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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas

Universidade Federal de Santa Maria

O ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES HEMODIALISADOS E A INFLUENCIA
DO TRATAMENTO TERAPEUTICO

AUTORA: Gabriela Cristina Schmitt
ORIENTADORA: Prof? Dr? Solange Cristina Garcia Pomblum
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 23 de junho de 2006.

O desequilibrio entre a formacdo de espécies oxidantes e a atividade dos
antioxidantes € denominado estresse oxidativo e esta diretamente relacionado a
etiologia e/ou progressdo de diversas patologias crbnicas, dentre as quais a
insuficiéncia renal cronica, aterosclerose e as doencas cardiovasculares. A
insuficiéncia renal cronica pode ser decorrente de uma série de afecgdes renais que
culminam em perda de funcionalidade dos rins, provocando acumulo de varias
substancias tdéxicas no organismo e diversos disturbios metabdlicos. Pacientes com
doenca renal cronica submetidos a hemodialise, cuja principal causa de morbi-
mortalidade sdo as doengas cardiovasculares, estdo constantemente sob estresse
oxidativo em virtude da propria condi¢gdo patoldgica, mas, sobretudo, pelo tratamento
hemodialitico, que provoca aumento na formacao de espécies reativas e diminuigao
dos niveis de antioxidantes. Além disso, estes pacientes também apresentam
problemas nutricionais e a presenga de outras doengas co-morbidas como a anemia,
hipertensdo e diabetes que podem contribuir para o elevado estresse oxidativo,
acentuado ainda mais pela hiper-homocisteinemia. Contudo, a influéncia do
tratamento terapéutico sobre o estresse oxidativo permanece controversa. Sendo
assim, estudos do estresse oxidativo e sua interrelagio com a terapia
medicamentosa sdo muito importantes. O objetivo deste estudo foi determinar quais
marcadores do estresse encontram-se alterados nos hemodialisados, bem como a

influéncia de medicamentos como eritropoetina, ferro, vitamina B12 e acido félico
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sobre estes marcadores, sobre o0s parametros hematologicos e hiper-
homocisteinemia. Para tal, foram determinadas as substincias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) plasmaticas, glutationa reduzida (GSH) intra-eritrocitaria,
atividade sanguinea da enzima &acido ©-aminolevulinico desidratase (ALA-D),
metemoglobina (MHb), homocisteina (Hcy), hemoglobina (Hb) e hematécrito (Ht) de
36 pacientes hemodialisados (PH) e 20 individuos saudaveis (IS), mediante prévio
consentimento. Os prontuarios médicos de cada paciente foram utilizados para
levantamento de dados adicionais como o tratamento medicamentoso. Os resultados
encontrados em PH em relagdo aos IS demonstraram aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) de TBARS plasmatico, GSH intra-eritrocitaria, MHb sanglinea
e de Hcy plasmatica, assim como diminuigdo significativa (p<0,05) da atividade da
enzima ALA-D sanguinea, de Hb e Ht. Dessa forma, ficou evidente a ocorréncia de
estresse oxidativo, alteragcdes no sistema antioxidante, hiper-homocisteinemia e
anemia. Todavia, ndo foram encontradas diferengas significativas nos marcadores
do estresse oxidativo analisados quando relacionados ao uso de medicamentos,
presenca de co-morbidades, habitos de vida, tempo de hemodialise e capacidade de
realizagao de atividades simples. Dessa forma, este trabalho demonstrou que, além
de alteracbes em marcadores do estresse oxidativo como TBARS e GSH, também
foram encontradas alteragbes na atividade da enzima ALA-D e na MHb. Ainda,
pdde-se supor que alguns medicamentos como eritropoetina, vitamina B12 e acido

félico podem estar envolvidos no aumento das concentragcdes de GSH.

Palavras-chave: estresse oxidativo, insuficiéncia renal crénica, hemodialise, anemia,

homocisteina
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ABSTRACT

Master Dissertation
Post-Graduate Course of Pharmaceutical Sciences

Federal University of Santa Maria

OXIDATIVE STRESS IN HEMODIALIZED PATIENTS AND THE INFLUENCE OF
TERAPEUTIC TREATMENT

Author: Gabriela Cristina Schmitt
Advisor: Prof?. Dr2. Solange Cristina Garcia Pomblum

Place and date of defense: Santa Maria, June 23", 2006.

The imbalance between the oxidant species formation and the activity of antioxidants
is known as oxidative stress and it is directly related to the etiology and/or the
progression of chronic diseases such as chronic renal failure (CRF), atherosclerosis
and cardiovascular diseases. The CRF can be the result of variety renal injuries that
lead to toxic substances accumulation and metabolic disturbances in the organism.
Patients with chronic renal disease on hemodialysis treatment, whose main cause of
morbi-mortality is the cardiovascular diseases, are constantly under oxidative stress
by the uremic condition, but overall by the hemodialysis treatment, which leads to an
increase of reactive species and decrease of antioxidant defenses. Moreover, these
patients also present nutritional problems and presence of other comorbity diseases
as anemia, hypertension and diabetes that can contribute to increase the oxidative
stress state, accented for the hyperhomocysteinemia. However, the influence of the
therapeutical treatment on the oxidative stress has still several controversies. Thus,
oxidative stress studies and its relationship with medicaments are very important.
The aim of this study was to determine which oxidative stress markers were altered
in hemodialysis patients, as well as the influence of erythropoietin, iron, vitamin B12
and folic acid on these markers and in the hematologic parameters and
hyperhomocisteinemia. Plasmatic TBARS, erythrocytic GSH, ALA-D enzyme activity,
methemoglobin (MHb), homocysteine (Hcy), hemoglobin (Hb) and hematocrit (Ht) of

36 hemodialysis patients (HP) and 20 controls (C) were determined with a prior
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consent of all subjects. The personal information of each patient was used for
additional data as medicaments treatment. The results found in HP in comparison
with the C had significant increase (p<0,05) for TBARS, erythrocytic GSH, MHb, and
Hcy, as well as significant decrease (p<0,05) of ALA-D activity, Hb and Ht. So, it was
evident the oxidative stress occur, alterations in antioxidants defense,
hyperhomocysteinemia and anemia. However, significant differences in the oxidative
stress markers had not been found when they were related to the use of
medicaments, co-morbidities presence, life style, time of hemodialysis and
accomplishment of simple activities. Thus, this work demonstrated that beyond
alterations in oxidative stress markers as TBARS and GSH, it was also found
alterations in the ALA-D enzyme activity and in the MHb. Moreover, it was possible to
observe that some medicaments as erythropoietin, vitamin B12 and folic acid can be

involved in the increase of GSH levels.

Key-words: oxidative stress, chronic renal failure, hemodialysis, anemia,

homocysteine.
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Moléculas e atomos que contenham um ou mais elétrons ndo pareados em
sua orbita, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais li-
vres. Eles sdo quimicamente muito reativos, com alto poder oxidante, devido a sua
configuragéo eletrénica.

Essas moléculas sao essenciais para manutengao de varias fungdes fisioldgi-
cas, mas, quando presentes em altas concentra¢des, podem induzir danos em diver-
sas biomoléculas como lipidios poliinsaturados, carboidratos, aminoacidos e acidos
nucléicos, com comprometimento ou perda de suas fungdes, por provocarem sua
oxidagao.

Para contrabalancgar os efeitos oxidantes, o organismo conta com os chama-
dos antioxidantes, que sdo moléculas de origem enddgena ou exogena cuja fungéo
€ limitar os niveis intracelulares de radicais, impedindo ou reduzindo seus efeitos
deletérios.

Entretanto, quando ha um desequilibrio entre os niveis de pré-oxidantes e an-
tioxidantes no organismo, em decorréncia da excessiva produgdo de oxidantes,
depleg¢ao de antioxidantes ou associacao destes dois fatores, ocorre o estresse oxi-
dativo. Uma das suas principais consequéncias é a peroxidacao lipidica, que leva a
diversos danos celulares e teciduais.

Varias evidéncias sugerem que o estresse oxidativo esta diretamente relacio-
nado a etiologia ou progressao de diversas patologias crénicas, dentre as quais a
insuficiéncia renal cronica (IRC). Esta & originada por diversos tipos de injurias re-
nais que provocam a perda de funcionalidade dos rins, ocorrendo o acumulo de
varias substancias no organismo. Com isso, é necessario um tratamento de substi-
tuicdo as fungdes renais, a hemodialise, que consiste em um procedimento de
filtracdo extracorpdrea do sangue com o objetivo de retirar impurezas e substancias
téxicas do organismo.

Embora a hemodialise seja a forma mais viavel de aumentar a sobrevida dos
pacientes, ela é responsavel pelo aumento do estresse oxidativo, pois durante o
procedimento dialitico ocorre, simultaneamente, a geragdo de uma grande quantida-
de de espécies reativas, pela interacdo do sangue com a membrana dialisadora, e
perda de antioxidantes pela solubilidade destes no dialisado.

Além disso, fatores como a uremia, problemas nutricionais e a presenca de

outras doengas co-morbidas como a anemia, hipertensao e diabetes podem contri-
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buir para o elevado estresse oxidativo, ainda acentuado pela hiper-nomocisteinemia
presente em muitos portadores de IRC.

Desta forma, os danos oxidativos induzidos pela condi¢cdo de estresse na IRC
tém sido relacionados a etiopatogénese ou progressao de outros processos, dentre
eles a aterosclerose, as doengas cardiovasculares, o diabetes mellitus, as desordens
neurodegenerativas e o cancer. Sabe-se que as doengas cardiovasculares sao as
principais causas de morbi-mortalidade nos pacientes portadores de IRC, pois apre-
sentam uma incidéncia 3 vezes maior de doencas cardiovasculares se comparados
a individuos da mesma idade e sexo da populagdo em geral.

A influéncia da terapia medicamentosa sobre o estresse oxidativo nestes paci-
entes continua controversa. Existem relatos que indicam tanto o aumento como a
diminuigao do estresse oxidativo com a utilizacado de eritropoetina, bem como resul-
tados contraditorios em relagdo a influéncia da utilizacdo do ferro, vitamina B12 e
acido folico sobre os marcadores do estresse, sendo que os dois ultimos medica-
mentos também estdo envolvidos na homocisteinemia.

Assim, estudos que contribuam para um melhor entendimento dos fenémenos
fisiopatolégicos e bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo em IRC submeti-
dos a hemodialise e sua possivel interrelagdo com o tratamento terapéutico sdo mui-
to importantes.

Logo, o objetivo deste trabalho foi avaliar alguns marcadores sanguineos do
estresse oxidativo nos portadores de IRC submetidos a hemodidlise e sua possivel
correlagdo com o tratamento medicamentoso, sobretudo com eritropoetina, ferro e
suplementagcdo com acido folico e vitamina B12, bem como analisar os indices
hematoldgicos dos pacientes para verificar a percentagem de pacientes anémicos,
relacionando os resultados a terapia com eritropoetina, ferro, vitamina B12 e acido
félico. E verificar, ainda, se a hiper-homocisteinemia nos pacientes hemodialisados
se correlaciona com a percentagem de pacientes sob terapia de suplementagéao vita-

minica e a outros marcadores do estresse oxidativo.
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2.1 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € o desequilibrio entre os niveis de oxidantes e antioxi-
dantes no organismo, causado pela excessiva produgao de oxidantes ou deplecéo
dos niveis de antioxidantes (Sies, 1986; McGrath et al., 1995; Descamps-Latscha et
al., 2001; Morena et al., 2002).

2.1.1 Oxidantes

Os oxidantes sado substancias capazes de reagir rapidamente com diversos
compostos e alvos celulares, provocando danos a proteinas, carboidratos, lipidios e
acidos nucléicos. Os radicais livres (RLs) sdo agentes oxidantes caracterizados
como espécies atbmicas ou moleculares que possuem um ou mais elétrons desem-
parelnados na sua Orbita externa, tornando-as espécies altamente reativas, que
agem como eletrofilos (Gillham et al., 1997).

Os RLs se formam normalmente no organismo através da cadeia de trans-
porte de elétrons a nivel mitocondrial, bem como da oxidagao de acidos graxos, rea-
¢bes do citocromo P4s0 € de células fagociticas. Algumas enzimas também sé&o
capazes de gerar RLs, sob condigdes normais ou patoldgicas. Fontes exdgenas
como tabaco, radiag¢des, luz ultravioleta, solventes e alguns farmacos, dentre outros,
também geram RLs (Biesalski, 2002).

Eles possuem importante papel fisiolégico na regulagao da resposta imunolo-
gica, participando do processo fagocitico de defesa contra infecgbes e atuando
como fatores de transcricdo na sinalizagdo intracelular, induzindo a apoptose
(Halliwell, 1994; Biesalski, 2002).

Dentre os oxidantes mais importantes envolvidos em processos patologicos
estdo as espécies reativas de oxigénio (EROS) e as de nitrogénio (ERNS). As princi-
pais EROS distribuem-se em dois grupos, os radicalares: superoxido (O,"), hidroxila
(OH?®), peroxila (ROQ®) e alcoxila (RO®); e os ndo-radicalares: oxigénio singlete (O.°),
o peroxido de hidrogénio (H202) e o acido hipocloroso. Dentre as ERNS incluem-se
o o6xido nitrico (NO®), o 6xido nitroso e o peroxinitrito (ONOQO’), dentre outros
(Halliwell, 1994; Gillham et al., 1997; Sies, 1997).
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2.1.2 Antioxidantes

O organismo dispde de mecanismos de defesa responsaveis pela protecao
dos sistemas bioldgicos suscetiveis ao ataque oxidativo, os chamados antioxidantes,
que atuam impedindo a formagao ou prevenindo o ataque dos radicais a seus alvos
bioldgicos (Mafra et al., 1999).

Eles podem ser de origem enddgena ou exogena. Dentre os endogenos
incluem-se a glutationa reduzida (GSH) e as enzimas glutationa peroxidase
(GSHPXx), catalase (CAT) e superédxido dismutase (SOD). Os antioxidantes exégenos
provém da dieta e incluem as vitaminas A, C e E (Sies, 1993; Sies, 1997; Clark,
2002).

2.1.2.1 Antioxidantes enddégenos

Glutationa reduzida (GSH)

A GSH é o principal antioxidante endégeno e pode ser encontrada em varios
tecidos bioldgicos. No sangue, 99,5 % da GSH é intra-eritrocitaria, sendo uma pe-
quena porgao associada a membrana. Dentre outras fungdes fisioldgicas, ela é
sequestradora de radicais livres (Nozal et al., 1997), detoxificando metabdlitos eletro-
filicos, ndo somente como doador imediato de elétrons para neutralizar o H,O, e
lipoperoxidos, mas também como um sequestrador de RLs de oxigénio e nitrogénio
(Leichtweis e Ji, 2001).

Glutationa Peroxidase (GSHPx)

Outra enzima importante no controle dos peroxidos é a GSHPX, que catalisa a
reducado do HyO, e peroxidos organicos a seus alcoois correspondentes as custas
da conversdo de GSH em glutationa oxidada (GSSG), dependendo essencialmente
da presenga de selénio. Posteriormente, a enzima glutationa redutase converte a
GSSG novamente em GSH na presenca de NADPH, regenerando-a para exercer
sua fungéo antioxidante (Shan et al., 1990).

A figura 1 apresenta, de modo geral, um esquema do sistema antioxidante da

glutationa e suas enzimas envolvidas.
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NADP*V\ /VZGSH \ / ROOH

Glutationa redutase Glutationa peroxidase

/ \ 4/ Se\n
NADPH + H* GSSG ROH + H,0

Figura 1. Sistema antioxidante da glutationa (Sies et al., 1972).

Superdxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT)

As células aerdbias sdo protegidas da agédo do O," e do H,O, pela agdo das
enzimas SOD e CAT, que convertem o O, em H,O, e, posteriormente, o H,O, em
H,O e O,, respectivamente. O cobre (Cu) e o zinco (Zn) sdo componentes essen-
ciais da SOD citoplasmatica, enquanto que o manganés (Mn) é fundamental para
SOD mitocondrial. Ja a CAT é dependente de ferro (Gillham et al., 1997, Sies, 1997).

A seguir, no esquema 1, estdo representadas as reagdes envolvendo as enzi-
mas SOD e CAT:

Esquema 1:
. .. SoD
2H" + 205" ——» H>,0, + O,
CAT
2H202 —> 2H20 + 02
2.1.2.2 Antioxidantes exdégenos
Vitamina A

Vitamina A é uma expressao genérica empregada para se referir ao retinol e

todos os carotendides dietéticos que tém atividade biolégica de transretinol. Dentre
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os carotendides mais importantes estdo o a-caroteno, p-caroteno, licopeno e luteina.
Os carotendides sao sequestradores do oxigénio. Uma unica molécula de retinol ou
B-caroteno € capaz de inativar varios radicais oxigénio singlete antes de ser déstrui-
da. O B-caroteno também protege do radical peroxila, especialmente em condi¢des

de baixa tensao de oxigénio (Gomes et al., 2005).

Vitamina C (Acido ascérbico)

A vitamina C combate diretamente RLs de oxigénio e do 6xido nitrico e esta
envolvida na regeneragao de a-tocoferil em a-tocoferol (vitamina E) (Chan, 1993).
Também possui habilidade de eliminar o acido hipocloroso, um agente igualmente
envolvido em processos de estresse (Fumeron et al., 2005). Entretanto, sabe-se que
em grandes quantidades e associada ao ferro pode ter efeito pré-oxidante por indu-

zir a geragéao de radicais OH® (Chan, 1993).

Vitamina E (a-tocoferol)

A vitamina E tem efeito modulador sobre as respostas inflamatéria e imune.
Em geral, sua deficiéncia aumenta os componentes da resposta inflamatéria e preju-
dica a imunidade celular e humoral. Ela converte radicais hidroxila e superdxido em
formas menos ativas e pode ser regenerada por mecanismos nao enzimaticos, pelo
ascorbato, e por mecanismos enzimaticos, pela GSH. Como possui alta lipossolubili-
dade, distribui-se pelas membranas lipidicas, constituindo-se na principal defesa das

mesmas contra as lesdes oxidativas (Chan, 1993).

2.1.3 Peroxidacao lipidica

As membranas das células e organelas contém grandes quantidades de aci-
dos graxos poliinsaturados e sua fluidez relaciona-se a presenga de cadeias insatu-
radas de fosfolipidios e colesterol. Danos nesta camada lipidica tendem a diminuir a
fluidez da membrana. O ataque de algumas espécies reativas aos lipidios das mem-
branas desencadeia um processo chamado peroxidagao lipidica, uma das principais

consequéncias do estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 1991).



27

A peroxidacao lipidica € uma reagdo em cadeia, representada pelas etapas
de iniciagao, propagacgao e terminacgao, representadas a seguir (Gardées-Albert, 1991

apud Ferreira e Matsubara, 1997):

LH + OH’(oulLO’) ——» L+ H;O; (ou LOH) Iniciagdo

L + O —» LOO® Propagacao
LH + LOO’ —» L'+LOOH Propagagao
LOO* + L° —» LOOL Terminagao
LOO* + LOO* —» LOOL + O, Terminacao

A reagdo acima se inicia com o sequestro do hidrogénio do acido graxo
poliinsaturado (LH) da membrana celular. Tal sequestro pode ser realizado pelo OH®
ou pelo LO® (radical lipidico alcoxila), com consequente formagao de L° (radical lipidi-
co), que é instavel. Na primeira equagdo de propagacdo, o L* reage rapidamente
com o O; resultando em LOO® (radical lipidico peroxila), que por sua vez, seqiiestra
novo hidrogénio do &acido graxo poliinsaturado, formando novamente o L° na
segunda equacao de propagacao. O término da peroxidagao lipidica ocorre quando
os radicais L* e LOO®, produzidos nas etapas anteriores, propagam-se até destrui-
rem a si proprios (Gardés-Albert, 1991 apud Ferreira e Matsubara, 1997).

A peroxidagdo lipidica pode ser catalisada por ions ferro, através da
conversao de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos, que
iniciam nova cadeia de reagdes, denominada ramificagdo (Ferreira e Matsubara,
1997).

O continuo dano oxidativo leva a destruigdo de membranas e, por consequén-
cia, a morte celular. Ha perda da seletividade na troca inica, inativagado de enzimas
e proteinas de transporte da membrana, liberagao do conteudo de organelas, como
as enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formagao de produtos citotdxicos, como o
malonildialdeido, um aldeido com ag&o téxica em varias biomoléculas (Hershko,
1989).

A formacéo de malonildialdeido (MDA) ocorre pela decomposi¢dao dos hidro-
peroxidos lipidicos e sua concentragao tem sido utilizada para estimar a intensidade
da peroxidacao lipidica em sistemas biolégicos, em células e tecidos (Bonnes e
Guérin, 1992).
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Assim como na formacado de RLs e espécies reativas, a peroxidacao lipidica
pode ser um processo fisiolégico nem sempre prejudicial, capaz de induzir a morte
celular. Ela participa da resposta inflamatoéria liberando acido araquidénico e, subse-
guentemente, prostaglandinas e distintos endoperoxidos (Jamieson, 1989). Todavia,
a excessiva liberagao destes produtos durante o dano oxidativo pode causar edema
celular, modificagcbes na permeabilidade vascular e quimiotaxia e danos teciduais
(Blake et al., 1987), implicando, por exemplo, na patogénese da aterosclerose
(Parthasarathy, 1987; Vagimigli et al., 2003).

2.2 Estresse oxidativo e hemodialise

O estresse oxidativo tem sido indicado como um importante fator relacionado
a varias condi¢bes associadas, com frequéncia, a doenga renal em estagio final, in-
cluindo doencgas cardiovasculares e infecciosas, anemia, diabetes, desordens do
sistema nervoso central e periférico, cancer e acelerado envelhecimento (Halliwell,
1994; Hasselwander e Young, 1998; Tetta et al., 1999).

Apesar do tratamento de hemodialise possibilitar um aumento na sobrevida
de pacientes com insuficiéncia renal crbnica (Drai et al., 2001), este procedimento é
responsavel pela geracdo de uma grande quantidade de EROS/ERNS, bem como
pela perda de antioxidantes hidrossoluveis e anormalidades no metabolismo de lipi-
dios, contribuindo diretamente para o aumento do estresse oxidativo nestes pacien-
tes, somado a outros fatores como o proprio estado urémico, que resulta em acumu-

lo de toxinas no sangue (Drai et al., 2001; Morena et al., 2002).

2.2.1 Insuficiéncia renal cronica

A doenga renal crbnica consiste em lesdo renal com perda progressiva e
irreversivel das fungdes renais glomerulares, tubulares e enddcrinas. Em sua fase
mais avangada é chamada insuficiéncia renal crénica (IRC) e é a via final comum de
uma variedade de afecgdes renais (Bevilacqua et al., 1995).

De acordo com recente consenso da National Kidney Foundation, a IRC é ca-
racterizada por um indice de filtracdo glomerular inferior a 60 ml/min/1,73 m? de
superficie corporal por trés ou mais meses consecutivos. Este é estimado por meio

da depuragao da creatinina e o valor normal gira em torno de 110 a 120 ml/min/1,73
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m? de superficie corporal. O grau da IRC varia de acordo com o indice de filtracdo
glomerular e valores abaixo de 15 ml/min/1,73m? ja indicam a faléncia renal (Draibe
e Cendoroglo, 2004).

Vaérias patologias podem originar a IRC e dentre as mais comuns estdo a
hipertensao arterial grave, o diabetes mellitus, a glomerulonefrite cronica, a nefropa-
tia tubulo-intersticial crénica, os processos renais obstrutivos cronicos e as doengas
hereditarias tais como rins policisticos e sindrome de Alport (Warnock, 1997; Mallick
e Gokal, 1999; Parmar, 2002; Draibe e Cendoroglo, 2004).

Na IRC, a perda de fungdes tais como a manuten¢ao do equilibrio hidroeletro-
litico e acido-base, excrecédo de catabdlitos e fungdo reguladora hormonal desenca-
deia sérios problemas para o paciente como a anemia, a deficiéncia imunoldgica, a
tendéncia a hemorragias, as desordens no metabolismo de lipideos, carboidratos e
proteinas e varios disturbios resultantes do acumulo de toxinas normalmente excre-
tadas pela urina, a chamada sindrome urémica (Bergstrom, 1997 apud Mafra et al.,
1999). Além destes problemas, a doenga cardiovascular é uma das principais
causas de morte dos pacientes com IRC (McGrath et al., 1995).

A IRC pode ser tratada pela purificacdo extracorpérea do sangue através de
processos dialiticos (hemodiadlise ou dialise peritonial) ou por transplante renal.
Embora o transplante renal seja o tratamento de escolha, ha dificuldade para se
obter numero suficiente de doadores compativeis para suprir a demanda necessaria.
Sendo assim, os tratamentos dialiticos continuam sendo a opgao mais viavel na IRC
(Mallick e Gokal, 1999).

2.2.2 Hemodialise

A hemodialise € um procedimento utilizado para filtragdo do sangue, por meio
de seu bombeamento até um aparelho contendo membranas semipermeaveis, para
retirada de impurezas e substancias téxicas do organismo. Em seguida, o sangue
retorna purificado ao individuo (Mallik e Gokal, 1999).

O sangue circula por um aparelho externo, o dialisador, através de um tubo
estéril conectado a fistula arteriovenosa (conexao artificial entre uma artéria e uma
veia), habitualmente com fluxo entre 200 e 300 ml/min. No interior do dialisador, uma
membrana artificial semipermeavel composta por um conjunto de filtros capilares

separa o sangue de um liquido, o dialisado, que possui uma composicao eletrolitica
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similar a dos liquidos corporeos normais. A pressao no compartimento da membrana
onde se encontra o dialisado € menor que a do compartimento onde se encontra o
sangue, permitindo a filtragcdo de liquidos, produtos da degradagdo metabdlica e
substancias téxicas presentes no sangue, que ficam no dialisado. De acordo com o
coeficiente de ultrafiltracdo da membrana dialisadora utilizada é possivel prever o
volume de liquido a ser removido por hora de dialise, mas normalmente sao utili-
zadas membranas que resultam em filtracbes de 1 I/h (Curtis, 1997; Mallik e Gokal,
1999).

A solucdo de dialise contém solutos como soédio, potassio, bicarbonato de
sodio, calcio, magneésio, cloro, dentre outros, que irdo entrar em equilibrio com o
sangue durante o processo dialitico, mantendo assim a concentragc&o sérica desses
solutos dentro dos limites normais. E importante ressaltar que a agua usada na
solugdo dialitica deve ser cuidadosamente tratada e sua qualidade monitorada regu-
larmente. A presenca de compostos organicos como bactérias, fungos, dentre outros
ou compostos inorgénicos como, por exemplo, aluminio, flior e cloramina podem
levar a patologias e disturbios metabdlicos importantes (Curtis, 1997; Mallik e Gokal,
1999).

As células sanguineas e as proteinas maiores sdo muito grandes para serem
filtradas através dos pequenos poros da membrana e permanecem no sangue
(Curtis, 1997; Mallik e Gokal, 1999).

Existem diversos tipos de membranas dialisadoras, incluindo as derivadas da
celulose (cuprofano, acetato de celulose, hemofan, di e triacetato de celulose) e as
membranas de polimeros sintéticos (polissulfona, poliamida, poliacrilonitrila-metalil-
sulfonato, policarbonato, polimetilmetacrilato e polietileno-polivinil-alcool) (Varela
Lema e Ruano Ravifia, 2005).

Geralmente, o paciente € submetido a trés se¢des semanais, com duracao de
4 horas cada. Durante o procedimento utiliza-se heparina, de forma intermitente ou
infundida continuamente, a fim de evitar a coagulagdo do sangue no interior do diali-
sador (Curtis, 1997; Mallik e Gokal, 1999).

O tratamento regular de hemodialise ameniza parte dos problemas apresenta-
dos na IRC e permite uma maior sobrevida ao paciente. Contudo, ele é incapaz de
corrigir totalmente os profundos disturbios metabdlicos aos quais os pacientes uré-

micos estao sujeitos (Mircescu et al., 2005).
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Durante a hemodialise ha uma grande producao de EROS/ERNS, provocando
aumento do estresse oxidativo e subsequente peroxidacao lipidica (Nguyen-Khoa et
al., 2001), sendo que varios fatores estdo envolvidos. Dentre eles, destacam-se o
procedimento dialitico, incluindo a bioincompatibilidade da membrana e a perda de
antioxidantes durante o procedimento (Morena et al., 2000), a possivel contamina-
¢ao do dialisado por endotoxinas (Morena et al., 2002) e o proprio estado urémico
em si, pelo acumulo de varios solutos no organismo do paciente (Himmelfarb et al.,
2002).

A interagdo do sangue com materiais n&o biolégicos no circuito extracorporeo
durante a hemodialise leva a ativacédo de varios sistemas celulares e n&o celulares,
incluindo o sistema de complemento e de coagulagao, além de ativar leucécitos poli-
morfonucleares (PMN), mondcitos, linfécitos e plaquetas (Holmes, 1995).

A ativacdo dos PMN pode ser induzida por varios estimulos e aumenta a
atividade secretora, resultando em uma massiva produc¢édo de enzimas proteoliticas
e RLs de oxigénio (Lucchi et al., 2000). A ativagédo de leucocitos também promove a
liberagao de citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral a e as inter-
leucinas (Descamps-Latscha et al., 1991).

As substancias liberadas estdo diretamente envolvidas na resposta inflama-
téria e na destruicdo de agentes estranhos ao organismo. No entanto, quando libera-
das em grandes quantidades podem atingir células e tecidos vizinhos e desencadear
processos inflamatérios que provocam diversos danos (Lucchi et al., 2000). Esta
situacao ocorre durante a hemodialise e a intensidade da resposta inflamatdria pode
variar de acordo com a membrana dialitica utilizada (Lucchi et al., 1989).

As plaquetas, também ativadas no processo de hemodialise, liberam fatores
de agregacao plaquetaria que ativam a cascata de coagulagdo e acabam estimulan-
do a formacéo de trombos. Ha também um aumento na liberacdo de substancias
produzidas pelas células endoteliais, contribuindo para o desequilibrio da homeos-

tase vascular (Nurmohamed e Nubé, 2005).

2.2.2.1 Perdas nutricionais pela hemodialise

Além de produtos indesejaveis ao organismo, outros solutos e substancias

importantes atravessam a membrana, incluindo as que desempenham papel antioxi-
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dante. Esta perda parece estar ligada a hidrossolubilidade e ao baixo peso molecular
da maioria destas moléculas (Bohm et al., 1997).

A perda de antioxidantes hidrofilicos como a vitamina C e elementos trago
provoca anormalidades nas vias de antioxidantes enzimaticos, bem como na atua-
¢ao de antioxidantes hidrofébicos como a vitamina E, que essencialmente requer a
participacado da vitamina C em sua acgao (Galli et al., 1999).

A perda de antioxidantes associada ao aumento da producdo de EROS/
ERNS, decorrente da condicdo urémica e da prépria hemodialise, leva ao aumento

do estresse oxidativo nestes pacientes (Morena et al., 2002).

2.3 Principais complicagoes decorrentes da IRC e a terapia medicamentosa

2.3.1 Doencas cardiovasculares

As doengas cardiovasculares (DCVs), cuja principal etiologia € a aterosclero-
se, sdo0 as causas mais comuns de morbi-mortalidade nos pacientes com IRC
(Brown et al., 1994). Tanto registros americanos como europeus indicam que cerca
de 50% da mortalidade destes pacientes se deve a eventos cardiovasculares
(Rostand et al., 1991; Raine et al., 1992).

Jungers et al. (1999) demonstraram que a incidéncia de acidentes cardiovas-
culares ateroscleréticos é pelo menos 3 vezes maior em pacientes com IRC quando

comparados a individuos da mesma idade e sexo da populagao geral.

2.3.1.1 Aterosclerose

A aterosclerose € um processo complexo, crénico, multifatorial que se inicia
com danos as células endoteliais e culmina na formacao de lesdes estratificadas na
parede arterial. Infiltragées sub-endoteliais de mondcitos, proliferagdo e migracéo de
células musculares lisas, depdsito de colesterol e elaboragédo de matriz extracelular
sao caracteristicas de lesdes ateroscleroéticas (Koning et al., 2003).

As células endoteliais, situadas entre o sangue circulante e a parede dos
vasos, funcionam como sensores e tradutores de sinais desta interface e sao funda-
mentais na manutengao da homeostase vascular através da producédo de fatores

que regulam o ténus vascular, o processo de coagulagao, o transporte de lipidios, a
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resposta celular proliferativa e o deslocamento de leucécitos (Ross, 1993; Cines et
al., 1998).

Evidéncias crescentes sugerem que varios estimulos pré-aterogénicos como
dislipidemias, hiperglicemia, hipertensao, hiper-homocisteinemia, rea¢des inflamato-
rias vasculares, tabagismo e estresse mecanico levam ao aumento da produgao de
EROS no endotélio, provocando sua disfungdo. O estresse oxidativo resultante
ocupa um papel importante como mediador em manifestagdes patoldgicas da disfun-
céo endotelial associada com aterosclerose (Ross, 1999).

Aumentos de EROS podem afetar quatro mecanismos fundamentais que
contribuem para a aterosclerose: disfungcédo das células endoteliais, crescimento das
células da musculatura vascular lisa, migragdo de mondcitos e oxidagao de lipopro-
teinas de baixa densidade (LDL) (Alexander, 1995; Berliner e Heinecke, 1996).

Os mondcitos migram da corrente sanguinea, se diferenciam em macréfagos
e englobam o LDL oxidado (LDLox), adquirindo um aspecto espumoso. Estas células
tornam-se ativadas e liberam uma série de substancias proé-inflamatorias, conduzin-
do a um estado de inflamagao cronica. Sao liberadas citocinas e quimiocinas que
promovem a expressao de moléculas que facilitam a adesdo e atraem células de
resposta inflamatdria e imune como leucdcitos, mondcitos e linfécitos T e B, princi-
palmente em regides de fluxo sanguineo conturbado. Os leucdcitos, atraidos pelas
moléculas expressas, vao se deslocando do centro da corrente sanglinea e passam
a deslizar mais lentamente pela superficie das células endoteliais, aderindo-se a
parede dos vasos. Células da musculatura lisa vascular sado estimuladas a proliferar
e secretam colageno (Scott, 2004). Além disso, o LDLox inativa diretamente o 6xido
nitrico, é citotdéxico para células endoteliais (Chin et al., 1992) e diminui a atividade
do plasminogénio tecidual (Berliner e Heinecke, 1996).

Como consequéncia da proliferagdo e deposigao celular nos vasos, formam-
se placas chamadas de ateromas que se desenvolvem de maneira descontinua,
acumulando também outros materiais circulantes como lipidios, plaquetas, restos de
células mortas e colageno. O crescimento da placa aterosclerética acarreta estreita-
mento progressivo do lumen vascular, prejudicando o fluxo sanguineo. Estas placas
podem, ainda, se desprender e serem deslocadas pelo fluxo sanguineo até vasos de
menor calibre onde acabam obstruindo totalmente o fluxo, provocando eventos

isquémicos teciduais (Koning et al., 2003; Scott, 2004).
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O 6xido nitrico, um vasodilatador endégeno, € uma molécula que pode atuar
como pré-oxidante ou antioxidante. Suas fungdes fisioldgicas incluem o controle do
ténus vascular, inibigdo da ativagao plaquetaria, modulagdo da apoptose e agrega-
cao de ceélulas inflamatérias. No entanto, ele também pode reagir com o O,"
formando ONOOQO’, que € altamente citotoxico. O dano no endotélio vascular é sem-
pre seguido de vasoconstricdo, agregacao plaquetaria e adesao de células inflama-
torias, que levam a um aumento na producdo de NO°® e, conseqlientemente, forma-
¢ao de ONOO™ (Shaw et al., 2005).

2.3.1.2 Hiper-homocisteinemia

A concentragao plasmatica ou sérica total de homocisteina (Hcy) situa-se em
torno de 5-15 umol/l em adultos. Concentragdes de Hcy superiores a 15 pmol/l
caracterizam a hiper-homocisteinemia (HHcy), que pode ser classificada como
moderada (16-30 pmol/l), intermediaria (31-100 ymol/l) ou severa (>100 pmol/l)
(Kang et al., 1992; Hankey e Eikelboom, 1999). Mas, segundo Lee et al. (1999) con-
centragdes de Hcy maiores que 13,9 ymol/l ja caracterizam a HHcy.

A HHcy é um fator de risco para o desenvolvimento de aterosclerose tanto na
populagdo em geral quanto em pacientes submetidos a hemodialise (Korzets et al.,
2000). Estudos tém sugerido que ela estd associada a aumentos nos indices de
doenca arterial coronariana, derrame cerebral, doengas vasculares oclusivas e trom-
bose venosa profunda (Stampher et al., 1992; Perry et al., 1995; den Heijer et al.,
1998a; Stein e McBride, 1998; Tayler et al., 1999).

O mecanismo pelo qual a HHcy predispbe a aterosclerose ainda néo esta
completamente definido. Uma das hipoteses é que podem ocorrer danos nas pare-
des dos vasos sanguineos, provavelmente pela geragéo de radicais livres a partir da
oxidacao da Hcy (Velury e Howell, 1988). No plasma, ela rapidamente se auto-oxida,
formando homocistina, dissulfitos mistos e homocisteina tiolactona (Velury e Howell,
1988; Anderson et al., 1993, Loscalzo, 1996), produzindo potentes espécies reativas
de oxigénio que incluem o anion superéxido, o perdxido de hidrogénio o radical
hidroxila. Os efeitos oxidativos das substancias formadas podem aumentar a oxida-
¢ao da LDL, causando agregacao e aumento da captagéao de LDL pelos macréfagos,

explicando a deposicao lipidica nas placas ateromatosas (McCully, 1993).
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Acredita-se, também, que o estresse oxidativo gerado pela HHcy decorra da
diminuicao intracelular da expressao e atividade da GSHPx e da inibigdo da SOD,
dificultando a defesa celular contra os radicais livres (Splaver et al., 2004).

Além disso, sabe-se que a Hcy provoca lesdes diretas as células endoteliais
da parede arterial com estimulo da resposta de macrofagos e aceleragao da ateros-
clerose. Ela também promove alteragdes no fendtipo antitrombético normal do
endotélio por agir de diversas formas: inibe a sintese de elementos fundamentais
para atividade anticoagulante como o heparan sulfato e trombomodulina pelas célu-
las endoteliais (Nishinaga et al., 1993), diminui a atividade tecidual do plasmi-
nogénio, diminui a sintese de células endoteliais pelo estimulo a proliferacdo das
células musculares lisas da parede arterial, inibe a antitrombina Ill, reduz a ativagao
da proteina C (Rodgers e Conn, 1990), estimula a expresséo do fator V, fator tissular
e tromboxanos (Fryer et al., 1993) e inibe a liberagcdo de 6xido nitrico como fator de
relaxamento e antiagregante plaquetario da parede vascular (McCully, 1993; Biasioli
e Schiavon, 2000; Djurie et al., 2000).

Portanto, os efeitos prejudiciais da HHcy sdo mediados por suas propriedades
aterogénicas e trombogénicas, pré-dispondo a ocorréncia de eventos oclusivos coro-
narianos, cerebrais e periféricos (Biasioli e Schiavon, 2000).

Os niveis sanguineos de Hcy podem se elevar de 2 a 4 vezes nos pacientes
com IRC sob hemodialise, correlacionando-se com as concentragdes séricas de indi-
ces de fungao renal como creatinina e albumina (Kronenberg, 1998).

A explicacao fisiopatolodgica para a ocorréncia de HHcy na IRC nao esta total-
mente esclarecida, mas acredita-se que esteja relacionada a deficiente eliminagao
renal da Hcy e pela alteragcdo no metabolismo deste aminoacido nas células renais
(Van Guldener et al., 2001). Soma-se a isso as deficiéncias de vitaminas envolvidas
no metabolismo da Hcy, como as vitaminas B6, B12 e o acido fdlico. O déficit
nutricional dos pacientes, assim como as perdas vitaminicas impostas pelo trata-
mento dialitico exercem influéncia direta na concentracdo destas vitaminas, e,
consequentemente, nos niveis plasmaticos de Hcy (Nasri e Baradan, 2005).

A homocisteina € um aminoacido formado durante o metabolismo do amino-
acido metionina (Finkelstein e Martin, 2000). Possui papel importante dentro das
matrizes fisioldégicas, mas nao é utilizado pelo organismo na constituicdo protéica
(Nekrassova et al., 2003).

O metabolismo da homocisteina é representado a seguir, na figura 2.
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Figura 2 — Principais vias do metabolismo da homocisteina.

A metionina, através de condensagao com ATP via metionina adenosiltransfe-
rase, € convertida a S-adenosilmetionina (SAM), desmetilada a S-adenosilhomocis-
teina (SAH), que através de hidrdlise libera adenosina e forma Hcy (Langman e
Cole, 1999).

Uma vez formada, a Hcy pode ser metabolizada de duas maneiras: formando
metionina pelo ciclo da remetilagdo ou degradada a cisteina pela via de transsulfura-
¢ao (Fowler, 1997).

No ciclo da remetilacdo, a Hcy pode ser regenerada a metionina através de
duas reagdbes diferentes. No figado e rins, parte da Hcy € remetilada pela betaina
homocisteina metiltransferase, usando betaina como doadora de grupo metila
(Fowler, 1997). Mas na maioria dos outros tecidos ela é regenerada pela acédo da

enzima metiltetrahidrofolato homocisteina metiltransferase, também denominada
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metionina sintase (MS) (Miner et al.,, 1997; Langman e Cole, 1999). Nesta via ha
participacao de cofatores derivados do complexo vitaminico B, como folatos e vitami-
na B1. O acido fdlico, proveniente da dieta, serve como substrato no ciclo da remeti-
lagdo. A MS - dependente da vitamina B, - catalisa a aquisicdo de um grupo metila
do 5-metiltetrahidrofolato, convertendo-o a tetrahidrofolato, que se condensa com a
serina para formar 5,10-metiltetrahidrofolato e glicina. A 5,10-metiltetrahidrofolato
redutase converte o 5,10-metiltetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato para comple-
tar o ciclo (Welch e Loscalzo, 1998).

Quando a via da remetilacédo esta saturada ou quando a cisteina é necessaria,
a Hcy seguira a via de transulfuragao onde € irreversivelmente catabolizada. Ela se
condensa com a serina formando cistationina em uma reagéo catalisada pela enzima
cistationina-B-sintase utilizando vitamina Bs como co-fator. A cistationina é subse-
quentemente hidrolisada via cistationina-y-liase formando a-cetobutirato e cisteina
(Miner et al., 1997). A cisteina é utilizada como precursora da GSH, principal antioxi-
dante multifuncional do organismo, na sintese de proteinas ou metabolizada a
sulfato, sendo excretada pela urina (Welch e Loscalzo, 1998).

Se alguma destas vias metabdlicas sofrer bloqueio, total ou parcial, ha aumen-
to da concentragdo sanguinea de Hcy, ja que este aminoacido ndo se acumula nas

células (Harboe-Gongalves et al., 2005).

2.3.2 Anemia

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a anemia é definida como a
diminuicdo da concentracdo de hemoglobina circulante a niveis inferiores a 13 g/dl
para homens adultos, 12 g/dl para mulheres adultas e de 11 g/dl para gestantes e
criancas de seis meses a seis anos (Failace, 2003). E uma alteracdo muito comum
na doenga renal cronica, afetando até 90% dos pacientes e um significativo determi-
nante de seu prognéstico e qualidade de vida (Nasri e Baradaran, 2005).

A associacado entre anemia e IRC tem sido reconhecida desde o inicio do
século 19 e desde entdo muito estudada para o melhor entendimento dos aspectos
desta complicagao urémica, incluindo causas, consequéncias e tratamentos (Higgins
et al., 1977).

As principais consequéncias da anemia renal incluem anormalidades fisiolo-

gicas como reducdo do volume de oxigénio sanguineo e da tensao do oxigénio
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tecidual, levando a sintomas como fadiga, diminuicdo da capacidade de exercicio,
reducao cognitiva, disfungdo sexual e prejuizos no sistema imunolégico (Eckardt,
2001).

A diminuicdo da sintese de eritropoetina (EPO) é o principal mecanismo en-
volvido na anemia da IRC. A EPO é uma glicoproteina produzida principalmente nos
rins, indispensavel para a proliferagao e diferenciacao das células progénitoras e
precursoras eritroides (Krantz, 1991).

Entretanto, outros fatores também contribuem para ocorréncia da anemia:
deficiéncias de ferro, vitamina B12 e acido félico, diminuicdo do tempo de vida dos
eritrocitos, estado inflamatério, toxicidade provocada pelo acumulo de aluminio e
outros metais e o hiperparatireoidismo (Eschbach, 1989; Abensur, 2004).

Outro fator contribuinte, segundo Nasri e Baradan (2005) é a hiper-homocis-
teinemia. Eles demonstraram haver uma correlagéo positiva entre os niveis de Hcy e
anemia, sugerindo que a HHcy possa intensificar a anemia através dos danos endo-
teliais que provoca, criando um estado inflamatorio com subsequente liberagao de
diversas citocinas que possuem um efeito supressor sobre a eritropoiese.

A anemia também pode estar relacionada ao estresse oxidativo, pois o ambi-
ente mais oxidante favorece a formagao de pontes dissulfeto (-SS-) nas proteinas
contendo grupamentos tiol (-SH). As pontes dissulfeto oxidam estas proteinas, com
prejuizo de suas fungdes. Esta oxidagao é reversivel as custas da acdo de compos-
tos antioxidantes, como a GSH. A membrana do eritrocito contém grande numero de
grupos —SH que podem ser oxidados a dissulfetos (de R-SH a R-SSG), levando a
desnaturacdo das proteinas da membrana (Gilbert e Mc Lean, 1990). Neste
processo pode ocorrer lesdo intracelular, com oxidagdo da hemoglobina (Hb) a
metemoglobina (MHDb), que precipita e forma os corpusculos de Heinz. O componen-
te lipidico da membrana eritrocitaria também esta sujeito a agressao oxidativa (Rice-
Evans e Baysal, 1987; Winterbourn, 1990).

Assim, a associacdo dos fenbmenos da lipoperoxidacao, formacéo de corpus-
culos de Heinz e oxidagado dos grupos —SH poderao promover a lesdo da membrana
do eritrécito (Ferreira e Matsubara, 1997), levando a um aumento da rigidez e defor-
midade destes, 0 que os torna mais suscetiveis a hemolise (Ongajooth et al., 1996).

A d-aminolevulinato desidratase (ALA-D), também chamada de &cido delta
aminolevulinico desidratase, é uma enzima diretamente envolvida na sintese do

heme, o principal constituinte da hemoglobina. A diminui¢do da atividade desta pode
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provocar disturbios na sintese da hemoglobina, provocando quadros de anemia.
Estudos demonstram a diminuicdo da atividade desta enzima em pacientes com
IRC, especialmente aqueles sob tratamento hemodialitico (Buchet et al., 1987;
Djordjevic et al., 1991; Fontanellas et al., 1996). A inibicdo pode ser induzida por
diversos fatores, incluindo metais como chumbo (Guolo et al., 1995) e aluminio
(Schetinger et al., 1999) ou ainda por outras substancias que possam levar a sua
oxidagao, pois ela possui grupamentos sulfidrilicos ativos (-SH) altamente sensiveis
a eventos pro-oxidantes (Gabriel et al., 2005).

Dados da literatura mostram que o aumento dos niveis de hemoglobina e/ou
sua normalizagao traz muitos beneficios aos pacientes hemodialisados, aumentando
a qualidade de vida, reduzindo assim as internagdes hospitalares e a mortalidade

(Sunder-Plassmann e Horl, 2001).

2.3.2.1 Terapia com eritropoetina e ferro

A terapia com eritropoetina humana recombinante (rHUEPO) tem sido um
grande avango no tratamento da anemia de pacientes mantidos sob hemodialise
(Lim et al., 1999). Entretanto, sua efetividade depende de um adequado suporte de
ferro, acido félico e vitamina B12, que sao elementos diretamente envolvidos na eri-
tropoiese. Segundo Lash e Smith (1990) a terapia utilizando apenas rHUEPO pode
levar a uma deplegado dos estoques de ferro e de acido félico. A hiporesponsividade
a terapia com rHUEPO também tem sido atribuida aos altos niveis de paratorménio,
embora este fato permaneca controverso (Deicher et al., 2004).

A maioria dos pacientes recebe terapia oral ou intravenosa com ferro, de
acordo com o grau de deficiéncia deste elemento. Estudos clinicos demonstraram
que o tratamento intensivo intravenoso de ferro ndo s6 melhora a eritropoiese, mas
também resulta em uma grande redugao (em torno de 41%) na demanda de EPO
previamente requerida (Fishbane et al., 1995; Sepandj et al., 1996). Este fato
promove uma significativa redugdo de custos na terapia (Sepandj et al., 1996;
Sunder-Plassmann e Horl, 2001) e também traz beneficios diretos ao paciente, pois
a EPO, por acao direta, estimula a proliferagcao de células endoteliais e 0 aumento
da agregacao plaquetaria, aumentando a pré-disposigcdo a eventos tromboticos e

hipertensao (Korzetz et al., 2000).
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Contudo, ndo ha um consenso no que diz respeito a dose maxima segura
para terapia intravenosa com ferro. Como ele participa da reacao de Fenton e leva a
formagéao de radicais hidroxila e outros radicais organicos, pode mediar a ocorréncia
de estresse oxidativo nas células (Stadtman, 1990; Goldstein et al., 1993).

Segundo Cristol et al. (1997) a utilizagdo de vitamina E também poderia con-
tribuir para uma reducdo na demanda de EPO, além de possuir efeitos protetores
diretos contra EROS, sendo de grande valia na prevencdo de eventuais efeitos
danosos da terapia com ferro.

A vitamina C é capaz de aumentar a absorgao intestinal de ferro e a mobili-
zacao do ferro estocado para sua utilizagdo na eritropoiese, ajudando a aumentar os
niveis de hemoglobina e, permitindo assim, uma diminuicdo das doses de rHUEPO
(Deicher et al., 2004). Além disso, estudos mostraram que a administracdo intravé-
nosa de vitamina C pode melhorar a resposta ou até mesmo a resisténcia a terapia
com rHUEPO apresentada por alguns pacientes com deficiéncia de ferro (Sunder-

Plassmann e Horl, 2001).

2.3.3 Hipertensao

A hipertensdo arterial € comum entre os individuos urémicos. E um dos
fatores de risco para o desenvolvimento e progressao da IRC e pode acarretar um
acidente vascular cerebral ou insuficiéncia cardiaca, além de contribuir para o pro-
cesso aterosclerotico. Ela pode aumentar conforme a funcéo renal vai se deterioran-
do (Locatelli et al., 2004).

Em pacientes urémicos submetidos a hemodidlise, a patogénese da hipertem-
sdo €& multifatorial. A hipervolemia resultante da retencdo de sddio e agua em
decorréncia da deficiente capacidade de excrecdo renal € um dos fatores mais
importantes. Mas, a hipertensdo também pode resultar da excessiva produgao de
renina, de um aumento dos niveis do vasoconstritor endotelina-1, acumulo de
inibidores enddégenos da sintese de 6xido nitrico e de uma redugao na formacgao de
vasodepressores. Outros fatores que também contribuem sdo o tratamento com
eritropoetina por sua capacidade de lesar o endotélio, 0 aumento intracelular de
calcio em decorréncia do hiperparatireoidismo secundario e a perda de elasticidade

de artérias calcificadas (Sobotova et al., 1999).



41

O tratamento compreende a restricdo de liquidos e de sdédio, cuja principal
fonte é o sal, reducao de liquido corporeo pela hemodialise e tratamento farmaco-
l6gico com anti-hipertensivos e diuréticos. S&o utilizadas drogas de todos os grupos,
de forma individual ou associadas, sendo que a indicagao varia de acordo com sua
dialisabilidade, co-morbidades apresentadas pelos pacientes e contra-indicacdes
pessoais. Conforme necessidades individuais séo utilizadas drogas de acao central,
alfa e beta-bloqueadores, antagonistas dos canais de calcio, vasodilatadoras diretas,
inibidoras da enzima conversora e antagonistas dos receptores da angiotensina Il
(Sobotova et al., 1999; Praxedes, 2004; Toto, 2005).

Em pacientes que mantém funcédo renal residual, com pequena diurese,
utiliza-se diuréticos como furosemida, que também auxiliam no alivio do edema
(Andreucci et al., 1999).

2.3.4 Disturbios no metabolismo de fosfatos, calcio e vitamina D

A diminuicdo sérica de calcio, a elevacdo da concentracdo plasmatica de
fésforo e falta de vitamina D estimulam a liberacdo do paratorménio (PTH) que
dentre suas fungdes inclui a liberagdo 6ssea de calcio. Logo, o aumento de PTH
contribui de forma importante para o desenvolvimento da osteodistrofia renal, carac-
terizada clinicamente por dores Osseas generalizadas, fraturas espontaneas em
0ssos longos, costelas e colapso de vértebras e também para o ocorréncia do
prurido (Aronson e Thier, 1990).

Em pacientes com IRC ha uma redugao na formacgao de 1,25-di-hidroxicole-
calciferol (calcitriol), o metabdlito ativo da vitamina D, formado na mitocéndria das
células do tubulo proximal. Com isso, ha uma redugdo na absorg¢ao intestinal de
calcio e um consequiente aumento na secrecao de PTH (Baradaran e Nasri, 2001).

O calcitriol costuma ser utilizado na terapéutica por sua acao inibitoria direta
sobre a glandula paratiredide, somada a acéo indireta de aumento na absorgéo
intestinal de calcio. Ele também atua diretamente nos osteoblastos, influenciando a
formagao e mineralizagao dos ossos (Mallick e Gokal, 1999).

Além disso, o tratamento com calcitriol evidenciou uma melhora na resposta a
EPO e, consequentemente, na anemia, sugerindo seu efeito indireto via supressao

de PTH. Também foi demonstrado um aumento da proliferacdo e maturagao de
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células-tronco, sugerindo um efeito direto dos metabdlitos da vitamina D (Hor,
1999).

Parte dos fosfatos é eliminada pela dialise. Entretanto, ligantes de fosfato sédo
necessarios, dentre os quais inclui-se o carbonato de calcio, o acetato de calcio e o
carbonato de magnésio. Os sais de calcio sao os mais utilizados e, além de diminuir
a concentracao de fosfato, ajudam na reposicao de calcio ao organismo. Porém, se
utilizados de forma inadequada podem provocar hipercalcemia, especialmente
quando associados ao calcitriol. Os sais de aluminio devem ser evitados porque
podem contribuir para um acumulo deste metal no organismo (Mallick e Gokal,
1999).

2.3.5 Riscos de hemorragias

A tendéncia a hemorragias € uma caracteristica proeminente nos pacientes
urémicos, pois os disturbios plaquetarios associados a terapia com anticoagulantes
geram disturbios na hemostasia. Estes disturbios podem ser parcialmente corrigidos
por um tratamento dialitico efetivo. Entretanto, as técnicas convencionais de hemo-
dialise utilizam heparina para prevenir a coagulacdo do sangue durante o circuito
extracorpéreo, inibindo a via intrinseca do mecanismo de coagulagdo (Jassen e
Meulen, 1996).

A terapia com acido acetilsalicilico e cumarinicos é rotineira e visa prevenir a
formacgao de trombos nos pacientes, sobretudo na fistula arteriovenosa (Jassen e
Meulen, 1996).

2.4 Reposicao nutricional nos pacientes

As restricbes alimentares associadas a perda nutricional pelo processo de
hemodialise requerem um acompanhamento dietético dos pacientes e na maioria
dos casos suplementagao polivitaminica.

Varias substancias tém seu consumo restringido severamente, incluindo
sédio, potassio e alimentos ricos em fosforo. A ingestao diaria de liquidos € extrema-
mente limitada. A dieta deve permitir uma ingestao caldrica controlada, inclusive no
que diz respeito as proporgdes entre proteinas, carboidratos e gorduras, para garan-

tir um balango nitrogenado adequado (Martins e Riella, 2001).
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A necessidade de suplementacao é individualizada e depende da avaliacéo
bioquimica e nutricional periddica dos pacientes. Para repor as deficiéncias, a
maioria dos individuos necessita suplementacdo com polivitaminicos e ferro,
incluindo, impreterivelmente, vitaminas do complexo B (acido félico, vitaminas B12 e
B6), vitamina C e calcio, além de elementos essenciais (Martins e Riella, 2001).

A suplementacdo com vitaminas do complexo B deve receber especial
atencgao, visto o envolvimento das mesmas na eritropoiese e no metabolismo da
Hcy. As concentragdes elevadas de Hcy, potencial fator de risco para aterosclerose,
podem ser reduzidas com adequada suplementacao.

As vitaminas lipossoluveis usualmente ndo exigem suplementagéo, exceto a
vitamina D, com indicagao individualizada, de acordo com 0s niveis sanguineos de
célcio e fosforo (Martins e Riella, 2001). Entretanto, estudos tém mostrado que a
suplementagao com vitamina E pode ser benéfica, diminuindo o estresse oxidativo e
contribuindo para uma reducdo das doses inicialmente requeridas de rHUEPO
(Cristol et al., 1997).

A suplementagcdo com vitaminas deve ser acompanhada para obteng¢ao do
efeito terapéutico desejado, pois doses excessivas podem ser prejudiciais. Altas
doses de vitamina C podem induzir ao acumulo de acido oxalico nos pacientes

hemodialisados, potencializando o risco de uma oxalose sistémica (Pru et al., 1985).
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3.1 Equipamentos

e Agitador mecanico Kline modelo 255, Fanem.

e AXSYN TM System, Abbott.

e Balancga analitica, Sartorius.

e Banho de ultra-som, Unique.

e Banho Maria 37°C, Fanem.

e Banho Maria 100°C, Nova Etica.

e Bomba de vacuo, Fanem.

e Centrifuga Excelsa Baby modelo 208N, Fanem.

e Centrifuga para micro-hematdcrito, Celm.

e Centrifuga refrigerada, Heraus GmbH.

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia KNAUER®, modelo WellChrom com
bomba quaternaria, sistema organizador de solventes, camara misturadora
dinamica, degaseificador on line, injetor manual com al¢ga de amostragem de
20pL, coluna cromatografica Eurospher-100 C18, 5 um, 150 x 4 mm integrada
a pré-coluna Eurospher-100 C18, 5 ym, 5 x 4 mm, detector espectrofoto-
métrico na regido do ultravioleta KNAUER®, sistema informatizado de
aquisicdo de dados com integracéo e registro através de computador Pentium
IV, via EUROCHROM 2000 SOTWARE® basic edition versao 2.05 para
Windows.

e Dispensador manual de precisdo, Eppendortf.

e Espectrofotdbmetro Lamba 16, Perkin Elmer.

e Espectrofotdmetro semi-automatico Labquest, Labtest Diagndstica S.A.

e Espectrofotdbmetro Spectronic 21, Bauch & Lomb.

e Freezer —20°C, Prosdoécimo.

e Peagametro, Metler Toledo.

e Sistema de aquecimento da coluna cromatografica, HAAKE FJ.

e Sistema de filtragao de solventes, Millipore.

e Sistema purificador de agua, Millipore.

e \Vortex, Reidolph.



3.2 Reagentes

4-Dimetilaminobenzaldeido, Vetec.

Acido 5,5 -ditio-bis (2-nitrobenzéico), Sigma-Aldrich.
Acido acético, Merck.

Acido acético glacial, Vetec.

Acido cloridrico fumegante, Merck.

Acido d-aminolevulinico, Sigma-Aldrich.

Acido etileno diamino tetracético, Labtest Diagnostica.

Acido etileno diamino tetracético, Vetec.
Acido o-fosférico 85%, Merck.

Acido perclérico 70%, Vetec.

Acido tiobarbiturico, Spectrum.

Acido tricloroacético, Vetec.

Alcool etilico, Vetec.

Alcool metilico, Tedia.

Bicarbonato de sédio, Belga.

Cianeto de potassio, Vetec.

Cloreto de mercurio, Merck.

Ditiotreitol, Sigma-Aldrich.

Dodecil sulfato de sddio, Sigma-Aldrich.
Ferricianeto de potassio, Belga.

Fosfato de potassio dibasico, Vetec.
Fosfato de potassio monobasico, Vetec.
Glutationa (forma reduzida), Sigma-Aldrich.
Heparina sédica, Eurofarma.

Hidréxido de sédio, Belga.
Hidréxi-tolueno-butilado, Sigma-Aldrich.
Malonildialdeido, Sigma-Aldrich.
N-acetilcisteina, Sigma-Aldrich.

Tris (hidroximetil)aminometano, Vetec.
Triton X-100, Sigma-Aldrich.

46



47

3.3 Solugodes

Todas as solugbes foram preparadas com agua ultrapura, obtida através de
sistema Milli-Q, resistividade de 18,2 MQcm, exceto quando especificada a utilizagéo

de agua destilada e deionisada.

e Acido acético 12% (v/v).

e Acido 5,5 -ditio-bis (2-nitrobenzéico) (DTNB) 10 mM, pH 8,0 ajustado com
NaOH 1M.

e Acido cloridrico (HCI) 1M e 4M.

e Acido 8-aminolevulinico (ALA) 12 mM.

e Acido etileno diamino tetracético (EDTA) 0,3 mM.

e Acido o-fosférico (HsPO4) 1,4% (v/v), pH 2,0 ajustado com HCI 1M.

o Acido fosférico 7M.

 Acido tiobarbitarico (TBA) 0,6% (m/v).

e Acido tricloroacético (TCA) 10 e 15% (m/v).

e Cianeto de potassio 13,3% (m/v).

e Cloreto de mercurio (HgCly) 0,05 M em TCA 10% (m/v) (TCA-HgCly).

e Ditiotreitol (DTT) 97,5 mM.

e Dodecil sulfato de sédio (SDS) 8,1% (m/v).

e Ferricianeto de potassio 5% (m/v) em agua destilada.

e Fosfato de potassio dibasico (K;HPO4) 0,5 M, pH 3,8 ajustado com HCI 1M.

e Fosfato de potassio dibasico (K;HPO4) 1M.

e Fosfato de potassio monobasico (KH2PO,4) 25 mM, pH 3,8 ajustado com HCI
1M.

e Fosfato de potassio monobasico (KH,PO4) 0,5M e 1M.

e Hidroxido de sodio (NaOH) 0,5M e 1M.

e Hidroéxi-tolueno-butilado (BHT) 10mM em etanol.

e Malonildialdeido (MDA) 0,03 mM.

e Padrédo aquoso estoque de glutationa reduzida (GSH) 20mM.

e Reativo de Drabkin: pesou-se 0,05 g de cianeto de potassio, 0,2 g de ferrici-
aneto de potassio, 1,0 g de bicarbonato de so6dio e completou-se o volume

para 1000 ml com agua destilada e deionisada.
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e Reativo Pré-Ehrlich: pesou-se 0,7 g de HgCl,, adicionou-se 170 ml de acido
acético glacial, 40 ml de acido perclorico 70% e completou-se o volume para
220 ml com acido acético glacial.

e Reativo de Ehrlich: pesou-se 0,5 g de 4-dimetilaminobenzaldeido e dissolveu-
se em 27,5 ml de pré-Ehrlich.

e Solugdo de acido acético glacial e acido cloridrico: misturou-se 7,6 ml de aci-
do acético glacial com 2,3 ml de HCI concentrado e completou-se o volume
para 100 ml.

e Solucdo de cianeto neutralizada: misturou-se uma solucdo de cianeto de
potassio 13,3 % com solugao de acido acético 12% , na proporcéo de 1: 0,9.

e Solucdo de ferricianeto tamponada: misturou-se 0,2 ml de solucdo de
ferricianeto 5% com 2,5 ml de tampéo fosfato de potassio pH 7,2 e completou-
se o volume para 10 ml com agua destilada e deionisada.

e Solucdo tampao fosfato de potassio pH 6,8: misturou-se solugdo de KH,PO,
1M e solugao de K;HPO4 1M até atingir pH 6,8.

e Solucdo tampao fosfato de potassio pH 7,2: misturou-se solugcées de KH,PO,
0,5 M e NaOH 0,5 M até atingir pH 7,2, ajustando o pH com o préprio NaOH.

e Solucao tampao fosfato de potassio pH 7,4: misturou-se solugbes de KH,PO,4
50mM e KoHPO4 50mM até atingir pH 7,4.

e Solucado tampao fosfato — ALA (TKF-ALA): misturou-se 75 pl de solugao de
tampao fosfato de potassio pH 6,8 com 250 ul de ALA 12 mM.

e Tris-HCI 0,5M, pH 8,9 ajustado com NaOH 1M.

e Triton X-100 10 e 20% (v/v).

3.4 Grupo de Estudo
O estudo foi constituido por 56 individuos, subdivididos em dois grupos:
e Pacientes hemodialisados (PH): grupo de 36 individuos com IRC submetidos
ao tratamento regular de hemodialise, com idade entre 30 e 76 anos.

e Controles: grupo de 20 individuos considerados saudaveis para doenca renal

cronica, com idades entre 30 e 57 anos.
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Alguns critérios de exclusao foram adotados para os PH, como sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e hepatite. Por outro lado, ndo foram adotados
critérios em relagao a faixa etaria, tempo de hemodialise, medicagao utilizada, estilo
de vida e outras co-morbidades.

Para os controles os critérios de exclusao foram SIDA, hepatite, hipertensao,
diabetes mellitus e outras doengas cronicas, tabagismo, utilizagado de suplementagao
vitaminica e idade inferior a 30 anos.

Por meio de um termo devidamente assinado, todos os individuos consenti-
ram na sua participacao livre e espontanea, autorizando a coleta sangtinea e a utili-
zacdo dos resultados obtidos (APENDICE A). Além disso, foram submetidos a um
questionario (APENDICE B) utilizado como dados adicionais, contendo informacdes
pessoais a respeito de tempo de didlise, co-morbidades, histérico de problemas
cardiovasculares, realizacao de atividades fisicas ou laborais e medicacao.

Foram realizadas consultas ao prontuario médico de cada paciente para
obtencdo de dados complementares relevantes, além da confirmagé&o de algumas

informagdes obtidas através do questionario.

3.5 Amostra Biolégica

As amostras de sangue dos PH foram obtidas na Casa de Saude e no
Hospital de Caridade Astrogildo de Azevedo, ambos em Santa Maria, RS, sendo que
os pacientes selecionados eram submetidos a trés sessdes semanais de
hemodialise, com duracao de 4 horas cada. As amostras dos controles foram obtidas

de voluntarios do Centro de Ciéncias da Saude da UFSM.

3.5.1 Coleta e processamento da amostra

Foi realizada uma unica coleta de 10 ml de sangue da fistula arteriovenosa
dos PH, antes da heparinizagdo requerida no procedimento dialitico e uma Unica
coleta de 10 ml por venipuntura periférica dos controles. O sangue obtido foi dividido
em tubos contendo anticoagulante EDTA e anticoagulante heparina.

Apos a coleta, as amostras foram mantidas em gelo até o seu processamento

a fim de minimizar a alteragédo dos analitos ALA-D, GSH, TBARS e Hcy.
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Do sangue coletado com EDTA, foi separado 1 ml para analise do hematdcri-
to e hemoglobina. Os 6 ml restantes foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm
em centrifuga refrigerada (3°C) e o plasma imediatamente separado. Parte deste foi
congelado a —20°C para analise de Hcy e o remanescente utilizado para analise de
TBARS.

Os 3 ml de sangue com heparina foram utilizados na determinacao da ativida-

de da ALA-D com e sem DTT e da metemoglobina.

3.6 Analises realizadas e tratamento das amostras

3.6.1 Hemoglobina (Hb)

Efetuada segundo ICHS (1977) pelo método da cianometemoglobina.

Mediu-se exatamente 5 ml do reativo de Drabkin, acrescentou-se 20 pl de
sangue com EDTA, lavando a ponteira na propria solugédo, misturou-se e aguardou-
se por 5 a 10 minutos para desenvolvimento da cor (transformagao da Hb em ciano-
metemoglobina). A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 540 nm e quantificou-
se a Hb com auxilio de uma equacéao de reta de calibragao, previamente realizada.

O coeficiente de correlagdo linear obtido na calibracdo foi R?>= 0,998 e a

equacao da reta de calibragao foi y = 0,0154x + 0,0502.

3.6.2 Hematocrito (Ht)

Realizada através de micro-centrifugacéo, segundo ICHS (1982).

Preencheu-se um capilar ndo graduado de 75 mm de comprimento e 1,2 mm
de didmetro com sangue total em EDTA. Selou-se, por calor, uma das extremidades
e centrifugou-se o capilar por 5 minutos a 7000 rpm em centrifuga para micro-hema-
técrito. Ocorreu a separagéo da coluna de sangue em eritrocitos e plasma, com uma
pequena camada de leucécitos e plaquetas na interface. Realizou-se a leitura da
coluna de eritrécitos resultante com auxilio de uma régua escalonada propria para

esta finalidade.
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3.6.3 Glutationa reduzida (GSH)

Através de método desenvolvido por Schott (2005), os eritrocitos obtidos apos
centrifugacdo do sangue com EDTA foram submetidos a hemolise com solugcéo de
triton x-100 20%, desproteinizados com TCA 15%, centrifugados e o sobrenadante
resultante derivatizado com DTNB 10 mM. A quantificagdo da GSH deu-se por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo UV (330 nm), utilizando
KH2PO4 25 mM (pH 3,83) : MeOH como fase movel, eluicado por gradiente em coluna
de fase reversa C18, 5 um, 150 x 4 mm acoplada a pré-coluna C18, 5 um, 5 x 4 mm,
mantida sob 39°C, utilizando-se N-acetilcisteina como padrao interno.

A quantificagdo foi realizada através de uma curva de calibragdo com equa-
¢ao da reta y=29,473x + 0,9369, R? = 0,9998. Sua concentragdo foi expressa por

grama de hemoglobina, utilizando a seguinte equacgéo:

mM GSH nos eritrécitos x Ht
umol GSH no sangue total/g Hb = x 100

Hb

3.6.4 TBARS

Determinacéao efetuada segundo método de Ohkawa et al. (1979) modificado.

Pipetou-se 200 ul de plasma com EDTA, acrescentou-se 1100 pl de H3PO,4
1,4% pH 2,0, 200 pl de SDS 8,1 %, 20 yl de BHT 10 mM e 500 pl de TBA 0,6 % em
tubo preferencialmente com tampa de rosca. Vedou-se os tubos com a tampa (ou
com bolinhas de gude, na auséncia de tampas). Levou-se a banho Maria a 95°C por
uma hora e centrifugou-se os tubos por 15 minutos em rotacdo de 6000 rpm.
Separou-se o0 sobrenadante em eppedorfes. Se 0 mesmo nao estiver totalmente
limpido, centrifuga-los novamente por 5 minutos em 6000 rpm. Realizou-se a leitura
em espectrofotdbmetro em 553 nm.

A quantificagao foi realizada com o auxilio de uma curva de calibragado cuja
equacgao da reta obtida foi y = 0,0915x - 0,0008, com coeficiente de correlagao linear
R? = 0,9996.
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3.6.5 Atividade da enzima ALA-D

Realizada segundo método de Sassa (1982) modificado.

Uma aliquota de 400 ul de sangue com heparina foi hemolisada com solugao
de triton X-100 10% e permaneu por 30 minutos sob agitagdo mecanica para
completa hemolise. Separou-se 6 tubos de ensaio, dividindo-os em dois grupos, 1 e
2, onde foram determinadas a atividade de enzima ALA-D sem e com ditiotreitol
(DTT), respectivamente. O DTT é um agente responsavel pela redu¢cado dos grupos
sulfidrilicos oxidados (inibidos) da enzima.

Aos tubos do grupo 1 acrescentou-se 275 ul de agua milli-Q. Nos tubos do
grupo 2 pipetou-se 205 ul de agua milli-Q e 70 pl de DTT 97,5 mM, sendo que a
concentracdo do mesmo no meio reacional passa a ser de 10,5 mM. Preparou-se
um tubo branco com 600ul de agua. Levou-se os tubos ao banho termostatizado a
37 °C e acrescentou-se 50ul do sangue inicialmente hemolisado em todos os tubos,
inclusive no branco, cronometrando o tempo de pipetagem entre os tubos em inter-
valos de 15 segundos. Incubou-se por 10 minutos, pipetou-se 325 pl de TKF-ALA
com intervalo de 15 segundos entre os tubos, incubando-os por mais uma hora.
Interrompou-se a reagao pipetando 250 yl de TCA-HgCl,. Os tubos foram centrifuga-
dos por 10 minutos em 6.000 rpm. Realizou-se a reacdo de cor com 300 ul do
sobrenadante, 500 ul de agua milli-Q e 500 pl de reativo de Ehrlich. Os tubos foram
agitados e aguardou-se pelo menos 20 minutos para que a leitura pudesse ser
efetuada em espectrofotometro em 555 nm.

Realizou-se a quantificagéo utilizando as seguintes equacgoes:

Atividade da ALA-D (sem DTT)= AbSH1t X 127'860 umol PBG/h/I
X linc

Atividade da ALA-D (com DTT)= AbSHZt ;( 127'860 umol PBG/h|
inc

Onde:

Abs 1 e Abs 2= absorbéancias dos tubos do grupo 1 e 2, respectivamente.
Ht = hematécrito

127.860 = fator de corregao

Tinc= tempo de incubagao do substrato ALA com a amostra
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3.6.6 Homocisteina (Hcy)

A quantificacdo da Hcy total foi executada com a utilizagdo de kit comercial
AxSYM® Homocisteina, da Abbott Laboratérios do Brasil LTDA, em sistema AxSYM
TM System da Abbott, totalmente automatizado. A analise € baseada no método de
Imunoensaio de Fluorescéncia Polarizada (FPIA), utilizando plasma anticoagulado
com EDTA. Todos os reagentes necessarios a analise foram fornecidos pelo kit, com
excecao de calibradores e controles fornecidos separadamente, bem como a solu-

¢ao de limpeza do aparelho.

3.6.7 Metemoglobina

Realizada segundo método de Hegesh et al. (1970).

Pipetou-se 0,8 ml de sangue total com heparina, 2,2 ml de agua destilada, 1,0
ml de tampao fosfato de potassio pH 7,2 e 1 gota de triton X-100, levando os tubos
ao vortex por 1 minuto. Pipetou-se 3,0 ml desta amostra em uma cubeta (1) e 0,4 mi
da amostra com 4,4 ml de ferricianeto de potassio tamponado em outra cubeta (2).
Determinou-se as absorbancias de cada cubeta em 632 nm (A1 e A2). Acrescentou-
se 125 pl de solugdo de cianeto neutralizada na cubeta 1 e 200 ul na cubeta 2.
Determinou-se novamente as absorbancias (A3 e A4).

Realizou-se a quantificagdo da metemoglobina percentual através da seguinte
férmula:

o __ (A1-A3)
oMeHb = Ay X 100

3.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos entre pacientes hemodialisados (n=36) e controles
(n=20) foram expressos em média + desvio padrdo e analisados estatisticamente
através do teste T de Student para amostras independentes através do software de
estatistica Statistica® 6.0 (Statsoft Inc., 2001). A diferenga entre os grupos foi
considerada significativa quando p< 0,05. Apds analise da distribuicdo das variaveis,

os dados foram correlacionados estatisticamente através do coeficiente de Pearson.
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As correlagdes obtidas através da analise estatistica dos dados sao apresen-
tadas no APENDICE C.

4.1 Coleta de dados

Apds aplicacdo do questionario (APENDICE B) foi possivel tracar um perfil
dos pacientes hemodialisados (PH) e dos controles em relagdo a idade e habitos de
vida.

Também foram realizadas pesquisas ao prontuario médico de cada paciente,
verificando-se capacidade funcional dos pacientes, etiologia da IRC, co-morbidades
apresentadas, tempo de hemodialise e medicamentos utilizados, bem como o tempo

de uso dos medicamentos mais relevantes.

4.2 Perfil dos participantes

O perfil dos participantes deste estudo compreende uma série de informacdes

relevantes aos resultados dos parametros bioquimicos avaliados.
4.2.1 Distribuicdo por sexo e idade

Primeiramente foi realizada uma andlise da distribuicao por sexo e da idade,
em anos, tanto dos pacientes hemodialisados quanto dos controles, apresentada a

seguir na tabela 1.

TABELA 1 - Distribuicao por sexo e idade dos participantes:

Pacientes Controles
Total 36 20
Homens: 17 Homens: 10

Distribuicdo por sexo
Mulheres: 19 Mulheres: 10

Idade (anos)

Média * desvio padrao

55,18+ 11,36 42,6 + 8,63
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4.2.2 Habitos de vida

4.2.2.1 Tabagismo e Alcool

Foram pesquisados determinados habitos de vida, pois alguns contribuem
direta ou indiretamente para o aumento do estresse oxidativo ou para alteragcbes de
parametros bioquimicos avaliados nesta pesquisa.

Na tabela 2 é possivel observar habitos dos pacientes como tabagismo e
consumo de alcool, seja diario, esporadico ou nulo. Também foram computados os
PH que foram fumantes ou alcoolistas. Todos os controles eram nao-fumantes e

consumiam alcool esporadicamente.

TABELA 2 - Alguns habitos dos pacientes hemodialisados:

Diariamente = Esporadicamente Nao Ex
Fumo 3 e 13 20
Alcool 3 6 23 4

Percebe-se que 8,3% dos pacientes sao fumantes, 36% n&o fumantes, e
55,5% sé&o ex-fumantes. Nenhum fazia consumo esporadico de cigarro.

O tabagismo é um provavel fator associado a hiper-homocisteinemia, pois a
nicotina exerce efeitos nocivos sobre a sintese organica de piridoxal fosfato, uma
forma co-enzimatica da vitamina B6. Esta co-enzima participa do metabolismo da
Hcy e esta diretamente relacionada ao aumento das concentragdes deste aminoaci-
do (Nygard et al., 1995). Segundo Vermaak et al. (1990) fumantes apresentam con-
centragdes de piridoxal fosfato significativamente mais baixas que ndo fumantes.

Além disso, o tabagismo provoca aumento da geracao de radicais livres e,
consequentemente, contribui para a ocorréncia de estresse oxidativo e patologias a
ele associadas. De acordo com Nielsen et al. (1997) fumantes apresentam niveis de
MDA aumentados.

O alcoolismo crénico também ja foi associado a elevagdes das concentragdes

de Hcy. Acredita-se que este fato se deva ao déficit nutricional apresentado pelos
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alcoolistas. Contudo, a influéncia do consumo de alcool sobre a Hcy permanece
incerta (Cravo et al., 1996).
Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas nos parédmetros

bioquimicos avaliados quando comparados em relagcao aos habitos dos pacientes.
4.2.2.2 Atividade fisica

A tabela 3 apresenta a capacidade funcional para realizagao de atividades fisicas
simples ou laborais pelos pacientes, de acordo com informacgdes obtidas nos prontu-

arios médicos.

TABELA 3 - Capacidade funcional dos pacientes hemodialisados:

Atividade Fisica Simples ou Laboral % de pacientes
Normal 64%
Minima 36%

Observa-se que 64 % dos pacientes relatam normalidade de sua capacidade
de realizacao de atividades simples, sendo que alguns destes pacientes conseguem,
inclusive, manter suas atividades laborais.

Ja 36%, cerca de um tergo dos pacientes, declaram capacidade minima para
realizagcao destas tarefas. Este fator contribui para o aparecimento de transtornos
emocionais nos pacientes, uma vez que a atividade laboral tem um papel fundamen-
tal na vida do homem. Quando o individuo passa a ter sua vida limitada a uma condi-
¢ao praticamente incapacitante, por fatores alheios a sua vontade, surgem pertur-
bacdes de identidade e auto-estima, levando a alteragbes psicologicas que prejudi-
cam a qualidade de vida do paciente (Lara e Sarquis, 2004).

A prética de atividades fisicas pode influenciar nas concentragdes de Hcy.
Segundo Nygard et al. (1995) o sedentarismo esta relacionado a HHcy.

No entanto, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os pacientes

com atividade fisica normal e minima para os parametros analisados.
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4.3 Etiologia da doenca renal

A faléncia renal acomete pessoas de todas as idades e se desenvolve como
resultado de danos progressivos aos rins, resultantes de diferentes tipos de injurias.
E uma sindrome metabdlica decorrente da uma perda progressiva, geralmente lenta,
da capacidade excretdria renal (Mallick e Gokal, 1999).

A fim de verificar as principais causas que levaram os pacientes em questao a
IRC, foi realizado um levantamento a respeito da principal etiologia causadora da

sua faléncia renal. Os resultados sdo apresentados a seguir na tabela 4.

TABELA 4 - Etiologia da insuficiéncia renal cronica nos pacientes:

ETIOLOGIA Numero de pacientes % de pacientes
Hipertensao 9 25%
Diabetes mellitus 8 22,2%
Glomerulonefrite cronica 5 13,9%
Incerta 11 30,5%
Outras 3 8,3%

Observou-se que quanto a etiologia da IRC, os resultados da tabela 4 corres-
pondem aos dados da literatura. De acordo com Parmar (2002), o diabetes mellitus e
a hipertensao sdo as duas patologias que mais comumente causam IRC e estédo
associadas com um alto risco de morte por DCVs.

O diabetes acomete uma grande parte da populagdo que apresenta doengas
renais na América do Norte. Um controle mais efetivo da glicose e da pressao san-
glinea poderiam reduzir as complicagdes renais impostas por esta patologia. Tem
sido evidenciado que um controle glicémico pode reduzir a progressao da lesao
renal diabética a IRC. O adequado controle da pressdo com uma variada gama de
agentes anti-hipertensivos em pacientes diabéticos tem se mostrado eficiente em
retardar a albuminduria, tanto no diabetes tipo | quanto no tipo Il. Recentemente, o
bloqueio dos receptores de angiotensina tem demonstrado efeito protetor sobre o
rim na nefropatia precoce e na tardia devido ao diabetes do tipo Il (Lewis et al.,
1993).
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A hipertensao €, conhecidamente, tanto uma causa da IRC quanto uma com-
sequéncia e um importante fator de risco para progressdao da doenga renal. O
controle da pressdo € a intervencao terapéutica mais importante para retardar a
lesdo renal hipertensiva. Varios agentes anti-hipertensivos podem ser utilizados, mas
os inibidores da enzima conversora de angiotensina sdo particularmente efetivos no
retardo da insuficiéncia renal em pacientes com ou sem diabetes (Brenner et al.,
1982; Lewis et al., 1993).

Entretanto, em 30,5 % dos pacientes n&o foi possivel diagnosticar a causa
exata da IRC e 8,3 % apresentavam outras causa como uropatia obstrutiva, pielone-
frite e rim policistico tipo infantil. Sabe-se que a IRC pode ser resultante de varias
outras injurias que provocam uma deterioragao significativa e permanente de néfrons
funcionantes, culminando em afecg¢des renais que provocam a perda de funcionali-

dade dos mesmos (Bevilacqua et al., 1995).

4.4 Tempo de hemodialise

Os avangos da tecnologia na area de dialise contribuiram substancialmente
para o aumento da sobrevida dos pacientes renais crénicos. Entretanto, a perma-
néncia por tempo indeterminado em tratamento dialitico pode interferir na qualidade
de vida dessa populagédo (Castro et al., 2003). Além disso, o tempo de tratamento
dialitico tem sido descrito como fator associado a maior morbidade dos pacientes
(Miskulin et al., 2001).

Estudo realizado por Morsch et al. (2005) demonstrou que pacientes com
menor tempo de tratamento, menos de um ano, apresentaram tendéncia a menor
gravidade na evolugao de co-morbidades.

Em pesquisa realizada por Castro et al. (2003) o tempo de hemodialise corre-
lacionou-se negativamente com os aspectos emocionais, sugerindo que pacientes
com maior tempo de IRC e tratamento dialitico apresentam progressivo comprometi-
mento das relagdes familiares e sociais.

Neste estudo tentou-se estabelecer correlagcdes entre o tempo de tratamento
dialitico e os diversos marcadores analisados. Sendo assim, foi realizado um levan-
tamento do tempo, em meses, que estes pacientes estdo submetidos a trés sessdes
semanais de hemodialise, apresentado na tabela 5, através da coleta de dados via

prontuario e questionario.
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TABELA 5 - Tempo do tratamento de hemodialise nos pacientes:

Total Homens Mulheres

Tempo em meses
51,68 +41,28 35,94 + 23,83 69,38 +49,73

(média + desvio padréo)

No entanto, ndo foi possivel evidenciar nenhuma correlagao significativa entre
TBARS, GSH, ALA-D, Hcy e MHb dos pacientes em relagéo ao tempo de hemodiali-

se (apéndice C).

4.5 Co-morbidades na IRC

A presenca de co-morbidades € reconhecida, ha varios anos, como um dos
mais importantes determinantes da sobrevida e morbidade em pacientes com insu-
ficiéncia renal cronica sob hemodialise (Locatelli et al., 1998; Beddhu et al., 2000).

As doencgas cardiovasculares representam as co-morbidades mais comuns e
as maiores causas de morte na IRC. Entretanto, as co-morbidades n&o cardiovas-
culares também possuem um expressivo impacto na sobrevivéncia dos pacientes.

Os dados a respeito das co-morbidades, de uma forma geral, sdo escassos,
mas mostram que a hipertensao, o diabetes mellitus e as doengas cardiovasculares
sdo as principais co-morbidades apresentadas pelos PH, além de serem fatores
desencadeantes de outras desordens. Logo, um controle mais efetivo sobre estas
alteragdes poderia melhorar significativamente a qualidade de vida dos pacientes,

bem como um melhor entendimento e manejo destas co-morbidades.

4.5.1 Hipertenséo e diabetes

Através de pesquisa ao prontuario medico dos pacientes e dos questionarios

foi possivel verificar quais apresentavam hipertenséo e diabetes. Os resultados séo

apresentados na tabela 6.
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TABELA 6 - Percentual de pacientes com hipertensao e diabetes mellitus:

Numero de .
] % de pacientes
pacientes
Apenas hipertensao 20 55,6 %
Apenas diabetes mellitus 2 55 %
Hipertensao e diabetes mellitus 13 36,1%
Nenhuma destas co-morbidades 1 2,8%

E possivel observar que a grande maioria dos pacientes apresenta
hipertensao arterial. Verificou-se um percentual de 91,7 % de pacientes hipertensos.
E, segundo observado anteriormente na tabela 4, item 4.3, 25% dos pacientes ja
apresentava hipertensao arterial, sendo esta considerada a etiologia de sua IRC.
Sendo assim, 66,7% acabaram desenvolvendo hipertensao ao longo da evolugao da
doenca renal.

Assim como na hipertensdo primaria, diversos mecanismos podem estar rela-
cionados a patogénese da hipertensao arterial em pacientes urémicos sob hemo-
dialise, como por exemplo, a retengdo de sédio e agua decorrente da prejudicada
capacidade de excregao renal, aumento excessivo na atividade do sistema renina-
angiotensina-aldosterona e do nervo simpatico, aumento dos niveis do vasocons-
tritor endotelina-1, acumulo de inibidores endoégenos do 6xido nitrico, reducéo na
formagao de fatores vasodepressores endégenos, aumento da secre¢ao de parator-
modnio e tratamento com EPO (Sobotova et al., 1999).

No entanto, parece haver um consenso de que o desenvolvimento da hiper-
tensdo nos PH esta intimamente relacionado com a hipervolemia resultante dos
disturbios na fungao excretora renal, provocando acumulo de agua e sodio no orga-
nismo. Portanto, a ingestédo de sbédio e de liquidos é extremamente controlada e
limitada (Blaustein, 1996).

A estratégia de tratamento da hipertensédo arterial destes pacientes passa,
necessariamente, pelo controle do volume extracelular obtido parcialmente pela
remocao do excesso de liquido corporeo durante o procedimento de hemodialise.
Ainda assim, a maioria dos pacientes necessita terapia medicamentosa com anti-

hipertensivos e/ou diuréticos, levando a crer que varios outros fatores podem
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contribuir para a hipertensao nestes pacientes. Os medicamentos anti-hipertensivos
podem ser utilizados de forma isolada ou associados, entre si ou com diuréticos,
conforme mostrado na tabela 7. E sao utilizados farmacos das mais diversas classes
farmacoldgicas, sendo que sua indicagdo varia de acordo com necessidades

individuais de cada paciente, bem como pela sua dialisabilidade (Praxedes, 2004).

TABELA 7 — Medicamentos anti-hipertensivos utilizados pelos pacientes
hemodialisados, de forma individual ou associados entre si

ou com diuréticos e a respectiva percentagem de usuarios:

Numero de % de
pacientes pacientes
Apenas 1 tipo de anti-hipertensivo 8 22,2
2 tipos de anti-hipertensivos 3 8,3
3 tipos de anti-hipertensivos 4 111
4 tipos de anti-hipertensivos 1 2,8
1 anti-hipertensivo + diurético 5 13,9
2 anti-hipertensivos + diurético 8 22,2
3 anti-hipertensivos + diurético 4 111
Nenhum destes medicamentos 3 8,3

Foi possivel verificar que todos os pacientes que relataram hipertensao rece-
bem medicagao para o controle da pressao arterial.

Sabe-se, por pesquisa aos prontuarios médicos e pelo questionario aplicado
aos pacientes, que o controle da hipertensdo nos mesmos compreende restricbes
alimentares que visam diminuir a ingestao de liquidos e sodio, redugao do volume de
liquido corporeo pela hemodialise e tratamento farmacoldgico, com medicamentos
das mais diversas classes: inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA)
como o captopril e enalapril; inibidoras de acao central como clonidina e metildopa

ou de acao periférica tais como alfa e/ou beta-bloqueadores incluindo o propranolol,
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atenolol e carvedilol; antagonistas dos canais de calcio como verapamil, nifedipina e
amlodipina e drogas vasodilatadoras diretas.

Na maioria dos casos, ha associagcado de anti-hipertensivos e diurético, bem
como a associagao de diferentes classes de medicamentos anti-hipertensivos, a fim
de proporcionar um controle mais eficaz da pressao arterial na tentativa de reduzir o
risco de DCVs e melhorar qualidade de vida do paciente.

Contudo, nem sempre se obtém a resposta terapéutica desejada, seja pela
ineficacia dos medicamentos em virtude da gravidade da hipertenséo, seja pela ndo
aderéncia dos pacientes ao tratamento correto em consequéncia do grande numero
de medicamentos que devem ingerir ou por nao obedecerem as restrigdes dietéticas
impostas.

Em relacado a diabetes, também foi realizado um levantamento sobre os medi-
camentos hipoglicemiantes utilizados, conforme apresentado na tabela 8, para
verificar se havia um efetivo controle da glicemia nos pacientes que apresentavam

esse disturbio.

TABELA 8 — Medicamentos hipoglicemiantes utilizados pelos pacientes

hemodialisados e a respectiva percentagem de usuarios:

Numero de
. % de pacientes
pacientes
Insulina 8 22,2%
Apenas hipoglicemiante oral 1 2,8%
Insulina + hipoglicemiante oral 1 2,8%

E possivel observar que apenas 10 pacientes fazem uso de medicacdo hipo-
glicemiante, embora os prontuarios médicos apontassem 15 pacientes com diabetes.
Alguns pacientes ndo necessitam de terapia medicamentosa para controlar os niveis
de glicose no sangue, apenas recebem orientagdes dietéticas que, se seguidas cor-
retamente, conseguem manter niveis adequados de glicose.

Além disso, 13 pacientes apresentam hipertensdo e diabetes, tornando-os

muito mais suscetiveis a eventos de doencas de origem aterosclerética, pois estas
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duas co-morbidades encontram-se entre os fatores de risco classicos para as

mesmas, assim como ao estresse oxidativo.

4.5.2 Anemia

A anemia, caracterizada pela diminuigdo da concentragdo de hemoglobina
circulante (Failace, 2003), € uma desordem hematologica que comumente afeta os
pacientes com doenca renal cronica. E um dos principais fatores que contribui para o
aumento da morbi-mortalidade por problemas cardiovasculares na IRC, reduzindo a
sobrevida dos pacientes (Baradaran e Nasri, 2001).

A anemia severa esta associada a fadiga, disfun¢do cognitiva e sexual, além
de ser um importante fator etiolégico no desenvolvimento da hipertrofia ventricular.
Logo, possui um significativo impacto sobre a qualidade de vida dos pacientes em
virtude da relativa incapacidade fisica e mental que provoca (Santoro e Canova,
2005). Some-se a isso o fato de que acaba estigmatizando alguns pacientes por lhes
conferir um aspecto doentio devido a palidez cuténea, prejudicando de maneira im-
portante sua recuperacgao social (Abensur e Alves, 2004).

Portanto, a avaliagdo hematoldégica dos pacientes com IRC € um ponto que
merece atengdo especial durante o tratamento. E necessario um rigoroso e periédico
controle das taxas de hemoglobina (Hb) e de hematécrito (Ht), uma vez que a deter-
minagao destes indices hematimétricos pode diagnosticar a anemia. Mas, na rotina
clinica, recomenda-se também a contagem total de eritrécitos e sua avaliagdo morfo-
l6gica, como formas complementares de avaliagéo e diagnaostico.

Os niveis de Hb recomendados para homens e mulheres devem ser de, no
minimo, 13 g/dl e 12 g/dl respectivamente. Para o Ht sdo recomendam valores supe-
riores a 39% para homens e 37% para mulheres (Failace, 2003). As diferengas nos
niveis médios de Hb e Ht entre homens e mulheres adultos s&o causados, provavel-
mente, por diferengas na producdo de estrogeno e testosterona que surgem na

puberdade, mas que se reduzem apos a menopausa (NKF-K/DOQI, 2000).
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4.5.2.1 Avaliagédo hematologica

Dada a importancia da avaliagdo hematologica na IRC, foram realizadas as
determinacdes de Hb e Ht, apresentadas na tabela 9, dos pacientes hemodialisados

e controles.

TABELA 9 - Resultados de Hb (g/dl) e Ht (%) dos pacientes hemodialisados

e controles, em média * desvio padrao:

Média Geral Homens Mulheres

Controles 13,78 £ 1,05 14,04 £+ 1,17 13,52 + 0,92
Hb (g/dl)
Pacientes 11,35+213* 11,62 +1,63 * 11,12+ 2,66 *

Controles 43,15+ 2,6 43,3 +2,98 43+2,3

Ht (%)
Pacientes 36,72+ 6,77* 36,94+4,72* 36,53 +8,32*

* p< 0,05 em relacdo aos controles

Nos hemodialisados, o valor minimo de Hb foi 6 g/dl e o valor maximo de 16,2
g/dl. Em relagdo ao Ht, os valores minimo e maximo foram de 20 e 54 %, respectiva-
mente. Para os controles, ocorreram variagdes entre 11,6 g/dl e 15,55 g/dl para Hb e
entre 38 e 48 % para Ht.

Considerando-se os valores de Hb e Ht para a populacdo normal e saudavel,
anteriormente mencionados, pode-se inferir que o grupo de controles apresentou
concentragdes dentro dos padrdes de normalidade. Porém, as médias de Hb e Ht do
grupo de pacientes foram significativamente menores em relagao aos controles (p <
0,05) e apresentaram valores abaixo dos niveis considerados normais, tanto na
média geral quanto nas médias diferenciadas por sexo.

No entanto, somente através de uma analise individual dos dados hematolégi-
cos de cada paciente foi possivel estabelecer precisamente o nimero de individuos
com valores abaixo da normalidade. Foi possivel verificar que 30 pacientes apresen-
taram taxas de Hb inferiores ao limite minimo recomendado. Em relagdo ao Ht, 19

pacientes apresentaram valores abaixo da normalidade.
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As figuras 3 e 4 demonstram a real porcentagem de pacientes com taxas de
Hb e Ht abaixo do normal. Pode-se concluir que a maioria apresenta Hb baixa,
caracterizando a anemia. Ja em relagado ao Ht, observa-se que mais da metade dos

pacientes apresentam valores abaixo da normalidade.

Valores de Hb nos pacientes
hemodialisados

83,3%

16,7%

OHb baixa M Hb normal

Figura 3. Distribuicao percentual dos pacientes hemodialisados em
relagao aos niveis de Hb.

Valores de Ht nos pacientes
hemodialisados

52,8%

47,2%

[OHt baixo M Ht normal

Figura 4: Distribuicdo percentual dos pacientes hemodialisados em

relagao aos niveis de Ht.

Entretanto, segundo Failace (2003), a determinagao do Ht pela técnica de
micro-centrifugacéo é 1 ou 2 pontos percentuais superior ao valor de Ht que se obte-
ria através da utilizagdo de contadores eletrénicos, pois por melhor que seja a micro-
centrifugacéo do sangue, sempre ha retengao de uma pequena, mas consideravel,

quantidade de plasma na coluna de eritrécitos, falseando o resultado para valores
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maiores que o real. Ja a leitura da Hb pelos contadores eletronicos é feita através de
espectrofotometria, a mesma metodologia utilizada neste trabalho.

Como a técnica de determinacédo de Ht utilizada neste trabalho se baseia em
micro-centrifugacéo de sangue, os valores de Hb foram considerados mais exatos e
confiaveis e, por isso, tomados como parametro hematolégico principal no diagnos-
tico da anemia. Contudo, verificou-se uma correlagao significativa entre os valores
de Hb e Ht dos pacientes, apresentada na figura 5. Mesmo assim, preferiu-se utilizar

o valor de Ht apenas como uma forma complementar de avaliagao.

Coeficiente de correlagdo entre Ht e Hb: r =,94480

Hb

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Ht

Figura 5 — Correlagao entre os valores de Hb e Ht nos pacientes

hemodialisados.

Sendo assim, verificou-se que 83,3% dos pacientes investigados neste estudo
apresentavam anemia. Os valores encontrados nesta avaliagcdo hematoldégica de-
monstram plena concordancia com outros estudos. De acordo com Nasri e Baradan
(2005) a anemia € um disturbio hematolégico muito comum em pacientes com IRC

submetidos a hemodialise, podendo afetar até 90 % dos pacientes.
4.5.2.2 Analise das possiveis causas da anemia
A principal causa da anemia nestes pacientes € a deficiente producao renal

do horménio eritropoetina (EPO). Dentre os fatores complementares que podem

causar ou contribuir para anemia na IRC incluem-se as deficiéncias de ferro, acido
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félico e/ou vitamina B12, perdas sanguineas decorrentes de causas diversas, hiper-
paratireoidismo grave, condi¢des inflamatdrias agudas e crénicas impostas pela ure-
mia e procedimento dialitico, redugdo do tempo de vida dos eritrocitos circulantes
(Abensur e Alves, 2000; Peco-Antic, 2005) e intoxicagdo por aluminio (Kaiser e
Schwartz, 1985). Estes potenciais fatores de contribuicdo, caso sejam relevantes,
devem ser considerados, apontados e também tratados.

Os pacientes em hemodiadlise perdem, geralmente, até 15-25 ml de sangue
total em cada sesséo dialitica (aproximadamente 60 ml por semana) como resultado
da retengdo de sangue no dialisador e nas pungdes venosas para exames de san-
gue (Longnnecker et al., 1974).

A EPO é uma glicoproteina indispensavel ao processo de eritropoiese.
Estimula a maturagao e proliferacdo de precursores eritroides, promove a adicdo de
ferro para formacao de heme e impede a apoptose dos progenitores. O maior sitio
de produgao de EPO, cerca de 90%, sao as células fibroblasticas tipo | no intersticio
peritubular do cortex renal (Peco-Antic, 2005).

A principal fungéo dos eritrécitos € o transporte de oxigénio a 6rgaos e teci-
dos. A hipoxia ativa o fator transcricional hipoxia induzido HIF-1, que promove a
expressao do gene da EPO e sua transcricdo. Na IRC ocorre uma deficiéncia do me-
canismo que ajusta a produgédo de EPO e, consequentemente, da capacidade san-
glinea de transporte de oxigénio devido a destruicdo de uma sub-populacdo de
fibroblastos renais que normalmente produzem EPO e a transformagao destes fibro-
blastos produtores de EPO dentro da matriz produtora de miofibroblastos (Eckardt,
2000).

O gene da eritropoetina foi identificado em 1983 e, a partir de entéo, foi pos-
sivel a utilizagcado de seu produto recombinante através de clonagem (Lin et al., 1985)
e, desde 1986, a eritropoetina recombinante humana (rHUEPO) é utilizada na pratica
clinica. Antes, a anemia renal era tratada por meio de transfusbes sanguineas e
esterdides anabdlicos ou androgenos, cujo uso foi abolido em fungéo de seus efeitos
adversos (Peco-Antic, 2005).

As duas principais rotas de administracdo de rHUEPO sao a intravenosa (IV) e
a subcutanea (SC). Devido a uma farmacodinamica mais favoravel, sabe-se que a
via SC é mais eficaz que a |V e, portanto, a via preferencial. Apenas a EPO distribu-
ida pela Jansen-Cilag, sob nome comercial Eprex ®, ndo é recomendada em bula

por via SC, devido ao surgimento de alguns casos de aplasia pura da série
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vermelha, ocasionada por anticorpos neutralizantes anti-eritropoetina, atribuidos
pelo fabricante ao emprego subcutaneo da medicagao (Abensur e Alves, 2000).

De acordo com as Diretrizes de Condugao da anemia na IRC, estabelecidas
pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, a dose inicial de EPO é de 80-100 U/ Kg/
semana divididas em 2 a 3 doses semanais quando se emprega a via SC. Ja por via
IV, a dose recomendada é de 120-180 U/Kg/semana divididas em 3 doses (Abensur
e Alves, 2000).

Com o propdsito de monitorar a resposta a EPO, deve-se realizar a deter-
minagao de Hb e Ht a cada 1 ou 2 semanas no inicio do tratamento, ajustando as
doses até que se obtenha valores-alvo estaveis dos indices hematimétricos. Apos, a
monitorizagdo de Hb e Ht deve ser feita de 2 a 4 semanas, conforme necessidades
individuais. Se o Ht ndo se elevar em dois pontos apods o inicio da terapia, deve-se
aumentar a dose de EPO em 50%. Ja se ocorrer um aumento de 8 pontos percen-
tuais por més ou se o Ht superar o valor-alvo esperado apds o inicio da terapia,
deve-se reduzir a dose semanal em 25% (Abensur e Alves, 2000).

Dos 36 pacientes avaliados, constatou-se que 24 deles, sendo 11 mulheres e
13 homens, realizavam terapia com EPO, todos por via subcutadnea, na época da
coleta das amostras. E, através do prontuario médico de cada paciente foi possivel
realizar um levantamento a respeito do tempo de terapia de cada um, com intuito de
verificar uma possivel relacdo entre o tempo de uso deste medicamento e os para-
metros hematoldgicos e bioquimicos analisados. Entretanto, nenhuma correlagao
significativa foi encontrada entre usuarios ou néo de EPO (p < 0,05).

O tempo médio de tratamento com EPO, em meses, foi de 32,25 + 17,54. A
maioria dos pacientes recebia terapia com EPO por um tempo bastante considera-
vel, em termos de resposta a anemia. Assim, esperava-se encontrar um menor
numero de pacientes anémicos, pois se a principal causa de anemia na IRC ¢é a
deficiéncia de EPO, a maioria dos pacientes recebia tratamento para resolver esta
deficiéncia.

Entretanto, sabe-se que a resposta ao tratamento com EPO depende de uma
série de fatores que podem levar a uma resposta terapéutica inadequada. A causa
mais comum de hiporesponsividade €& atribuida a deficiéncia de ferro. Mas, pode
ocorrer também devido a processos infecciosos ou inflamatdrios, deficiéncia de fola-
to e vitamina B12, perdas sanguineas, dentre outros (Sunder-Plassmann e Horl,
2001).



70

Segundo Lash e Smith (1990) a terapia com rHUEPO requer adequados esto-
ques de ferro, vitamina B12 e acido fdlico para obter maxima efetividade, pois
apenas terapia com EPO pode levar a uma deficiéncia de ferro e um aumento na de-
manda de acido fdlico, provocando deficiéncia em seus estoques.

A presenca de outros elementos como as vitaminas C, D e E comprovada-
mente também ajuda a melhorar a resposta ao tratamento com EPO. Foi demons-
trado que a administracdo intravenosa de vitamina C diminui a resisténcia a EPO
nos pacientes hemodialisados com deficiéncia de ferro (Sunder-Plassmann e Horl,
2001). Esta comprovado que a vitamina C aumenta a absorc¢éo intestinal de ferro e a
mobilizagcao de ferro dos estoques teciduais, melhorando a eritropoiese (Deicher et
al., 2004). Mas, altas doses de vitamina C podem levar ao acumulo de acido oxalico
nos pacientes e, assim, a uma oxalose sistémica (Cristol et al., 1997). Um recente
seminario a respeito do papel de terapias adjuvantes a EPO recomendou que
quando houver suspeita de deficiéncia de vitamina C no paciente, o mesmo deve
receber de 1 a 1,5 g via oral por semana ou 300 mg de vitamina C por via intraveno-
sa trés vezes por semana, apods cada sessao de dialise (Deicher et al., 2004). Atra-
vés dos prontuarios dos pacientes foi verificado que nenhum recebia terapia
suplementar de vitamina C.

A deficiéncia de vitamina D prejudica a resposta a terapia com EPO. Segundo
Horl (1990) os metabdlitos da vitamina D aumentam a maturagéo e proliferagdo das
células-tronco, sugerindo um efeito direto destes compostos sobre a eritropoiese.
Logo, o tratamento do hiperparatireoidismo secundario, com calcitriol, poderia me-
Ihorar a resposta a EPO e, dessa forma a anemia, via supressao de PHT. Apenas 5
pacientes usavam calcitriol concomitantemente com EPO, sendo que 4 deles apre-
sentaram valores de Hb abaixo dos valores normais.

A deficiéncia de ferro € comum em IRC, especialmente nos pacientes em
hemodialise. Varios sdo os motivos, incluindo-se a perda substancial de sangue
pelos freqlientes exames de sangue, pela retengcéo de sangue nas linhas do dialisa-
dor durante o procedimento e pelas perdas sanglineas via trato gastrintestinal. Além
disso, o tratamento com EPO aumenta a taxa de eritropoiese e, por conseguinte, a
demanda de ferro. Este fato, quando associado a perda de sangue, resulta na difi-
culdade de manuteng¢ao dos niveis ideais de ferro nos pacientes em hemodialise,
pois a quantidade absorvida ndo consegue compensar a demanda necessaria (NKF-
K/DOAQI, 2000).
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A deficiéncia de ferro tem sido considerada como o fator mais importante para
uma resposta inadequada a terapia com EPO. Além disso, o ferro € uma substancia
essencial para a sintese de Hb. Consequentemente, os pacientes devem ser avalia-
dos cuidadosamente para a disponibilidade de ferro, medindo-se o ferro sérico e a
capacidade total de ligagao ao ferro (TIBC). O ferro sérico e a saturagao de transfer-
rina (TSAT) percentual refletem a quantidade de ferro disponivel imediatamente para
a sintese de hemoglobina. A ferritina sérica reflete o estoque total de ferro do orga-
nismo. Um nivel baixo de qualquer um destes indices pode indicar a necessidade de
suplementacdo de ferro para sustentar a eritropoiese. Foi demonstrado que a
deficiéncia de ferro esta presente em 25 a 37,5% dos pacientes com anemia cauas-
da por IRC (Hutchinson e Jones, 1997) e, se for tratada, pode melhorar ou corrigir a
anemia, pelo menos temporariamente (Silverberg et al., 1996).

Os niveis de ferro normalmente armazenados no organismo séo 800 a 1200
mg (Council of Food and Nutrition, 1968). Se o Ht inicial for 25% e o Ht ideal for 35%,
a quantidade de suplemento de ferro necessaria para os pacientes durante os 3
primeiros meses do tratamento com EPO €& aproximadamente 1000 mg. Dessa
quantia, aproximadamente 400 mg de ferro sdo necessarios simplesmente para
substituir a perda de ferro durante os 3 meses de hemodialise, devido principalmente
as perdas sanguineas. Os outros 600 mg de ferro s&o necessarios para auxiliar a
producdo de numero suficiente de eritrécitos para obter-se o Ht/Hb ideais. Uma vez
obtida a relagdo ideal, aproximadamente 400 a 500 mg de suplemento de ferro
serao necessarios a cada 3 meses para repor as perdas de ferro e manter niveis de
ferro adequados (NKF-K/DOQI, 2000).

A deficiéncia de ferro pode ser prevenida pela suplementacido com ferro,
disponivel em formulacbes orais e intravenosas. As formulagdes orais apresentam
maior conveniéncia em relagdo a administracdo, mas geralmente ndo consegue
suprir a demanda necessaria a eritropoiese devido a insuficiente absorgdo gastrin-
testinal do ferro nos pacientes com IRC. A administragao intravenosa é melhor tole-
rada pela maioria dos pacientes e produz resultados mais eficazes (Allegra et al.,
1991; NKF-K/DOQI, 2000; Peco-Antic, 2005). Varios estudos documentaram a falha
da suplementacdo de ferro via oral para manter niveis adequados de ferro nos
pacientes em hemodialise tratados com EPO (Horl et al., 1990; Allegra et al., 1991;
Silverberg et al., 1996).
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A absorc¢ao inadequada de ferro oral também resulta da ndo aderéncia dos
pacientes a regimes de ferro oral devido a inconveniéncia da dosagem (1 hora antes
ou 2 horas apods as refeigcbes para uma absorgéo ideal) e dos efeitos colaterais,
incluindo irritagédo gastrica e constipacao (NKF-K/DOQI, 2000).

Entretanto, uma pequena percentagem dos pacientes em hemodialise, assim
como muitos pacientes em dialise peritoneal e pré-dialise, conseguem manter niveis
de ferro adequados utilizando apenas suplementos de ferro via oral, talvez como
resultado da maior absorgdo de ferro intestinal, menores perdas de sangue, e/ou
menor necessidade de EPO (Silverberg et al., 1996).

Segundo Fishbane et al. (1995) o ferro por via intravenosa melhora a resposta
a EPO e pode reduzir a dose dessa, se utilizada, para obter e manter a Hb e o Ht
ideais em pacientes sob hemodialise. Além disso, varios estudos demonstraram que,
mesmo sem o uso de EPO, os indices hematimétricos podem melhorar significativa-
mente em pacientes tratados com doses frequientes de ferro IV, mas nem sempre
atingindo o nivel ideal (Allegra et al., 1991; Silverberg et al., 1996).

O protocolo que o Grupo de Trabalho de Anemia recomenda para adminis-
tracdo de ferro IV em pacientes adultos em hemodialise com deficiéncia de ferro
absoluta é de 100 mg de ferro durante cada sessao de dialise, totalizando 10 doses.
Para tratamento de manutengdo com ferro e tratamento e prevencéo de deficiéncia
de ferro funcional, a recomendagao é 25 a 100 mg de ferro IV semanalmente,
durante 10 semanas, com medida de TSAT e ferritina sérica duas semanas apos a
décima dose (Rosenlof et al.,, 1995). A frequéncia de tratamento de ferro IV de
manutencgédo pode ser 3 vezes por semana (em cada sessao de hemodialise), duas
vezes por semana, semanalmente ou a cada duas semanas, desde que seja forne-
cido de 500 a 1000 mg de ferro em 10 semanas. O nivel de ferro de manutencao
deve ser monitorado medindo o TSAT e a ferritina sérica a cada 3 meses (NKF-
K/DOQI, 2000).

Verificou-se que 26 pacientes submetiam-se a terapia com ferro, sendo que
21 por via intravenosa, enquanto que os outros 5 por via oral. Logo, a maioria recebe
a terapia mais adequada.

O acido fdlico e a vitamina B12 s&o essenciais para se obter sintese ideal de
Hb. Entdo, estoques adequados destas vitaminas s&do imprescindiveis para uma

eritropoiese ideal.
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Enquanto que a maior parte da literatura disponivel sugere que o tratamento
eficaz com EPO né&o requer suplementagdao concomitante de vitamina B12 e folato,
este ultimo é soluvel em agua e as perdas no dialisado podem ultrapassar a
ingestdo nos pacientes desnutridos (Ono e Hisasue, 1992). Alguns estudos, entre-
tanto, sugerem que a administragcdo concomitante de folato melhora a resposta a
EPO (Korsetz et al., 2000).

Verificou-se que a grande maioria dos pacientes recebe terapia de reposi¢cao
com acido félico e vitaminas do complexo B, conforme demonstrado na tabela 10,
por longos periodos. Assim, acredita-se que a anemia dos pacientes ndo € causada
por deficiéncia destas vitaminas, embora seja sabido que pacientes sob tratamento
dialitico apresentam perdas vitaminicas pelas caréncias nutricionais e pelo préprio
procedimento de hemodialise (Bohm et al., 1997; Morena et al., 2002). No entanto,
nao foi objetivo deste trabalho dosar a vitamina B12 e o acido félico sanglineos.
Assim, nao foi possivel se certificar se havia ou nao deficiéncias destes micronutri-

entes.

TABELA 10 — Percentagem de pacientes hemodialisados sob terapia de
reposicao de vitamina B12 e acido félico e seus respectivos

tempos de uso:

Tempo de uso (meses
Pacientes (%) P uso ( )

Média * desvio padrao

Acido Félico 80,55 46,22 + 24,31

Complexo B 83,33 44,14 + 25,68

O hiperparatireoidismo ocorre como consequéncia da diminuicdo de produgao
renal de calcitriol, o metabdlito ativo da vitamina D, e pela reteng¢ao de fosfatos. Com
isso ha o desenvolvimento de hiperfosfatemia, hipocalcemia e aumento dos niveis
do PHT. Esses mesmos fatores, perdurando por muito tempo, causam a hiperplasia
da glandula paratiredide e assim, produgdo auténoma de PHT (Baradan e Nasri,
2001). O aumento do PHT circulante contribui para a ocorréncia de osteodistrofia
renal, que comprovadamente provoca refratariedade a resposta ao tratamento com
rHUEPO (Besarab et al., 2000; Drueke e Eckardt, 2002).
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Uma variedade de mecanismos patofisiolégicos foram propostos para explicar
o papel do hiperparatireoidismo na anemia e resisténcia a rHUEPO, entre eles o efei-
to toxico direto do PHT na proliferagdo de precursores dos eritrocitos na medula, o
antagonismo ao efeito da EPO enddgena e exdgena, a redugéo da eritropoiese pela
deficiéncia de calcitriol e efeito direto do PHT na liberacdo de EPO e na producéo,
sobrevivéncia e perda de eritrocitos (Besarab et al., 2000; Drueke, 2001). Contudo, o
estudo destes mecanismos tem obtido resultados discrepantes, possivelmente por-
que o hiperparatireoidismo desempenha papel minoritario na anemia, mascarado por
outros fatores de maior impacto (Druke e Eckardt, 2002). Estudos mais recentes
sugerem que o PHT, quando em concentragbes excessivas, interfere na eritropoiese
normal pela baixa regulagao dos receptores de EPO nas células progenitoras na me-
dula dssea (Sikole, 2000). Na IRC este efeito € ainda mais pronunciado pela
deficiente producao de EPO.

O tratamento do hiperparatireoidismo com vitamina D, mais especificamente
com seu metabdlito ativo calcitriol, poderia ter um papel importante no aumento da
maturagao dos eritrécitos ou nos efeitos da terapia com rHUEPO (Baradan e Nasri,
2001).

Dos 36 pacientes deste estudo, apenas 8 faziam uso de calcitriol, isto é,
22,2%. Entretanto, nenhuma correlagao significativa entre os indices hematimétricos
dos pacientes e o uso de calcitriol foi encontrada, levando a crer que o hiperparatire-
oidismo é apenas um dos fatores contribuintes para anemia, mas nao ocupa papel

de destaque como agente causador desta desordem hematoldgica.

4.5.2.3 Consequéncias da anemia renal

As principais consequéncias da anemia renal incluem anormalidades
fisiologicas tais como decréscimo da quantidade de oxigénio sanguineo e da tenséo
de oxigénio tecidual, que resultam em sintomas como fadiga, reducéo da capacida-
de de exercicio, disfungdes cognitivas, sexuais e do sistema imunolégico (Eckardt,
2001).

A diminuigdo do aporte de oxigénio induz a utilizagdo de mecanismos cardio-
vasculares adaptativos, na tentativa de manter um adequado suporte tecidual de
oxigénio. No entanto, esses processos levam ao desenvolvimento de hipertrofia e

dilatacdo do ventriculo esquerdo e isquemia miocardica, que sao fatores de risco
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para desenvolvimento de doencas cardiovasculares e morte (Klang et al, 1996;
Mann, 1999).

Logo, uma melhora na condi¢do anémica poderia diminuir os riscos cardio-
vasculares e, assim, aumentar a sobrevida dos pacientes (Scharer et al., 1993;
Kuriyama et al., 1997). Além disso, existem evidéncias crescentes de que o aumento
e ou normalizagao das taxas de Hb poderia melhorar consideravelmente a qualidade
de vida dos pacientes, beneficiando-os em varios aspectos.

Entretanto, segundo Besarab et al. (1998) os resultados obtidos até hoje com
a adocgao desta medida sdo inconsistentes e contraditorios. Ao invés de promover
uma melhora do estado geral pode, de maneira inversa, aumentar os riscos de
eventos tromboticos, em especial na fistula arteriovenosa, de hipertensao arterial e
aumento das chances de eventos cardiovasculares diversos (Laupacis, 1991;
Besarab et al., 1998; Valderrabano, 2001). Além disso, a melhora hematoldgica
implica, também, em aumento nas despesas com a terapia, ja que a rHUEPO é um
medicamento de alto custo e fundamental para o tratamento (Valderrabano et al.,
2001).

Portanto, ainda nao existe um consenso a respeito deste assunto. Alguns
pesquisadores defendem a idéia da total correcdo das taxas de Hb, enquanto que
outros recomendam apenas a correcao parcial. Percebe-se que este tema continua
sob constante debate, na busca da terapia mais adequada e que garanta os maiores
beneficios aos pacientes.

A Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) recomendava, até recentemente,
que os niveis de Hb e Ht fossem mantidos em torno de 10 g/dl e 30 %, respectiva-
mente. Mas, atualmente ela preconiza a manutenc¢ao destes indices entre 11 e 12
g/dl para Hb e entre 33 e 36% de Ht. Observa-se que a SBN ndo indica a normaliza-
¢ao dos indices hematimétricos por falta de evidéncias comprobatdrias a respeito da
segurancga destes procedimentos (Abensur e Alves, 2000).

As duas instituicbes de saude responsaveis pelo tratamento dos pacientes
com IRC em questao neste trabalho seguem as determinagbes preconizadas pela
SBN, isto é, propdem a correg¢ao parcial da anemia até que os niveis de Hb e Ht
alcancem os valores indicados anteriormente.

Sendo assim, € necessaria uma re-andlise dos indices hematimétricos para
que se possa avaliar quantos individuos encontram-se dentro ou fora dos limites es-

pecificados e, dessa forma, tentar estabelecer uma correlacéo entre a eficacia tera-
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péutica e os resultados clinicos obtidos para cada paciente. Os resultados sao

apresentados a seguir, nas tabelas 11 e 12.

TABELA 11 — Percentual dos pacientes hemodialisados em

relagcao aos niveis estratificados de Hb:

Hb (g/dl) <11 11- 12 >12
Mulheres 25% 13,8% 13,8%
Homens 8,3% 16,6% 22.2%

Total de Pacientes 33,3% 30,5% 36,11%

TABELA 12 — Percentual dos pacientes hemodialisados em

relagcao aos niveis estratificados de Ht:

Ht (%) <33 33-36 > 36
Mulheres 19,5% 2,8% 30,5%
Homens 8,3% 11,1% 27,8%

Total de pacientes 27,8% 13,9% 58,3%

Através destes dados é possivel observar que a maior parte dos pacientes
apresenta valores inferiores ou superiores aos que sao preconizados, ou seja, a
maioria encontra-se fora da faixa de concentragao ideal. Em relacdo a Hb, menos de
um ter¢co dos pacientes possui concentracdes entre 11 e 12 g/dl. Dessa forma, é
possivel inferir que a maioria destes pacientes encontra-se em niveis de risco maior
para ocorréncia de eventos trombaéticos e cardiovasculares, mesmo possuindo um

adequado acompanhamento terapéutico.

4.6 Avaliagcao do estresse oxidativo

Varias evidéncias tém indicado que as espécies reativas de oxigénio e nitro-
génio (EROS/ERNS) estdo envolvidas na toxicidade urémica dos pacientes com
doenga renal crbnica em estagio final, sobretudo os pacientes submetidos a hemo-
dialise (Lim et al., 1999; Morena et al., 2002). Além disso, estes pacientes estao

constante e cronicamente expostos ao estresse oxidativo resultante da interagao de
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neutréfilos e outros componentes sanglineos com as membranas dialiticas,
produzindo grandes quantidades de EROS/ERNS (Himmelfarb et al., 1991) ou ainda
pela perda de antioxidantes através do procedimento dialitico e em consequéncia de
problemas nutricionais (Bohm et al., 1997; Galli et al., 1999).

Esse fato € demonstrado em estudos que comprovam, por exemplo, o0 au-
mento das concentragcdes plasmaticas e eritrocitarias de MDA, o principal produto da
peroxidacgao lipidica, em pacientes sob hemodialise (Dasgupta et al., 1992; Loughrey
et al.,, 1994; Peuchant et al., 1994), assim como a redugdo dos niveis de
antioxidantes como a GSHPx (Ceballos-Picot et al., 1996), a vitamina C (Loughrey et
al.,, 1994) e a vitamina E (Peuchant et al., 1994). Estes estudos evidenciaram o
aumento do estresse oxidativo em pacientes hemodialisados, seja pelo aumento da
peroxidacao lipidica via espécies reativas, seja pelo decréscimo dos niveis de
antioxidantes.

Estando o estresse oxidativo diretamente relacionado a varios processos
patolégicos como aterosclerose — e, por conseguinte, a doengas cardio e cérebro-
vasculares -, infecgdes, diabetes, cancer, anemia, dentre outros (Halliwell, 1994;
Hasselwander e Young, 1998; Tetta et al., 1999), ele contribui diretamente para o
aumento da morbi-mortalidade dos pacientes com IRC sob hemodialise (Ward e
McLeish, 2003). Dessa forma, a avaliagdo do estresse oxidativo nestes pacientes
torna-se totalmente justificavel.

A detecgao direta das EROS/ERNS em sistemas bioldgicos € dificultada por
suas concentracdes extremamente baixas (da ordem de 10"'M) e por suas altas
velocidades de reagéo, chegando a ponto de as taxas de produg&o serem iguais as
taxas de reagcdo com biomoléculas (Floyd, 1990). Entretanto, é possivel quantifica-
las por meio de ressonancia para-magnética, mas o custo e outras limitagcdes desta
técnica dificultam seu uso rotineiro (Ferreira e Matsubara, 1997).

Os métodos mais utilizados para determinar o estresse oxidativo sdo aqueles
que medem de forma indireta as EROS/ERNS, isto €, medindo-se as lesdes oxidati-
vas provocadas, a formacdo de produtos resultantes da peroxidacdo lipidica ou
mensurando a concentragdo de compostos antioxidantes (Ferreira e Matsubara,
1997; Urso e Clarkson, 2003).

O MDA é comumente determinado pela reacdo de TBARS (substéncias reati-
vas ao acido tiobarbiturico). Este método € um dos mais utilizados para avaliar a

peroxidacao lipidica no organismo (Kohen e Niska, 2002). Mesmo nao sendo total-
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mente especifico para o MDA, esse método o tem como principal molécula reagente
ao acido tiobarbiturico (TBA) (Janero, 1990) que apds reagao, forma uma coloragao
rosea facilmente mensuravel por espectrofotometria (Kohen e Niska, 2002). Logo, o
resultado obtido fornece uma idéia do grau de peroxidagéo lipidica ocorrida.

A determinacao da glutationa sanglinea pode fornecer importantes informa-
¢des bioquimicas do balangco oxidante-antioxidante no organismo e, ao mesmo
tempo, permitir correlagdes clinico-laboratoriais com processos patoldégicos nos
quais a sua quantificagcdo pode ser um indicador indireto dos niveis de peroxidagao
lipidica. Sendo assim, sua mensuragao em pacientes com IRC sob hemodialise pode
contribuir de forma direta para o entendimento do estresse oxidativo nestes
pacientes.

A ALA-D é uma enzima dependente de zinco que participa da biossintese do
grupo heme, sendo essencial a todos os organismos aerdbios. Além disso, ela
requer, impreterivelmente, grupos tidlicos reduzidos para exercer sua atividade enzi-
matica (Fukuda et al., 1988). Por conta desta caracteristica, ela tem sido sugerida
como um marcador do estresse oxidativo, uma vez que seus grupos sulfidrilicos
ativos (-SH) sao altamente sensiveis a oxidantes ou situagbes associadas a exces-
siva producao de radicais livres (Emanuelli et al., 1996; Maciel et al., 2000; Folmer et
al., 2002; Soares et al., 2002, Nogueira et al., 2003b), que prejudicam sua atividade
(Rodrigues et al., 1989; Rocha et al., 1993, 1995, 2004; Farina et al., 2001). A
inibicdo de seus grupos sulfidrilicos leva a inibicdo da enzima e, assim, a disturbios
na sintese do heme, bem como ao acumulo de alguns intermediarios da rota de
sintese, que podem induzir eventos pro-oxidantes (Pereira et al., 1992; Bechara et
al., 1993; Emanuelli et al., 2001).

A hemoglobina (Hb) é uma ferriproteina que se liga, de forma reversivel, ao
oxigénio. E responsavel pelo transporte do mesmo aos tecidos e pelo transporte do
CO; aos pulmdes, mantendo sempre o ferro em seu estado ferroso (Fe*z), uma con-
dicdo necessaria a sua fungédo. No processo de ligagdo ao oxigénio, a hemoglobina
forma oxihemoglobina, que torna-se um complexo denominado superoxi-ferriheme
(Fe™ 0,™) e quando libera o oxigénio no tecido, o ferro presente no heme é restau-
rado ao seu estado ferroso (Fe*?). Entretanto, baixos niveis de oxigénio e a presenca
de superdxido resulta na oxidacdo da Hb a metemoglobina (MHb), onde o ferro se

apresenta na forma de Fe *®, sendo incapaz de carrear o oxigénio (Coleman, 2000).
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Sabe-se que a membrana dos eritrécitos possui uma quantidade consideravel
de grupos tidlicos que podem sofrer oxidagao levar a desnaturagcao das proteinas da
membrana. Neste processo pode ocorrer oxidagdo da Hb a MHb (Rice-Evans et al.,
1987; Winterbourn, 1990).

Sendo assim, foram determinados parametros como TBARS, GSH eritrocita-
ria, atividade da enzima ALA-D e metemoglobinemia percentual com o intuito de
avaliar o estresse oxidativo nos pacientes hemodialisados. Os resultados sdo apre-

sentados a seguir na tabela 13.

TABELA 13 — Determinagao de TBARS (ug/l), GSH eritrocitaria (umol/g Hb),
atividade da enzima ALA-D (umol PBG/h/l) e MHb (%) em paci

entes e controles, em média * desvio padrao:

Média Geral Homens Mulheres
TBARS Controles 0,66 +0,14 0,74 + 0,16 0,59+0,16
(ng/l)
Pacientes 1,19+ 0,19~ 1,18+ 0,20 * 1,21+0,20 *
Controles 5,75+ 1,36 4,79 + 0,96 6,71 + 0,97
GSH
(umol/g Hb)
Pacientes 821+1,79* 780+1,89* 858+165*
ALA-D Controles 20,13 +4,82 21,83 + 3,59 18,53 + 5,45
(umolPBG/h/I)
Pacientes 755+4,08* 8,76 +4,25* 6,46 + 3,71 *
Controles 0,49+0,14 0,48 +0,19 0,50 + 0,07
MHb
(%)

Pacientes 0,62+0,18* 0,61+0,17* 0,63+0,20 *

*p < 0,05 em relagao aos controles

Os resultados obtidos pela determinagcdo do TBARS mostram um aumento
significativo (p<0,05) do mesmo nos pacientes, comprovando a ocorréncia de peroxi-
dacao lipidica. Estes dados correspondem aos reportados na literatura por varios tra-
balhos (Dasgupta et al., 1992; Loughrey et al., 1994; Peuchant et al., 1994,
Ongajooth et al., 1996; Ong-Awyooth et al., 1997; Nguyen-Khoa et al., 2001).
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Os resultados da GSH demonstram haver um aumento significativo (p<0,05)
deste tidl nos eritrocitos dos pacientes, sendo condizentes com resultados encontra-
dos por outros autores (Mimic-Oka et al., 1988; Mimic-Oka et al., 1992; Jacobson e
Moldeus, 1994; Lucchi et al., 2005) embora alguns trabalhos relatem uma signifi-
cativa reducao nas concentragdes de GSH nos hemodialisados (Vanella et al., 1983;
Ceballos-Picot et al., 1996; Nguyen-Khoa et al., 2001; Ozden et al., 2002) ou niveis
normais da mesma (Smith e Berkseth, 1990).

Usualmente, a GSH é o mais importante e abundante composto tidlico celular
e € um antioxidante que protege as células contra os efeitos deletérios de EROS e
outros compostos téxicos (Lim et al.,, 1999). Por conta dessas suas importantes
fungdes, Lucchi et al. (2005) sugerem que o aumento das concentragdes eritrocita-
rias da GSH seja uma resposta ao aumento do estresse oxidativo. Por meio de um
mecanismo adaptativo ao estresse oxidativo ocorreria um aumento da producéo de
GSH, na tentativa de compensar os danos que o mesmo provoca nos eritrécitos. O
aumento também poderia estar relacionado a utilizagdo de suplementacéo com ferro
pelos pacientes, uma vez que encontrou-se uma correlacdo positiva significativa
(p<0,05) entre a GSH e o ferro (r=0,35).

Ja os estudos que relatam uma diminuigao das concentragdes deste tiol suge-
rem que sua deplecdo se da em consequéncia da diminuicdo da sintese de GSH
e/ou de um aumento do seu consumo e de sua degradacgdo pelo fato de seus
precursores (glicina, glutamato e cisteina) estarem em quantidades elevadas ou nor-
mais no plasma dos pacientes (Ceballos-Picot et al., 1996).

Portanto, os niveis de glutationa eritrocitaria nos pacientes hemodialisados
ainda sdo muito contraditérios e conflitantes. Sdo necessarios mais estudos elucida-
tivos a respeito deste assunto, pois tanto o real status de sua concentragao quanto
as explicagdes para seu aumento ou diminuicdo ainda ndo estao esclarecidos em se
tratando de pacientes com IRC submetidos a hemodialise.

De fato, sabe-se que ha um grande aumento na formagao de espécies reati-
vas tanto na uremia quanto no procedimento dialitico e no tratamento dos pacientes,
conforme ja demonstrado (Himmelfarb et al., 1991; Luciak e Trznadel, 1991;
Loughrey et al., 1994).

Em relagcdo a ALA-D, é possivel observar que a atividade da enzima nos
pacientes esta significativamente diminuida em relagdo aos controles (p<0,05), con-

forme resultados ja relatados na literatura (Guolo et al., 1999).
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O ditiotreitol (DTT) € um composto sulfidrilico capaz de prevenir ou reverter a
inibicdo dos grupos tidlicos através de sua habilidade em reduzir os grupos —SH oxi-
dados da enzima (Nogueira et al., 2003c; Gabriel et al., 2005). Baseados nessa
propriedade, varios estudos in vitro foram realizados, em animais de laboratorio,
para demonstrar a capacidade de reversao do DTT sobre a inibicdo da atividade da
enzima (Vieira et al., 2000; Nogueira et al., 2003c; Gabriel et al., 2005). A tentativa
de reverter a inibicdo da enzima em pacientes hemodialisados foi realizada simulta-
neamente a determinacao da atividade enzimatica e os resultados obtidos sao apre-

sentados na figura 6.

Atividade da enzima ALA-D (umol/PBG/h/l)

........................

.........................

Figura 6. Comparacgao entre a atividade da enzima ALA-D em pacientes

hemodialisados e controles com e sem incubacao com o agente redutor DTT.

ApoOs a reativacdo com DTT, a atividade média da enzima foi de 12,6 + 7,27
umol PBG/h/L, sendo de 15,57 + 7,85 umol PBG/h/L nos homens e 9,93 + 5,67 umol
PBG/h/L nas mulheres. Ja nos IS, as médias foram de 26,76 + 5,72 umol PBG/h/L
no geral e 25,21 + 4,12 e 20,31 + 6,23 umol PBG/h/L em homens e mulheres, res-
pectivamente.

Observou-se um aumento de 66,9% na atividade da enzima quando avaliada

em presenca de DTT. Mesmo sendo considerado um aumento significativo (p<0,05),
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ainda assim a atividade da enzima néao foi considerada normal, se comparada a ativi-
dade dos controles.

Esse fato nos leva a crer que varios fatores podem provocar a inibicdo da
ALA-D em pacientes hemodialisados, e ndo apenas as espécies reativas que se
formam. Sabe-se que a atividade da ALA-D pode ser inibida pela presenca de
aluminio (Vieira et al., 2000) e outros metais como mercurio (Rocha et al., 1995;
Nogueira et al., 2002a), chumbo (Rodrigues et al.,1989), cobre (Nelson et al., 1981),
selénio e telurio (Maciel et al., 2000; Farina et al., 2001). Ja foi demonstrado experi-
mentalmente que o aluminio encontra-se em niveis aumentados em pacientes com
IRC sob hemodialise (Navarro et al., 1988; Jaffe et al., 2005), em virtude, por
exemplo, da contaminagédo da agua utilizada na preparagdo das solugdes dialiticas
(Navarro et al., 1988), acumulando-se no organismo por sua deficiente eliminagéo
(Parkinson et al., 1981).

Outra hipotese seria a diminuigdo da atividade da enzima em decorréncia da
deficiéncia de zinco, um elemento essencial para a funcionalidade da mesma. Embo-
ra esse metal ndo tenha sido quantificado neste trabalho, existem relatos de que ha
deficiéncias do Zn em pacientes com nefropatias cronicas devido a um aumento de
sua excregao fecal ou diminuicdo de sua absorcao (Kimmel et al., 1988; Mahajan et
al., 1989), mas esse fato ainda é controverso, pois alguns trabalhos que determina-
ram este metal em pacientes hemodialisados encontraram valores semelhantes,
sem diferenca significativa em relagao aos controles (Cabral et al., 2005).

O fato de a atividade da enzima néo ter sido totalmente restaurada pelo DDT
nos faz supor que outros mecanismos poderiam estar envolvidos na diminuigdo de
sua atividade, incluindo diminuicdo de sua sintese ou inibicdo de outros grupamen-
tos da enzima, os grupamentos néo tidlicos, ou ainda por outros fatores peculiares a
condicdo urémica, como o acumulo de substancias no organismo que poderiam
interferir na atividade enzimatica. De acordo com Guolo et al. (1999), a presenca de
um peptidio com massa molecular aproximada de 56,2 kD poderia provocar a
inibicdo da atividade da ALA-D em pacientes urémicos.

Em relagcdo a determinagdo de metemoglobina, os resultados encontrados
nos pacientes sao significativamente mais elevados (p<0,05) que dos controles, de-
monstrando haver uma maior oxidacao irreversivel da hemoglobina a metemoglobi-
na nestes pacientes. Este fato € corroborado pela significativa correlagédo negativa

entre a MHb com a Hb e com o Ht. Atribui-se o aumento da MHb nos pacientes,
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supostamente, ao aumento do estresse oxidativo a que estes estao sujeitos e, por
conseguinte, a um maior indice de lesdo nas membranas dos eritrocitos e lesdes
intracelulares, que levam a oxidagao da Hb a MHb (Winterboum, 1990), embora nao
tenha sido evidenciado nenhuma correlacdo significativa entre MHb e TBARS.
Apesar de evidenciado um aumento na metemoglobinemia dos pacientes, os valores
encontrados permanecem dentre dos limites referenciais de normalidade, que aceita
valores de até 1,5% de MHb.

4.7 Dosagem da homocisteina

A homocisteina (acido 2-amino-4-mercaptobutirico) € um aminoacido n&o-es-
sencial formado exclusivamente durante o metabolismo da metionina, um amino-
acido essencial oriundo de proteinas da dieta e um componente importante do siste-
ma organico de transferéncia de grupos metila (Miner et al., 1997).

Em humanos, de 15 a 20 mmol de Hcy s&o sintetizados diariamente, mas
grande parte € convertida em cisteina, sob controle enzimatico da cistationina [3-
sintase, ou em metionina, principalmente por acdo da enzima metionina sintase.
Dessa forma, os niveis plasmaticos de Hcy se mantém regulados, em concentragcbes
basais que variam de 5 a 15 pymol/l, com niveis médios de 10 pmol/l. Mas concentra-
¢bes acima de 15 ymol/l caracterizam a hiper-homocisteinemia (Kang et al., 1992;
Hankey e Eikelboom, 1999).

Em 1969, McCully constatou a presenga de aterosclerose grave e trombose
arterial extensa durante a autopsia de 2 criangas que apresentavam elevadas con-
centragdes de Hcy plasmatica e homocistinuria. Com base em suas observagdes,
propds que a HHcy poderia causar doenga vascular aterosclerética (McCully, 1969).
Sua teoria foi inicialmente ignorada, porém, durante os ultimos anos, a hipétese de
associagao entre HHcy e doengas vasculares aterosclerdticas cresceu exponencial-
mente, fundamentada em estudos que evidenciaram nitidamente os efeitos aterogé-
nicos e tromboéticos da HHcy, sugerindo que esta condicdo aumenta os riscos de
doencgas arteriais coronarianas, derrame cerebral, doengas vasculares oclusivas e
trombose venosa profunda (Stampher et al., 1992; Perry et al., 1995; den Heijer et
al., 1998a; Stein e McBride, 1998; Tayler et al., 1999).

Estudos epidemiolégicos sugerem que niveis elevados de Hcy, mesmo que

moderados, aumentam o risco para doengas cardiovasculares, independentemente
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de fatores de risco classicos como niveis elevados de colesterol total e LDL, baixos
niveis de HDL, hipertensdo arterial, tabagismo, diabetes mellitus e obesidade
(Berenson et al. 1998; Washington, 1999). Logo, a HHcy tém sido considerada um
fator de risco independente para aterosclerose em pacientes com IRC submetidos a
hemodidlise (Bachmann et al., 1995).

Os resultados da determinagdo da Hcy nos pacientes hemodialisados e

controles sao apresentados a seguir, na tabela 14.

TABELA 14 - Resultados da Hcy plasmatica (umol/l) em pacientes

hemodialisados e controles, em média * desvio padrao:

Média Geral Homens Mulheres

Controles 6,77 1,53 7,22 1,47 6,31+ 1,52

Pacientes 20 +5,87* 21,47 +461* 18,69 + 6,66"

*p < 0,05 em relagao aos controles

E possivel observar que os pacientes apresentaram concentracdes plasma-
ticas de Hcy significativamente mais elevadas que os individuos saudaveis (p< 0,05),
tanto se comparadas as médias gerais quanto as médias diferenciadas por sexo em
cada grupo. Observa-se que a concentragdo plasmatica de Hcy nos pacientes foi
aproximadamente 3 vezes maior, mantendo-se um aumento proporcional médio de
2,96 vezes, tanto na média geral quanto nas médias por sexo.

Pode-se inferir que, de maneira geral, os pacientes apresentam hiper-homo-
cisteinemia. A distribuicdo estratificada dos niveis de Hcy, tanto dos 36 pacientes

quanto dos 20 controles, é apresentada na figura 7.
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Homocisteina (umol/L)

Figura 7 - Distribuicao das concentragées de Hcy (umol/l) nos

pacientes hemodialisados e controles.

Considerando-se como HHcy concentragdes plasmaticas de Hcy > 15 ymol/l é
possivel observar que 30 pacientes, isto €, 83,33% apresentam HHcy. A faixa de
Hcy que concentra o maior numero de pacientes € a de 18 a 21 ymol/l. Ja o grupo
controle encontra-se totalmente dentro da faixa de normalidade, com todos
individuos apresentando concentragdes inferiores a 10 pmol/l.

Varios estudos tém encontrado altos niveis de Hcy em todas as fases da
doenga: ndo dialitica (Jungers et al., 1999), dialitica (Bachmann et al., 1995) e pos-
transplante (Machado et al., 2000).

A HHcy pode ocorrer como resultado de desordens hereditarias das principais
enzimas, bem como de deficiéncias nutricionais de co-fatores vitaminicos,
envolvidos no metabolismo da Hcy. Ainda, podem resultar de doencgas, fatores
fisiolégicos, medicamentos ou de habitos de vida (Refsum et al., 1998; Eikelboom et
al., 1999). Entretanto, o mecanismo para ocorréncia de HHcy na IRC ainda nao esta
totalmente elucidado (Boston e Lathrop, 1997).

Nos pacientes com IRC, o aumento das concentragdes plasmaticas de Hcy é
atribuido, geralmente, a reducdo da fungédo renal. Algumas teorias, de maneira
oposta, propdem que sdo os aumentos de Hcy que causam insuficiéncia renal,
entretanto, tém sido questionadas por resultarem de estudos sem relevancia, suge-
rindo que a Hcy plasmatica ndo é um significativo preditor de declinio na fungao

renal em todos os casos (Sarnak et al., 2002). Além disso, também se baseiam em
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observacdes de que a faléncia renal nao é uma caracteristica comum aos pacientes
com homocistinuria, um termo aplicado a um grupo de deficiéncias enzimaticas em
que os niveis de Hcy encontram-se suficientemente aumentados para provocar sua
elevada excrecao urinaria (McCully, 1969).

Segundo Van Guldener (2005) como a IRC esta estreitamente correlacionada
aos niveis plasmaticos de Hcy seria légico presumir que a Hcy é filtrada e excretada
normalmente pelos rins e que diminuigdes da fungdo renal levariam a disturbios
neste processo. Entretanto, apenas uma pequena quantidade de Hcy € normalmente
encontrada na urina, sendo a taxa de filtragdo menor que 1%. Cerca de 99% séao
reabsorvidas pelas células tubulares e subsequentemente metabolisados. Sendo
assim, uma reducdo da fungao excretora renal ndo explicaria a HHy na IRC.

A capacidade do rim em captar e metabolizar a Hcy é evidenciada pela
habilidade do mesmo em filtrar moléculas pequenas, pela baixa concentragéo urina-
ria deste aminoacido, pela presenca de carreadores tubulares especificos e de todas
as enzimas necessarias ao metabolismo da Hcy neste 6rgao (Blom e Vriese, 2002).

Um estudo a respeito da cinética da Hcy em pacientes hemodialisados
encontrou uma reducéo de 70% na depuracgao total de Hcy, relacionada ao prejuizo
na captacado e no metabolismo renal deste aminoacido, sugerindo que a HHcy nao
resulta de um aumento de sua liberagao celular para o plasma, mas sim de sua
prejudicada remog¢do do compartimento plasmatico devido a disfungéo renal
(Guttormsen et al., 1997).

Ainda nado foram elucidadas as vias metabdlicas da Hcy em que ocorrem
interferéncias da doencga renal. Um estudo realizado por Van Guldener et al. (1999)
utilizou isétopos estaveis para pesquisar o metabolismo renal da Hcy em hemodiali-
asdos. Foi demonstrado que as vias de remetilagdo e transmetilagcao (formacao de
Hcy a partir da metionina) estao significativamente diminuidas, quando comparadas
as de individuos saudaveis. A via de transulfuragdo ndo pareceu estar afetada,
levando os autores a sugerir que disturbios na via da remetilagdo é um fator impor-
tante para explicar a HHcy na IRC e que, provavelmente, a deficiéncia e/ou
resisténcia ao folato e vitamina B12 estejam envolvidas.

Entretanto, segundo Allen et al. (1993) as concentragdes séricas de folato,
vitamina B12 e vitamina B6 geralmente encontram-se em niveis normais em pacien-
tes renais, enquanto que a serina, um aminoacido necessario a transulfuragao e

também ao ciclo do folato — indispensavel para remetilacdo da Hcy — esta em niveis
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diminuidos. Ja a betaina, também envolvida na doacdo de metilas para remetilagao
da Hcy, apresenta niveis normais, bem como seu produto demetilado, a dimetilglici-
na. Estas observagdes podem ajudar a explicar as alteragbes do metabolismo renal
da Hcy.

Existem numerosos relatos de HHcy em individuos com deficiéncia nutricional
de vitaminas B6, B12 e folatos, assim como correlagdo negativa entre os niveis
séricos das mesmas e valores plasmaticos de Hcy (Selhub et al., 1993; Verhoef et
al., 1996). Selhub et al. (1993) afirmam que concentragdes séricas inadequadas de
uma ou mais vitaminas do complexo B sdo fatores contribuintes para aproximada-
mente dois tercos de todos os casos de HHcy. A suplementagdo com uma,
essencialmente folato, ou diferentes combinagdes de vitaminas B6, B12 e folato tém
alcangado éxito na reducéo dos niveis plasmaticos de Hcy (Den Heijer et al., 1998b).

Entretanto, pacientes com IRC geralmente apresentam quantidades adequa-
das de folatos e vitaminas B12 e B6, embora haja relatos de deficiéncias sub-clinicas
de vitamina B12. Portanto, deficiéncias destas vitaminas ndo sdo apontadas como
fator principal na patogénese da HHcy na insuficiéncia renal. Segundo Van Guldener
(2005) pacientes com HHcy tratados com altas doses de multivitaminicos nao
tiveram suas concentragcdes plasmaticas de Hcy normalizadas. Como o tratamento
com acido folico (mesmo em altas doses) néo reverteu a HHcy na insuficiéncia renal,
surgiram hipéteses de alteragdo no metabolismo dos folatos por inibigdo da sua
captacéao intestinal e/ou celular ou por prejuizos na conversao do folato em sua
forma ativa. Entretanto, Ghandour et al. (2002) demonstraram nao haver melhora na
HHcy de pacientes com IRC quando comparadas a administragdo intravenosa de
compostos ativos de folato e tratamento oral com acido fdlico sintético.

Outra hipotese sugerida no envolvimento da HHcy € a propria condi¢gao urémi-
ca a qual os pacientes estdo submetidos, que resulta em um acumulo anormal de
substancias que podem estar interferindo no metabolismo extra-renal da Hcy.
Acredita-se que pode haver a presenca de enzimas inibitérias e/ou menor quantida-
de de co-fatores e substratos essenciais ao metabolismo (Dennis e Robinson, 1996).

Apesar de nao terem sido determinadas as concentragdes séricas de folatos e
vitaminas B12 e B6, realizou-se um levantamento a respeito da utilizacdo de suple-
mentacao vitaminica com os mesmos pelos pacientes, bem como o seu respectivo
tempo de utilizacdo, em meses. Foi possivel observar que 80,5% dos pacientes era

submetida a terapia com acido folico, por um tempo médio de 46,22 + 24,31 meses.
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O complexo B, um suplemento vitaminico que contém as vitaminas B12 e B6, dentre
outras, era utilizado por 83,3% dos pacientes hemodialisados, por 44,14 + 25,68
meses. Ainda, 72,2% utilizavam os dois medicamentos de forma concomitante.

Portanto, a probabilidade da HHcy ser originada por deficiéncias vitaminicas é
muito reduzida, mas nao totalmente excluida. Sabe-se que na rotina clinica destes
pacientes, a determinagao sérica destas vitaminas nao é realizada e, sendo assim,
pode haver deficiéncias que contribuam para os aumentos da Hcy plasmatica.

A dosagem de acido félico e complexo B é regulada de acordo com observa-
¢bes hematolégicas mensais de cada pacientes. Periodicamente sdo determinados
hematdcrito, hemoglobina e contagem total de eritrocitos, que sdo fundamentais
para monitorizagcdo da eritropoiese. Como nestes pacientes estas vitaminas sao
utilizadas unicamente com finalidade eritropoética, sua prescricdo € regulada de
acordo com a resposta hematoldgica de cada um e adequadas conforme necessida-
des individuais.

Além disso, a conclusdo de que nestes pacientes ndo ha relagdo entre a
HHcy e estas vitaminas € baseada em observagdes estatisticas, que demonstraram
nao haver correlagdes significativas entre a utilizagcdo ou ndo destes medicamentos
e a HHcy apresentada pelos pacientes, nem mesmo se relacionados os tempos de
utilizagcdo dos medicamentos.

Também foi investigada a influéncia de fatores fisiolégicos como sexo e idade
e habitos de vida como tabagismo, alcoolismo e atividades fisicas. Entretanto,
nenhuma diferenga significativa foi encontrada quando comparadas as concentra-

¢des plasmaticas de Hcy dos pacientes em relagdo aos fatores mencionados.
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De acordo com resultados obtidos, pdde-se verificar que grande parte dos
pacientes hemodialisados avaliados neste trabalho apresentam co-morbidades
importantes como hipertenséo, diabetes mellitus e anemia e, de acordo com as com-
centracdes de Hb, boa parte dos pacientes apresentou valores considerados de
risco para ocorréncia de eventos cardiovasculares, segundo a Sociedade Brasileira
de Nefrologia.

A determinagdo de marcadores do estresse oxidativo demonstrou aumento
significativo no TBARS plasmatico, GSH eritrocitaria e MHb sanguinea dos pacientes
hemodialisados, bem como diminui¢ao significativa da atividade sanglinea da enzi-
ma ALA-D e aumento significativo na reativagdo da atividade enzimatica apds
incubagao com DTT.

Também foi possivel verificar hiper-homocisteinemia na maior parte dos
pacientes hemodialisados, provavelmente por mecanismos nao relacionados a
suplementacgao vitaminica com acido fdlico e vitaminas do complexo B.

Nenhuma correlagéo significativa entre o tempo de hemodialise, presencga de
co-morbidades, capacidade de realizagao de atividades fisicas simples ou habitos
dos pacientes foi encontrada quando relacionados aos marcadores bioquimicos do
estresse oxidativo ou homocisteinemia.

O papel de medicamentos como eritropoetina, ferro, vitamina B12 e acido
folico ndo pdde ser totalmente esclarecido. Nenhuma diferenca significativa nos
marcadores do estresse foi evidenciada quando relacionados ao uso ou nao destes
medicamentos.

Portanto, o que se sabe é que ha aumento do estresse oxidativo e este fato
compromete diretamente a qualidade de vida e aumenta a morbi-mortalidade destes
pacientes, embora recebam acompanhamento médico, assim como o tratamento
medicamentoso. Talvez, a instituicdo de medidas terapéuticas simples como suple-
mentagdo com vitaminas E e C e um melhor acompanhamento nutricional poderiam
melhorar o quadro geral dos pacientes e diminuir os altos indices de mortalidade,
que sao de 10 a 20 vezes maiores em pacientes com IRC que na populagdo em

geral.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PSP SURPPPPPPPIN ,  fui
convidado(a) pela profa. Dra. Solange Cristina Garcia Pomblum a fazer parte de um
trabalho cientifico intitulado "Estudo do estresse oxidativo em pacientes submetidos
ao tratamento de hemodidlise e sua inter-relagdo com os niveis eritrocitarios de
glutationa”. Fui esclarecido que minha participacao é de livre e espontanea vontade
€ que caso aceite, sera realizada apenas uma coleta de 10 ml de sangue venoso,
com o minimo de risco ja conhecido para esta técnica. Estou ciente de que nada
receberei e nem pagarei em troca, assim como poderei desistir de fazer parte do
trabalho a qualquer momento. Fui esclarecido também que esses exames tém por
objetivo colaborar para um possivel acompanhamento do estresse oxidativo em

pessoas submetidas ao tratamento de hemodialise.

Santa Maria, 30 de setembro de 2004.

Assinatura do paciente ou responsavel
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APENDICE B

QUESTIONARIO

Grupo: ( ) Estudo  ( ) Controle
Sexo: ( )F ( ) M

T F=To [ L

Precedentes familiares para doengas vasculares: ( ) Sim ( ) Nao

Tempo de hemMOIAlISE:......ccooi i

Tabagismo: ( ) Fumante ( ) Nao fumante ( ) Ex-fumante

Uso de alcool: Diariamente: ( ) Sim ( ) Nao
Esporadicamente: ( ) Sim ( ) Nao

Diabetes: ( ) Sim ( ) N&o

Presséao alta: ( ) Sim  ( ) N&o

Medicamento antiniperteNSIVO:..........coouuiiii e

Dislipidemia: ( ) Sim ) Nao

Creatinina SeriCa:........ooeeiueiiiieee e

Eritropoetina: ( ) Sim ( ) N&o

Exercicios fisicos: ( ) Sim ) N&o. Frequéncia: ........ccceeeeeeeeenns

Multivitaminas: ( ) Sim ( YNGOo. Qual: ...

Acido Folico: ( ) Sim ( ) Nao
Vitamina B12: ( ) Sim ( ) Nao
Vitamina C: ( ) Sim ( ) Nao
Vitamina E: ( ) Sim ( ) Nao
(@ 10 (o TSR g T [Tor=T o =T ) (o 1S3

Responsavel pela coleta dos dados




APENDICE C

Correlagdes (coeficiente
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de Pearson) obtidas através de analise estatistica

dos dados.

ALA-D | ALA-D

TH IDADE GSH | TBARS Hcy Ht Hb MHb SEM COM

DTT DTT

TH 1,0000 | 0,1030 | 0,1268 [ 0,0971 | 0,1686 | 0,2147 | 0,1590 | -0,2207 | 0,3439 | 0,2978
p=---- | p=0,550 | p=0,461 | p=0,573 | p=0,326 | p=0,209 | p=0,354 | p=0,196 | p=0,040 | p=0,078

IDADE 0,1030 | 1,0000 | -0,3730 | 0,0301 | -0,0911 | 0,1706 | 0,2462 | 0,0158 | -0,1545 | 0,0322
p=0,550 [ p=---- | p=0,025 | p=0,862 | p=0,597 | p=0,320 | p=0,148 | p=0,927 | p=0,368 | p=0,852

GSH -0,2192 | -0,3730 | 1,0000 | 0,1595 | 0,2125 | 0,0274 | -0,0965 [ 0,0463 | 0,3133 | 0,1262
p=0,199 [ p=0,025 | p=---- |p=0,353 | p=0,213 | p=0,874 | p=0,576 | p=0,789 | p=0,063 | p=0,463
TBARS -0,0876 | 0,0301 | 0,1595 | 1,0000 | 0,0415 | -0,0221 | -0,0271 [ 0,0558 | 0,1275 | 0,1994
p=0,612 | p=0,862 | p=0,353 | p=----- p=0,810 | p=0,898 | p=0,875 | p=0,747 | p=0,459 | p=0,244

Hey 0,2390 | -0,0911 [ 0,2125 | 0,0415 | 1,0000 | -0,0164 | -0,0139 [ 0,1247 | -0,0614 | -0,041
p=0,160 | p=0,597 | p=0,213 | p=0,810 | p=--—-- | p=0,924 | p=0,936 | p=0,469 | p=0,722 | p=0,812

Ht 0,0310 | 0,1706 | 0,0274 | -0,0221 | -0,0164 [ 1,0000 | 0,9448 | -0,3690 | -0,2626 | -0,2006
p=0,857 | p=0,320 | p=0,874 | p=0,898 | p=0,924 | p=---- | p=0,000 | p=0,027 | p=0,122 | p=0,241

Hb 0,1190 | 0,2462 [ -0,0965 | 0,0271 | -0,0139 [ 0,9448 | 1,0000 | -0,3638 | -0,1965 | -0,0913
p=0,489 | p=0,148 | p=0,576 | p=0,875 | p=0,936 | p=0,000 | p=--- | p=0,029 | p=0,251 | p=0,596

MHb -0,704 | 0,0158 | 0,0463 | 0,0558 | 0,1247 [ -0,3690 | -0,3638 | 1,0000 [ -0,1597 | -0,0919
p=0,683 | p=0,927 | p=0,789 | p=0,747 | p=0,469 | p=0,027 | p=0,029 | p=---- | p=0,352 | p=0,594
ALA-D | 0,2846 | -0,1545 | 0,3133 | 0,1275 | -0,0614 | -0,2626 | -0,1965 | -0,1597 | 1,0000 | 0,8859
%I-E# p=0,093 | p=0,368 | p=0,063 | p=0,459 | p=0,722 | p=0,122 | p=0,251 | p=0,352 | p=---- | p=0,000
ALA-D | 0,3923 | 0,0322 | 0,1262 | 0,1994 | -0,041 | -0,2006 | -0,0913 | -0,0919 | 0,8859 | 1,0000
%9[1“!' p=0,018 | p=0,852 | p=0,463 | p=0,244 | p=0,812 | p=0,241 | p=0,596 | p=0,594 | p=0,000 | p=---
TCB 0,6098 | 0,2173 | -0,1120 | -0,0703 | 0,2728 | 0,1195 | 0,1056 | -0,3664 | 0,1635 | 0,0059
p=0,004 | p=0,358 | p=0,638 | p=0,768 | p=0,245 | p=0,616 | p=0,658 | p=0,112 | p=0,491 | p=0,980

TAF 0,6168 | 0,2265 | -0,1161 | -0,0712 | 0,2677 | 0,1199 | 0,1067 | -0,3741 0 0,0114
p=0 [p=0,337 | p=0,626 | p=0,766 | p=0,254 | p=0,614 | p=0,654 | p=0,104 p=0 | p=0,962

TEPO 0,2001 | 0,1820 | 0,2956 | 0,1262 | 0,3219 | 0,2808 | 0,2387 | -0,1071 | 0,226 | -0,0619
p=0,398 | p=0,443 | p=0,206 | p=0,596 | p=0,166 | p=0,230 | p=0,311 | p=0,653 | p=0,925 | p=0,796

TH = Tempo de hemodialise

GSH = Glutationa reduzida

TBARS = Espécies reativas ao acido tiobarbiturico

Hcy = Homocisteina

Ht = Hematdcrito

Hb = Hemoglobina

MHb = Metemoglobina

ALA-D = Acido delta aminolevulinico desidratase

DTT = Dithiothreitol

TCB = Tempo de uso de complexo B

TAF = tempo de uso de acido f

TEPO = tempo de eritropoetina
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