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ROSTON, Fabio. Hipertensao pulmonar e biomarcadores de estresse oxidativo
em individuos em hemodialise. 2017. 55 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias da
Saude) — Universidade Estadual de Londrina,Londrina, 2017.

RESUMO

INTRODUCAO: A Hipertensdo Pulmonar (HP) é uma desordem patofisioldgica que
pode envolver multiplas condicdes. E caracterizada pela elevacdo sustentada da
pressao arterial pulmonar maior ou igual a 25 mmHg, aferida de modo direto por
cateterismo direito O ecocardiograma, por ser um método indireto e seguro, é
frequentemente usado como meio de triagem, sendo o achado da pressao arterial
sistolica pulmonar (PSAP) maior ou igual a 35 mmHg indicativo de HP. Estudos
mostram a presenca de estresse oxidativo elevado em pacientes renais crénicos
submetidos a dialise e estresse oxidativo elevado em pacientes com HP, porém nao
ha dados na literatura que avaliem associagao de estresse oxidativo elevado em
pacientem em HD com HP. Nosso estudo teve como objetivo primario avaliar a
possivel associagcao entre hipertensao pulmonar e estresse oxidativo elevado em
paciente com doenca renal croénica (DRC) em hemodialise (HD). METODOS: Estudo
transversal, com oitenta e nove pacientes provenientes de duas clinicas de
hemodialise. A coleta de dados e analise dos exames ecocardiograficos ocorreram
entre os meses de maio e junho de 2015 e os exames foram realizados na segunda
sessdo semanal de HD (as quartas e quintas feiras) para evitar intervalos
interdialiticos maiores. As amostras de sangue foram coletadas apds a puncao da
fistula artériovenosa, pouco antes de iniciar a dialise. Apés o seu término, foram
realizados os ecocardiograma para determinacdo da PSAP e assim, dividir os
pacientes em 2 grupos: com e sem hipertensdo pulmonar, sendo considerado
presenca de HP valores iguais ou superiores a 35 mmHg. Ocorreram treze perdas
no decorrer do estudo, restando setenta e seis pacientes para a analise.
RESULTADO: A prevaléncia de HP no presente estudo foi de 50%. Nao foram
observadas diferengas entre os grupos quando comparados os marcadores de
estresse oxidativo e de inflamacado Os grupos com e sem HP foram homogéneos,
sem diferenca em relagdo a idade, sexo, indice de massa corporea (IMC), uso de
inibidores da enzima de conversao da angiotensina (IECA), uso de bloqueadores
dos receptors AT1 da angiotensina Il (BRA) ou estatinas, assim como tabagismo e
diabetes melitus, porém, foi observado maior tempo em dialise nos pacientes com
HP (57, DP 40-108 meses) em relacdo aos sem HP (36, DP 24-72 meses), P =
0,026. CONCLUSAO: N3o encontramos associacdo entre HP e estresse oxidativo
em pacientes em HD na populagdo estudada. O tempo em dialise esteve associado
a HP, sugerindo que fatores relacionados a maior tempo em hemodialise possam ter
participacdo da génese da HP em individuos renais crénicos em HD.

Palavras-chave: Hipertensdao pulmonar. Doenca renal crdnica. Hemodialise.
Estresse oxidative. Inflamacéo.



ROSTON, Fabio. Pulmonary hypertension and oxidative stress biomarkers in
hemodialysis patient. 2017. 55 p. Thesis (Master’'s Degree Health Sciences) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Pulmonary Hypertension (HP) is a pathophysiological disorder that
may enrolled a lot of conditions. It is defined as a sustained elevation of mean
pulmonary artery pressure (PAPm) of at least 25 mmHg at rest with right heart
catheterization study. PSAP is also measured non-invasively by Doppler
echocardiography and the find of PSAP at least 35 mmHg is high indicative of HP.
Some study demonstrate high oxidative stress in end of stage chronic kidney disease
(CKD) in hemodialytic treatment and high oxidative stress in PH patients but there is
no finding of high oxidative stress in CKD in dialytic treatment and HP patients. This
study has the meaning search for a relationship between HP and high oxidative
stress in CKD hemodialytic treatment patient. METHODS: Cross sectional study with
89 patient in hemodialytic treatment of two hemodialysis center. Data collect and
trans thoracic echocardiogram was performed from may to june 2015, on wednesday
and Thursday to avoid greater interdialytic interval. Blood sample were collect just
after venulos fistula puncture to start hemodyalisis (HD). The echocardiogram was
performed right after HD and the pulmonary pressure was taken. The patient was
shared in two groups, with and without HP. HP was defined as PSAP equal or
greater than 35 mmHg. There was 13 loss and at the end, 76 patient stayed in the
study. RESULTS: The prevalence of HP was 50% in the population There was no
difference between the two groups when compered oxidtive stress paterns as well as
inflamatory factors.. The groups were homogeneous and without difference when
compared age, sex, body mass index, tobacco use, diabetes Melitus, ACE inhibitor
or AT1 receptor blocker and statin use. The study showed more time in month in HP
patient (57, DP 24- 72 month) compared without HP patient (36, DP 24-72 month), p
=0,026. CONCLUSION: There is no association between PH and oxidative stress
and inflamatory paterns in HD patient in this population. The time measured in
months in HD was associated with HP and it suggest that the time in HD may play a
role in HP patient.

Keywords: Pulmonary hypertension. Chronic kidney disease. Hemodyalisis.
Oxidative stress. Inflammation.
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1 INTRODUGAO

A hipertensao pulmonar (HP) € uma condi¢ao clinica progressiva, caracterizada
por disfuncdo endotelial e remodelamento das camadas média e intima dos vasos
pulmonares, resultando em lesdes vasculares constrictivas e oclusivas, respectivamente
[1].

A HP é uma desordem patofisioldgica que pode envolver multiplas condi¢des
clinicas e agravar a maioria das doengas cardiovasculares e respiratorias. Os sintomas
da HP s&o inespecificos e a maioria relacionados a disfungéo progressiva do ventriculo
direito (VD). Os sintomas iniciais sdo geralmente induzidos pelo exercicio e a dispneia,
fadiga, fraqueza, angina e sincope sdo os mais comuns. Menos comumente, pacientes
relatam tosse seca, nauseas e vomitos induzidos por exercicio. Sintomas em repouso
acontecem em casos avancados. Distensdo abdominal e edema de tornozelo acontecem
com a progressao da faléncia do VD. A apresentacao da HP pode diferir, a depender da
causa ou pode estar associada a outras patologias [2].

O valor normal da pressao média da artéria pulmonar (PAPm) em repouso é 14 +
3 mmHg, sendo caracterizada a presenca de HP quando a mesma se encontra
sustentada e = 25 mmHg, aferida por cateterismo cardiaco direito, método definido como
padrdo ouro para o diagnéstico [1,2]. Devido a natureza invasiva do cateterismo
cardiaco, a ecocardiografia € o método mais comumente utilizado na pratica clinica para
o rastreio diagndstico de HP com boa acuracia em relagdo ao padréo ouro, inclusive, com
boa precisdo entre as diversas técnicas ecocardiograficas quando comparadas entre si,
conforme descreveu Aduen e cols [3].

Em 1973 foi estabelecido o primeiro sistema de classificagdo desta patologia, o
qual dividia os pacientes acometidos em dois grupos: 1- HP primaria; 2- HP secundaria,
de acordo com a presenga ou nao de uma condicdo clinica de base responsavel pelo
desenvolvimento de HP [4]. Ao longo das ultimas décadas, com o aumento do
conhecimento sobre mecanismos fisiopatolégicos e identificagdo de varias outras
condigbes clinicas predisponentes, tal classificacdo se mostrou insuficiente para o
adequado manejo dos pacientes e foi sendo modificada com o intuito de categorizar
multiplas condi¢des clinicas em 5 grupos de acordo com as semelhangas clinicas,
patolégicas, hemodindmicas e estratégias de tratamento [5], resultando na classificagcao
atualmente utilizada, denominada de Nice, por ter sido esta cidade francesa a sede do
ultimo Congresso Mundial sobre HP em 2013. A tipo V, considerada miscelania, é a

categoria que corresponde aos pacientes com hipertensdo pulmonar e doencga renal
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crénica.Considerando-se a probabilidade de mortalidade em fungdo do tempo, os

pacientes com HP sao divididos em 3 grupos: 1- Baixo risco, quando mortalidade menor
que 5% ao ano; 2- Risco moderado, quando mortalidade entre 5
e 10%
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ao ano; 3- Alto risco quando mortalidade maior que 10% ao ano. Pacientes classificados como
baixo risco comumente apresentam insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) classe functional |
ou Il da OMS, auséncia de progressao da doencga e teste de caminhada de 6 min maior que
440 m. Os pacientes com risco intermediario apresentam progressao lenta da doencga, teste de
caminhada de 6 min entre 440 e 165, classe funcional Il da OMS e sinais de disfungao do VD,
porém, sem sinais clinicos de faléncia de VD. Pacientes com clinica de disfuncdo de VD,
rapida progressao de sintomas, valores de peptideo natriurético cerebral (BNP) > 300 ng/L,
classe funcional IV da Organizagdao Mundial da Saude (OMS), teste de caminhada de 6

minutos (min) menor que 165 metros (m), sincopes repetidas, pico de VO2 < 11mL/min/Kg,
VE/VCO2 slope >45, area do atrio direito > 26 cm?, derrame pericardico, pressao no atrio

direito >14 mmHg, indice cardiaco < 2,0 L/min/m?e saturacdo venosa central de oxigénio <60

% sao classificados como alto risco [4].

A HP tem alta prevaléncia em pacientes com doenga renal crénica (DRC). Yigla e cols.
relataram prevaléncia de 13,7 % de HP entre 127 pacientes pré-dialiticos [6], enquanto Kawar B
e cols mostraram prevaléncia de 39 % de HP nos pacientes com DRC avangada nao
dialitica e de 56 % naqueles submetidos a dialise [1]. Em editorial recente, Sarnak&Roberts
referem presencga de HP entre 30-40% dos pacientes com DRC estagios 4 e 5 (ndo dialiticos e
dialiticos, respectivamente) [7].

Navaneethan e cols. em estudo multicéntrico americano de coorte prospectivo
envolvendo cerca de 3.000 pacientes com DRC em diferentes estagios, onde a presenca de HP
foi definida por presséo sistolica de artéria pulmonar (PSAP) > 35 mmHg e/ou velocidade de
regurgitacao tricuspidica > 2,5m/s, comprovaram que a prevaléncia de HP aumenta
conforme o estagio da DRC avanga, subindo de 6 % em pacientes no estagio 1, para 33%
nos em estagio 5 nao dialitico [8]. Neste estudo a presenca de HP esteve associada de
maneira independente com risco aumentado de eventos cardiovasculares e maior mortalidade
[8]. De maneira semelhante, muito recentemente, Reque e cols. num mesmo tipo de estudo
em 353 pacientes renais crénicos espanhdis, confirmaram que a prevaléncia de HP aumenta
progressivamente a medida que a taxa de filtragdo glomerular se reduz (pacientes em
terapia renal substitutiva ndo foram incluidos) e que é um fator de risco independente para
eventos cardiovasculares e mortalidade por todas as causas (hazard ratio 2,52-IC 95%- 1,95-
5,56; P = 0,01)[9].

Alguns autores demonstraram desfechos desfavoraveis para pacientes com HP em
HD, entre eles, destacam-se dois. Ramasubbu e cols., em um estudo de coorte com
seguimento de 1 ano com 90 pacientes em HD, observaram que 47% deles apresentavam HP
e a mortalidade foi de 26% neste grupo contra 6% no grupo sem HP [10], e Agarwal e cols.,em

estudo com 288 pacientes, 38% deles com HP, seguidos por uma mediana de 2,15 anos;
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anadlise ajustada, razao de chances de 2,17 (IC 95% 1,31-3,61, P < 0,01) demostraram que
também neste grupo de pacientes a HP esta associada com desfechos desfavoraveis [11].

Em pacientes em terapia dialitica, a HP parece ser prevalente nos pacientes submetidos a
hemodialise (HD) com prevaléncia entre 30 a 58%, contra 12,5 a 40% em pacientes em dialise
peritoneal (DP) [6]. Etemadi e cols, atribuem esta maior prevaléncia de HP em pacientes em
HD principalmente ao aumento do débito cardiaco provocado pela fistula arteriovenosa
(FAV) nos pacientes submetidos a HD e pela presenca de microbolhas que se formam no
sistema de hemodialise. As microbolhas obstruem os capilares pulmonares e podem induzir
a isquemia tecidual, resposta inflamatéria e ativacdo do complemento, corroborando para a
génese da HP [12].

O primeiro estudo realizado em paciente em HD utilizando o padrdo-ouro para o
diagnéstico de HP, o cateterismo cardiaco direito com medida direta da pressao pulmonar, foi
publicado por Pabst e cols. em 2012. O cateterismo direito foi realizado em 62 pacientes com
DRC e dispnéia inexplicada (31 em HD e 31 com DRC estagios 4 e 5 nao dialitico). Em ambos
0s grupos, a prevaléncia de HP foi de 72% (no grupo HD, quando o cateterismo direito foi
repetido apos HD, a prevaléncia reduziu-se para 60%). Em ambos os grupos a grande
maioria dos casos foi de HP pds-capilar pulmonar, sugerindo HP secundaria a disfun¢ao
ventricular esquerda. Este estudo revelou, portanto, que mais de 70% dos pacientes com
DRC avangada ou em HD com dispneia sem causa identificavel apresentaram HP e que em
pacientes em HD, o melhor momento para avaliagdo da HP é logo apds o término da sesséo de
HD[13].

A patogénese da HP em pacientes em HD ndo é muito bem conhecida e varios
mecanismos fisiopatolégicos tém sido propostos. Hipervolemia e disfungcdo sistolica e
diastdlica do ventriculo esquerdo (VE), comumente encontradas nos pacientes com DRC sao
frequentemente citadas. Varias causas de insuficiéncia cardiaca (IC) sdo encontradas nessa
populagdo, dentre elas, hipertensdo arterial sistémica, aumento corporal de sal e agua,
efeitos pleiotropicos de toxinas urémicas e isquemia miocardica [14-15]. A apneia do sono
tem prevaléncia elevada nesta populacdo e pode contribuir para prevaléncia aumentada de
HP [16].

As fistulas AV utilizadas para acesso hemodialitico resultam em aumento do retorno
venoso, com concomitante elevagao do débito cardiaco. Casos de IC por alto débito como
resultado de um alto fluxo na FAV nao sao raros e frequentemente a ligadura ou reducao da
FAV é necessaria [17]. Esse mecanismo foi uns dos primeiros sugeridos como causa de HP
em pacientes em HD. Criticos desta teoria acreditam que o aumento do retorno venoso nao

teria, sozinho, a capacidade de elevar a pressao arterial pulmonar devido a elevada
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complacéncia dos vasos pulmonares e sugerem que a perda dessa complacéncia ou outros
mecanismos fisipatoldgicos estejam envolvidos [14-15-18].

Yigla e cols. em um estudo prospectivo que acompanhou 12 pacientes submetidos

confeccado de FAV demonstraram que a Unica diferenca entre os que desenvolveram HP e os
que nao, foi o aumento do débito cardiaco, sugerindo que em pacientes com disfuncéo
ventricular inicial, o retorno venoso elevado poderia elevar a PSAP [18].
O disturbio mineral 6sseo também tem sido apontado como uma das causas de HP em
pacientes renais crénicos, possivelmente por causar calcificacdo dos vasos pulmonares,
porém, os estudos a respeito sdo controversos. A maioria deles falhou em comprovar
associacéo entre niveis elevados de célcio, fosforo e paratorménio (PTH) e HP [18-19-20].
Estudo de Agarwal e cols. sugeriu efeito antioxidante e protetor de endotélio para a vitamina D
em pacientes com DRC, porém, ensaios clinicos aleatorizados sdo necessarios para
corroborar este achado [11].

Em pacientes em HD, o préprio tratamento é apontado como possivel causa de HP,

uma vez que a resposta inflamatdria elevada devido a ndo completa biocompatibilidade das
membranas dos capilares contribui para disfuncao endotelial e consequentemente HP [21].
O estresse oxidativo parece estar envolvido, dentre outros fatores, na fisiopatologia da HP. O
aumento do estresse oxidativo causado por insultos repetidos externos, gera um desbalango
entre vasodilatadores (oxido nitrico e prostacicilina) e vasoconstrictores (endotelina 1,
tromboxano, serotonina e angiotensina |l) arteriolares. Este desbalango pode causar
oxidagado de proteinas, carboidratos, lipidios e acido desoxirribonucleico (DNA), e promover,
nestas substancias, alteragdes estruturais, funcionais e consequentemente, leséo celular [22].

A elevacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ativa a via
peroxidonitrito, aumentando a ac¢ao da tirosina nitrato, a qual, por sua vez, reduz a producao da
oxido nitrico sintase e a prostacicilina sintase. Como consequéncia, tem-se a redugdo da
produgdo de oxido nitrico e prostacicilina, o que contribui para a vasoconstric¢ao, proliferagao
miointimal, hipertrofia e fibrose das arteriolas pulmonares [22].

Estudos associam inflamacdo cronica a uremia. A elevacdo de mediadores
inflamatérios na corrente sanguinea associa-se a aumento no estresse oxidativo e disfungéo
endotelial. Pacientes com DRC apresentam elevagao de fatores vasoconstrictores como
endotelina | e angiotensina Il e reducao de fatores vasodilatadores como o 6xido nitrico,
sendo a resultante a elevagéo da resisténcia vascular pulmonar, podendo acarretar HP [23].

Em recente artigo, Kawar e cols., 2013, apresentam representagdo grafica,
contemplando os mecanismos mais comumente descritos como associados a HP em pacientes

com DRC [1]. Tal grafico foi traduzido, adaptado e apresentado a seguir como Figura 1.
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Figura1 Potenciais mecanismos contributivos paradesenvolvimento de
hipertensédo pulmonar em pacientes com doenga renal crénica.
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Fonte: Traduzido e adaptadode Kawar e cols., 2013.

2 JUSTIFICATIVA

A HP tem alta prevaléncia em pacientes renais crbnicos em hemodidlise e esta
associada com morbidade e mortalidade elevadas. A patogénese da HP no renal crénico néo é,
ainda, bem conhecida, mas parece ser. Em modelo experimental e em individuos sem DRC, o

estresse oxidativo aumentado parece estar associado a HP [22].

Pacientes renais cronicos, inclusive aqueles em HD, apresentam estresse oxidativo
aumentado quando comparados a controles. Nao encontramos na literatura estudos que
tenham avaliado possivel associagdo entre marcadores de estresse oxidativo aumentado e HP
em pacientes em HD. O encontro de uma possivel associacdo positiva entre elevacédo de
marcadores estresse oxidativo e HP em pacientes em HD pode propiciar justificativa para
futuros estudos visando avaliar o papel de medidas de reducdo do estresse oxidativo (uso de
antioxidantes, por exemplo) sobre a HP pulmonar de individuos em HD, visando reduzir a

morbimortalidade da HP nestes pacientes.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Primario

Avaliar associagao entre biomarcadores de estresse oxidativo e HP em uma amostra

de pacientes em HD.
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3.2 Objetivo Secundario

Estudar a prevaléncia da HP em uma amostra de pacientes em HD na cidade de

Londrina.

4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Delineamento

Estudo transversal.

4.2 Populagao

Pacientes renais cronicos em tratamento em unidades de hemodialise.

4.3 Amostragem

Pacientes renais cronicos, maiores de 18 anos, em HD por mais de trés meses em
duas clinicas da cidade de Londrina/PR, que apés terem sido adequadamente informados
sobre a natureza e os objetivos do estudo, concordaram em assinar o termo de consentimento
livie e esclarecido (Estudo aprovado pelo Comité de FEtica - CAAE=
19936413314.4.0000.5231).

Apds anamnese e avaliagdo dos prontuarios contendo os histérico clinico dos
pacientes, foram excluidos os pacientes que estavam realizando HD por meio de catéteres
temporarios, portadores de infeccdo ativa, histéria de infeccdo que tivessem motivado
internacdo hospitalar nos ultimos 30 dias, portadores de neoplasias ativas, portadores de
Hepatites B e C, portadores do virus HIV, de doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), de
IC com fracdo de ejecao menor que 45% avaliada pelos método de Simpsom, portadores de
valvopatias (estenoses e insuficiéncias severas) e hepatopatias crénicas. Ao final desta etapa,
89 pacientes foram selecionados para iniciarem o estudo. Treze pacientes foram perdidos: seis
por janela ecocardiografica dificil, dois por disfungao ventricular esquerda importante ao
ecocardiograma, quatro por desisténcia em participar do estudo e um paciente por dados

laboratoriais incompletos. Setenta e seis pacientes, portanto, concluiram o estudo.
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Dados antropomeétricos, clinicos e resultados de exames laboratoriais, rotineiramente
realizados para pacientes em HD, foram obtidos a partir da histéria clinica e da revisao dos
prontuarios destes pacientes.

As coletas de exames laboratoriais especificos para o estudo, bem como a feitura dos
ecocardiogramas, ocorreram na segunda sessao semanal (as quartas e quintas-feiras) entre os
meses de maio e junho de 2015. Participaram do estudo, pacientes dos trés turnos dialiticos
(manh@, tarde e noite). Apos a puncédo das fistulas, logo no inicio das sessbes de didlise,
amostras de sangue foram retiradas para a realizagdo dos biomarcadores de estresse
oxidativo e inflamagao constantes no protocolo do estudo. Ao final das sessées de HD, com
os pacientes sendo considerados como estando no seu “peso seco” (auséncia de edema
clinico e de sinais de hipovolemia) os mesmos foram encaminhados ao laboratério de
ecocardiografia, onde os exames foram realizados e foram obtidos dados da pressao arterial

pulmonar.

4.4 Avaliagcao Ecocardiografica

Os exames ecocardiograficos foram realizados pelo mesmo operador (F.R,) utilizando-
se ecocardiégrafo GE Vivid | com sonda cardiaca setorial adulta 3S-RS (1,5-4,4 MHz).
Durante o exame foram avaliadas as fungdes ventriculares direita e esquerda, as dimensdes
das cavidades cardiacas direitas e esquerdas, a pressdao de enchimento ventricular
esquerdo, o volume do atrio esquerdo, o padrao de enchimento diastolico (com estudo de
Color Doppler e Doppler tecidual) e doencas valvares seguindo os critérios da Sociedade
Americana de Ecocardiografia (ASE) [24]. A medida da pressdo da arterial pulmonar foi
realizada de modo indireto através da equagdo de Bernouli modificada (velocidade do fluxo
regurgitante tricuspideo ao quadrado multiplicado por quatro, somada a pressao do atrio
direito, avaliada pela dimensao da veia cava inferior (VCI) e sua variacao respiratéria). Para
pacientes com dimens&o da VCI menor que 2,1 cm e variagdo respiratéria maior que 50 %,
foi atribuido 3 mmHg de pressédo de atrio direito. Para pacientes com dimenséo do VCI
maior que 2,1 cm e variagdo respiratoria menor que 50% foi atribuido 15 mmHg de presséo
de atrio direito e para as medidas intermediarias foi atribuido 8 mmHg, seguindo as
recomendacgdes para medida de cameras direitas pela ASE [24]. Foi seguida a ordem
cronolégica de chegada e saida dos pacientes em seus respectivos turnos, minimizando o
tempo de espera do paciente para feitura do exame. O valor de corte utilizado para definir HP

para este estudo foi presenca de PSAP 235mmHg.
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4.5 Obtencdo das Amostras de Sangue e Exames LaboratoriaisRealizados

As amostras foram obtidas uma vez, imediatamente antes do inicio das sessoes de HD.
Cerca de 20 mL de sangue de cada paciente foi coletado da linha venosa em tubos com
vacuo (Vacutainer). Os tubos formam armazenados em geladeira por no maximo 4 horas e
a seguir transportados em recipiente refrigerado (bolsa térmica com gelox) até o laboratorio
de Po6s-Graduacdo do Hospital Universitario de Londrina, com tempo maximo de
deslocamento de 20 min. Os frascos foram centrifugados a 1.006 g por 15 min e aliquotas de

plasmaforam armazenados a-70 °C até arealizagao das analises.

4.6 Biomarcadores Pro-Oxidantes

4.6.1 Metabdlitos do 6xido nitrico (NOx)

A determinacdo da concentracdo de subprodutos do NOx foi realizada pela
técnica descrita por Navarro-Gonzalvez et al. (1998). O o6xido nitrico € um gas muito
instavel e rapidamente se degrada nos subprodutos nitratos e nitritos, que podem ser
detectados no soro. O método de detecgdo baseia-se na redugdo de nitrato a nitrito,
mediada por reagdes de oxido-reducao ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o
sistema cadimio-cobre dos reagentes, com posterior diazotagdo e deteccdo colorimétrica do
azocomposto formado pela adicdo do reagente de Griess. A quantificacdo de NOx foi feita em
leitora de microplacas Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) sendo as leituras

feitas em 540 nm [23]. A concentracdo de oxido nitrico foi expressa em pM/L [25].

4.6.2 Produtos avan¢ados da oxidagao deproteinas (AOPP)

Este teste foi utilizado para determinar proteinas oxidadas no sangue segundo o
método descrito por Hanasand et al. (2012). A AOPP é uma medida colorimétrica dos niveis
de proteinas oxidadas. A leitura da reacao foi feita em uma leitora de microplaca marca Perkin
EImer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 340 nm. A

concentragao de AOPP foi expressa em yM/L de equivalente de cloramina T [26].

4.7 Biomarcadores Antioxidantes

4.71 Capacidade antioxidante totalplasmatica (TRAP)

Este teste avalia os antioxidantes hidro e lipossoltveis do sangue. A avaliacgo foi
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feita por quimiluminescéncia (QL) em uma adaptacdo do método descrito por Repzetto et al
(1996). A metodologia é baseada na geragao de radicais peroxila (RO’), por decomposigao
térmica, a uma velocidade controlada, do azoiniciador dicloridrato de 2,2’-azobis-(2-
metilpropanoamidina) (ABAP). Este experimento foi conduzido em uma leitora de microplacas
Victor X-3, Perkin Elmer®, (Waltham, MA, EUA) por 25 min e uma faixa de resposta entre 300
a 620 nm com controle de temperatura de 30°C. Os resultados foram expressos em uM Trolox
[27].

4.7.2 Grupamento sulfidrila (SH)

Este teste foi utilizado para determinar grupamento SH no sangue utilizando o método
descrito previamente por Hu (1994) e adaptado para microplaca por Taylan e Resmi (2010).
O grupo sulfidrila ocorre em compostos ndo proteicos (glutationa e cisteina livre) e em
compostos proteicos (albumina). O método de anadlise é baseado na reagao do acido 5,5-
ditiobis 2-nitrobenzdéico (DTNB) com o grupo sulfidrila de proteinas que produz o acido 5-tio- 2-
nitrobenzodico (TNB) de cor amarela. A leitura da reacao foi feita em uma leitora de microplaca

®

marca Perkin Elmer~, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de

412 nm. Os resultados foram expressos em uM[28].

4.7.3 Atividade da paraoxonase 1(PON1)

Este teste foi utilizado para determinar a atividade total da PON-1 pela formacao de
hidrélise do fenil-acetato (fenol), baseado na metodologia descrita por Richter, Jarvink Furlong
(2008). A taxa de hidrélise de fenil-acetato, € determinada em uma leitora de microplacas,

marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) [29].

4.7.4 Superoxido dismutase (SOD)

Este teste foi utilizado para determinar a atividade da enzima SOD nos eritrocitos
usando o método descrito por Marklund e Marklund (1974). Esta técnica baseia-se na inibicao
que esta enzima promove na auto-oxidagdo do pirogalol em solugdo aquosa. A quantidade de
SOD que foi capaz de inibir 50% da oxidagao do pirogalol foi definida como uma unidade de
atividade enzimatica. A leitura da reagao da SOD foi feita em uma leitora de microplaca marca

®

Perkin EImer™, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de 420 nm.

Os resultados foram expressos em U/mim/gHb [30].
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4.7.5 Catalase

Este teste foi utilizado para determinar a atividade da enzima catalase nos eritrécitos
através da medida do decaimento na concentragéo de H202 e geragdo de oxigénio, utilizando a
técnica descrita por Aebi (1984). A leitura foi realizada em uma leitora de microplacas, marca
Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 240 nm. Os

resultados foram expressos em abs/min/gHb[31].

4.7.6 Glutationa total (GT), Glutationa reduzida (GSH) e Glutationaoxidada(GSSG)

Este teste foi utilizado para determinar a concentragdo de GT, GSH e GSSG em
hemacias através da formagao do acido tionitrobenzdéico (TNB) no comprimento de onda de
412 nm em espectrofotdmetro, utilizando a técnica descrita por Tietze et al. 1969 e
Anderson,1985. O TNB é resultante da reagédo de duas moléculas de GSH (amostra) e uma do
acido ditio-bis-nitrobenzdico (DTNB), obtendo-se assim a quantidades de GSH.

Nesta reacéo além do TNB é formado também a glutationa oxidada (GSSG). Na
presenca da glutationa redutase e de NADPH, a GSSG resultante da primeira reagdo (ou
aquele que ja estava presente na amostra) € reconvertido em GSH que é re-oxidado a GSSG
formando mais TNB, e obtendo-se as quantidades de GT presente na amostra. A quantidade
de GSSG é obtida por calculo através da subtracdo da GT-GSH/2. A leitura da reacgao foi feita
em uma leitora de microplaca marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA). Os

resultados foram expressos em mM/gHb[32-33].

4.8 Parametros de Inflamagao

Determinagdes dos niveis de PCR ultrassensivel e transtirretina foram obtidas por

metodologias automatizadas no aparelho Architect, Abbott, USA.

4.9 Analises Bioquimicas

Determinagdes de niveis séricos de hemoglobina, ureia, creatinina, calcio, fosforo,
PTH intacto, hemoglobina, uréia, creatinina, acido urico, glicose e aspartate
alaninatransferase (AST) fazem parte dos exames de rotina das unidades de HD e foram

efetuadas pelos métodos bioquimicos derotina.

410 AnaliseEstatistica

Os dados foram analisados de forma descritiva e inferencial no programa R Core
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Team (2015). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna. Testes bicaudais foram aplicados e valor de P<0,05 foi
considerado significativo.

As variaveis qualitativas foram apresentadas por meio de tabelas de frequéncia
(absoluta e relativa). As variaveis quantitativas foram apresentadas por meio de média e
intervalo de confianga de 95% ou mediana e intervalo interquartilico, segundo a normalidade
dos dados, testada pelo teste deShapiro-Wilk.

Os pacientes foram divididos em dois grupos: portadores ou ndo de HP, e utilizou-se o
teste t para amostras independentes para comparacado da idade e IMC e o teste de Mann-
Whitney para comparacéo do tempo em didlise entre os grupos. Além disso, usou-se o Teste
do Qui Quadrado ou Exato de Fisher para comparacdo das proporcdes de pacientes por
idade, sexo, IMC, tempo de dialise em meses, diabetes, tabagismo, uso de IECA ou BRA e
de estatinas. O teste de correlacdo de Pearson nao foi usado para correlacionar as variaveis
do estresse oxidativo por ndo encontramos diferengas estatisticamente significativas entre os

grupos.
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5.1 RESUMO

Introducao: Hipertensdao pulmonar (HP) ¢é bastante prevalente em pacientes renais cronicos em
Hemodidlise (HD) e estd associada com aumento de mortalidade. Estudos revelam estresse oxidativo
aumentado em pacientes com HP (primaria e experimental). Pacientes em HD apresentam estresse
oxidativo aumentado. Nao ha estudos sobre associag@o entre estresse oxidativo e presenca de HP nestes
pacientes. Métodos: Estudo transversal com avaliacdo de setenta e seis pacientes maiores de 18 anos,
com doenca renal cronica em hemodidlise por mais de trés meses. Foram excluidos os pacientes que
estavam realizando HD por meio de cateteres temporarios, portadores de infeccdo ativa, historia de
infec¢ao que tenha motivado internag¢ao hospitalar nos ultimos 30 dias, portadores de neoplasias ativas,
portadores de Hepatites B e C, portadores do virus HIV, de doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),
de insuficiéncia cardiaca (IC) com fracdo de eje¢do menor que 45%, portadores de valvopatias (estenoses
e insuficiéncias severas) e hepatopatias cronicas. Amostras de sangue para determinacdo de
biomarcadores de estresse oxidativo foram obtidas antes do inicio da segunda sessdo semanal de HD e os
ecocardiogramas ao final da mesma sessdo. HP pulmonar foi definida por Pressdo Sistolica da Artéria
Pulmonar maior ou igual a 35 mmHg. Os exames foram relizados as quartas e quintas feiras entre os
meses de Maio e Junho de 2015 .Resultados: A prevaléncia de HP foi de 50%. Os pacientes dos grupos
com e sem HP ndo apresentaram diferenca em relagdo a idade, sexo, indice de massa corporea (IMC), uso
de inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (IECA), bloqueadores dos receptors AT1 da
angiotensina Il (BRA) ou estatinas, assim como tabagismo e diabetes mellitus. Foi observado maior
tempo em didlise nos pacientes com HP em relagdo ao grupo sem HP (57 x 36 meses, P =0,026). Nao
foram observadas diferengas entre os grupos quando comparados os biomarcadores de estresse oxidativo.
Conclusao: Nio foi encontrada associa¢do entre presenca de HP e aumento no estresse oxidativo nos
pacientes estudados. O tempo de dialise esteve associado & ocorréncia de HP.

5.2 INTRODUCAO

Hipertensdo pulmonar (HP) é a condicdo hemodindmica e patofisiologica definida por aumento
sustentado da pressdo arterial pulmonar média, medida por cateterismo cardiaco direito, maior ou igual a
25 mmHg [1]. Em pacientes renais cronicos, a Equacdo de Bernoulli é frequentemente utilizada para o
rastreamento ecocardiografico de HP, sendo que a maioria dos autores considera HP presente nestes
individuos se PASP > ou igual a 35mmHg [1-2]. A HP tem alta prevaléncia em pacientes com doenga
renal cronica (DRC). Em Em estudos transversais prévios, Yigla e cols. relataram prevaléncia de 13,7 %
de HP entre 127 pacientes pré-dialiticos [3], enquanto outros autores mostraram prevaléncia de 39 % de
HP nos pacientes com DRC avancada ndo dialitica e de 56 % naqueles submetidos a dialise [3-4]. Em
pacientes em terapia dialitica, a HP parece ter maior prevalencia nos pacientes submetidos a hemodialise
(HD) aos submetidos a dialise peritoneal (DP) (30 a 58%, contra 12,5-40%, respectivamente) [5] e esta
associada a aumento de eventos cardiovasculares, mortalidade cardiovascular e geral e piores desfechos
pés transplante renal [1-6]. A patogénese da HP nessa populagdo ndo ¢ muito bem conhecida. Em

pacientes em HD, presenca de FAV com acesso vascular para HD, anemia, disfu n¢do cardiaca,
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hipervolemia, baixa biocompatibilidade das membranas dialiticas, distirbios do metabolismo mineral e
osseo, incluindo aumento de fator de crescimento fibroblastico 23 (FGF 23) e inflamagdo sistémica,
dentre outros, tém sido sugeridos como fatores associados [7-8].

Pessoas com DRC apresentam estresse oxidativo aumentado, sendo que este aumento se
acentua quanto maior for o grau de disfuncdo renal cronica, sendo bastante elevado em pacientes em HD
e DP [5-9]. Nao encontramos na literatura estudos que tenham avaliado possivel associacdo entre
biomarcadores de estresse oxidativo e HP em pacientes em HD. O objetivo do estudo foi avaliar a
possibilidade desta associagdo , assim como avaliar a prevaléncia de HP em uma amostra de individuos
em HD. O encontro de uma possivel associagdo positiva entre estes biomarcadores ¢ HP em pacientes em

HD pode ajudar a elucidar a patogénese, assim como reduzir a morbimortalidade destesindividuos.

5.3 MATERIAIS E METODOS

5.3.1 Delineamento e Populacio

Estudo trasversal, no qual participaram pacientes renais cronicos, maiores de 18 anos, em HD
por mais de trés meses em duas unidades de hemodialise, que, apds serem adequadamente informados
sobre a natureza e os objetivos do estudo, concordaram em assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (Estudo aprovado pelo comité de ética- CAAE= 36413314.4.0000.5231). Foram excluidos
os pacientes que estavam realizando HD por meio de cateteres temporarios, portadores de infeccdo
ativa, histdria de infecgcdo que tenha motivado internagdo hospitalar nos tltimos 30 dias, portadores de
neoplasias ativas, portadores de Hepatites B e C, portadores do virus HIV, de doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), de insuficiéncia cardiaca (IC) com fracdo de ejecdo menor que 45%,
portadores de valvopatias (estenoses e insuficiéncias severas) e hepatopatias cronicas. Ao final desta
etapa, 89 pacientes foram selecionados para iniciarem o estudo. Deste total, treze pacientes foram
perdidos, sendo seis por janela ecocardiografica dificil; dois por disfungdo ventricular esquerda < 45 %

ao ecocardiograma; quatro por desisténcia em participar do estudo e um por dados laboratoriais
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incompletos. Dados antropométricos, clinicos e resultados de exames laboratoriais rotineiramente
realizados para pacientes em HD foram obtidos a partir da histoéria clinica e da revisdo dos prontuarios
destes pacientes.

As coletas de exames laboratoriais especificos para o estudo, bem como a feitura dos
ecocardiogramas, ocorreram na segunda sessdo semanal (as quartas e quintas-feiras) entre os meses de
maio e junho de 2015.

Participaram do estudo pacientes dos trés turnos dialiticos (manha, tarde e noite). Apos a
puncao das fistulas arteriovenosas (FAVs), antes do inicio das sessdes de didlise, amostras de sangue
foram retiradas para a realizagdo dos biomarcadores de estresse oxidativo e inflamagdo constantes no
protocolo do estudo. Ao final das sessdes de HD, com os pacientes sendo considerados como estando no
seu “peso seco” (auséncia de edema clinico e de sinais de hipovolemia) os mesmos foram encaminhados
ao laboratorio de ecocardiografia, onde os exames foram realizados e obtidos dados da pressdo arterial

pulmonar.

5.3.2 Avaliacio ecocardiografica

Os exames ecocardiograficos foram realizados pelo mesmo operador (F.R,) utilizando-se
ecocardiografo GE Vivid I com sonda cardiaca setorial adulta 3S-RS (1,5-4,4 MHz). Durante o exame
foram avaliadas as fungdes ventriculares direita e esquerda, as dimensdes das cavidades cardiacas direitas
e esquerdas, a pressdo de enchimento ventricular esquerdo, o volume do atrio esquerdo, o padrio de
enchimento diastolico (com estudo de Color Doppler e Doppler tecidual) e doencas valvares seguindo os
critérios da ASE.

A medida da pressdo da arterial pulmonar foi realizada de modo indireto através da equacao de
Bernouli modificada {velocidade do fluxo regurgitante tricuspideo ao quadrado multiplicado por quatro,
somada a pressdo do atrio direito, avaliada pela dimensao da veia cava inferior (VCI) e sua variagdo
respiratoria}. Para pacientes com dimensdo da VCI menor que 2,1 cm e variagdo respiratoria maior que

50 %, foi atribuido 3 mmHg de pressdo de atrio direito. Para pacientes com dimensdo da VCI maior que
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2,1 cm e variacdo respiratéria menor que 50% foi atribuido 15 mmHg de pressao de atrio direito e para as
medidas intermediarias foi atribuido 8 mmHg, seguindo as recomendagdes para medida de cameras direitas
pela ASE [2]. Foi seguida a ordem cronologica de chegada e saida dos pacientes em seus respectivos
turnos, minimizando o tempo de espera do paciente para feitura do exame. O valor de corte utilizado para

definir HP para este estudo foi presenca de PAPS > 35mmHg.

5.3.3 Analises bioquimicas

As amostras foram obtidas apenas uma vez, imediatamente antes do inicio das sessdoes de HD.
Cerca de 20 mL de sangue de cada paciente foi coletado da linha venosa em tubos com vacuo (Vacutainer).
Os tubos formam armazenados em geladeira por no maximo 4 horas e a seguir transportados em recipiente
refrigerado (bolsa térmica com gelox) até o laboratério de Pos-Graduagdo do Hospital Universitario de
Londrina, com tempo maximo de deslocamento de 20 min. Os frascos foram centrifugados a 1.006 g por
15 min e aliquotas de plasma foram armazenados a 70 UC até a realizagfio das realizagfo das analises.

Determinagdes de niveis séricos de hemoglobina, ureia, creatinina, célcio, fésforo, paratorménio
(PTH), hemoglobina, uréia, creatinina, acido trico, glicose e aspartate alaninatransferase (AST) fazem

parte dos exames de rotina das unidades de HD e foram efetuadas pelos métodos bioquimicos derotina.

5.3.4 Mensuracio de parametros deinflamacio
Determinagdes dos niveis de proteina ¢ reativa (PCR) ultrassensivel e transtirretina (pré-

albumina) foram obtidas por metodologias automatizadas no aparelho Architect, Abbott, USA.

5.3.5 Mensuracao do estresse oxidativo

Para mensuragdo do estresse oxidativo, utilizamos o seguinte painel: Potencial Antioxidante Total
Plasmatico — TRAP; dosagem de metabolitos do Oxido Nitrico — NOx; quantificacdo dos Produtos de
Oxidagdo Proteica Avangada — AOPP; grupamento sulfidrila — SH; atividade da paroxonase 1 - PONI;
superoxido dismutase — SOD; catalase; gluationa total — GT; glutationa reduzida — GR; glutationa oxidada

— GSSG; trastirretina (pré-albumina).
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Os niveis de NOx foram avaliados indiretamente por meio da determinacdo da concentragdo de
nitritos plasmaticos, utilizando uma adaptagdo da técnica descrita por Navarro-Gonzalez et al. O método
baseia-se na reducdo de nitrato a nitrito, mediada por reagdes de oxirredu¢do ocorridas entre o nitrato
presente na amostra e o sistema cadmio-cobre dos reagentes, com posterior diazotagdo e deteccao
colorimétrica do azocomposto formado pela complexacdo com o reagente de Griess no comprimento de
onda de 550 nm [10]. A TRAP foi avaliada por quimioluminescéncia em uma adaptagdo do método
descrito por Repetto et al. Esta metodologia detecta antioxidantes hidro e/ou lipossoliveis presentes no
plasma e fornece valores de TRAP em equivalentes de Trolox (um analogo de vitamina E), corrigidos
para o acido tUrico sérico dos pacientes [11]. Para determinar proteinas oxidadas no sangue (AOPP) foi
utilizada o método descrito por Hanasand et al. (2012). AOPP ¢ uma medida colorimétrica dos niveis de
proteinas oxidadas. A leitura da reacdo foi feita em uma leitora de microplaca marca Perkin Elmer®,
modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 340nm. A concentragdo de AOPP foi
expressa em UM/L de equivalente de cloramina 657 T [12]. Para determinar grupamento SH no sangue
foi utilizado o método descrito previamente por Hu (1994) e adaptado para microplaca por Taylan e
Resmi (2010). O grupo sulfidrila ocorre em compostos ndo proteicos (glutationa e cisteina livre) e em
compostos proteicos (albumina). O método de analise ¢ baseado na reagcdo do acido 5,5-ditiobis 2-
nitrobenzoéico (DTNB) com o grupo sulfidrila de proteinas que produz o acido 5-tio-2- nitrobenzoico
(TNB) de cor amarela. A leitura da reacao foi feita em um em uma leitora de microplaca marca Perkin
Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) com o comprimento de onda de 412 nm. Os resultados
foram expressos em uM. [14]. O teste utilizado para determinar a atividade total da PON-1 pela formagao
de hidrolise do fenil-acetato (fenol), foi baseado na metodologia descrita por Richter, Jarvink Furlong
(2008). A taxa de hidrélise de fenil-acetato, ¢ determinada em uma leitora de microplacas, marca Perkin
Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 270 nm, medidos durante 4
min (16 leituras com intervalo de 15 segundos entre as leituras) com a temperatura mantida a 25° A
atividade foi expressa em U/mL com base no coeficiente de extingdo molar do fenil-acetato que equivale

a 1,31mMol/Lem-1 [15]. Para determinar a atividade da enzima SOD nos eritrdcitos foi usado o método
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descrito por Marklund e Marklund (1974). Esta técnica baseia-se na inibigdo que esta enzima promove na
auto-oxidagdo do pirogalol em solugdo aquosa. A quantidade de SOD que foi capazde inibir 50% da
oxidacdo do pirogalol foi definida como uma unidade de atividade enzimadtica. A leitura da reacdo da
SOD foi feita em uma leitora de microplaca marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA,
EUA) com o comprimento de onda de 420 nm. Os resultados foram expressos em U/mim/gHb [15]. A
atividade da enzima catalase nos eritrocitos foi aferida através da medida do decaimento na concentracio
de H202 e geragdo de oxigénio, utilizando a técnica descrita por Aebi (1984). A leitura foi realizada em
uma leitora de microplacas, marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no
comprimento de onda de 240 nm. Os resultados foram expressos em abs/min/gHb [16]. Para determinar a
concentracdo de GT, GSH e GSSG em hemacias através da formagao do acido tionitrobenzdico (TNB) no
comprimento de onda de 412 nm em espectrofotdmetro, foi utilizado a técnica descrita por Tietze et al.
1969 e Anderson,1985. O TNB ¢ resultante da reacdo de duas moléculas de GSH (amostra) e uma do
acido ditio-bis-nitrobenzoico (DTNB), obtendo-se assim a quantidades de GSH. Nesta reacao além do
TNB ¢ formado também aglutationa oxidada (GSSG). Na presence da glutationa redutase ¢ de NADPH a
GSSG resultante da primeira reacdo (ou aquele que ja estava presente na amostra) ¢ reconvertido em
GSH que ¢ re-oxidado a GSSG formando mais TNB, e obtendo-se as quantidades de GT presente na
amostra. A quantidade de GSSG ¢ obtida por calculo através da subtragdo da GT- GSH/2. A leitura da
reacdo foi feita em uma leitora de microplaca marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA,

EUA). Os resultados foram expressos em mM/gHb[17-18].

5.1.1 Analise estatistica

Os dados foram analisados de forma descritiva e inferencial no programa R Core Team (2015).
R:, A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, testes bicaudais foram aplicados e valor de P<0,05 foi considerado significativo. As variaveis
qualitativas foram apresentadas por meio de tabelas de frequéncia (absoluta e relativa). As variaveis
quantitativas foram apresentadas por meio de média e intervalo de confianga de 95% ou mediana e

intervalo interquartilico, segundo a normalidade dos dados, testada pelo teste de Shapiro-Wilk.
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Os pacientes foram divididos em dois grupos: portadores ou ndo de HP, e utilizou-se o teste t
para amostras independentes para comparacdo da idade e IMC e o teste de Mann-Whitney para
comparacao do tempo de didlise entre os grupos. Além disso, usou-se o Teste do Qui Quadrado ou Exato
de Fisher para comparagdo das propor¢des de pacientes por género, prevaléncia de hipertensdo, diabetes e
tabagismo e uso de estatinas.

O teste de correlagdo de Pearson ndo foi usado para correlacionar as variaveis do estresse

oxidativo por ndo encontramos diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

5.4 Resultados

Os 76 pacientes foram divididos em 2 grupos, com e sem HP (com medida indireta realizada
pelo ecocardiograma) e valor de corte para HP utilizado foi maior ou igual a 35 mmHg. A prevaléncia foi
de 50 % de pacientes com HP na populacdo estudada. Os grupos apresentaram caracteristicas
semelhantes (Tabela 1) quando comparados quanto a idade, sexo, indice de massa corporal (IMC),
tabagismo, diabetes, uso de estatinas e inibidores dos receptores de angiotensina (IECA) ou bloqueadores
dos receptores AT1 da angiotensina II (BRA). Foi observado maior tempo em dialise nos pacientes com
HP em relagdo aos pacientes sem HP (57 versus 36 meses), (P =0,026).

A comparagdo dos resultados de exames laboratoriais de estresse oxidativo e de inflamagao nos
grupos com e sem HP nao revelou diferenca entre os grupos, conforme pode ser observado na Tabela 2.

Os exames laboratoriais de rotina selecionados para o estudo também foram comparados entre
os dois grupos, novamente sem que se observasse diferenca significativa entre os mesmos, conforme

apresentado na Tabela 3.

5.5 Discussio
O presente estudo teve como proposta evidenciar possiveis diferencas entre varios
biomarcadores de estresse oxidativo em pacientes em HD apresentando e ndo apresentando HP,

utilizando o ecocardiograma como método de triagem e valores de PSAP > 35 mmHg como critério para
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os biomarcadores de estresse oxidativo, bem como os de inflamac¢do ¢ de metabolism mineral ¢ 6sseo
estudados, ndo se mostraram diferentes entre os grupos. Na literatura, ndo encontramos estudos clinicos
que avaliaram possivel associagdo entre HP e aumento de estresse oxidativo em pacientes em HD. De
Marco e cols encontraram elevagdo de estresse oxidativo em ratos com HP [9]. Achados semelhantes
foram encontrados em individuos com HP, mas sem DRC [19].

O estresse oxidativo em conjunto com fatores inflamatoérios elevados pode gerar disfuncao
endotelial por promover desbalango entre os sistemas vasoconstrictores (endotelina 1, serotonina,
tromboxano e angiotensina II) e vasodilatadores (oxido nitrico e prostaciclina) e assim promover
proliferagdo, hipertrofia e fibrose das arteriolas pulmonares. A oclusdo causada pela hipertrofia em
estagios avancados pode causar um aumento da pds-carga do VD devido a HP e contribuir assim para a
sua hipertrofia. Inicialmente o VD aumenta seu débito para tentar vencer a pressdo elevada no sistema
pulmonar, porém, em casos avancados, ele pode ficar insuficiente [20]. O aumento do seu didmetro,
débito cardiaco direito reduzido e pressdes de enchimento elevadas aumentam a isquemia miocardica e
assim contribuem para o desarranjo hemodindmico, pois ativam o BNP, angiotensina II, aldosterona,
estresse oxidativo e inflamacao, causando a morte celular. A faléncia do VD é uma causa comum de
morte em pacientes com HP [4-9-10- 20]. Alguns autores consideram que a HP em pacientes renais
cronicos seja uma condigdo ligada a disfuncdo endotelial encontrada nestes pacientes [7-9]. Neste
sentido, Meng e cols [19] demonstraram correlagdo positiva moderada entre os niveis séricos de
dimetilarginina assimétrica (ADMA) e valores de PSAP (r = 0,521; P = 0,013) em pacientes em HD. A
ADMA ¢ uma potente inibidora da o6xido nitrico sintase. Niveis séricos de ADMA encontram-se
aumentados em pacientes com DRC. A redugéo na disponibilidade de 6xido nitrico (NO), um importante
vasodilatador endotelial, € uma importante causa de disfuncdo endotelial associada auremia.

O tempo em dialise, em meses, foi maior no grupo com HP. Tal achado pode sugerir que
eventos relacionados a maior tempo de permanéncia em dialise como, por exemplo, tempo de
permanéncia das FAVs, anemia cronica, maior tempo de exposicdo as membranas de dialisadores nao

completamente biocompativeis, maior tempo exposi¢doa hipervolemia com sobrecarga cronica ao VD,
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maior tempo de exposi¢ao a toxinas urémicas/ambiente urémico ou outros fatores ainda nio claramente
identificados possam estar envolvidos na fisiopatologia da HP em pacientes em HD, como ja sugerido por
outros autores [1-4-6]. Como exemplo desta ultima afirma¢do muito recentemente foi proposto que
microbolhas geradas durante o procedimento de hemodialise, ndo detectadas pelos detectores de ar
atualmente disponiveis nas maquinas de HD, poderiam causar dano a vasculatura pulmonar e acarretar
HP [21]. O fator de crescimento fibroblastico 23 (FGF 23) é um hormoénio fosfatirico produzido
principalmente por ostedcitos e postulado como causador de dano ao miocardio e piores desfechos em
pacientes com DRC, e também pode estar associado com presenga de HP [10]. Estudo realizado na
Turquia evidenciou achado semelhante, com tempo médio em meses de didlise significativamente
maiores para o grupo de pacientes em HD com HP [22] resultado idéntico ao observado por Mahdavi-
Mazdeh e cols. em pacientes sauditas em HD [23].

Meng J e cols. estudando pacientes chineses em HD relataram prevaléncia de 32% de HP. Este
estudo também mostrou redugdo da HP apds transplante renal [19] sugerindo, a exemplo de Yigla e cols.,
que o transplante renal precoce possa ser de valor para os pacientes renais cronicos em HD com HP [3].
Alguns estudos apontavam niveis baixos de hemoglobina (Hb) como um possivel fator para a elevagdo
dos marcadores de estresse oxidativo, porém, os grupos estudados apresentaram resultados semelhantes
de niveis de Hb [24]. Foi encontrado prevaléncia de 50% de HP nos pacientes estudados, resultado um
pouco maior que a prevaléncia de 30,6% de HP relatada Telini et al [25] entre pacientes em HD na cidade
de Botucatu, SP, BR, mas semelhante ao encontrado por outros autores em diferentes paises, utilizando
de forma semelhante, o ecocardiograma como critério diagnostico para HP [26].

As analises das caracteristicas gerais dos dois grupos evidenciaram uma distribuicdo
homogénea entre idade, sexo, IMC, tabagismo, diabetes, uso de [ECA, BRA e estatina. O uso de estatinas
poderia resultar em niveis menores de estresse oxidativo devido ao efeito antioxidante desses farmacos
[9].

Em relacdo aos exames laboratoriais referentes aos distirbios minerais e dsseos (calcio, fosforo,
PTH), nenhuma diferenca foi encontrada entre os dois grupos. A elevacdo desses fatores esta associada a

maior calcificagdo dos vasos pulmonares, corroborando assim para a genese da HP [1].
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Os pacientes dos dois grupos encontravam-se adequadamente dialisados com médias
semelhantes de Kt/V. As médias de glicemia, aspartatoalanina transferase (AST), ureia e creatinina
também ndo diferiram entre os grupos.

O presente estudo apresenta limitagdes como, por exemplo, o numero relativamente pequeno de
pacientes estudados e a falta de cateterismo cardiaco direito para o diagndstico definitivo de HP.
Entretanto, a ecocardiografia é frequentemente utilizada para o rastreamento de HP em pacientes com e
sem DRC.

Como pontos positivos do trabalho, citamos a avaliagdo ecocardiografica apos a sessdo de HD,
com os pacientes supostamente nos seus “pesos secos” € a avaliagdo da cava e sua variagdo respiratoria
como forma de estimar a pressdo no atrio direito, evitando-se o sobrediagnostico de HP. Muitos estudos
atribuiram valor fixo em 10 mmHg a pressao do atrio direito, ndo considerando a cava e sua variabilidade
respiratoria, além de critérios de exclusdo para causas conhecidas de HP e utilizagdo de um amplo painel
de biomarcadores tanto de substincias antioxidantes endogenas, quanto de marcadores de lesdo por

estresse oxidativo aumentado em lipidios e proteinas.

5.4 Conclusao

A A HP acometeu 50% da amostra estudada. Nao houve associagdo entre presenca de HP e
biomarcadores de estresse oxidativo aumentado. A fisiopatologia da HP parece ser multifatorial ¢ o
presente estudo estd em linha com esta observacdo. Pela associagdo positiva entre tempo em hemodialise
e presenga de HP verificada neste estudo, outros fatores como tempo de permanéncia de FAV para acesso
hemodialitico e flutuagdes nos niveis de hemoglobina gerando aumento na pré-carga nas camaras
cardiacas direitas, hipervolemia cronica, disfuncao cardiaca incipiente, disfungdo endotelial, bem como
outros fatores associados a uremia, talvez possuam papel mais relevante que o estresse oxidativo para o
desenvolvimento de HP em pacientes em HD. Estudos adicionais sdo necessarios para o maior

entendimento e manejo da HP em pacientes em HD.
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Tabela 1- Caracteristicas gerais da populac¢iao do estudo.

36

SEM HIPERTENSAO

COM HIPERTENSAO

CARACTERISTICAS PIC 95%
PULMONAR (n=38) PULMONAR (n=38)
Idade, anos (36edia; IC 95%) 54,68 (50,24-59,11) 55,78 (51,26-60,31) 0,7238
IMC (36edia; IC 95%) 27,59 (25,53-29,64) 25,63 (23,93-27,33) 0,1406
Tempo de Dialise, meses 0,2572 x
' ' ) 36,0 (24-72) 57,0 (40-108) »
(Mediana; 10 Quartil-30 Quartil) 107a
Sexo
Masculino, n (%) 21 (46,67) 24 (53,33) 0,6339
Feminino, n (%) 16 (55,17) 13 (44,82)
Diabetes Melitus, n (%) 6 (16,22) 5(13,51) 1,00
Tabagismo, n (%) 3 (8,11) 3 (8,11) 1,00
Uso de Estatina, n (%) 9(24,32) 11 (29,73) 0,794
Uso de IECA/BRA n (%) 15 (40,54) 13 (35,14) 0,8106

IMC: indice de massa corporal; IECA: Inibidor da enzima de conversdo; BRA: Bloqueador

do receptor AT1 da angiotensina II

a Teste Mann-Whitney
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Tabela 2 - Comparacio das medidas laboratoriais de estresse oxidativo e de inflamac¢do nos

grupos com e sem hipertensao pulmonar.

MEDIDAS SEM HIPERTENSAO COM HIPERTENSAO PIC 95%

LABORATORIAIS PULMONAR (n=38) PULMONAR (n=38) ’
Nox- uM, Média (IC 95%) 13,36 (11,47-15,25) 13,46 (11,67-15,24) 0,94
SH- uM, Média (IC 95%) 258,76 (237,94-279,57) 260,45 (240,58-280,32) 0,9051
Acido Urico- mg/dl
Mediana (I1Q) 5,72 (5,04-6,57) 5,45 (4,76-6,07) 0,3173
TRAP- uM Trolox 1155,23 (1123,77-
Meédia (IC 95%) 1138,94 (1105,14-1172,74) 1186,69) 0,4766
TRAP/Acido Urico
Meédia (IC 95%) 200,75 (188,17- 213,32) 211,47 (196,80 - 226,13) 0,2641
HIDRO- RLU 15,10x105 (9,18x105 - 14,10x105 (10,22x105- 0.7309
Mediana (11Q) 17,02x105) 18,67x105) ’
AQOPP- umoles/L de
equivalentes de cloramina 152,60 (110,90- 190,10) 129,20 (104,50- 141,70) 0,1198
T, Mediana (11Q)
PON- U/ml
Média (IC 95%) 152,30 (140,00- 164,60) 148,39 (137,85- 158,93) 0,6257
SOD- U/min/gHb
Mediana (11Q) 72,15 (63,66- 81,10) 75,03 (54,08- 89,25) 1,00
Catalase- abs/min/gHb
Meédia (IC 95%) 48,64 (44,97- 52,31) 46,80 (43,26- 50,35) 0,4673
Glutationa Total- mM/gHb
Mediana (I1Q) 8,25 (7,59-9,16) 8,84 (7,97-9,33) 0,1474
Glutationa Reduzida-
mM/gHb 4,537 (4,25- 4,76) 4,509 (4,41- 4,80) 0,5188
Mediana (11Q)
Glutationa Oxidada-
mM/gHb 1,80 (1,65- 2,23) 2,12 (1,76- 2,41) 0,1608
Mediana (11Q)
Transtirretina- mg/dl
Meédia (IC 95%) 41,7 (37,52- 45,96) 37,77 (33,82- 41,72) 0,1674

Nox: Metabdlitos do 6xido nitrico; SH: Grupamento sulfidrila; TRAP: Capacidade antioxidante total

plasmatica; Hidro: Hidroperoxidos; AOPP: Produtos avangados da oxidagdo de proteinas; PON:

Atividade da Paraoxonase; SOD: Superéxido dismutase; PCR: Proteina C reativa; RLU: Relative light

units (unidades relativamente leves).



Tabela 3 - Comparacdo das medidas laboratoriais de rotina nos grupos com e sem Hipertensido

pulmonar.

HIPEISIFIJ"IE/INSAO com
MEDIDAS LABORATORIAIS PULMONAR HIPERTENSAO PIC95%

(n=38) PULMONAR (n=38)

Hemoglobina- g/dl 11,30 (10,10- 12,10) | 11,10 (10,30- 12,00) | 0,5375
Mediana (11Q)
Uréia sérica- mg/dl 135,49 (123,84- 135,93 (125,43- 0,9547
Meédia (IC 95%) 147,13) 146,43)
Creatinina sérica- mg/dl 10,59 (9,66- 11,52) 10,47 (9,61- 11,33) 0,8461
Meédia (IC 95%)
Kt/'V 1,34 (1,26- 1,42) 1,28 (1,20- 1,35) 0,2278
Meédia (IC 95%)
Paratormoénio- ng/L 277,2 (123,6- 510,0) | 386,3 (187,0- 802,9) | 0,1452
Mediana (1IQ)
Calcio sérico- mg/dl 8,50 (8,00- 8,90) 8,60 (8,20-9,60) 0,1777
Mediana (1IQ)
Fosforo sérico- mg/dl 5,80 (4,70- 6,70) 5,80 (4,20- 6,80) 0,833
Mediana (11Q)
Glicose- mg/dl 95,0 (84,0- 141,0) 101,0 (85,0- 121,0) 0,9698
Mediana (1IQ)
ALT-UI/L 15,00 (9,00- 19,00) 13,00 (10,00- 19,00) | 0,8454
Mediana (11Q)

Kt/V: Indice da remogdo de ureia durante a sessio de hemodialise (marcador de adequagdo de
hemodialise; valores maiores que 1,2 considerados indicativo de dialise adequada; ALT: Aspartato

alanina aminotrasferase.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos pelo presente estudo evidenciam, na opinido dos autores, o
carater multifatorial da HP nos pacientes em HD, sendo que o estresse oxidativo ndo mostrou
estar associado a presenca de HP, talvez pela preponderancia de outros possiveis fatores
causativos de HP nestes pacientes. Fatores associados com o tempo prolongado de
tratamento hemodialitico parecem ter papel importante na génese da HP e a abreviagédo do
tempo em HD pelo transplante renal, sempre que possivel, cuidado e correcdo de FAVs com
fluxos sanguineos exagerados, combate a hipervolemia, manejo otimizado da anemia e uso
de capilares com membranas o mais biocompativeis possiveis, por exemplo, podem ser

benéficos para a redugéo da prevaléncia e da gravidade daHP.
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APENDICES

A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“Estresse Oxidativo e Hipertensdo Pulmonar em Pacientes em Hemodialise”

Prezado (a) Senhor (a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa: “Estresse Oxidativo e
Hipertensdo Pulmonar em Pacientes em Hemodiadlise”, a ser realizada em: “Unidades de
Hemodialise em Londrina: Instituto do Rim de Londrina e Histocom Atividades Médicas de
Londrina”.

O objetivo da pesquisa é avaliar os niveis de hipertensdo pulmonar e de estresse
oxidativo em uma amostra dos pacientes em hemodialise na cidade de Londrina. Hipertensao
Pulmonar é a pressao alta nas artérias dos pulmbdes, que causa entre outros, cansaco e falta
de ar. O estresse oxidativo é o desbalango entre producao e eliminacdo das espécies reativas
de oxigénio. Esse desbalango prejudica a respiragdo das células e pode até mata-las.
Sabemos que a insuficiéncia renal € uma causa de hipertensdopulmonar.

Queremos descobrir se 0s pacientes com niveis altos de estresse oxidativo tém niveis
mais altos de hipertensdo pulmonar. Se isso for comprovado, poderemos estudar alguma forma
de tratamento (uso de antioxidantes?) e entenderemos um pouco mais sobre as causas de
hipertensao pulmonar nos pacientes renais crénicos. Sabemos muito pouco sobre essa doenga
até o momento e, com sua ajuda, vamos contribuir independente do resultado, com a
comunidade cientifica. Por isso, sua participagdo € muito importante e ela se daria da seguinte
forma: Coleta de exame de sangue e analise dos resultados, seguindo a rotina do centro de
dialise que o sr (a) ja frequenta. Nao serdo necessarias novas coletas. Usaremos a mesma
amostra de sangue coletada mensalmente nos exames de rotina. Dosaremos alguns
marcadores de inflamagdo além dos demais exames ja solicitados rotineiramente.
Realizaremos exame de ecocardiograma antes da dialise e logo apdés o seu término. Os
pacientes que concordarem, repetirdo o0 exame de ecocardiograma na manha do dia seguinte.
O ecocardiograma é um ultrassom do coracdo. E um exame que ndo déi e ndo faz mal para a
saude. Todos os exames serao realizados por mim (Dr FabioRoston).

Esclarecemos que sua participacéo é totalmente voluntaria, podendo o (a) senhor (a):
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer

6nus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informagdes serao utilizadas
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somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. As amostras de sangue, apos
analise, serdo descartadas. Os dados dos exames de ecocardiograma serdao armazenados e
poderao ser usados para pesquisas e analises futuras.

Esclarecemos, ainda, que o (a) senhor (a) ndo pagara e nem sera remunerado (a) por
sua participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa
serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participagdo na
pesquisa, inclusive gastos com transporte ida e volta no dia da dialise e na manha do dia
seguinte, caso o senhor (a) concorde em retornar para a feitura do exame de ecocardiograma.
O senhor (a) ndo pagara por nenhum exame realizado, seja ele de sangue ou ecocardiograma,
sendo todo o projeto custeado por nos.

Os beneficios esperados sao:

1) esclarecer e identificar o estresse oxidativo como uma possivel causa ou agravante de
hipertensao pulmonar nos pacientes em hemodialise;

2) tentar identificar o melhor momento para avaliagao de hipertensao pulmonar (pré, pés ou
na manha seguinte adialise);

3) contribuir com a comunidade cientifica a esclarecer os maleficios do estresse oxidativo e
4) abrir portas, dependendo dos resultados, para um tratamento. Ndo ha nenhum risco a
saude ao participar desse estudo.

Caso o (a) senhor (a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos, pode
nos contatar: Fabio Roston- rua Fernando de Noronha, 609 apto 1001, CEP 86020-300,
telefone (43) 96214871 ou residencial (43) 33015446, email: fabioroston7@yahoo.com.br ; ou

procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade

Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC - Laboratério Escola, no Campus
Universitario, Rodovia Celso Garcia Cid, Km 380 (PR 445), Londrina- Pr - CEP: 86057-970,
telefone 3371-5455 ou por e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas

devidamente preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor (a).

Londrina, de de 201 _.

Fabio Roston

RG: 33815377-9


mailto:fabioroston7@yahoo.com.br
mailto:cep268@uel.br

B - Termo de Aprovacgio de Pesquisa- Comite de Etica
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:Estresse oxidativo e hipertensao pulmonar em pacientes em hemodialise
Pesquisador: FABIO ROSTON
Area Tematica: Versao: 3

CAAE: 36413314.4.0000.5231

Instituicao Proponente: CCS - Programa de Pds-Graduagédo em Ciéncias da Saude - Stricto
sensu

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 903.152
Data da Relatoria: 04/12/2014

Apresentagao do Projeto:
O presente estudo foi classificado como transversal, sera realizado em pacientes renais crénicos,

maiores de 18 anos, em tratamento dialitico por mais de 3 meses, no Hospital Universitario de
Londrina, Instituto do Rim de Londrina e Histocom atividades Médicas de Londrina. Os participantes
serao submetidos a um estudo ecocardiografico completo, pré e pés didlise imediata e 24 horas
apos o término da didlise com analise da fungao sistdlica e diastdlica ventricular esquerda e direita,
medidas de dimensdes e volumes e analise valvares. Os participantes também serdo submetidos a
coleta de amostra de sangue periférica (apenas uma uUnica vez) de 20ml, as dosagens séricas
investigas serdo: célcio, fosforo, fosfatase alcalina, PHT intacto, ferritina, hemoglobina, hematdcrito,
saturacao de transferrina, ureia, creatinina, albumina, ast, alt (exames de rotina do ambulatério de
hemodialise), além de PCR, dialdeido malonico, proteinas oxidadas, proteinas carbamiladas,
atividade da paraoxonase(PON1) e metabdlitos do oxido nitrico. Os dados irdo para analise
estatistica tentando relacionar o maior nivel de pressédo pulmonar com niveis mais altos de estresse
oxidativo.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar possivel relagao entre alguns biomarcadores de estresse oxidativo e hipertensdo pulmonar

em uma amostra de pacientes em hemodidlise na cidade de Londrina. Objetivos Secundarios:
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UF: PR Municipio: LONDRINA
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Estudar a prevaléncia de hipertenséo pulmonar em uma amostra de pacientes em hemodialise na
cidade de Londrina, avaliar o melhor momento para rastreio de hipertensao pulmonar por meio de
ecocardiograma,analisar o papel da hipervolemia na patogénese da hipertensdo pulmonar em
pacientes em hemodialise. Estudar possivel correlagao entre os disturbios do metabolismo mineral
0sseo e hipertensdo pulmonar em pacientes em hemodidlise. Investigar se ha relagdo entre
marcadores do metabolismo de ferro e Hipertensdo Pulmonar em pacientes em Hemodialise.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
O pesquisador relata que o projeto ndo apresenta riscos pois ndo € classificado como invasivo, as

amostras de sangue serdo obtidas de acordo com a rotina normal do setor de hemodialise,
portanto ndo necessitardo de coletas sanguineas adicionais. Segundo a literatura, a pressao
pulmonar esta relacionado com maior mortalidade. Os dados encontrados na literatura sobre
estresse oxidativo e hipertensdo pulmonar em pacientes renais crénicos sao raros. Novos estudos
sd0 necessarios para elucidar a fisiopatologia da hipertensdo pulmonar em pacientes dialiticos,
sugerindo o estresse oxidativo ser mais um fator,porém,talvez passivel de tratamento. Como
beneficios indiretos, poderemos contribuir ajudando a elucidar o melhor momento da realizagédo do
ecocardiograma como método indireto para deteccdo de hipertensdo pulmonar (pré,pés ou na
manha seguinte apds dialise). Encontrar relacdo entre metabolismo mineral dsseo, fatores
inflamatdrios e estresse oxidativo com niveis mais elevados de pressao pulmonar e sugerir estudos

para novos tratamentos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesquisa relevante da area especifica, que pretende verificar se o

ecocardiograma podera ser utilizado como um método indireto para deteccdo de hipertensao
pulmonar (HP) e ainda analisar se os pacientes com HP apresentam maior estresse oxidativo e
atividade inflamatéria.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:
Em relacdo aos Termos de apresentacao obrigatdria a Folha Rosto foi refeita e esta de acordo. As

instituicdes indicadas no projeto foram: Instituto do Rim, Histocon e HU, no entanto, o pesquisador
refere que o HU ndo sera mais instituicdo participante da pesquisa. A autorizagdo da Clinica
Histocom foi substituida com assinatura de outro diretor em papel oficial com a devida assinatura e
carimbo funcional. O Termo de Sigilo e Confidencialidade esta assinado e foi anexado.

Enderego: PROPPG - LABESC - Sala 3
Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
Pagina 02 de 03


mailto:cep268@uel.br

48

@@y ... UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
G2') i LONDRINA - UEL/ HOSPITAL ‘G 8canl
2 REGIONAL DO NORTE DO

Continuagdo do Parecer: 903.152

O cronograma esta adequado e o orgamento apresentado sera de responsabilidade do
pesquisador. TCLE foi corrigido e esta de acordo com a Resolugéo 466/12.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

As pendéncias foram atendidas pelo pesquisador recomendo aprovagao.

Situagcao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

LONDRINA, 08 de Dezembro de 2014

Assinado por:

Paula Mariza Zedu Alliprandini
(Coordenador)
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ANEXO

Revista Hemodialysis International

Author Guidelines

Author Services

Resources for authors can be found at Wiley's Author Services website: http://authorservices.wiley.com/bauthor/

Note to NIH Grantees
Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post the accepted version of contributions authored by NIH
grant-holders to Pub-Med Central upon acceptance. The accepted version will be made publicly available 12

months after publication. For further information, seewww.wiley.com/go/nihmandate.

Online Open

We offer OnlineOpen to authors of primary research articles who wish to make their article available to non-
subscribers on publication, or whose funding agency requires grantees to archive the final version of their
article. For information on Online Open and Wiley's Open Access publishing options for authors, please

click here.

Author Guidelines

Editorial Overview

Hemodialysis International is an official publication of the International Society for Hemodialysis. There are four
quarterly issues: January, April, July, and October. The annual fall supplement, published in October, presents
the proceedings of the International Symposium on Hemodialysis of the Annual Dialysis Conference.
Hemodialysis International considers only manuscripts that are related in any way to hemodialysis, in the form
of original research, clinical experiences, case reports, review papers, letters to the editor, and editorials.
Special articles such as commentaries, laudations, history of hemodialysis, clinical quizzes, and brief news
notes are also considered.

Beginning August 1, 2014, all case reports accepted by the Journal will be published online only, and
will not appear in the print copy of the Journal, except at the discretion of the editor. Please direct
queries to the editorial office at hdieditorial@wiley.com.

Types of Articles Published by Hemodialysis International

Original Investigations present findings of a research investigation or a large series of cases. Criteria for review:
validity, originality, and clinical importance. Limitations: 3,500 words (excluding abstract, references,

acknowledgements, tables, and figure legends); no limit on tables or figures; no limit on authors.
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Case Reports present a single case or a series of no more than 10 patients. These reports should be succinct
and original and should have a single, well-defined message. Criteria for review: clinical plausibility and
originality. Limitations: 1,400 words (excluding abstract, references, acknowledgements, tables, and figure
legends); total of 2 figures or tables; maximum of 8 authors is generally recommended. Beginning August 1,
2014, all case reports accepted by the Journal will be published online only, and will not appear in the print copy
of the Journal, except at the discretion of the editor.

Editorials are brief pieces which provide focused commentary and analysis on an article published in Hl orin
another journal, or on a current issue related to hemodialysis. Editorials are usually invited but may be submitted
without invitation. Limitations: 1,400 words (excluding abstract, references, acknowledgements, tables, and
figure legends); total of 1 figure or table; maximum 3 authors is generally recommended.

In a Few Words is a nonfiction narrative essay which gives voice to the personal experiences and stories that
relate to hemodialysis. Submissions from physicians, allied health professionals, patients, or family members are
welcome, and may concern the personal, ethical, or policy implications of any aspect of hemodialysis in adults
and children (acute kidney injury, hemodialysis, ethics, health policy, etc.). Footnotes or references are
discouraged. Limitations: 1,600 words.

Correspondence. A Letter to the Editor may be in response to an article in Hemodialysis International (HI), may
concern a topic of current interest relevant to hemodialysis, or may present an abbreviated discussion of
research findings. There is no guarantee that letters will be published, and they are subject to editing and
abridgment without notice.

Letters responding to HI articles must be received no more than 6 weeks after the article’s date of print
publication. Letters discussing topics of current interest may be submitted at any time.Limitations: 400 words
(excluding (excluding abstract, references, acknowledgements, tables, and figure legends); maximum 10
references; total of 1 figure or table; maximum 3 authors.

Correspondence presenting abbreviated research findings should include an introduction, concise
methods/results, and a discussion in separate paragraphs (no subheadings are used). As reports of cases do
not include methods, they are not suitable for this type of correspondence. Limitations: 800 words (excluding
abstract, references, acknowledgements, tables, and figure legends); maximum 10 references; total of 2 figures
or tables; no limit on authors.

Review and Special Articles. A Review Article presents a comprehensive review and/or critique of the literature
paired with the authors’ experience. It must be thorough and provide educational value and scientific insight.
Special Articles encompass content that does not fit in the above categories and may cover any topic of interest
related to hemodialysis. Both of these article types are limited to 4,000 words and must include an abstract.
Review abstracts are unstructured and limited to 200 words. Special Article abstracts may be unstructured and
limited to 200 words, or, if the manuscript reports original research, structured using the standard labels
Background, Methods, Results, and Conclusion and limited to 300 words.

Authors of Invited Articles should query the editorial office for specific parameters, and may otherwise follow the

below instructions.

SUBMISSION INSTRUCTIONS

Submission Policy

Papers submitted to Hemodialysis International are accepted with the understanding that the material described
in the manuscript has not been previously published, except in abstract form, and that it is not simultaneously

under consideration by any other journal.
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For Regular Issues: Manuscripts for regular issues (January, April, July and October) must be submitted
electronically directly through the Hemodialysis International online submission and peer review

system: http://mc.manuscriptcentral.com/hdi.

Questions concerning the regular issues may be directed to the Journal's Editorial

Office: hdieditorial@wiley.com.

For Proceedings Issues (October Supplement): If you attended and/or presented at the International
Symposium on Hemodialysis (HD) held in conjunction with the Annual Dialysis Conference, you may submit a
conference proceedings paper to be considered for publication in the October Proceedings Supplement Issue.
Manuscripts for the Proceedings issue should be sent directly to the Proceedings Editorial Office: Claire Oser,
Assistant to Dr. Madhukar Misra, University of Missouri, Division of Nephrology, 1 Hospital Drive CE422,
Columbia, MO 65212; E-mail: oserc@health.missouri.edu or misram@health.missouri.edu.

The submission deadline for the Proceedings issue is two weeks after the Symposium. Questions concerning
the Proceedings issue may be directed to the Proceedings Editorial Office. Manuscripts are peer-reviewed; the
comments and recommendations for revisions will be preferentially sent by e-mail. Any manuscript declined by

the Proceedings Supplement may be re-submitted to the journal for consideration in a regular issue.

Manuscript Specifications

Manuscripts must be written in English and double-spaced, 12 pt. Times New Roman font, with 1” margins. The
title page, abstract and key words, text, acknowledgments, references, figure legends, and tables should be
saved in a single file. Figures, supporting information, and permission/disclosure forms should be supplied as

separate files. The following instructions should be adhered to:
e Do not use the carriage return (enter) at the end of lines within aparagraph.
e Do notusel (ell) for 1 (one), O (upper case oh) for 0 (zero) or R (German esszett) for B(beta).
e Use atab, not spaces, to separate data points intables.

e If you use a table editor function, ensure that each data point is contained within a unique cell; do not use
carriage returns within cells.

Title page. Must include all of the following elements:
e  Title of the paper
Running Head (short title) of less than 40 characters
First name, middle initial(s), and surname for each author
Author affiliation(s), indicated bynumbers
Complete contact information for the corresponding author (name, mailing and emailaddresses)
Conflict of Interest Statement
Disclosure of grants or otherfunding

Structured Abstract and Keywords. Manuscripts for Original Articles require a structured abstract of no more
than 300 words, presenting essential data in four paragraphs introduced by separate headings in the following
order: Introduction, Methods, Findings, and Discussion. For Case Reports and Reviews, authors may submit an
unstructured abstract of 250 words or less. The abstract should not include references, figures, tables, or
graphs. All manuscripts are required to have 3-6 keywords suitable for indexing. Correspondence and In a Few

Words narrative essays do not require abstracts, but should include keywords.
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Sections and Subheadings. The text should be organized, if possible, into the following sections: Abstract,
Body of Article, Acknowledgments, References, Figure Legends, Tables, Appendices. For original papers, the
body of the article should have the following subheadings: Introduction, Materials and Methods, Results,

Discussion

Product Names. In the text, preferentially use generic names. For all brand names of drugs, equipment, and
supplies, provide the manufacturer and location including city and country. For trademarks and registered

trademarks, use appropriate symbols.

Methods Section. When reporting experiments on humans, indicate whether the procedures followed were in
accord with the ethical standards of the committee on human experimentation of your institution or in accord
with the Declaration of Helsinki and its revisions. If the procedures used were not approved, please explain why
approval was waived or unnecessary. Include a statement about whether informed consent was obtained from
subjects and, if so, whether it was oral or written. For experiments on animals, indicate whether the guidelines of
the institution's committee on animal experimentation or of the National Research Council's Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals werefollowed.

Acknowledgements. Please include all Acknowledgements at the end of the text before the References.

References. Cite within the text using superscript numbers. At the end of the manuscript, double-space the
entire reference list and arrange the references in the order in which they are first cited within the text. Include
only works cited in the text. Cite personal communications and unpublished work in the text only, giving name
and initials of authors and the year of writing. Spelling of author’'s name and citation of dates must correspond
exactly in text and reference list. Do not underscore or italicize anything (except genus and species names, and
journal titles), and omit almost all punctuation (see examples). Use italics for foreign words. For references with
up to 6 authors use all author names. For 7 authors or more, use et al. after third author name. Use Index
Medicus abbreviations for journal titles.

Examples:

Abstracts

Kiaii M, Kianfar C, Heidenheim AP, Lindsay RM. What “blood volume” do we dialyze? (abstract). J Am Soc
Nephrol 2000; 11:277A.

Papers in journals

Twardowski ZJ, Van Stone JC, Haynie J. All currently used measurements of recirculation in blood access by
chemical methods are flawed due to intradialytic disequilibrium or recirculation at low flow. Am J Kidney Dis.
1998;32(6):1046-1058.

Papers in supplements to journals

Stenvinkel P. The role of inflammation in the anaemia of endstage renal disease. Nephrol Dial Transplant. 2001;
16(Suppl 7):36-40.

Papers in supplements numbered separately

Lonnemann G. The quality of dialysate: An integrated approach. Kidney Int Suppl. 2000; 76:5S112-119.
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Edited books

Amerling R, Cu GA, Dubrow A, Levin NW, Osheroff RJ. Complications during hemodialysis. In: Nissenson AR,
Fine RN, Gentile DE. eds. Clinical Dialysis, 3rd ed. Norwalk, CN: Appleton & Lange, 1995; 235-267.

Books

Singh KS, Reinhold N. The Genesis of Life. EImsford, NY: Pergamon Press, 1984.

Figure Legends. Each figure should be briefly and clearly described, with all unique abbreviations defined.
Remarks such as “For explanation, see text” should be avoided. List Figure Legends after the References

section.

Tables. Tables should be typed on separate sheets, numbered consecutively with Arabic numerals (e.g., Table
1, Table 1-3, etc.), and given a title. Do not use vertical lines in tables. All unique abbreviations must be defined.

Do not submit images as tables; all tables must be editable text.

Figures. All photographs, graphs, and diagrams are referred to as Figures (e.g., Figure 1, Figures 1-3) and are
numbered consecutively throughout in Arabic numerals. The journal accepts TIFF, JPG, and EPS file formats
ONLY. Line art (charts and graphs) should have a resolution of at least 600 dpi at final size. Pictures should
have a resolution of at least 300 dpi at final size. Any letters and numbers in the illustrations must be legible
when the figures are reduced. More detailed information on the submission of electronic artwork can be

found here.

Each figure must be uploaded as an individual file at time of manuscript submission.

If a figure has been published previously, acknowledge its source and submit written permission of the author

and publisher on a permission form; the source of the figure should be included in the list of references.

Supporting Information (supplementary material). Hemodialysis International hosts Supporting Information
(supplementary material) as an online-only add-on to published articles. Supporting information is submitted
with a paper and must be important, ancillary information that is relevant to the parent article but cannot be
included in the published version (extra tables and figures, large data sets, video clips, etc). Supporting
Information should not include references or be used to submit primary material in avoidance of restrictions on
article length or the permitted number of tables or figures. All Supporting Information must be referred to in the
manuscript text and include a legend. Submit Supporting Information files independently of primary manuscript
materials and include "supporting" or "supplementary” in file names (for example, "supp_table 1.doc").
Supporting Information will be published as submitted and will not be corrected or checked for scientific content,

typographical errors or functionality. Full instructions for submitting Supporting Information can be found here.
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Revisions. When submitting a revision, please include a marked copy of the manuscript showing the changes
made ("track changes," colored text, or highlighting are all acceptable methods). Please also include a detailed
“Response to Review” in which the authors respond to reviewer and editor comments point-by-point, so the

revision can be thoroughly understood and evaluated.

CHECKLIST FOR SUBMISSION
e Manuscript: Single document (title page; abstract and keywords; text; references; figure legends; tables)
e  Figures: separate uploads (individual TIFF, JPG, or EPSfiles)
e Any necessary permission/disclosure forms or Supporting Informationfiles
e FOR REVISIONS: Marked revision and point-by-point response toreview

Copyright License

Accepted articles cannot be published until the publisher has received the appropriate signed license
agreement. If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author will receive an
email prompting them to log into Wiley's Author Services, where via the Wiley Author Licensing Service (WALS)
they will be able to complete the license agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the standard copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with the standard copyright
transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be previewed in the samples
associated with the Copyright FAQs below:

CTA Terms and Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the following Creative
Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright FAQs hosted
on Wiley Author Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.aspand

visit  http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome Trust and members of the
Research Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to publish your article under a CC-BY license
supporting you in complying with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements. For more
information on this policy and the Journal’'s compliant self-archiving policy please

visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview the terms and conditions of this

license:
Creative Commons Attribution License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright FAQs


http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
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hosted on Wiley Author Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.aspand

visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html

Proofs

Authors of accepted manuscripts will be notified by e-mail when their page proofs are ready to download. Page
proofs are produced as PDF (Portable Document Format) files and full instructions for accessing them are
contained in the e-mail notification. The answered query sheet and any corrections should be returned directly
to the publisher by e-mail or fax within 48 hours of receipt to allow for accommodation of authors’ corrections

and to avoid publication delay.

Early View

Hemodialysis International is covered by Wiley-Blackwell's Early View service. Early View articles are complete
full-text articles published online in advance of their publication in a printed issue. Articles are therefore available
as soon as they are ready, rather than having to wait for the next scheduled print issue. Early View articles are
complete and final. They have been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors’ final
corrections have been incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online
publication. The nature of Early View articles means that they do not yet have volume, issue or page numbers,
so Early View articles cannot be cited in the traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier
(DOI), which allows the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print publication,

the DOI remains valid and can continue to be used to cite and access thearticle.

Author Material Archive Policy: Please note that unless specifically requested, Wiley-Blackwell will dispose of
all hard copy or electronic material submitted two months after publication. If you require the return of any
material submitted, please inform the Editorial Office or Production Editor as soon as possible, if you have not

yet done so.
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