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JAQUETO, Marcel. Hiperparatireoidismo secundario, inflamacio e estresse oxidativo em
pacientes renais cronicos em hemodialise. 2013, 48 f.. Dissertacdo de Mestrado (Pds-
graduagdo em Ciéncias da Saude) Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

A mortalidade cardiovascular conta para aproximadamente 50% dos Obitos em pacientes
renais cronicos em dialise. Além dos fatores de risco tradicionais (hipertensdo, diabetes
mellitus, entre outros), os renais cronicos ainda sdo acometidos por fatores nao tradicionais,
como hiperparatireoidismo secundario, inflamacdo e estresse oxidativo. O objetivo do
presente estudo foi o de avaliar possivel associagdo entre o nivel do paratorménio (PTH) e
alguns parametros bioquimicos de inflamag¢do (interleucinas 1 e 6, fator de necrose tumoral-
alfa) e de estresse oxidativo (potencial antioxidante total plasmatico, dialdeido maldnico,
hidroperoxidag¢do lipidica, produtos de oxidacdo proteica avancada e quantificagdo de
metabolitos do 6xido nitrico). Para isto, realizou-se um estudo transversal onde foram
coletadas amostras de sangue de 168 pacientes em hemodidlise. Pacientes com condi¢des
sabidamente geradoras de estresse oxidativo e inflamagdo foram exclusos. As andlises
estatisticas, colocando o nivel de PTH como varidvel continua, ndo demonstraram qualquer
tipo de associagdo entre este hormonio e os parametros de inflamagdo/estresse oxidativo.
Quando o PTH foi categorizado em tercis, maiores valores de hidroperoxidagao lipidica foram
observados no terceiro tercil quando comparados ao primeiro (p=0,016), ndo se observando
diferencas significativas entre os tercis para os outros parametros de estresse oxidativo e de
inflamacao avaliados. Os resultados do presente estudo nos levam a concluir que a inflamagao
e o estresse oxidativo aumentados de pacientes renais cronicos em hemodiélise t€ém origem
por outros mecanismos que ndo o hiperparatireoidismo secundario, ou que este contribui
muito pouco para a génese destes fendmenos.

Palavras-chave: Hiperparatireoidismo. Estresse oxidativo. Inflamagdo. Hemodialise. Doenga
renal cronica (DRC)



JAQUETO, Marcel. Secondary hyperparathyroidism, inflammation and oxidative stress
in hemodialysis patients. 2013, 48 f. Master’s Degree Dissertation. State University of
Londrina, Londrina.

ABSTRACT

Cardiovascular mortality accounts for approximately 50% of deaths in patients with chronic
kidney disease (CKD) on dialysis. In addition to the traditional risk factors (hypertension,
diabetes mellitus, among others), CKD patients are still affected by non-traditional factors,
such as secondary hyperparathyroidism, inflammation and oxidative stress. The aim of this
study was to evaluate the possible association between parathyroid hormone (PTH) level and
some biochemical parameters of inflammation (interleukins 1 and 6, tumor necrosis factor-
alpha) and oxidative stress (total antioxidant capacity, malondialdehyde, lipid
hydroperoxidation, advanced oxidation protein products, quantification of nitric oxide
metabolites ). For this purpose, a cross-sectional study was performed in which blood samples
were collected from 168 patients on hemodialysis. Patients with conditions known to generate
oxidative stress and inflammation were excluded. Statistical analyzes by placing the level of
PTH as a continuous variable, did not show any association between this hormone and
parameters of inflammation / oxidative stress. When PTH was categorized into tertiles, higher
values of lipid hydroperoxidation were observed in the third tertile compared to the first (p =
0.016), while no significant differences were found between tertiles for the other parameters
of oxidative stress and inflammation assessed. The results of this study lead us to conclude
that the increased inflammation and oxidative stress of hemodialysis patients have origin by
mechanisms other than secondary hyperparathyroidism, or that it contributes very little to the
genesis of these phenomena.

Keywords: Hyperparathyroidism. Oxidative stress. Inflammation. Dialysis chronic kidney
disease. (CKD)
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1 INTRODUCAO

Individuos portadores de doenca renal cronica (DRC) em terapia dialitica
apresentam mortalidade 20-100 vezes maior que a populacdo controle, sendo as causas
cardiovasculares as principais responsaveis por esta mortalidade excessiva (Parfrey e Foley,
1999). Fatores tradicionais de risco cardiovascular (hipertensdo arterial, diabetes mellitus,
tabagismo, dislipidemia, sedentarismo, dentre outros) concentram-se nesta populagdo, mas
ndo explicam completamente o porqué desta mortalidade tdo elevada. Outros fatores, ditos
ndo tradicionais, vem sendo implicados como causas adicionais da mortalidade cardiovascular
aumentada destes pacientes. Dentre eles incluem-se: anemia, expansdo volémica cronica,
hiperhomocisteinemia, estresse oxidativo, inflamac¢do cronica e desordens do metabolismo
mineral e 6sseo da doenga renal cronica (DMO-DRC) (Block et al., 2004, Locatelli et al.,
2003).

O termo DRC-DMO ¢ recente e substitui a antiga denominacdo de
osteodistrofia renal (hoje so utilizada para descrever as alteragdes histopatologicas do osso do
paciente urémico), e compreende as alteragdes clinicas, bioquimicas e Osseas, além das
calcificacdes extra-Osseas, frequentemente observadas na DRC (Jorgetti, 2008). Ha trés tipos
principais de doenga dssea relacionada a DRC: o hiperparatireoidismo secundario (HPTS),
caracterizado pelo alto remodelamento 6sseo, niveis elevados de paratorménio (PTH) e pela
osteite fibrosa a bidpsia Ossea; a doenca 6ssea adinamica, marcada pelo baixo remodelamento
0sseo, com baixa formacao dssea e atividade celular, associado a niveis diminuidos de PTH; a
osteomaldcia, condicdo também caracterizada pelo baixo remodelamento, com defeito da
mineralizacdo do ostedide formado pelos osteoblastos. H4, ainda, uma quarta doenga éssea
relacionada @ DRC denominada doenga mista, geralmente associada a remodelamento 6sseo
aumentado, com achados histoldgicos variados. Nosso enfoque sera sobre o HPTS.

A génese do HPTS do renal cronico ¢ complexa e multifatorial. Podemos
citar como contribuintes para seu aparecimento: alteragdes no metabolismo do calcio e
fosforo (hiperfosfatemia e hipocalcemia), diminui¢do dos niveis de 1-25 diidroxivitamina D
(calcitriol), aumento dos niveis de fator de crescimento de fibroblasto-23 (FGF-23),
diminuicao da expressdo da proteina transmembrana Klotho e resisténcia 6ssea ao PTH. Os
rins cronicamente insuficientes nao conseguem promover a hidroxilagdo da 25-
hidroxivitamina D (calcidiol) a sua forma mais ativa, o calcitriol. Desta maneira, a absor¢ao
intestinal de célcio é prejudicada, levando a um estado de hipocalcemia. Tanto os niveis

diminuidos de célcio quanto os de calcitriol sdo estimulos diretos para a producdo de PTH
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pelas paratiredides, cuja acao principal ¢ a de mobilizar os estoques Osseos de célcio para
normaliza¢do da calcemia. Além disso, o fato de a taxa de filtracdo glomerular (TFG) estar
bastante reduzida nesta populacdo induz uma retencdo de fosforo no organismo, ja que este ¢
um mineral de excre¢do essencialmente renal. A hiperfosfatemia resultante também ¢ um
estimulo direto para liberagao de PTH, ja que este hormonio tem agdo fosfatirica (Sampaio et
al., 2008). Outra consequéncia da hiperfosfatemia ¢ a inducdo da secre¢do do FGF-23,
horménio produzido pelos ostedcitos e osteoblastos e que, além de também ter acdo
fosfaturica, inibe a 1-alfa hidroxilase renal, o que acarreta menor conversdo do calcidiol em
calcitriol, ajudando a perpetuar a hipocalcemia. O aumento dos niveis de FGF-23 ocorre
precocemente na doencga renal cronica, precedendo inclusive o aumento dos niveis de PTH
(Juppner, 2011). A proteina transmembrana Klotho, essencial como cofator para ligagdo do
FGF-23 as células do tibulo proximal dos rins, tem sua expressdo diminuida com a piora
progressiva da funcdo renal, o que induz resisténcia a agdo do FGF-23 e consequente aumento
compensatorio na secregao deste fator (Kuro-o, 2011).

Citam-se ainda como fatores envolvidos no HPTS do renal cronico a
diminui¢do de receptores sensiveis ao célcio (CaSR) e de vitamina D (VDR) na glandula
paratiredide, com diminui¢do da sensibilidade do tecido paratireoidiano aos niveis séricos
destes dois componentes e a resisténcia o0ssea a agao do PTH, advinda de fatores tais como
diminui¢do da expressdo e/ou dessensibilizacdo de receptores Osseos do PTH, acidose
metabolica, retencdo de fosforo e niveis diminuidos de calcitriol (Sampaio et al., 2008). No
paciente dialitico, a adequacdo da dialise também ¢ importante no controle do HPTS. A figura

1 resume a interligagdo entre os principais fatores implicados no HPTS do paciente com DRC.
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Figura 1 — Fisiopatologia do hiperparatireoidismo secundario a doenga renal cronica

Doenga Renal Cronica

v N

Retengdo FGF-23 s | Baixos niveis de
de fosforo Klotho 1,25 (OH)D
Resisténcia
Ossea ao PTH
Hipocalcemia
Hiperparatireoidismo
Diminuigao Diminuig¢do do Diminuigao
CaSR complexo do VDR
Klotho/FGFR1

Fonte: Adaptado de Slatopolski E, Kidney International (2011).

A maioria destas alteracdes ¢ adaptativa e surge precocemente quando da
perda de funcdo renal. Em bidpsias 6sseas de pacientes com DRC estagio 2 (les@o renal com
TFG maior que 60mL/min), ja se encontra expressao aumentada do FGF-23 (Pereira et al.,
2009). A medida que a TFG declina, principalmente a partir da DRC estagio 3 (TFG entre 30
e 60 mL/min), as alteragdes acima descritas vao surgindo e de adaptativas passam a
patoldgicas, a medida que a doenga avanca. Por exemplo, enquanto que o limite superior de
PTH intacto em pacientes sem DRC gira em torno de 65 pg/mL, a depender do kit utilizado,
em pacientes renais cronicos em estagio 5-D (TFG menor que 15 mL/min, j& em terapia
dialitica), os niveis recomendados de PTH pela National Kidney Foundation K/DOQI
(Kidney Outcomes Dialysis Initiative) e Sociedade Brasileira de Nefrologia variam de 150 a
300 pg/mL (Ferreira, 2008). E comum os pacientes chegarem ao tratamento dialitico j& com
niveis bem mais elevados do que estes, devido a falta de tratamento em fases mais precoces.

A terapéutica do HPTS envolve, em todas as suas fases, o controle da

hiperfosfatemia através da dieta e medicamentos (uso de quelantes de fosforo), a
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normaliza¢dao dos niveis séricos de calcio e vitamina D e o uso de calcitriol ou andlogos da
vitamina D para diminuir os niveis de PTH. Mais recentemente, instituiu-se o uso de
medicagdes sensibilizadoras dos receptores de calcio na paratiredide (os calcimiméticos), que
conseguem diminuir de forma eficaz a producdo e a secre¢cao de PTH (Gueiros et al., 2011).
Quando a hiperestimula¢do cronica das glandulas paratiredides ¢ mantida sem tratamento
adequado, pode ocorrer proliferagdo de suas células, levando a uma hiperplasia difusa,
progressiva e policlonal da paratiredide. Subsequentemente, este padrao de crescimento pode
se transformar em um tipo monoclonal benigno, porém mais agressivo, ou policlonal; as
glandulas tornam-se entdo muito aumentadas e exibem padrdo nodular hiperpléasico (Sampaio
et al., 2008). Nesta fase, o HPTS apresenta pouca ou nenhuma resposta ao tratamento clinico,
e o unico tratamento eficaz para o quadro € a paratireoidectomia. De acordo com Sampaio e
Moysés (2011), a cirurgia ¢ indicada para pacientes com HPTS com nivel sérico de PTH,
persistentemente acima de 800 pg/mL, associado a uma ou mais das seguintes condi¢des:

e Hipercalcemia e/ou hiperfosfatemia refratarias ao tratamento clinico;

e Hipercalcemia e/ou hiperfosfatemia durante pulsoterapia com calcitriol ou analogos da
vitamina D, a despeito do uso de quelante de fésforo sem calcio e da redugdo da
concentracao de calcio do banho de dialise;

e Calcificagdes extraosseas (tecidos moles e/ou cardiovasculares) ou arteriolopatia
urémica calcificante (calcifilaxia);

eDoenca Ossea avancada, progressiva e debilitante que nao responde ao tratamento
clinico;

e Presenca de glandulas paratire6ides volumosas ao ultrassom (volume > 1,0 cm3).

Em relacdo ao estresse oxidativo, este pode ser definido como o dano
tecidual resultante de um desequilibrio entre a geracdo excessiva de componentes oxidantes
contra a produgao insuficiente de mecanismos de defesa antioxidantes (Sies, 1997). Ainda que
seja essencial em mecanismos de inflamagdo, cicatrizacdo/reparagdo € combate a
microrganismos e células malignas, o excesso de substancias oxidativas ¢ mal adaptativo
(Handelman, 2000). Assim, estados de geracdo aumentada de espécies reativas de oxigénio
(EROs) levam subsequentemente a estados inflamatérios, j& que EROs sdo liberadas dos
monocitos e polimorfonucleares juntamente com citocinas pro-inflamatdrias, as quais
amplificam, por sua vez, a geracao de oxidantes (Decamps-Latscha et al., 2001). Os pacientes
renais cronicos representam uma populacdo submetida constantemente a estados de

inflamagdo e estresse oxidativo aumentados, seja por suas caracteristicas proprias (alta
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prevaléncia de diabetes mellitus e idade avangada), seja por caracteristicas relacionadas a
uremia (Himmelfarb ¢ McMonagle, 2001) e a terapia dialitica, como tempo em didlise
(Nguyen-Khoa et al., 2001), biocompatibilidade das membranas dialiticas (quanto menor a
capacidade da membrana de ativar o sistema complemento quando em contato com o sangue,
maior sua biocompatibilidade), exposi¢do a endotoxinas e administragdo parenteral de ferro
(Lim et al., 1999). As consequéncias deste estado inflamatério e de estresse oxidativo
aumentados sdo bastante prejudiciais, e incluem a sindrome da aterosclerose-desnutri¢ao-
inflamacdo e maior suscetibilidade a infec¢des (Pecoits-Filho et al., 2002 ¢ Gongalves et al.,
2013). Importante a observagdo de Locatelli et al., (2003), onde o autor diz que o endotélio
talvez seja, ao mesmo tempo, a principal fonte e a principal vitima de EROs em nosso
organismo.

A hipétese de uma possivel associagdo entre o HPTS e o bindomio estresse
oxidativo/inflamacdo encontra fundamento. O PTH, em niveis elevados no sangue, preenche
todos os critérios de uma toxina urémica. Para que uma substancia atenda todos os critérios de
definicdo de toxina urémica, esta deve: ser quimicamente identificada com dosagem
quantitativa factivel de ser realizada; ter contetido corporal maior em pacientes urémicos do
que em nao urémicos; com a redugdo de suas altas concentragdes, diminuir ou cessar sintomas
relacionados especificamente a tal substancia; ter atividade bioldgica comprovada em estudos
in vivo, ex Vvivo ou in Vitro; ter suas concentragdes nestes estudos em conformidade com
aquelas encontradas em fluidos corporais ou tecidos de pacientes urémicos (Vanholder et al.,
2003). O PTH participa ainda de processos patologicos que incluem perda da massa ossea,
calcificagdes vasculares e valvares, anemia, fibrose miocardica, hipertensdo e intolerancia a
glicose (Schiepatti et al., 2005).

Adicionalmente, Natoli et al. (2013) demonstraram relagdo direta entre
niveis de PTH e mortalidade em sua metanalise sobre estudos com pacientes renais cronicos,
assim como Van Ballegooijen et al. (2013) em uma populacao geral. Um possivel papel do
hiperparatireoidismo na produgdo/exacerbacdo da inflamacao/estresse oxidativo da uremia ¢
sugerido pela demonstragdo de relagdo direta entre niveis de PTH e de marcadores
inflamatorios em pacientes com hiperparatireoidismo primario (Grey et al., 1996 e
Nakchbandi et al., 2002). Além disso, sabe-se que, em casos de aldosteronismo secundario
como, por exemplo, o verificado em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva, onde
ocorre perda urindria excessiva de cdlcio e magnésio, ocorre o desenvolvimento de
hiperparatireoidismo secundario na tentativa de corrigir estas perdas. O HPTS encontrado

nesta situagdo promove, a despeito de niveis normais ou reduzidos de célcio sérico, grande
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aumento da concentracao intracelular de calcio, acarretando aumento na producao de espécies
reativas de oxigénio, um fendmeno conhecido como paradoxo do calcio (Vidal et al., 2005 e
Chhokar et al., 2005).

No entanto, o sentido de uma possivel correlagdo entre inflamacao e niveis
de PTH em pacientes em hemodiélise ndo se encontra definido na literatura, uma vez que
outros estudos ou ndo demonstraram tal relagao ou sugeriram que niveis muito baixos de PTH
¢ que se associam a inflamacdo aumentada (Navarro-Gonzalez et al., 2009; Ogard et al.,
2005).

O estudo de possiveis associagdes entre o grau de HPTS, inflamagdo e
estresse oxidativo em pacientes renais cronicos em hemodialise pode ajudar a elucidar uma
possivel participacdo do PTH, atuando como uma toxina urémica, nestes fendmenos

bioldgicos.
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2 OBJETIVOS

2a OBIJETIVO PRIMARIO

Verificar correlagdao entre os niveis séricos de PTH e os niveis séricos de
alguns marcadores de estresse oxidativo (potencial antioxidante total plasmatico, dialdeido
maldnico, hidroperoxidagao lipidica, produtos de oxidagdo proteica avangada e quantificacio
de metabolitos do oxido nitrico) ¢ de inflamagdo (interleucinas 1 e¢ 6, fator de necrose

tumoral-alfa) em pacientes renais cronicos em hemodidlise.

2b OBIJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a correlag@o entre os niveis séricos de PTH e de alguns parametros
laboratoriais e de adequacao dialitica (calcio, fosforo, fosfatase alcalina, vitamina D, ferritina,
hemoglobina, dose utilizada de eritropoietina e albumina) em pacientes renais cronicos em

hemodialise.
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3 CASUITICA E METODOS

3a DELINEAMENTO

Estudo transversal

3b POPULACAO

Pacientes renais cronicos em tratamento hemodialitico em duas unidades de

hemodialise em Londrina (Instituto do Rim e Histocom Atividades Médicas)

3.c AMOSTRAGEM

Os pacientes convidados a participar do estudo, com idade maior que 18
anos, em hemodialise por fistula arteriovenosa (nativa ou prétese) ha pelo menos trés meses,
foram recrutados entre os meses de maio e julho de 2012. Foram exclusos pacientes em
hemodialise com cateter venoso temporario, portadores de neoplasias, infec¢ao ativa ou que
tenha motivado internagdo nos ultimos quinze dias, além de portadores de hepatite B, C ou
virus da imunodeficiéncia humana. Foram alocados 180 pacientes. As didlises sdo realizadas
em sessoes de 210 a 240 minutos, com fluxo de sangue de 300 a 450 ml/min e dialisato de
500 ml/min, trés vezes por semana. Os capilares utilizados sdo de triacetato de celulose com
area de superficie de acordo com a superficie corporea do paciente. A qualidade da dgua do
centro de dialise atende todos os requisitos de agua pura de acordo com a legislagdo nacional.
A didlise tem como alvo de Kt/V ndo equilibrado de 1,2. O Kt/V ¢ uma unidade adimensional
que avalia a remog¢ao da uréia em uma sessdo de hemodidlise, e ¢ utilizado como uma medida
de adequagdo dialitica. Os participantes foram orientados sobre o estudo e todos que
concordaram em participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O
estudo foi aprovado e registrado sob o n°® 07791 pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Londrina. Utilizando-se de revisdo de prontudrios e entrevistas,
foram coletados dados demograficos, antropométricos, tempo em didlise, doenga de base,
comorbidades, medicacdes em uso e histérico de paratireoidectomia. Em nosso servigo,
realizamos paratireoidectomia total, sem realizacdo de autoimplante. A dose considerada de
eritropoietina foi baseada nos ultimos 30 dias antes da coleta das amostras de sangue, em

U/kg/semana. Os pacientes foram ainda questionados sobre tabagismo atual (sim ou ndo).
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Dos 180 pacientes que atendiam aos critérios de inclusdao, foram exclusos
12, sendo quatro por motivo de dbito, quatro por infecg¢do ativa, dois por coleta inadequada,
um por uso de introducdo de cateter venoso para hemodidlise € um por melhora da funcao

renal e saida da terapia dialitica.

3d ANALISES BIOQUIMICAS

Para as andlises bioquimicas, amostras de sangue dos pacientes
(aproximadamente 20 mL) foram obtidas no momento da pun¢do para o inicio da hemodialise
em tubos com vacuo (Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ USA) sem anticoagulante, apds
orientacdo de 8 horas de jejum. Todas as amostram foram centrifugadas a 3000 rpm (830 g)
durante 15 minutos. O soro obtido permaneceu armazenado a -70°C até a realizacdo das
analises. Para a coleta, todos os pacientes que utilizavam o ferro parenteral regularmente nas
sessoes de hemodialise tiveram suspensa a administragdo desta medicagdo por pelo menos
uma semana antes da coleta. Foram dosados niveis séricos de creatinina, ureia pré e pos-
sessdo (para calculo da eficiéncia da didlise, ou Kt/V), ferro sérico, ferritina, saturagdo de
transferrina, hematodcrito/hemoglobina, calcio, fosforo, fosfatase alcalina, 4cido urico e
albumina, segundo técnicas padrao no laboratorio de rotina. O paratorménio intacto (PTHi)
foi dosado por eletroquimioluminescéncia (Modular Analytics E170, Roche, Mannheim,
GER). As dosagens laboratoriais de vitamina D foram feitas pelo método de

quimioluminescéncia (QL) (Architect 12000, Abbot, IL, USA).
3e MENSURACAO DE PARAMETROS DE INFLAMACAO

A mensuragdo de parametros de inflamacao foi feita através da dosagem de
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), todos por
ELISA.
3f MENSURACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Para mensuracdo do estresse oxidativo, utilizamos o seguinte painel:

Potencial Antioxidante Total Plasmatico — TRAP, quantificagdo de hidroperdxidos Llipidicos

por espectrofotometria— FOX, dosagem de metabdlitos do 6xido nitrico — NOx, dosagem de
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dialdeido maldnico — MDA e quantificagdo dos produtos de oxidagdo proteica avangada —

AOQOPP, com descrigao das técnicas utilizadas feitas a seguir:

3.fi  Determina¢do de Hidroperoxidos Lipidicos

Para a quantificacdo da hidroperoxidacao lipidica (FOX) foi utilizada uma
adaptagdo da técnica descrita por Jiang et al. (1991). O método ¢ baseado na oxidacdo de ions
ferrosos para ions férricos sob condigdes acidas pelos perdxidos, que reagem com o corante
indicador (xylenol laranja) e produzem um complexo colorido. O reagente FOX foi preparado
dissolvendo 10 mL acido sulfurico (H,SO4) 250 mM; 88 mg de BHT; 7,6 mg de xylenol
laranja e 9,8 mg de sulfato ferroso amoniacal em 90 mL de metanol. Partindo de um padrao
1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP) 4 mM realizou-se uma diluicdo seriada para obter as
concentragoes de 2,0; 1,0; 0,5 ¢ 0,25 mM.

A curva de calibragdo foi preparada misturando-se 100 pL. de cada um dos
padrdes citados com 900 puL do reagente FOX e para as amostras 100 pL de plasma foram
misturadas com 900 pL do reagente FOX. Ambos foram incubados a temperatura ambiente
durante 30 minutos. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos em centrifuga EVLAB®
(Londrina, PR, Brasil) e em seguida foi realizada a leitura em espectrofotometro Helios a

Thermo Spectronic® (Waltham, MA, USA) em comprimento de onda de 560 nm.

3.fii Determinacio de Metabolitos do Oxido Nitrico

Os niveis de 6xido nitrico foram avaliados indiretamente por meio da
determinagdo da concentragdo de nitritos plasmaticos, utilizando uma adaptacdo da técnica
descrita por Navarro-Gonzalez et al. (1998). O método baseia-se na redugdo de nitrato a
nitrito mediada por reagdes de oxirredugdo ocorridas entre o nitrato presente na amostra € o
sistema cadmio-cobre dos reagentes, com posterior diazotagdo e detecgcdo colorimétrica do
azocomposto formado pela complexagdo com o reagente de Griess no comprimento de onda
de 550 nm (Figura 2).

A primeira etapa, realizada em microtubos, consistiu na desproteinizacdo de
60 uL de plasma adicionando 60 pL de sulfato de zinco 75 mmol/L. Os tubos foram agitados
durante 30 segundos em um agitador de tubos tipo vortex. Em seguida foram centrifugados a
10000 rpm (9224 g) por 2 minutos a temperatura ambiente em uma centrifuga refrigerada

Hettich Rotina 46R" (Tuttlingen, GER) e posteriormente adicionados 70 uL de hidréxido de
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sodio 55 mmol/L. Os tubos foram novamente agitados por 30 segundos e centrifugados a
10000 por 5 minutos. Logo apds, 150 uL. do sobrenadante foram recuperados em tubos de

ensaio e diluidos com 50 pL de tampao glicina 45 g/L, pH 9,7.
Figura 2— Reacdes quimicas envolvidas na analise de NOx.
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Fonte: Adaptado de Tarpey, Wink, Grisham, 2003.

Para uma avaliacdo mais precisa, ¢ necessario reduzir os ions nitrato
presentes a ions nitrito. Esta transformacdo foi realizada por meio do tratamento da amostra
com granulos de cadmio. Os granulos de cadmio, depois de lavados 3 vezes com agua
deionizada, foram colocados em contato com uma solucdo de sulfato de cobre Smmol/L em
tampao glicina (15 g/L, pH 9,7) por 5 min com agita¢do manual. Os granulos ativados devem
ser utilizados dentro de 10 minutos, de modo que granulos de cadmio foram adicionados as
amostras desproteinizadas nos tubos de ensaio. Estes entdo foram deixados em agitacdo
continua por 10 minutos em agitadores de Kline.

Em seguida, 100 uL da solugdo foram transferidos para uma microplaca
para a determinagdo dos nitritos e os granulos foram lavados e armazenados em uma solugao
de H,SOy4, pois eles podem ser regenerados para repeticao destas etapas. Para a determinagao
de nitritos utiliza-se o reagente 1, preparado dissolvendo-se 2 g de sulfanilamida em 100 mL
de 4cido fosforico 5%, e o reagente 2, preparado dissolvendo-se 200 mg de dicloreto de N-(1-

naftil)-etilenodiamina em 100 mL de 4gua destilada. Nos pocos contendo as amostras foram
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adicionado 50 pL do reagente 1 e 50 uL do reagente 2 e foram incubados por 10 minutos a
temperatura ambiente. O padrao estoque 100 mM foi preparado dissolvendo 69 mg de nitrito
de sodio em 10 mL de 4gua deionizada. A partir do padrdo estoque realizou-se uma dilui¢ao
seriada para obter as concentragdes de 125; 62,5; 31,25; 15,625 e 7,8125 umol/L. A curva de
calibragdo recebeu o mesmo tratamento que as amostras. A quantificagdo de 6xido nitrico foi
feita em uma leitora de microplaca Asys Expert Plus Biochrom® (Holliston, MA, USA) em

comprimento de onda de 540nm.

3.f.iii Determinagdo do Potencial Antioxidante Total Plasmatico

O TRAP foi avaliada por QL em uma adaptagdo do método da técnica
descrita por Repetto et al. (1996). Esta metodologia detecta antioxidantes hidro e/ou
lipossoluveis presentes no plasma.

Ao meio de reagdo (171 pL de tampao glicina 0,1 M, pH 8,6) foram
acrescidos 9,5 uL de luminol em solu¢do aquosa 200 uM, 5 pL de plasma diluido 1:20 em
tampéo glicina e 9,5 pL de solugdo aquosa de 2,2  azo-bis (2-amidinopropano) 200 mM. O
2,2 azo-bis gera radicais peroxil rapidamente, via interagdo com radicais centrados em
carbono e oxigénio molecular (Yokozawa, 2000). Estes radicais livres reagem com o luminol
(que atua como um amplificador de sinal), produzindo QL. Esta reacdo ¢ inibida pela
superdxido dismutase, catalase e andlogos da vitamina E.

A adicdo de plasma também diminui a QL em niveis basais por um periodo
(tempo de indugdo t;) proporcional a concentracao plasmatica de antioxidantes até que os
radicais livres sejam regenerados, restituindo-se os niveis iniciais de QL. O sistema foi
calibrado com analogo de vitamina E (Trolox), 9,5 puL na concentracdo de 20 uM em tampao
glicina pH 8,6. Uma comparag¢do do tempo de inducdo depois da adi¢do de concentragdes
conhecidas de Trolox e plasma permite obter valores de TRAP em equivalentes de Trolox.

Este experimento foi conduzido em um leitor de microplaca (Victor X-3,
Perkin Elmer, EUA), em um modo de contagem nao coincidente por 25 minutos e uma faixa
de resposta entre 300 a 620nm. Os valores obtidos foram corrigidos para os niveis séricos de

acido urico.
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3.f.iv  Determina¢ao dos Produtos de Oxidagao Proteica Avancada

Para a quantificagcdo de AOPP no plasma foi utilizado o método descrito por
Witko-Sarsat et al. (1998). O método baseia-se na reacdo das proteinas oxidadas com o iodeto
de potassio em meio acido. As amostras foram diluidas 1:5 em tampao fosfato salino (PBS)
onde foram adicionados 100 pL. de acido acético e 50 pL de iodeto de potassio 1,16 M. A
curva de calibragdo foi obtida a partir da solug¢do estoque cloramina T 1 mM diluida com PBS
e a dilui¢do seriada foi realizada para obter-se as concentragdes de 100; 50; 25; 12,5; e 6,25
UM. Apos isso, os padrdes receberam o mesmo tratamento que as amostras.

A absorbancia da reacdo foi imediatamente lida em espectrofotdmetro
Helios o Thermo Spectronic® (Waltham, MA, USA) a 340 nm contra um branco contendo
1000 pL de PBS, 100 pL de acido acético e 50 puL de iodeto de potassio. A concentragdo de

AOPP foi expressa em umoles/L de equivalente de cloramina T.

3.f.v Determina¢do dos niveis de Dialdeido Malonico plasmatico (MDA)

Para avaliar os niveis de dialdeido malénico (MDA) no plasma foi utilizado
a metodologia descrita por Bastos et al. (2012), com ligeiras modifica¢des para medir o MDA
no soro. A formagdo de MDA ocorre pela decomposi¢do dos hidroperdxidos lipidicos e sua
concentragdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidacdo lipidica em
sistemas biologicos, em células e tecidos. Este método consiste na medida de um cromdgeno
roseo formado pela reacdo do MDA com duas moléculas de acido tiobarbitirico, em meio
acido e alta temperatura. A quantificagdo do MDA sera feita por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC).

3.2  ANALISE ESTATISTICA

As variaveis quantitativas foram expressas como média + desvio padrdo ou
mediana e intervalo interquartilico, de acordo com a normalidade ou nao dos dados. Para
testar as hipdteses nulas sobre as médias ou medianas foi aplicado teste “t” de Student e Mann
Whitney, respectivamente, quando duas amostras independentes, € nos casos com mais de
dois grupos, utilizou-se a andlise de varidncia paramétrica (ANOVA) e ndo-paramétrica
(Kruskal-Walis), de acordo com a distribuicao dos dados. Como a maioria dos dados mostrou

distribuicao nao-normal, a correlacao entre os niveis de PTH ¢ outras variaveis continuas foi
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medida pelo coeficiente de Spearman. Realizou-se também uma anélise dos niveis do PTH
divido em tercis em relagdo aos parametros de inflamacao e estresse oxidativo. O nivel de

significancia adotado foi de 5% (p < 0,05). A analise estatistica foi realizada pelo programa

SPSS versao 19 (SPSS, Chicago, IL, USA).
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Abstract: Cardiovascular mortality accounts for approximately 50% of deaths in patients
with chronic kidney disease (CKD) on dialysis. In addition to the traditional risk factors
(hypertension, diabetes mellitus, among others), CKD patients are affected by non-traditional
factors, such as secondary hyperparathyroidism, inflammation and oxidative stress. The aim
of this study was to evaluate the possible association between parathyroid hormone (PTH)
levels and biochemical parameters of inflammation (interleukins 1 and 6, tumor necrosis
factor-alpha) and oxidative stress (total plasma antioxidant capacity, malonic dialdehyde, lipid
hydroperoxidation, advanced oxidation protein products, quantification of nitric oxide
metabolites). A cross-sectional study was performed in which blood samples were analyzed
from 168 patients of two hemodialysis centers in Londrina, Parand, Brazil. Patients with
conditions known to generate oxidative stress and inflammation were excluded. Statistical
analyzes by placing the level of PTH as the continuous variable did not show any association
between this hormone and parameters of inflammation/oxidative stress. When PTH was
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categorized into tertiles, higher values of lipid hydroperoxidation were observed in the third
tertile compared to the first (p = 0.016), while no significant differences were found between
tertiles for the other parameters of oxidative stress and inflammation assessed. The results of
this study lead us to conclude that the increased inflammation and oxidative stress of
hemodialysis patients probably arise from mechanisms other than secondary
hyperparathyroidism, or that it contributes very little to the genesis of these phenomena.

Keywords: Hyperparathyroidism. Oxidative stress. Inflammation. Hemodialysis. Chronic
kidney disease (CKD).

INTRODUCTION

Individuals with chronic kidney disease (CKD) undergoing dialysis have a
mortality rate that is 20-100 times higher than that of the normal population, with
cardiovascular disease being the major contributor to this excess mortality [1]. Traditional
cardiovascular risk factors (e.g., hypertension, diabetes mellitus, smoking, dyslipidemia, and
sedentary lifestyle, among others) are high in this population, but these factors do not fully
explain this high mortality. Other nontraditional factors contribute to the increased risk of
cardiovascular mortality in these patients, including disorders of bone and mineral
metabolism in CKD (CKD-MBD), oxidative stress, and chronic inflammation [2,3]. The
generation of reactive oxygen species (ROS) also increases inflammation. ROS are released
from monocytes and polymorphonuclear cells with proinflammatory cytokines, which
amplify, in turn, the generation of oxidants [4]. CKD patients experience augmented
inflammation and oxidative stress, either because of the high prevalence of diabetes mellitus
and advanced age, or because of uremia [5] and dialysis therapy [6,7]. This chronic
inflammation also leads to increased levels of atherosclerosis [8].

Secondary hyperparathyroidism (SHPT) is part of CKD-MBD and is
characterized by high levels of parathyroid hormone (PTH) associated with high-turnover
bone disease and vascular calcification. In high levels, PTH acts as a uremic toxin and
contributes to bone loss, vascular and valvular calcification, anemia, cardiomyopathy,
hypertension and glucose intolerance [9]. PTH levels also correlate with inflammatory
markers in patients with primary hyperparathyroidism (HPT) [10,11,12] and SHPT from
hyperaldosteronism [13,14,15]. However, these findings are controversial, and other studies
found that very low levels of PTH are associated with increased inflammation [16,17].

The purpose of this study was to evaluate the association between SHPT,

inflammation and oxidative stress in uremic patients. The goal was to understand the role of
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SHPT in the genesis of these biological phenomena in chronic hemodialysis patients. We also
evaluated the relationship between PTH and laboratory parameters (i.e., calcium, phosphorus,
alkaline phosphatase, vitamin D, ferritin, hemoglobin, erythropoietin [EPO] dose, and

albumin) to characterize PTH activity in these patients.

MATERIALS AND METHODS

Design and Population

A cross-sectional study was performed in 2 hemodialysis units in the city of
Londrina, Parana state, Brazil. Patients were recruited between May and July, 2012. Inclusion
criteria were as follows: age 18 years or older and on hemodialysis with arteriovenous fistula
(native or graft) for at least 3 months. Exclusion criteria were as follows: hemodialysis with
temporary central venous catheter, neoplasm, active infection that caused hospitalization in
the 15 days before blood collection, hepatitis B or C and human immunodeficiency virus. Of
the 180 selected patients who met the inclusion criteria, 12 patients were removed from the
final analysis, due to death (4), active infection during blood collection (4), inadequate blood
collection (2), introduction of a venous catheter for hemodialysis (1), improved renal function
leading to discharge from the dialysis center (1).

Dialysis sessions took between 210 to 240 minutes, with a blood flow of
300 to 450 ml/min and dialysate at 500 ml/min, three times per week. The dialyzers were
hollow fiber cellulose triacetate (surface area depended on the patient's body surface), with
pure water in the dialysate. The dialysis target was an unbalanced Kt/V of 1.2. The Kt/V is a
dimensionless unit that evaluates urea removal in a hemodialysis session. It is used as a
measure of hemodialysis adequacy. Participants provided written informed consent prior to
participation. The study was approved and registered (No. 07791) by the Ethics Committee of

the Londrina State University.

Data Collection

Through chart review and interviews, we collected demographic data and
information regarding time on dialysis, underlying disease, comorbidities, medication use,
and history of parathyroidectomy from all patients. We performed total parathyroidectomy
without autoimplantation. The mean dose of EPO (in U/kg/week) was based on the last 30
days before blood sample collection. Patients were asked about their current smoking status

(yes or no).
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Biochemical Analysis

Blood samples of patients (~20 mL) were obtained at the time of puncture
for initiation of hemodialysis, after 8 hours of fasting. Samples were collected in vacuum
tubes (Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, USA) without anticoagulant, and centrifuged at 830
g for 15 minutes. The resulting serum was stored at -70 °C until analysis. All patients with
regular parenteral iron use during hemodialysis had suspended use of this medication for at
least 1 week before the collection procedure.
Laboratory parameters

Serum creatinine, urea before and after the session (for calculation of
efficiency of dialysis or Kt/V), ferritin, hematocrit/hemoglobin, calcium, phosphorus, alkaline
phosphatase, uric acid, and albumin were measured according to standard techniques. Intact
parathyroid hormone (iPTH) was measured by electrochemiluminescence (Modular Analytics
E170, Roche, Mannheim, Germany). To avoid variation in nomenclature throughout this
paper, we have chosen the use of the acronym PTH, even though the performed dosage was of
the intact molecule. The laboratory levels of vitamin D (25 (OH) D) were made by
chemiluminescence (Architect 2000, Abbott, IL, USA).

Inflammation parameters
Levels of interleukin (IL)-1, IL-6, and tumor necrosis factor alpha (TNF-a.)
were measured by ELISA.

Oxidative stress

Oxidative stress was analyzed through the levels of the total plasma
antioxidant capacity (TRAP), lipid hydroperoxidation (FOX), nitric oxide metabolites (NOx),
malonic dialdehyde (MDA), and advanced oxidation protein products (AOPPs). The FOX
level was quantified using the spectrophotometric technique described by Jiang et al., based
on the oxidation of ferrous to ferric ions under acidic conditions by peroxides [18]. Peroxide
reacts with the indicator dye (xylenol orange) to produce a colored complex that is read by
spectrophotometry (Helios o ThermoSpectronic®, Waltham, MA, USA) at 560 nm.

NOx levels were assessed indirectly by determining the concentration of
plasma nitrites, using an adaptation of the method described by Navarro-Gonzalez et al. [19].
The method is based on the reduction of nitrate to nitrite, mediated by redox reactions
between nitrate in the sample and system with copper-cadmium reagents, resulting in

diazotization. The compound formed by complexation with Griess reagent is detected
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colorimetrically at 550 nm. TRAP was measured by chemiluminescence based on an
adaptation of the method described by Repetto et al. [20]. The 2,2' azo-bis rapidly generates
peroxyl radicals via interaction with carbon-centered radicals and molecular oxygen. These
free radicals react with luminol (which acts as an amplifier), producing chemiluminescence.
The addition of plasma reduces the baseline levels of chemiluminescence for a period of time
(induction time) proportional to the concentration of plasma antioxidants. Once the free
radicals regenerate, chemiluminescence returns to its initial levels. The system was calibrated
with a vitamin E analogue (Trolox). A comparison of the induction time after the additions of
Trolox and plasma gives TRAP values of Trolox equivalents. The obtained values were
corrected for serum uric acid.

To quantify AOPPs, we used the method described by Witko-Sarsat et al.,
based on the reaction of oxidized proteins with potassium iodide under acidic conditions [21].
The absorbance of the reaction was immediately read in a spectrophotometer (Helios o
ThermoSpectronic ®) at 340 nm. To assess levels of serum MDA, we modified the method
described by Bastos et al. [22]. The formation of MDA occurs by decomposition of lipid
hydroperoxides. Its concentration has been used to estimate the intensity of lipid peroxidation
in cells and tissues. This method consists of measuring a pink chromogen formed by the
reaction of MDA with 2 molecules of thiobarbituric acid under acidic conditions and at high

temperatures, with quantification by high performance liquid chromatography (HPLC).

Statistical Analysis

Quantitative variables were expressed as mean + standard deviation (SD) or
median and interquartile range (IQR), depending on the normality of the data. To test the null
hypotheses over the means and medians, we applied Student’s t test and the Mann Whitney
test, respectively, for two independent samples. For more than two groups, we used the
parametric analysis of variance (ANOVA) and nonparametric analysis (Kruskal-Wallis)
according to the distribution of data. Because most data did not follow a normal distribution,
the correlation between PTH and other continuous variables was measured by the Spearman
correlation coefficient. We also performed a correlation analysis of the PTH divided into
tertiles with parameters of inflammation and oxidative stress. The level of significance was
5% (p <0.05). Statistical analysis was performed using SPSS version 19 (SPSS, Chicago, IL,
USA).
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RESULTS

Of the 180 patients selected for the study, 168 were included in the
statistical analysis. Measurement of oxidative stress parameters was performed in all patients.
Vitamin D was measured in 166 patients. Levels of IL-1, IL-6, and TNF-[1 were measured in
154 patients due to lack of material collected in 14 patients. General patient characteristics are
shown in Tables 1 and 2. The patient population contained a high prevalence of male,
Caucasian patients. The median time on dialysis was 47 months. The prevalence of diabetes
mellitus was 28%. The most common baseline renal disease was hypertensive
nephrosclerosis, followed by chronic glomerulonephritis and diabetic nephropathy. The
median total PTH was 281.5 pg/mL.

Twenty-six patients (15.4%) underwent parathyroidectomized. These
patients had a median PTH of 7.5 pg/mL, compared to 333 pg/mL in non-
parathyroidectomized patients. Only 10 of the 26 patients who underwent parathyroidectomy
had hypoparathyroidism (PTH <15 pg/mL), 4 had normal serum PTH (1565 pg/mL), and 6
had returned to the SHPT state (PTH> 65 pg/mL). The overall median vitamin D level was
24.7 ng/mL.

The Spearman correlation between PTH levels and inflammatory markers
(IL-1, IL-6 and TNF-a) or oxidative stress (NOx, MDA, FOX, AOPP and TRAP) was not
statistically significant (Table 3). The Kruskal-Wallis test showed a positive association
between FOX levels and the first and third tertiles of PTH levels (p = 0.016, Graphic 1). No
other parameters of oxidative stress or inflammation were significantly associated with PTH
tertiles. A subgroup analysis of non-parathyroidectomized (n= 142) versus
parathyroidectomized patients who persisted with hypoparathyroidism (PTH <15 pg/mL, n =
16), along with the exclusion of patients with parathyroidectomy and PTH > 15 pg/mL (n =
10), showed no significant differences in oxidative stress and inflammation (Table 4).We
found a negative correlation between PTH and TRAP in the subgroup of diabetic patients (p =
0.02).Correlation analysis of PTH (as the continuous variable) and hemoglobin, ferritin, EPO
dose, calcium, phosphorus, vitamin D, serum albumin, or alkaline phosphatase showed a
positive correlation for PTH levels and alkaline phosphatase (p = 0.000, Table 5).

Given their antioxidant and anti-inflammatory effects, we used PTH as the
continuous variable and performed a dichotomized analysis between patients receiving
inhibitors of angiotensin-converting enzyme (ACE), angiotensin receptor blockers (ARBs),

statins, and calcitriol. No significant statistic association was found.
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DISCUSSION

This study aimed to correlate the presence of high levels of PTH, resulting
from SHPT in CKD, with parameters of inflammation and oxidative stress in chronic renal
failure patients on hemodialysis. HPT is implicated in increased cardiovascular risk in the
general population and in CKD patients, in part because of its relationship to inflammation
and ROS generation [23,24]. The explanation for this exacerbated inflammatory state in HPT
(primary or secondary to aldosteronism, for example) is based on the increase in intracellular
and mitochondrial free calcium - the calcium paradox - which favors the production and
release of ROS. In subjects undergoing states of aldosteronism (found, for example, in
patients with congestive heart failure), excessive urinary loss of divalent cations such as
calcium and magnesium occurs. This loss leads to the development of SHPT in an attempt to
correct these losses. The HPT found in this situation promotes, despite normal or low serum
calcium, large increase in intracellular calcium and increased ROS levels [14,15]. Increased
intracellular calcium and ROS open mitochondrial channels (called permeability transition
pore [PTP]), causing swelling and mitochondrial dysfunction, with subsequent evolution to
cellular necrosis. The repair process of this cardiomyocyte necrosis evolves with areas of
myocardial fibrosis, thus increasing the risk of heart disease (left ventricular hypertrophy,
arrhythmias, and heart failure) [25].

Vidal et al. demonstrated that parathyroidectomy in rats with induced
aldosteronism prevented the increase in oxidative (H,O; production by monocytes) and
nitrosative (al-antiproteinase activity in plasma) stress. Although several studies have
demonstrated increased tissue and serum ROS associated with binomial calcium
paradox/HPT, in general these studies included only cases of experimental aldosteronism or
aldosteronism secondary to congestive heart failure [14,15,26]. In patients with primary HPT,
there are reports of improvement [27], deterioration [28], or unchanged [17] inflammatory
markers after parathyroidectomy.

We found that parathyroidectomized patients with PTH persistently below
15 pg/mL showed similar levels of oxidative stress and inflammation compared to non-
parathyroidectomized patients. This lack of relationship between PTH and
inflammation/oxidative stress may be because both kidney dysfunction and renal replacement
therapy in CKD patients regulate ROS and inflammation more than other factors, such as
SHPT [29,30]. Parenteral iron and EPO agents, as well as temporary vascular access and

infections, may exacerbate the inflammatory state [31]. To minimize these biases, we
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performed blood sampling immediately before the start of the session, suspended the
administration of parenteral iron 1 week before collection, and excluded patients with venous
central catheters or recent infections. We did not identify any correlations between EPO dose
and biomarkers.

In our study, analysis with PTH as a continuous variable did not correlate
with parameters of inflammation or oxidative stress. Noyan et al., in a recent study with 50
hemodialysis patients and 20 control subjects, found similar results [32]. In that study,
dialysis patients were categorized into 2 groups according to PTH levels >300pg/mL and
<300 pg/mL. They evaluated with a panel for oxidized compounds (AOPP, MDA,
myeloperoxidase) and antioxidants (catalase, ascorbic acid). They found a decrease in catalase
activity in patients with PTH >300 pg/mL. We found a significant association of the highest
tertile of PTH with FOX levels compared to the first tertile, but no other significant
differences.

We found a negative correlation between PTH and TRAP in patients with
diabetes mellitus, consistent with literature reports of reduced antioxidant defenses in diabetic
patients and correlations with diabetic complications and severity [33,34,35]. However, the
role of PTH in the imbalance of oxidation and antioxidant activity is unclear. PTH levels did
not correlate with the common laboratory variables measured in dialysis patients, such as
hemoglobin, EPO dose, ferritin, calcium, phosphorus, 25 (OH) D, or albumin, but did
positively correlate with alkaline phosphatase, a marker of bone remodeling related to SHPT
severity [36]. PTH levels did not correlate negatively with hemoglobin or positively with EPO
dose. This result is somewhat surprising, as primary [37,38] and secondary [39,40] HPT is
classically associated with anemia. PTH may directly inhibit erythropoiesis or red cell
progenitors or induce bone marrow fibrosis [41]. Tutal et al. showed that inflammation may
act synergistically, as patients undergoing hemodialysis with PTH> 350 pg/mL and increased
C-reactive protein levels showed greater resistance to EPO [42].

Pro-inflammatory cytokines such as IL-1 and TNF-a can inhibit
erythropoiesis, but we did not find a correlation between levels of these cytokines and
hemoglobin or EPO dose (data not shown). Ferritin, a biochemical marker classically linked
to inflammation, did not correlate with PTH or the assessed biomarkers of inflammation and
oxidative stress (data not shown). Reducing parenteral iron supplementation for 1 week may
have been sufficient, although others reported the same lack of association in dialysis patients
regardless of whether they received intravenous iron or not [43]. PTH levels did not correlate

with albumin, an indicator of nutritional status and a negative marker of inflammation, which
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is consistent with other results of this study. PTH levels also did not correlate with calcium or
phosphorus levels. In a study of CKD patients not on dialysis, Navarro-Gonzalez et al. found
an association between levels of inflammation (IL-6 and TNF-a) with serum phosphorus, but
not with PTH [44]. PTH levels did not correlate with vitamin D. Two other studies have
shown no or only weak correlations in CKD patients and the general population [45,46]. In
the same line, some clinical trials showed only a slight reduction in PTH levels with
replacement therapy with ergocalciferol in CKD [47,48]. In contrast, Gracia-Iguacel et al., in
a population of dialysis patients (hemodialysis, hemodiafiltration, and peritoneal dialysis)
found, in univariate analysis, a negative correlation between PTH and 25 (OH) D [49].

We found a high prevalence of decreased vitamin D levels in this dialysis
population, with a median of 24.5 ng/mL. The percentage of patients with inadequate levels
(defined by the Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) as <30 ng/mL) [50]
reached nearly 80%, with 69.3% of patients with insufficiency (15-30 ng/mL) and 9.6% with
deficient levels of 25(OH)D (<15 ng/mL), consistent with other studies [49,51]. There was no
correlation of vitamin D levels with parameters of inflammation or oxidative stress (data not
shown).

The relationship between inflammation, oxidative stress, and SHPT is of
great scientific interest. Although this study was not the first to examine this relationship in
dialysis patients, it is the largest reported. For evaluation of ROS, we used, as recommended,
a panel of biomarkers rather than a specific marker, using well established measurement
techniques and seeking to exclude from the analysis patients or conditions that could interfere
with ROS generation or the inflammatory state. One limitation of the study is its cross-
sectional nature, which prevents the determination of the relationship between cause and
effect. Other limitations are the fact that hemoglobin adequacy was determined by the
assistant nephrologist, and the limited breadth of the panel of oxidative stress biomarkers, as
other markers of oxidative stress may have been more informative in hemodialysis patients
[43].

In conclusion, despite the evidence of a relationship between
hyperparathyroidism, the calcium paradox, and ROS/inflammation, this study did not identify
a correlation among PTH levels and most biomarkers in chronic hemodialysis patients; only
PTH tertiles correlated with FOX. The subgroup of patients with surgical hypoparathyroidism
(despite a small number of subjects) showed similar levels of oxidative stress and
inflammation as patients without parathyroidectomy, suggesting that, in dialysis patients,

inflammation and oxidative stress are regulated via mechanisms other than HPTS severity.
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Additional studies are needed to establish the role of PTH as a uremic toxin that contributes to

inflammation and/or oxidative stress in chronic renal patients on hemodialysis therapy.
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Table 1 — General patients characteristics

VARIABLE

RESULTS

Male
Age (years)
Time on dialysis (months)
Race
White
Afroamericans
Others
CKD etiology
HN
CGN
DN
ADPKD
Others
MBP (mmHg)
BMI
Current smoking
Diabetic patients
Parathyroidectomy
Parathyroidectomy with hypoparathyroidism
Patients on statins
ACEI/ARB
Calcitriol
EPO dose (U/kg/sem)

110 (65,5%)
54,3 +14,3
47 (20-90)

113 (67,3%)
25 (14,9%)
30 (17,9%)

57 (33,9%)
44 (26,2%)
39 (23,2%)
9 (5,4%)
19 (19,3%)
97,1+9,3
23,7 (21-28)
24 (14,3%)
47 (28%)
26 (15,4%)
10 (5,9%)
39 (23,2%)
90 (53,6%)
63 (37,5%)
122 (44-186)
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Results expressed as mean = SD or median and interquartile range. CKD = Chronic Kidney
Disease; HN = Hypertensive Nephrosclerosis; DN = Diabetic Nephropaty; CGN = Chronic
Glomerulonephritis; ADPKD = Autossomic Dominant Polycistic Kidney Disease; MBP =
Mean Blood Pressure; BMI = Body Mass Index; ACEl — Angiotensin Converting Enzyme
Inhibitor; ARB = Angiotensin Receptor Blocker; EPO = Erythropoietin;



Table 2 - Patients laboratorial data

VARIABLE

RESULTS

Hemoglobin (g/dL)
Hematocrit (%)
Creatinine (mg/dL)
PTH (pg/mL)

Kt/V

Calcium (mg/dL)
Phosphorus (mg/dL)
Alkaline Phosphatase (U/L)
Ferritin (ng/mL)
25(0OH)D (ng/mL)
Albumin (g/dL)

IL-1 (pg/mL)

IL-6 (pg/mL)

TNF (pg/mL)

MDA (nM/mg protein)
TRAP/URCA (trolox)
NOXx (uM)

AOPP (umol/L)

FOX (mM)

11,4 (10-12,5)
34,9 (30,7-38,6)
9,4+3
281,5 (86,9-656,7)
1,29 (1,13-1,5)

8,6 (8,4-9,2)
5,6 (4,3-7)

116 (91,2-172)
818,4 (498,9-1116,8)
24,7 (19,8-28,5)
4,2 (3,9-4,4)

2 (2-2)
3,8(1,6-7,2)

2 (2-49,3)
78,4 (62,1-95,7)
171,8 + 30
12 (9,1-16,6)
155,3 (125,6-206,6)
0,81 (0,65-0,95)

Results expressed as mean = SD or median and interquartile range. Kt/V = Dialytic
adequacy; 25(0OH)D = Vitamin D; IL-1 and 6 = Interleukin 1 and 6; TNF-a = Tumor Necrosis
Factor alpha; MDA = Malonic Dialdehyde; TRAP = Total Plasma Antioxidant Capacity; URCA
= Uric Acid; NOx = Nitric Oxide metabolites; AOPP = Advanced Oxidation Protein Products;

FOX = Lipid Hydroperoxidation
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Table 3 — Spearman coefficient correlation between PTH and oxidative stress/inflammation
biomarkers.

IL-1 IL-6 TNF-a MDA  TRAP NOx AOPP FOX

PTH Correlation 0,086 -0,120 0,143 0,022 -0,060 0,003 0,047 0,025
coefficient

Significancy 0,287 0,139 0,078 0,776 0,443 0,966 0,548 0,749

PTH = Parathyroid Hormone; IL-1 and 6 = Interleukin 1 and 6; TNF-a = Tumor Necrosis Factor alpha;
MDA = Malonic Dialdehyde; TRAP = Total Plasma Antioxidant Capacity; URCA = Uric Acid; NOx = Nitric
Oxide metabolites; AOPP = Advanced Oxidation Protein Products; FOX = Lipid Hydroperoxidation

Table 4 - Mann Whitney test comparing oxidative stress and inflammatory biomarkers
between parathyroidectomized patients with PTH < 15pg/ml and non-
parathyroidectomized patients

IL-1 IL-6 TNF-a MDA TRAP NOXx AOPP FOX
P value 0,345 0,423 0,267 0,237 0,653 0,282 0,142 0,933

IL-1 and 6 = Interleukin 1 and 6; TNF-a = Tumor Necrosis Factor alpha; MDA = Malonic Dialdehyde;
TRAP = Total Plasma Antioxidant Capacity; URCA = Uric Acid; NOx = Nitric Oxide metabolites; AOPP =
Advanced Oxidation Protein Products; FOX = Lipid Hydroperoxidation

Table 5 — Spearman coefficent correlation between PTH levels and laboratorial data assessed
in the study population

Hb EPO Ca P Ferrit Alb Vit D AP
PTH Correlation 0,008 0,077 0,044 0,141 0,031 0,024 -0,057 0,485
coefficient
Significancy 0,923 0,324 0,571 0,069 0,689 0,757 0,467 0,000

Hb — hemoglobinn EPO — erythropoetin dose in U/kg/sem; Ca = calcium; P = phosphorus; Ferrit =
Ferritin; Alb = albumin; Vit D = vitamin D; AP = Alkaline Phosphatasis.



FOX

Graphic 1 — Plot graphic of serum FOX levels in the PTH tertiles. P = 0,016 (Kruskal-
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos pelo presente estudo demonstram ndo haver uma
relagdo definida entre os niveis de PTH e a geracdo aumentada de marcadores de estresse
oxidativo e de inflamag¢do em uma populagdo de pacientes renais cronicos em hemodialise.
Devido as evidéncias presentes na literatura de que estes pacientes possuem niveis maiores de
inflamacdo e estresse oxidativo em relacdo a populagdo geral, os mecanismos que justificam

este aumento possivelmente sofrem pouca influéncia do PTH.



APENDICES
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APENDICE A

Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo da pesquisa:

“Esta o hiperparatireoidismo secundario associado ao aumento do estresse oxidativo e
inflamac¢ao em pacientes renais cronicos em hemodialise?”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “Esta o hiperparatireoidismo
secundario associado ao aumento do estresse oxidativo e inflamacio em pacientes renais
cronicos em hemodialise?”, realizada nos servicos de hemodialise do Instituto do Rim de
Londrina, da Histocom Atividades Médicas, ¢ do Hospital Universitario de Londrina. O
objetivo da pesquisa ¢ avaliar possivel correlagdo entre os niveis de paratormoénio (PTH),
secundarios a Doenca Renal Cronica ¢ os niveis de estresse oxidativo e de inflamagao,
tipicamente aumentados nesta populagdo. A sua participacdo ¢ muito importante e ela se daria
da seguinte forma: 1) pesquisa em prontuario sobre dados clinicos (anemia, hipertensdo e
dose de medicamentos); 2) fornecimento de cerca de 20 mL de sangue que serdo removidos
durante coleta de exames rotineiros mensais, na hemodialise, para que possamos fazer as
analises laboratoriais; e 3) nos pacientes candidatos a remocdo cirurgica das glandulas
paratiredides por doenca avancada e intratdvel do ponto de vista clinico, ¢ nosso desejo
avaliar, além destes mesmos niveis de inflamagado e de estresse oxidativo, a fungdo cardiaca,
através da realizagdo de ecocardiografia (ultrassom do coragdo), antes da cirurgia e com seis
meses de pos-operatorio. Todos os procedimentos serdo feitos sem nenhum custo e de modo
algum influenciardo quaisquer medidas terapéuticas. Gostariamos de esclarecer que sua
participacdo ¢ totalmente voluntaria, podendo vocé recusar-se a participar, ou mesmo desistir
a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa.
Informamos ainda que as informagdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e
serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade. Importante dizer que apds a realizagdo dos exames, as amostras de sangue serao
descartadas.

Os resultados contribuirdo para elucidar o eventual papel do hiperparatireoidismo secundario

a Doenca Renal Cronica na génese da inflamagdo e do estresse oxidativo, ambos marcadores
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de risco cardiovascular dos pacientes em hemodialise. Além disto, permitird avaliar se ocorre
a reducdo destes fatores de risco apds a retirada das glandulas paratiredides, naqueles
pacientes que tiverem indicacdo inequivoca do procedimento cirtirgico. Os riscos de sua
participac¢do sdo minimos, restritos a retirada adicional de 20 mL de sangue em uma de suas

avaliagOes mensais laboratoriais rotineiras nos servigos de hemodialise

Informamos que o senhor ndo pagara nem sera remunerado por sua participacao. Garantimos,
no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e

decorrentes especificamente de sua participagdo na pesquisa.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos, pode nos contactar (Prof.
Dr. Vinicius Daher Alvares Delfino ou Prof. Marcel Jaqueto) na Avenida Bandeirantes 804 —
telefone 3376-9100, ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n° 60, ou no telefone 3371 —
2490. Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas,

devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.

Londrina, 30 de Abril de 2012.
Pesquisador Responsavel
Prof Dr Vinicius Daher Alvares Delfino

RG: 1.480.175
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(nome por extenso do sujeito de pesquisa),

tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em

participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):

Data:




APENDICE B

Termo de aprovagio pelo Comité de Etica e Pesquisa

%Jll Universidade
== Fsiadual de Londrina
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 268

| Parecer CEP/UEL: |215/2011

CAAE: 0088.0.268.000-11

Processo: 12322/2011.86

Folha de Rosto: 422807 :
Pesquisador(a): Vinicios Daher Alvares Delfino

Unidade/Orgao: CCS - Programa de Mestrado em Ciéncias da Saude

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina" (Registro CONEP 268) — de acordo com as
orientagdes da Resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de SaludefS e Resolugdes
Complementares, avaliou o projeto:

“Esta o Hiperparatireoidismo Secundario Associado ao Aumento do Estresse
Oxidativo e Inflamagdo em Pacientes Renais Cronicos em Hemodialise?”

Situagdo do Projeto: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdo que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério
final da pesquisa.

Londrina, 14 de outubro de 2011.

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitdrio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), Km 380 - Fone (43) 33714000 - PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 6001 - CEP 86051-890 - Intemnet hip: Hwww.uel br
! LONDRINA PARANA BRASIL

Form

Gdigo 11,764 - Formaw Ad (210x297)
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