baseline. SGA included six subjective assessments; three
assessments were based on the patient’s history of weight loss, incidence of

anorexia and incidence of vomiting, and three based on the dietitian’s grading of
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muscle wasting, presence of edema and loss of subcutaneous fat. On the basis
of these assessments, each patient was given a ranking that reflected the
nutritional status as follows: A= normal nutritional status, B= mild to moderate
malnutrition and C= severe malnutrition (17). The baseline SGA was carried
out at the beginning of the follow-up period and was performed by the same

experienced dietitian.

Follow-up

After baseline investigation, the patients were followed prospectively for
the subsequent 24.9 months to determine their clinical outcome and divided by
tertiles according to the serum levels of: CRP, IL-6, pentosidine, AOPP and Hcy,
and in two groups according to S-alb levels. Survival was recorded from the end
of the pre-baseline period of sample collection (from March 2002 to May 2004),

until death or censoring for transplantation (n=8).

Statistical analysis

Data are presented as mean + SD. A comparison between two groups
was performed using the Student t test for normally distributed variables
whereas the Mann-Whitney’s U-test was used for not-normally distributed
variables. Comparisons between three groups were performed using the
ANOVA test. The analysis of categorical variables was made by the analysis of
contingency tables. For non-normally distributed variables, correlations were
performed with the Spearman rank test. The Kaplan Meier test was used for

analysis of survival. Cox proportional hazard analysis was used to assess
independent predictors of survival. A p, value less than 0.05 was considered

significant.

Results
Clinical data

The clinical data and serum concentrations of S-alb, CRP, IL-6, AOPP,

pentosidine, and Hcy for the 114 patients are summarized in Table 1.
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Malnutrition (SGA, ranking B to C) was present in 62 (54%) of the 114 patients
investigated; 57 (50%) patients were mildly malnourished, and 5 (4%) patients
were severely malnourished. Sixty patients (52%) had a positive hepatitis C
virus serology (HCV). At baseline the mean and median levels of S-Alb (mg/dL),
hsCRP(mg/L), IL-6(pg/mL), AOPP(umol/L), pentosidine (pmol/mg) and Hcy
(umol/L) levels were: 3.5+0.4, 3.4(0.2-62.7), 4.2(0.9-19.6), 221(85-1023),
949(131-2330), 23.3(7.7-57), respectively. Significant correlations were found
between IL-6 and age (Rho=0.39;p<0.001), IL-6 and hsCRP
(Rho=0.48;p<0.001), IL-6 and S-Alb(Rho=-0.26;p<0.01), hsCRP and S-
Alb(Rho=-0.25:p<0.01). On the other hand, no significant correlation was found
between inflammatory (CRP and IL-6) and oxidative stress markers (AOPP,
pentosidine and Hcy). Malnourished patients had significantly lower median
levels of S-Alb (mg/L) (3.5(2.3-4.4) vs. 3.6(2.8-4.54); p<0.05) compared to well-
nourished patients. Otherwise the malnourished patients did not differ
significantly from the well-nourished patients with regard to a variety of OS and
inflammatory markers including AOPP, pentosidine, Hcy, CRP and IL-6. (Table
2).

Survival analysis

During the follow-up 26 patients died. The causes of death were CVD
(52%), infection (30%) or other causes (18%). According to the Kaplan Meier
analysis for the overall population (Figure 1), the survival rate was significantly
different among the groups according to the tertile of IL-6 (A)(chi-square=12.63,
p=0.001). On the other hand, the survival rate did not significantly differ
according to the tertiles of CRP (B)(chi-square=0.66, p=0.71), pentosidine/alb
(C)(chi-square=1.24, p=0.53), AOPP (D)(chi-square=0.07, p=0.96) and Hcy
(E)(chi-square = 0.53, p= 0.76). Mortality rate was higher in patients with lower
levels of S-Alb (F)(chi-square=3.84, p=0.05). The Cox proportional hazard
model was applied to the overall study population to adjust event free times for
age, gender, malnutrition, hepatitis C, diabetes, CRP, IL-6, S-Alb, AOPP,
pentosidine, Hcy. The Cox analysis (Table 3) showed that only male gender,
HCV, S-Alb, CRP and IL-6 were independently associated with mortality. The

clinical data on survivors and non-survivors are shown in Table 4. Compared
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with survivors, non-survivors had a higher median level of IL-6 (9.7[2.5-17.9]
pg/ml vs. 3.67 [0.9-19.6] pg/ml, p<0.0001), higher prevalence of diabetics (34%
vs. 4.5%, p<0.001) and were older (56(25-89) vs. 44(16-74), p<0.0001)
respectively. Comparing the two groups no significant difference was found
regarding to gender, malnutrition (assessed by SGA), CRP, S-Alb, pentosidine,
AOPP and homocysteine.

Discussion

The main finding in our study was a higher mortality rate among patients
in the highest tertile of the inflammatory marker IL-6, compared to patients with
lower levels of IL-6. When compared to the other inflammatory and OS markers
(CRP, pentosidine, AOPP and homocysteine), IL-6 was a better predictor of
mortality. Furthermore, more than half of the patients were malnourished (SGA
B or C), and contrasting to other authors (18, 19), there was a weak correlation
between inflammatory markers (except S-alb) and nutritional state, suggesting
that inflammation was not a strong determinant of nutrition in this group of
patients (type 1 malnutrition) (20). In this study, 49% of the patients had
elevated CRP levels (CRP > 3.5 mg/L), confirming that CRD is associated with
an inflammatory state. Even in HCV positive patients, in which IL-6 and CRP
synthesis is reduced, these markers were elevated, ruling out an eventual
confounding factor (21).

Similarly to other studies (22), we found high IL-6 levels. In HD patients
this can be due to reduced renal excretion of cytokines, increment in its
synthesis (23), presence of sub-clinical infection (24), overt coronary artery
disease (25), heart failure (26) and obesity (27). We also found correlation
between high IL-6 levels and worse outcome, supporting the hypothesis that IL-
6 elevations are predictive of death in HD patients (28, 29). We also observed
correlation between IL-6 and acute-phase proteins (CRP and S-Alb), pointing to
a causal relation between inflammation and nutritional state in CRF.

Despite it has been previously demonstrated that CRP and IL-6 are
strong predictors of death in CRD, IL-6 could be considered a better predictor of
prognosis. It is synthesized early in the inflammatory cascade and is less

variable than CRP, making it possible to identify patients at risk even with one
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isolated sample (6, 10, 30, 31). Other studies have already demonstrated that
IL-6 is a better predictor of death (32) and with a better discriminatory power
than CRP and fetuin-A (32). In spite of its higher cost, dosage of IL-6 levels
should be considered, because it allows early identification of CRD patients at
risk (33, 34), facilitating preventive and therapeutic measures to reduce the high
morbidity and thus mortality rates in this group of patients.

The finding that the great majority of CRD patients have elevated levels
of homocysteine (Hcy) (35) was confirmed in our study. However, the
association between Hcy levels and CVD in CRD patients is not very clear.
There is evidence showing a negative impact of high Hcy levels, (36), while
others demonstrated a deleterious influence of low Hcy levels on the evolution
of CVD and atherosclerosis in CRF (37). In the present study we did not find
any impact of Hcy levels on survival during the evaluation period. In our group
of patients, those with better SGA had higher levels of Hci. Maybe this finding
can be better explained by reverse epidemiology.

Pentosidine is an advanced glycoxidation end-product (AGE) that
accumulates since early CRF (38) and contributes to atherosclerosis
progression through many mechanisms (13, 39-41). High pentosidine levels are
associated with MIA syndrome (malnutrition, inflammation, atherosclerosis), as
demonstrated by Suliman et al (38). In that study, mortality was not linked to
plasma pentosidine content. Similarly, in our group of patients we did not
observe influence of pentosidine levels on survival.

Excess of free radicals in CRD also induces the oxidation of different
protein products, particularly albumin, and protein oxidation contributes to
cardiovascular risk (38). The advanced oxidation protein products (AOPP) (42)
are considered markers of oxidative stress and cardiovascular complications in
uremic patients (15) and also independent risk factors for atherosclerosis (43).
A recent study has demonstrated that patients with the highest AOPP levels
have more cardiovascular complications (44). In our study we found no impact
of high levels of these markers on survival. The anti-oxidant defense capacity
has not been measured in our group of patients, so it is possible that individual
anti-oxidant mechanisms could have reduced the impact of OS.

The lack of a complete cardiovascular evaluation in the beginning of the

study did not permit a previous CVD risk stratification. Thus, it was not possible
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to determine if IL-6 levels reflect pre existent diseases or if they are real
predictors of future complications. However, the finding that the prognostic
value of IL-6 is similar in patients with and without overt coronary artery
disease, we could indirectly conclude that IL-6 is a useful pre-clinical tool to
predict cardiovascular mortality, and whenever possible it should be repeatedly
measured during CRD evolution (31).

In summary, in this group of CRF patients treated with chronic HD, even
though inflammation and malnutrition were frequent and showed considerable
impact on survival, they were not related to each other, suggesting that in many
of our patients inflammation was not the cause of malnutrition (17). Patients
with higher IL-6 levels had higher mortality rates, and there was no correlation
between survival and oxidative stress markers levels. Thus, we conclude that
despite its higher cost, even an isolated IL-6 level determination has a great
importance in identifying high CVD risk HD patients when compared to CRP
that needs many periodic determinations and has the risk of a confounding bias.
More studies focusing on IL-6 and new inflammation markers for the

identification of high CVD risk patients are needed in this group of patients.
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Table 1: Clinical and biochemical characteristics of 114 chronic HD patients.

Age (years)?

Male gender (%)

Diabetes mellitus (%)
Time in HD (months)®
Malnutrition (SGA B or C) (%)
S-Alb (g/dL)?

Hs-CRP (mg/L)°

IL-6 (pg/mL)°

AOPP (umol/mL)®

Hcy (umol/L)P
Pentosidine/Alb (umol/L)P

47 £ 14
45

11

50.4 (8.87-185.7)
55

3.54 (2.30-4.5)
3.45 (0.2-62.7)
4.25 (0.91-19.6)
221.7 (85.5-1023.2)
23.28(7.7-57)

949 (131-2330)

2 Values are expressed as mean + SD; ° Values expressed as median

and range.

102



Table 2: Clinical and dialysis characteristics according to SGA.

Well-Nourished Malnourished  p value
(n=52) (n=62)

Age (years)? 45+14 49+13 NS
Male gender (%) 52 40 NS
Time on HD (months) 55.4(13.2-138.7) 49.7(8.8-185.6) NS
S-Alb (mg/L) 3.6(2.8-4.5) 3.5(2.3-4.4) <0.05
hsCRP (mg/L)° 2.7(0.2-62.7) 4.65(0.2-27.4) NS
IL-6 (pg/mL)° 4 (0.9-19) 4.9 (1.2-19) NS
Plasma pentosidine 1042 (131-2303) 1001(257-2330) NS
(pmol/mg)®
AOPP (umol/L) 267(103-941) 258(85.5-1023) NS
Homocysteine (umol/L) 27.06(8.4-55.6) 25.13(7.7-57) NS

2 Values are expressed as means + SD : ° Values are expressed as median and

range.
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Table 3: Cox proportional hazards multivariate analysis of factors

predicting mortality.

Parameter Adjusted p value
Hazard Ratios
(95% CI)
Gender (M versus F) 1.89 (1.17-3.18) 0.009
HCV 1.95 (1,21-3.30) 0.0018
S-Albumin (<3,5 mg/dL) @ 2.74 (1.53-5.18) 0.005
CRP (>3,5 mg/L)? 1.77 (0.84-3.92) 0.0005
IL-6 ® (pg/mL) 2.38 (1.37-4.34) 0.0001

@S-Alb, CRP and IL-6 were assessed at baseline.
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Table 4: Clinical and laboratory characteristics in survivors and non survivors.

Parameter Nonsurvivors Survivors p value
(n=26) (n=88)
Age (years)? 49.5(25-89) 37(16-74)) <0.0001
Males (%) 50 44 NS
Time on HD(years)? 3.5(0.7-15.4) 4.5(0.9-12.6) NS
Malnutrition (%)° 69 50 NS
Diabetes (%) 34 45 <0.001
CRP (mg/L)® 3.4(1.1-16.5) 3.4(0.2-62.7) NS
IL-6 (pg/mL)? 9.7(2.4-17.9) 3.7(0.9-19.6) <0.0001
S-Alb (g/L)* 35(23-42) 36(28-45) NS
AOPP (umol/L)? 230.8(105.6-834.5) 217.3(85.5-1023) NS
Pentosidine (pmol/mg)? 101.2(62.9-233) 94.9(13-230.3) NS
Homocysteine (umol/L)? 23.1(7.7-50.1) 23.2(10.6-57) NS

2 Values expressed as median and range; ® According to SGA (B or C).
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Legends to figures:

Figure 1. Survival curves according to inflammatory ad oxidative stress markers

tertiles (A:IL-6; B: CRP; C: Pent/alb; D: AOPP; E: Hcy).
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Figure 1. Survival curves according to inflammatory ad oxidative stress markers

tertiles (A:IL-6; B: CRP; C: Pent/alb; D: AOPP; E: Hcy).
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