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RESUMO

Introdugdo: A doencga renal crénica (DRC) hoje é reconhecida por
representar grande impacto na saude publica. A presenca de toxinas urémicas
que nao sao totalmente dialisadas por HD induzem a maior sintese de citocinas
inflamatdrias e estresse oxidativo, que contribuem para catabolismo muscular,
levando a perda de massa muscular. A perda de massa muscular nessa
populagcdo tem sido associada com maior morbi-mortalidade.

A hemodiafiltragdo (HDF) tem sido descrita como modalidade dialitica que
promove maior depuragcdo de toxinas urémicas. Desta forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da HDF sobre toxinas urémicas, mecanismos
inflamatorios e seu impacto sobre a massa muscular em pacientes idosos com
DRC incidentes em HDF.

Métodos: Foram selecionados por conveniéncia 31 pacientes idosos 265
anos que estavam em tratamento por HD e foram transferidos para HDF,
avaliados no momento inicial e apds 6 meses. Foram avaliados: proteina C
reativa (PCR), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-10 (IL-10), marcadores séricos de massa muscular: miostatina e
irisina, por ELISA, e as toxinas urémicas indoxyl sulfato (IS), p-cresilsulfato (PCS)
e acido indol acético (IAA) por cromatografia de alta performance (HPLC).

Resultados: Apds 6 meses do inicio da HDF, observamos reducgao
significante da concentracao sérica dos niveis de IS (p <0,01). Nao observamos
diferengas significantes nas concentragdes séricas de IL-6, IL-10, TNF-a, PCR,
miostatina e irisina apos 6 meses de HDF.

Conclusao: Esse foi o primeiro estudo que mostrou que apds 6 meses de
HDF houve reducédo da concentracao sérica de IS em pacientes idosos com
DRC. Entretanto, este resultado ndo teve influéncia na inflamagao e
biomarcadores de massa muscular. O impacto deste achado a médio e longo

prazo deve ser avaliado em estudo futuro.

Palavras-chave: Doencga renal crbnica; hemodiafiltragdo, toxinas urémicas;

inflamagao; massa muscular.



ABSTRACT

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) is now recognized as a public
health. The presence of uremic toxins that are not fully dialyzed by HD induces
greater synthesis of inflammatory cytokines and oxidative stress, which contribute
to muscle catabolism, leading to loss of muscle mass. The loss of muscle mass
in this population has been associated with greater morbidity and mortality.

Hemodiafiltration (HDF) has been described as a dialysis modality that
promotes greater clearance of uremic toxins. Thus, the aim of this study was to
evaluate the effect of HDF on uremic toxins, inflammatory mechanism and its
impact on muscle mass in elderly patients with CKD incident on HDF.

Methods: Thirty-one elderly patients 265 years old who were undergoing
HD treatment and were transferred to HDF, evaluated at baseline and 6 months
after HDF, were selected for convenience. We evaluated: C-reactive protein
(CRP), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-10
(IL-10), serum muscle mass markers: myostatin and irisin, by ELISA, and the
uremic toxins indoxyl sulfate (IS), p-cresyl sulfate (PCS) and indole acetic acid
(IAA) by high-performance chromatography (HPLC).

Results: Six months after starting HDF, we observed a significant
reduction in serum IS levels (p < 0.01). We did not observe significant differences
in serum concentrations of IL-6, IL-10, TNF-a, CRP, myostatin and irisin after 6
months of HDF.

Conclusion: This was the first study to show that after 6 months of HDF
there was a reduction in the serum concentration of IS in elderly patients with
CKD. However, this result had no influence on inflammation and muscle mass
biomarkers. The impact of this finding in the medium and long term must be

evaluated in a future study.

Key words: chronic kidney disease; hemodiafiltration, uremic toxins;

inflammation; muscle mass.
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1. INTRODUGAO

1.1 DOENGA RENAL CRONICA - DRC

A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada com uma sindrome irreversivel
e progressiva que reduz as fungdes renais até a sua completa faléncia. Atualmente é
considerada um problema de saude publica mundial e o numero de portadores tem

aumentado de forma exponencial (1, 2).

De acordo com dados mundiais, cerca de 200 milhdes de pessoas apresentam
algum grau de DRC (3), isto principalmente em fungdo do aumento da prevaléncia de
doencas como: hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM) e
obesidade (4).

O diagndstico de DRC é feito com base no declinio da taxa de filtragdo glomerular
(TFG), diminuida por pelo menos 3 meses, classificada e estadiada de acordo com o
Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO), conforme a ilustragédo a seguir.
Fig. 1
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Figura 1. Estadiamento da Doenca renal crénica DRC segundo classificagao kdigo 2012. Fonte: kdigo 2012
Pacientes com DRC em estadio 5 necessitam de terapia renal substitutiva

(dialise), tendo como objetivo principal a melhora da qualidade de vida e sobrevida,

até que ocorra a possibilidade de transplante renal.

A hemodialise (HD), realizada 3x/semana, 4 horas cada sessdo € o método
mais comumente utilizado como terapia de substituicdo renal, cuja fungéo principal é
a remocgao de solutos por difusdo através de uma membrana semipermeavel em
gradiente de concentragao, que fornece uma liberagao difusa de solutos de baixo peso
molecular, porém, limitando a capacidade de remocéao de solutos com tamanho médio

ou toxinas ligadas a proteinas (5).

Por sua vez, a hemodiafiltragdo (HDF) € uma combinagdo de processos
convectivos e difusivos para remocao de solutos, associado a uma melhor remogao
de moléculas pequenas e médias, como a [ 2 -microglobulina e devido a esta
caracteristica, tem sido relatada contribuir para maior sobrevida quando comparada
com a HD (6-9).

1.2 HEMODIAFILTRAGAO (HDF)

Com a finalidade de promover a depuragao de um espectro maior de moléculas
de tamanho médio, uma modalidade de dialise foi proposta em 1975 por Henderson
et al (10). Esta modalidade utiliza como principios as técnicas de difusdo e
conveccgao/ultrafiltracao, através do desenvolvimento de uma membrana sintética com
alta permeabilidade, porosidade e seletividade capaz de promover uma maior troca

entre o sangue e a solugao de didlise e é denominada HDF.

HDF é um tratamento dialitico que tem como fungao principal a remocao de
substancias téxicas e metabdlitos acumulados no sangue por uma combinagédo de
transporte difusivo e convectivo de uma membrana semipermeavel do tipo de alto
fluxo. O fluido é removido por ultrafiltracdo e o volume de fluido filtrado que excede a
perda de peso desejada é substituido por solugao de infuséo estéril, apirogénica em
tempo real (Figura 2). Sendo assim a HDF fornece melhor eliminagéo de solutos de

peso molecular mais alto, quando comparada com HD (11).



Os sistemas HDF atuais sao baseados em maquinas de dialise com recursos
adicionais para preparar e infundir fluido de reposigdo estéril (HDF online) com
seguranga e controlar de perto o equilibrio de fluidos (12). O dialisato e o fluido de
substituicdo sado preparados usando uma cascata de purificagdo que compreende

osmose reversa e dois ultra filtros esterilizantes.
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Figura 2. Imagem ilustrativa do processo de hemodiafiltragdo HDF
Adaptado de: Alhazmi et al.('3

Em relacdo a filtracdo de solutos, os rins humanos sao capazes de filtrar
eficientemente produtos provenientes de diversos metabolismos com tamanhos de
massa entre 40 e 60 kDa. (14). Por sua vez, a HD remove apenas moléculas com
tamanho em torno de 500 daltons (Da) (14). Consequentemente, pacientes em HD
apresentam um acumulo de substancias toxicas, denominadas toxinas urémicas, com

peso molecular > 500 Da ou toxinas ligadas a proteina (15).

Ao contrario, a HDF é capaz de remover moléculas de tamanho intermediario
com massas de 500 a 15kDa, como a B2-microglobulina com 11.800Da e a hepcidina
com 2.791kDa (16, 17). Alguns estudos mostram que a HDF pode remover moléculas
maiores, com aproximadamente 30kDa, como o fator de crescimento de fibroblastos23
(FGF-23) (18). Esta técnica inicialmente apresentou limitagcbes devido ao grande
volume necessario para a solucéo de substituicdo, porém com a introdug¢ao automatica
de fluido de reposicao pela produgédo online mostrou-se uma técnica clinicamente

segura e com grande capacidade de depuracéao (19, 20).



A HDF online de alta eficiéncia promove um aumento da depuragao, removendo
maiores quantidades de massa de toxinas urémicas, o que possibilita também uma
maior depuracéo de solutos pequenos (21). Em resumo a HDF, através de uma maior
biocompatibilidade da membrana de dialise, utilizacdo de dialisato ultrapuro, menor
variagao hemodinamica, reposi¢cao automatica do liquido de substituicdo e depuragao
de moléculas médias, vem contribuindo para melhor a depuracao de substancias com
maior peso molecular, que estdo associadas ao aumento do estresse oxidativo e
disfungao endotelial, sugerindo menor inflamacgéao e suas consequéncias em pacientes

submetidos a este tipo de tratamento (Figura 3) (22, 23).
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Figura 3. Mecanismos da HDF que podem contribuir para melhor depuragcédo de toxinas urémicas,
diminuindo inflamacgéao e atenuando o estado catabdlico do paciente com DRC. Adaptado de: Lebedo;
Bellien et al. (22.23)






1.2.1 HDF, UREMIA E INFLAMAGAO

Para excretar toxinas urémicas na urina, os rins humanos contam com dois
mecanismos. Pequenos solutos soluveis em agua, como ureia e creatinina, sao
eliminados principalmente por filtragdo glomerular, ja as toxinas urémicas ligadas a
proteinas como o indoxyl sulfato (IS) e o p-cresil sulfato (PCS), sdo excretadas
principalmente por secregao tubular mediada por transportadores de anions organicos
(OAT) e transportadores de cations organicos (OCT) (24, 25).

A microbiota intestinal tem um papel importante na geragao de precursores de
toxinas urémicas especificas associadas a prognosticos ruins em pacientes com DRC
(26). O aumento das concentracdes séricas de varias toxinas urémicas € definido

como uremia (27).

As toxinas urémicas sdo categorizadas como moléculas livres soluveis em
agua, de baixo e médio peso molecular ligadas as proteinas. No geral, existe uma
relacdo inversa entre as concentragdes séricas de toxinas e a TFG estimada nos
pacientes em estadio 2-5 da DRC. Desta forma, quanto menor a TFG, maior é a
concentracdo plasmatica de toxinas urémicas. Além disso, existe associagdo entre
maiores concentragdes séricas de toxinas urémicas com ingestdo de proteinas e
menor concentragao serica de toxinas urémicas na presenga fungao renal residual (28,
29).

O acumulo de toxinas urémicas € maior nos pacientes em tratamento dialitico,
sendo que a HD nao é eficiente na remocéao de todos estas toxinas. Toxinas urémicas
de médio peso molecular e as ligadas as proteinas como o IS o e p-cresylsulfato (PCS)

ndo sao eliminadas eficazmente por HD tradicional (30, 31).

PCS e IS sao toxinas urémicas derivadas dos aminoacidos (tirosina, fenilalanina
e ftriptofano), produzidas pelas bactérias intestinais (32), modificados pelas
sulfotransferases no intestino e estdo diretamente associadas a disfungao endotelial e
desregulagao imune na DRC (33, 34). Sendo assim, niveis séricos de IS e PCS sao
consequentemente elevados nos pacientes com DRC (35, 36) e estao associados a
maior risco e mortalidade cardiovascular (DCV) e aterosclerose em pacientes com

DRC com ou sem tratamento dialitico (37-39).
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O IS e o PCS sao produtos do metabolismo dos aminoacidos intestinais e
conhecidos por induzir ativagdo imune com produgao de citocinas inflamatérias como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), MCP-1, estresse
oxidativo (13,14) e disfungédo endotelial em pacientes com DRC, principalmente nos
estagios mais avangados da doenca (estadios 3, 4 e 5) (15,16) e mais proeminente
nos pacientes em HD (33, 34). O 4cido indol-3 acético (IAA) é um soluto urémico ligado
a uma proteina do metabolismo do triptofano (40) e seus niveis séricos também estéao
aumentado em pacientes com DRC (27). Embora o aumento de citocinas inflamatdrias
esteja associado a defesa do hospedeiro, a excessiva produgéo induz a inflamagao

cronica, o que € deletério ao organismo (19).

Desta forma, concentracdes elevadas de IAA, IS e PCS em pacientes com DRC
com ou sem tratamento dialitico estdo associados a maior estado de inflamacéo, risco

e mortalidade cardiovascular (DCV) e aterosclerose (37-39).

Apesar da inflamacgao ser multifatorial na DRC, o acumulo de toxinas urémicas
€ um dos principais fatores preditivos de inflamagao nesta populagéo, contribuindo
para o catabolismo muscular, piora na qualidade de vida e risco de doenca
cardiovascular em consequéncia da maior sintese de proteinas e citocinas
préinflamatdrias como descrito na Figura 4. O aumento da inflamacgao, sinalizado por
aumento significante de varios biomarcadores inflamatérios, também se associa com
maior estado catabdlico, desnutricdo e gasto de energia proteica, que sao fatores

importantes para a mortalidade precoce nesta populacao (41).
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Figura 4. Impacto das toxinas urémicas aumentando o estresse oxidativo e sintese de proteinas
préinflamatérias sobre o estado nutricional e risco cardiovascular na DRC. Figura do autor.

Nos ultimos anos, grandes estudos controlados e metanalises sugeriram que a
HDF pode trazer beneficios substanciais em termos de sobrevida de pacientes com
DRC (42, 43). Varios estudos demonstraram que a HDF reduz a toxicidade urémica
com mais eficiéncia do que o HD (3 vezes por semana), melhorando a remogao
convectiva de toxinas urémicas de peso molecular médio e ligadas as proteinas como:
Acido hipurico, acido indol-3-acético, indoxilsulfato, sulfato de p- cresils, acido
3carboxil-4-metil-5-propil-2-furanpropiénico e R2-microglobulina (44-47), sugerindo
que a remocdo destas toxinas podem impactar em menor concentracdo de

marcadores de inflamagao, como PCR, IL-6 e TNF-a (48-50).

Estudo de Agbas et al. aponta melhora significativa na inflamagao, capacidade
antioxidante e perfil de risco endotelial com (3 meses) de HDF em comparag¢ao a HD
de alto fluxo em criangas recebendo tratamento dialitico (48). Este estudo relatou
reducao significativa na R2-microglobulina (p <0,001), PCR, ADMA, SDMA, AGEs,
LDL-ox (p <0,01) e um aumento na capacidade antioxidante total (p <0,001) em
comparagao com o HD. Outros estudos tém avaliado o impacto da HDF comparado
com a HD sobre os biomarcadores inflamatérios como: albumina sérica, proteina C
reativa de alta sensibilidade (PCR), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) e a
interleucina-8 (IL-8), relatando que HDF tém melhor impacto sobre IL-6 e IL-10
comparado a HD (44-50).
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1.3 ESTADO NUTRICIONAL E MASSA MUSCULAR NO IDOSO

O declinio progressivo da fungao renal € comum com o envelhecimento (51).
Anorexia, restricao alimentar, acidose e inflamagao sdo comuns em pacientes com

DRC e aumentam os riscos de caquexia e sindrome de perda de energia proteica (52).

A reducado da forga muscular associada ao envelhecimento leva a perda da
capacidade funcional e € uma importante causa de mortalidade (53). Estudos indicam
que idosos com IMC maior, entre 25-35 kg/m?, apresentam menor mortalidade (54) O
termo sarcopenia refere-se ao fendbmeno de redugcdo da massa e fungdo muscular
comum em idosos (55). Adicionalmente, a medida que o numero e a propor¢ao de
idosos na populagao continuam a aumentar, a morbidade relacionada a sarcopenia se

tornou-se uma area crescente de utilizacao de recursos de saude (55).

A sarcopenia inicial é caracterizada por diminuicdo no tamanho muscular,
seguido de redugao na qualidade do tecido muscular, caracterizado pela substituicao
das fibras musculares por gordura, aumento da fibrose, alteragcbes no metabolismo
muscular, estresse oxidativo, inflamagdo e degeneragdo da jungdo neuromuscular,

levando a perda progressiva da fungdo muscular e a fragilidade (56).

A sarcopenia é considerada por muitos como uma parte inevitavel do
envelhecimento (57), no entanto, o grau de sarcopenia é altamente variavel e depende
da presenga de certos fatores de risco como; falta de exercicio fisico (58), redugdes
nas concentragdes hormonais relacionadas a idade, incluindo hormdénio do
crescimento, testosterona, horménios da tireoide e fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1), que também estimulam a perda de forca e massa muscular
esquelética (56). A perda muscular frequentemente é resultado de uma combinagao
da diminuigcdo de sinais anabdlicos hormonais e aumento de sinais catabdlicos
mediados por citocinas pré-inflamatérias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
e interleucina-6 (IL-6), marcadores que geralmente se encontram elevados na

musculatura esquelética de individuos mais velhos (56).
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1.3.1 ESTADO NUTRICIONAL E MASSA MUSCULAR NA DRC

Estudos apontam que condigdes associadas a DRC, o préprio tratamento
dialitico e a inflamacgédo afetam negativamente a massa muscular esquelética e a
fungdo muscular (9). Os conceitos de desnutricdo e perda de energia proteica (PEW)
em pacientes com DRC em dialise ndo sado simples. Sendo assim, qualquer marcador,
biomarcador ou avaliacido corporal proposta para analisar estes parametros tem
limitagbes e, como resultado, nem todos os estudos adotam os mesmos marcadores

para avaliar o estado nutricional desta populacéo (59-61).

A combinacdo de depuracdo insuficiente, aliada a multiplas restricdes
alimentares nos pacientes com DRC exercem um efeito catabdlico, levando ao
desperdicio de energia proteica, resultando em grande comprometimento metabdlico
(62), sendo assim a perda de massa muscular nos pacientes com DRC & multifatorial
(Figura 5).
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Figura 5. Principais causas de perda de energia proteica em pacientes com DRC. Adaptado de: Wing
et al. @3)

Aingestéo proteica insuficiente associada as perdas de aminoacidos induzidas
por dialise promovem catabolismo de proteinas por meio do aumento da protedlise de
proteinas musculares (64). Além disso, a retencao de solutos urémicos parece ser um
dos principais fatores que contribuem para estimulos catabdlicos. De fato, o acumulo
de ureia tem sido associado a estimular mecanismos de hiper catabolismo e protedlise
(64).

Pacientes com DRC apresentam menor forga e volume muscular, além de
desempenho fisico prejudicado, o que contribui para uma alta prevaléncia de

fragilidade, deficiéncia motora e aumento do risco de mortalidade (65-67).

A DRC compromete o metabolismo mitocondrial muscular gerando estresse
oxidativo mitocondrial (68). O estresse oxidativo mitocondrial por sua vez aumenta a
disfuncdo mitocondrial muscular e ativa vias proteoliticas que promovem atrofia e

perda de massa muscular (Figura 6) (69).
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Figura 6. Impacto da DRC e acumulo das toxinas urémicas aumentando inflamagéo e estresse oxidativo
inibindo a sintese proteica e levando a diminuigdo do volume muscular. Adaptado de: Yokoi et al. (79
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1.3.2 ESTADO NUTRICIONAL E MASSA MUSCULAR NO IDOSO COM DRC

A influéncia do envelhecimento na perda de fungao renal foi demonstrada no
estudo de Coresh et al., no qual a prevaléncia de DRC estadios 3, 4 e 5 aumentou
significativamente com a idade, independentemente da coexisténcia de doencgas de

base como diabetes e hipertenséo (71).

Condi¢gdes multifatoriais como: perda da denticdo, disfagia, depressao,
deméncia e disfungdes funcionais associadas a idade tornam os idosos naturalmente
propensos ao desenvolvimento de desnutricdo (72). A medida que envelhecemos,
mudangas na composi¢cao corporal e no metabolismo, ocorrem em paralelo com as
modificagdes no nivel de atividade fisica (73, 74). Adicionalmente, a taxa metabdlica
basal (TMB), responsavel por 60-70% do gasto energético diario diminui com a velhice,
devido a perda progressiva de massa muscular, redugdo na atividade metabdlica
celular, afetando diretamente o tamanho e as fungdes musculares e leva a diminuicao

de sua estrutura em diferentes niveis (73, 75, 76).

Todos os principais fatores determinantes para o desenvolvimento da sindrome
do desperdicio de proteina-energia (PEW) na DRC estao presentes no paciente idoso,
porém com riscos nutricionais adicionais e necessidades nutricionais diferentes (77,
78). Além disso, sabe-se que o envelhecimento € acompanhado por aumentos de 2 a
4 vezes nos niveis séricos e plasmaticos de mediadores inflamatérios, como citocinas
e proteinas de fase aguda (74). Johansson et al., concluiram que dentre os principais
fatores que levam ao PEW em pacientes idosos cursando didlise esta a prépria
ingestao alimentar insuficiente, aliada ao aumento do catabolismo proteico comum do
processo de envelhecimento, além de doengas cronicas n&o transmissiveis e o proprio
tratamento dialitico (79). Corroborando com tal hipétese, estudo de Santin et al., para
analisar o estado nutricional de pacientes idosos em tratamento dialitico, concluiu que
mais da metade de sua amostra estudada (58%) dos pacientes em hemodialise com
idade igual ou superior a 60 anos tinha PEW quando o estado nutricional foi avaliado
por avaliagédo subjetiva global (SGA) (80).

Varios outros estudos concluiram que prevaléncia de PEW em pacientes idosos
com DRC, principalmente aqueles em terapia dialitica, € maior quando comparada

com pacientes mais jovens (80-83).
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1.4 IRISINA, DRC E INFLAMAGAO

A Irisina & uma miocina que foi identificada em 2012 (84). E constituida de 112
aminoacidos, produzida pelo tecido muscular esquelético e induzida pelo exercicio
(85). Airisina atua no musculo esquelético resultando em aumento do gasto de energia
e do metabolismo oxidativo por meio da indugao de genes metabdlicos (86, 87). A
irisina pode ser secretada, ativada e transportada em varios tecidos ou 6érgaos para
executar fungdes fisioldégicas, como regular a transicdo do tecido adiposo branco para
marrom, melhorar o consumo de energia e utilizagao de glicose, reduzir a resisténcia
a insulina e tratar sinergicamente doencas metabdlicas (88), além de desempenhar
papel fundamental no aumento da densidade mineral éssea cortical e melhora da

resisténcia 6ssea (86).

Estudos experimentais recentes mostraram que a irisina ativa a captagcao de
glicose nos musculos via calcio/ROS e via AMPK mediada por P38 AMPK,
promovendo efeitos benéficos na musculatura. Tanto a irisina, quanto a miostatina sao
miocinas envolvidas na regulacdo da massa muscular. Sendo que a irisina € um

regulador positivo, enquanto a miostatina inibe o crescimento muscular (89).

Estudos recentes apontam que os niveis de irisina sdo menores em pacientes
com perda progressiva de fungéo renal e que essa redugdo em pacientes dialiticos e

preé dialiticos tem relacdo inversa com niveis séricos de uréia e creatinina (90).

O estado catabdlico acentuado em pacientes com DRC pode justificar o
possivel mecanismo associado a reducao do nivel de irisina nestes pacientes uma vez
que individuos em estadio avancado da doenca tendem a ter menor volume muscular
(91, 92). Sendo a irisina produzida no musculo, acredita-se que a redugéo do volume
muscular, comum na DRC pode reduzir a concentragéo sérica de irisina (91, 92). Por
outro lado, € possivel que inflamagao causada por toxinas urémicas e a geragao de
estresse oxidativo, ativagéo de vias avancadas de glicacéo proteica, também possam

causar reducao da irisina em pacientes com DRC (91, 92).
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1.5 MIOSTATINA, INFLAMAGAO E MASSA MUSCULAR NA DRC

A miostatina € um fator de crescimento e diferenciacédo secretado que pertence
a superfamilia TGF-B, predominantemente sintetizada e expressa no musculo
esquelético e, portanto, exerce um grande impacto no crescimento e fungédo muscular
(93).

A DRC gera uma condi¢cdo catabolica crénica, caracterizada por perda e
diminuicao da resisténcia muscular (94). Muitos mecanismos moleculares de perda de
massa muscular sdo presentes na DRC, dentre eles, um desequilibrio persistente
entre a degradacéo, sintese de proteinas musculares e desgaste muscular. Durante a
perda muscular, altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas
inflamatorias sdo detectados no musculo. Esses niveis aumentados de ROS e de
citocinas inflamatérias induzem a expressdo da miostatina e consequentemente
degradacgao de tecido muscular esquelético (95). Ou seja, a inflamagao presente na
DRC afeta a sinalizacao celular incluindo a identificagao da miostatina e seu programa
de transcricdo que promove a degradacdo de proteinas musculares, sendo assim
niveis aumentados de miostatina na DRC se tornaram marcadores efetivos de estado

nutricional (96).

Varios mecanismos moleculares estdo associados a atrofia muscular
esquelética induzida pela DRC (97, 98). Acredita-se que o estresse oxidativo e o papel
das citocinas inflamatérias exercam atividade importante na atrofia muscular
esquelética induzida pela DRC e na diminuicdo da capacidade de exercicio (67). Em
um estudo recente, com camundongos semi-nefromizados carregados com indoxil
sulfato (IS) e um sistema celular de miofibroblastos de camundongo (C2C12),
Rodrigues et al., (99) concluiram que IS induz fortemente a atrofia do muscular
esquelética, aumentando a produgdo da atrogina-1, um membro da familia da
ubiquitina ligase especifica do musculo, e da miostatina, um regulador negativo do
crescimento muscular, por meio da indugdo da inflamacdo mediada pelo estresse
oxidativo muscular (99, 100). Além disso, Nishikawa et al. (101) também mostraram
que o IS pode estar envolvido na diminuicdo da capacidade de exercicio por meio da
inducao de estresse oxidativo muscular em modelo com DRC e que o IS aumenta a

producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células C2C12 (102) Esses


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myostatin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myostatin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myostatin
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achados sugerem que o IS tem um papel critico no desenvolvimento da atrofia do

musculo esquelético induzida pela DRC (Figura 7) (102).
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Figura 7. Perda de fungao renal e impacto do IS causando estresse oxidativo mitocondrial, apoptose e
destrui¢édo de tecido muscular — catabolismo. Adaptado de: Tamaki; Rodrigues et al. (99.102)

A DRC é uma das doencas crdnicas que contribuem para a sarcopenia. A
sarcopenia urémica € uma complicagdo da DRC, principalmente em seus estadios
mais avangados, que leva a deficiéncia musculoesquelética. As toxinas urémicas tém

sido associadas a patogénese de varias manifesta¢cdes da sindrome urémica.

Esses dados indicam que o IS tem efeitos toxicos diretos sobre os mioblastos,
diminuindo sua viabilidade e aumentando a apoptose celular sendo assim o IS pode

ser um alvo potencial para o tratamento da sarcopenia urémica (99, 103, 104).

2. JUSTIFICATIVA

A inflamacao € um dos principais mecanismos fisiopatoldgicos da perda de
massa muscular e desnutricdo na populacdo com DRC em tratamento dialitico,
principalmente em pacientes em HD. A presencga de toxinas urémicas que nao sao
totalmente dialisadas por HD, induzem a maior inflamagao, que contribui para
catabolismo muscular e consequente perda de massa muscular, podendo

comprometer qualidade de vida e aumentar a morbidade nesta populagao.
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A HDF tem sido descrita como modalidade dialitica que promove maior
depuracédo de toxinas urémicas comparada a HD. Entretanto, até o momento, ndo ha
estudo que avaliou os efeitos da HDF sobre biomarcadores inflamatérios de perda

de massa muscular em populagao idosa.

3. HIPOTESE

Nossa hipotese é que o tratamento com HDF podera reduzir a concentragao
sérica das toxinas urémicas e biomarcadores de inflamacgao e miostatina e aumentara

a irisina em populagao idosa com DRC em dialise.

4. OBJETIVOS GERAIS:

Avaliar os efeitos da HDF sobre a concentracdo sérica de toxinas urémicas,
biomarcadores de inflamagao e biomarcadores de massa muscular esquelética em

pacientes idosos com DRC.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
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1. Avaliar se a HDF reduz a concentracao sérica de indoxil sulfato, p-cresil
sulfato e indol acido acetico.

2. Avaliar se a HDF reduz a concentracao sérica de biomarcadores inflamatérios
(IL-6, TNF-q, IL-10, PCR).

3. Avaliar se a HDF tem efeitos sobre a concentragcao sérica de biomarcadores
de massa muscular esquelética (irisina, IGF-1 e miostatina).

4. Avaliar se existe associacao entre miostatina sérica e marcadores de massa

muscular avaliados por DEXA

5. METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO PARA INTERVENGAO DE HDF

Trata-se de estudo prospectivo observacional com avaliagédo e seguimento de uma
amostra por conveniéncia de 31 pacientes idosos (= 65 anos) com DRC que foram
tratados em terapia renal substitutiva por HDF, de acordo com os objetivos especificos

acima mencionados. A inclusao e coletas de exames dos pacientes foram realizadas
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no periodo de Junho/2019 a Setembro/2021. Para o estudo de intervengdo com HDF,
31 pacientes que estavam em tratamento por hemodialise (HD) e que iniciaram HDF
na Unidade de Hemodiafiltracdo do Hospital Sancta Maggiore/Prevent Senior, foram
selecionados no 1°. Dia antes do inicio da 12. sessdo de HDF (Tempo basal/zero - 0)
onde foi dado o consentimento livre e esclarecido e apds o consentimento do paciente
foram realizados: Coleta de 20 mL de sangue para avaliagédo de biomarcadores de
perda de massa muscular, marcadores de inflamacao e biomarcadores nutricionais
(tempo 0). Estes procedimentos ocorreram também apds 24 semanas (6 meses) apos
inicio do HDF, com excecao do termo de consentimento livre e esclarecido. Esse
projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Nove de Julho/UNINOVE
CAAE: 97475918.5.0000.5511. Utilizamos o check-list de strobe (105) para este
estudo prospectivo observacional com avaliagdo e seguimento de amostra por

conveniéncia.

Figura 8. Desenho equematico do estudo

Pacientes idosos em HD transferidos para HDF (n = 31)

HD — HDF (TO0) HDF pos 6 meses (T6)
%

HDF por 6 meses
- Dexae BIA

- Consentimento Informado

- Coleta de 20 mL de sangue para:

- Coleta de 20 mL de sangue para:
- (Marcadores de Miostatina, irisinamassa - Marcadores de massa muscular

muscular) (Miostatina, irisina)
- Marcadores Inflamatorios

o (IL-6, TNF-a, IL-10, PCR)
- (Marcadores Inflamatérios IL-6, TNF-a, IL-10, - Toxinas urémicas (IS, PCS, IAA)

PCR) - Dexae BIA
- Toxinas urémicas (IS, PCS, TIAA)

5.2. POPULAGAO

Critérios de Inclusao:

- Pacientes com idade = 65 anos, com Doenca renal crbnica e que

estavam em hemodialise e foram transferidos para o método de HDF
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Critérios de Nao Inclusao:

- Pacientes acamados, com doengas neurologicas cronico degenerativas,
com deficit neuroldgico periférico, uso crénico de corticoides, uso de terapia hormonal
tépica ou sistémica, obesidade mérbida, pacientes oncdélogicos em tratamento radio
e/ou quimioterapico, portadores de doencgas auto imunes em atividade, uso de
imunossupressores, com infecgao e/ou uso de antibiéticos < 30 dias antes dos tempo
das coletas (TO e T6)

5.3. CARACTERISTICAS DO TRATAMENTO DIALITICO

As sessdes de HDF foram realizadas com o mesmo tipo de dialisador, fluxos
semelhantes de sangue e dialisato. Nao houve mudanga expressiva na prescricao
entre os tempos 0 e 6 do estudo. O método realizado por todos os pacientes foi feito
com reposi¢ao online pos dilucional, almejando sempre que possivel a proporgao de
30% do fluxo de sangue (aproximadamente 25 litros). O volume foi ajustado de acordo
com o sensor adapt flow do equipamento utilizado (Modelo 5008 da Fresenius Medical
Care®) ou seja, 0 ajuste ocorreu de maneira automatica, de acordo com o fluxo
individual de sangue de cada paciente. Todos os pacientes receberam heparina

continua como anticoagulante durante o procedimento.

As sessdes de HDF foram realizadas com os seguintes parametros: duragao
da sessao de 3:30 h; tampao bicarbonato; dialisador de polissulfona de alto fluxo e
alta eficiéncia; fluxo de sangue (Qs) de 350 a 400mL/min; fluxo de dialisato (Qd) de
800mL/min menos o fluxo de infusdo, que foi de 80mL/min e o acesso vascular

utilizado foi via fistula arteriovenosa ou cateter tunelizado.

5.4. VALIDAGAO DO METODO DE AVALIAGAO CORPORAL

Foram empregados dois meétodos de avaliagdo da composicdo corporal: a
densitometria por dupla emissao de RX (DEXA) e a bioimpedancia elétrica (BIA) para

quantificagdo de agua corporal total, massa livre de gordura, percentual de gordura
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corporal total e nivel de gordura visceral. As avaliagdes foram realizadas nos primeiros

30 dias do inicio da HDF e repetidas apds 6 meses.

5.5. AVALIACAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS E MARCADORES
SERICOS DE MASSA MUSCULAR ESQUELETICA

Ap0s a coleta de 20 mL de sangue de acordo com o desenho do estudo, 10 mL foram
centrifugados e o soro separado e armazenado em freezer -80°C para dosagem dos

biomarcadores.

* Avaliacao dos biomarcadores inflamatérios: IL-6, TNF-a, 1L-10, PCR por
ensaio imunoenzimatico (ELISA) através de kits comerciais;

* Marcadores séricos de massa muscular: irisina, miostatina e IGF-1 por
ELISA

» Indoxil sulfato, p-cresil sulfato e IAA por HPLC (High-performance liquid

chromatography) — cromatogragia liquida de alta eficiéncia.

5.6. ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk. As variaveis
numeéricas continuas, de acordo com sua distribuicdo paramétrica ou néo
paramétrica, foram expressas em média e desvio padrdo ou mediana e percentis (25-

75%), respectivamente. Os dados categéricos foram descritos em valores absolutos
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e porcentagem da amostra total. A analise entre os dois tempos foi realizada pelo
teste T ndo pareado para as variaveis que apresentaram distribuicao paramétrica e o
Wilcoxon para ndo paramétricas. A correlagao entre as variaveis foi analisada pelo
teste de Pearson ou Spearman, quando apropriados.

Um nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi estabelecido para os testes estatisticos.
As andlises foram realizadas pelo software IBM SPSS STATISTICS para Windows
(IBM Corp., Armank, N. Y., U.S.A.) versado 25.

6. RESULTADOS

Observamos que 65% da populacao estudada era do sexo masculino. Hipertensao
(35,5%) e diabetes (45,2%) foram as principais doengas de base para a DRC (Tabela

1).
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Tabela 1. Dados clinicos e demograficos dos pacientes antes do inicio do tratamento

de HDF (n = 31)

Sexo masculino, n (%)

Idade (anos)

Doencga de Base (n (%))
Nefropatia diabética
Nefroesclerose hipertensiva
Outros

Peso (kg)

Estatura (m)

IMC (Kg/m?)

Célcio (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Albumina (g/dL)
Ferro (ug/dL)

Glicemia (mg/dL)
Insulina (mg/dL)

Potassio (mmol/L)
Sodio (mmol/L)
Triglicérides (mg/dL)

Ureia (mg/dL)

20 (64,5)
777,07

11 (35,5)
14 (45,2)
6 (19,3)

67,5+ 15,3
1,61+0,1
25,75 £ 5,81

8,91+ 1,04
156 + 1,6

7+3
3,80 (3,70-4,10)
60 + 31,6
134 (111 — 185)
27,3 (14,5 — 39,6)

5,1+0,95

139+ 4,8
154 (69 — 231)

143 + 53,6

Os dados sao apresentados em média + DP e Mediana 1Q (25 — 75%)

Tabela 2. Comparagao entre as concentragdes séricas de toxinas urémicas (IS, PCS,
IAA e B2m), marcadores inflamatdrias (TNF-q, IL-6, IL-10 e PCR) e biomarcadores de
massa muscular (Miostatina e Irisina) de acordo com o inicio em HDF (Pré-HDF (T0))

apo6s 6 meses (Pos HDF (T6))



Pré-HDF (T0)

Indoxil (uM) 69,9 (36,3-86,0)
Pcresil (UM) 187 (131-266)
IAA (M) 7,87 (5,64-11,1)

Miostatina (ng/mL)

12,7 (10,3-14,6)
Irisina (ng/9mL) 2,24 (1,28-6,65)
Creatinina
(mg/dL) 6,13 £2,80

Ureia (mg/DI) B-2 120 (83-148)

Microglobulina 13,3 (11,4-15,3)
(ng/MI)

Albumina (g/dL) 4 o (3,70-4,10)

TNF-a (pg/mL) 2,3 (1,9-2,6)
-6 (pg/mL) 7,4 (5,5-9,9)
[1-10 (pg/mL) 2,65 (0,1-6,6)
PCR (mg/L) 6,3 (1,9-26,4)

Pés HDF (T6)
68,0 (52,7-114)

183 (128-258)
8,10 (5,01-10,2)

12,4 (10,9-14,6)
2,06 (1,47-7,12)
7,67 +3,01
160 (139-185)

17,6 (15,9-23,6)

3,90 (3,70-4,10)
2,0 (1,7-2,7)
6,5 (5,5-10,3)

2,32 (1,22-9,7)
3,8 (1,4-15,5)

p
0,01

1,00
0,72

0,34
0,35
<0,01
<0,01

<0,01

0,65
0,72
0,36
0,37
0,10
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Grafico 1. Delta de redugao (%) das concentragdes séricas de IS, PCS e IAA préHDF
(TO) e p6s-HDF (T6)
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Grafico 2. Concentragao sérica de IS na populagédo com DM (n = 14)
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Nao foi observado diferenga significante para a concentracao de IS, PCS e IAA nos
pacientes com Hipertensao.

Grafico 3. Concentragao sérica de PCR pré-HDF (T0) e Pés-HDF (T6) nos

pacientes que apresentaram reducao nos niveis séricos de IAA (n = 16)
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Grafico 4. Correlagdo entre irisina e albumina sérica
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Grafico 5. Correlacéo entre IL-10 e Miostatina sérica
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Como esperado observamos correlagdo positiva entre os biomarcadores de
inflamacéao (IL-6, TNF-a; r = 0,45; p <0,01 e PCR com albumina sérica r = 0,46; p
<0,01). Também observamos correlagao positiva entre as toxinas urémicas 2M e IS:

r=20,54; p=0,01 e IAA: r = 0,35; p <0,02, respectivamente. Albumina e irisina se
correlacionaram positivamente (r = 0,45 p < 0,01).

Nao foram observadas correlagdes entre niveis séricos dos biomarcadores de massa
muscular: Miostatina vs. massa magra livre de gordura (BIA): r = 0,25; p = 0,46;
Miostatina vs. massa magra livre de gordura (DEXA): r = 0,32; p = 0,3; Irisina vs.

massa magra livre de gordura (BIA): r = 0,53; p = 0,8 e Irisina vs. massa magra livre
de gordura (DEXA): r=0,34; p =0,45.
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7. DISCUSSAO

Este estudo analisou o efeito da HDF por um periodo de 6 meses sobre os
niveis séricos de toxinas urémicas, marcadores inflamatérios e biomarcadores de
massa muscular esquelética em pacientes idosos que estavam em HD e foram
transferidos para HDF.

Observamos que ureia e creatinina pré diadlise apresentaram maiores
concentragdes séricas apos 6 meses de HDF, sendo que este aumento pode sugerir
um melhor acompanhamento do estado nutricional desta populacéo, entretanto néo
foi avaliado os protocolos de dieta e orientagdo nutricional neste estudo.

Apos 6 meses de HDF encontramos uma redugéo significante da concentragao
sérica de IS comparado ao TO. Esta reducdo pode estar associada a melhor
depuracdo desta toxina pela HDF. Corroborando com nossos dados, mas em
populagdo mais jovem, Panichi et al. (106), em estudo cross-over com HD versus HDF
avaliaram 36 pacientes adultos por 6 meses e observaram menores concentragcoes
séricas de IS em HDF quando comparagao com HD. Por sua vez, Thammathiwat et
al.("%7) (2021) em estudo para comparar a eficacia entre HD e HDF na remogéo de
toxinas urémicas (IS, B2M e PCS), nédo observaram diferengas entre as duas
modalidades de dialise. Em nosso estudo, também avaliamos os niveis séricos das
toxinas IAA e PCS, mas nido observamos diferencas apdés 6 meses de HDF.
Entretanto, a B2M aumentou significantemente apos 6 meses de HDF. Penne et al.(”)
(2010) observaram em 406 pacientes tratados por HDF durante 6 meses, que a 32M
foi maior em pacientes sem FRR em comparacédo com pacientes com FRR. Zehnder
et al.("%) (1999) observaram maior eliminagdo de B2M quando compararam 16
pacientes que estavam em HD e foram transferidos para HDF. Neste trabalho foi
observada uma maior remoc¢ao no dialisato dos pacientes tratados em HDF, quando
comparado com HD, concluindo que HDF melhorou significativamente a eliminagéo
de B2M. Vale a pena ressaltar que nenhum destes trabalhos analisaram a
concentragéo sérica ou o dialisato em pacientes idosos. Além disso, Krieter et al.(199)
(2019) observaram que apesar da redugao sérica dos niveis de PCS e IS ter sido

superior na HDF, esta redug¢ao n&o se sustentou a longo prazo.
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Rroji et al.(1'% (2016) também analisaram as concentragbes séricas de IS e
PCS, mas em pacientes idosos comparado a pacientes jovens em HD e nao
observaram diferenga entre as toxinas para ambos 0s grupos.

Apesar de somente o IS ter apresentado significante redugédo da concentragao
sérica pos 6 meses de HDF, observamos que 48,4% (15/31) dos pacientes
apresentaram reducao de PCS e 52% (16/31) de IAA. Além disso, embora néo tenha
sido o objetivo do estudo, observados que os pacientes com DM apresentaram maior
concentracdo seérica de IS. O IS & uma toxina urémica derivada do triptofano,
produzida pelas bactérias intestinais (32), modificada pelas sulfotransferases no
intestino e esta diretamente associada a disfuncédo endotelial e desregulagédo imune
na DRC (33, 34). Vale a pena lembrar que o diabetes € uma doenga metabdlica que
esta associada a uma microbioma intestinal alterada (111, 112), essa alteracéao é
caracterizada por uma menor abundancia de bactérias produtoras de butirato (113).
Além disso, fatores diet