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RESUMO

Introduc&o: A doenca renal cronica (DRC) caracteriza-se pelo baixo indice de
filtracdo glomerular, proteindria, dano tecidual nos rins e tempo de manifestacao
clinica. Para o diagndstico considera-se os critérios anatémico/estrutural, funcional
e o0 tempo de manifestagdo dos sintomas. Uma vez diagnosticado, impdem-se aos
portadores da DRC as terapias renais substitutivas como a hemodialise (HD) e a
hemodiafiltracdo (HDF). A HD remove moléculas de baixo peso molecular,
enquanto a HDF depura moléculas pequenas e médias favorecendo a reducéo do
estresse oxidativo, da hospitalizagdo e da mortalidade. Objetivos: Esse estudo
avaliou a resposta imunoldgica de individuos com a Doenga Renal Cronica DRC
submetidos & Hemodialise (HD) e posteriormente convertidos para o método
dialitico Hemodiafiltracdo (HDF). Material e Métodos: Trata-se de um estudo
transversal descritivo e comparativo, realizado com 25 individuos (66+10 anos)
tratados com HD e posteriormente convertidos para HDF (amostra de
conveniéncia). Os parametros hematoldgicos, bioquimicos e imunitarios foram
analisados em amostras de sangue (células e soro) obtidas dos individuos.
Resultados: as etiologias mais prevalentes da DRC observadas no estudo foram
DM tipo Il (48%) e HAS (32%), o tempo de médio de HD dos pacientes foi de
4,7+4,9 anos, 0 tipo de acesso venoso predominantemente foi a fistula
arteriovenosa (60%), cateter de longa duracdo (36%) e protese de
politetrafluoroetileno (4%). O peso seco (PS) médio dos individuos ao final da HD
foi de 70,8+17,1 Kg, com APS de 0.0+1.4 Kg. Houve correlagdo negativa entre o
tempo de HD e as idades. Células e marcadores séricos: A HDF reduziu a dose
prescrita da eritropoietina (EPO), glicose, Aspartato aminotransferase, (2-
Microglobulina e indice de resisténcia a EPO, aumentou a fosfatase alcalina e
proteina C reativa; a HDF ndo alterou a Alanina aminotransferase, triglicerideos,
lipoproteinas (baixa e alta densidade), ions (HCO3-, Na+, K+, Mg2+, PO43-, Ca2+),
vitamina D, albumina, ferritina e paratormoénio. Além disso, a HDF aumentou o
hematdcrito e a hemoglobina (Hb) nos diabéticos, reduziu a Hb nos hipertensos e
ndo alterou a leucometria, o leucograma, o volume corpuscular médio, a
hemoglobina corpuscular média ou a amplitude de distribuicdo dos eritrocitos nos
individuos com HAS ou DM-II. Marcadores imunoldgicos: HDF normalizou o indice
fagocitco em PMP ou fagocitose mediada por opsonina com 5 ou 20
leveduras/célula (C > HD < HDF), bem como normalizou o indice corpuscular
estimulado (C > HD < HDF), mas aumentou TNF e produgéo de IL-4, quando
comparada a HD. Além disso, HDF normalizou a producgdo basal de O2*, bem
como, normalizou sua produgcdo na auséncia de fagocitose, mas quando
comparada a HD, HDF aumentou a produgéo de O2*, na presenga ou auséncia de
ingestéo de levedura. Conclusé&o: O conjunto dos resultados indicam que a HDF é
segura, viavel e eficaz para melhorar os marcadores bioquimicos e inflamatorios
dos individuos com DRC. Considerando que essa técnica € pouco utilizada no
Brasil, sendo restrita aos 6rgéos privados, sugere-se a continuidade dos estudos
para aprimorar os parametros técnicos da HDF e assim, promover maior visibilidade
e aceitacdo dos pacientes e da comunidade médica, visando a sua futura
implantagé@o no sistema Unico de saude pais.

Palavras-chave: Eritropoiese. Marcadores de metabolismo. Marcadores ionicos.
Marcadores nutricionais. Marcadores de toxicidade. Marcadores inflamatorios.
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ABSTRACT

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) is characterized by low glomerular fil-
tration rate, proteinuria, tissue damage in the kidneys and time of clinical manifes-
tation. For the diagnosis, the anatomical/structural and functional criteria are con-
sidered, as well as the time of symptom manifestation. Once diagnosed, DRC pa-
tients are required to undergo renal replacement therapies such as hemodialysis
(HD) and hemodiafiltration (HDF). HD removes low molecular weight molecules,
while HDH purifies small and large molecules, favoring a reduction in oxidative
stress, hospitalization, and mortality. Objectives: This study evaluated the immune
response of individuals with Chronic Kidney Disease CKD undergoing Hemodialysis
(HD) and subsequently converted to the dialytic method Hemodiafiltration (HDF).
Material and Methods: This was a descriptive and comparative cross-sectional
study conducted with 25 individuals (66+10 years) treated with HD and subse-
quently converted to HDF (convenience sample). Hematological, biochemical and
immune parameters were analyzed in blood samples (cells and serum) obtained
from the individuals. Results: the most prevalent etiologies of CKD observed in the
study were type Il DM (48%) and SAH (32%), the average HD time of patients was
4.7+4.9 years, the type of venous access was predominantly arteriovenous fistula
(60%), long-term catheter (36%) and polytetrafluoroethylene prosthesis (4%). The
average dry weight (DP) of the individuals at the end of the HD was 70.8+17.1 Kg,
with APS of 0.0£1.4 Kg. There was a negative correlation between HD time and
ages. Cells and serum markers: HDF reduced the prescribed dose of erythropoietin
(EPO), glucose, Aspartate aminotransferase, f2-Microglobulin and EPO resistance
index, increased alkaline phosphatase and C-reactive protein; HDF did not alter al-
anine aminotransferase, triglycerides, lipoproteins (low and high density), ions
(HCO3-, Na+, K+, Mg2+, PO43-, Ca2+), vitamin D, albumin, ferritin, and parathor-
mone. Furthermore, HDF increased hematocrit and hemoglobin (Hb) in diabetics,
reduced Hb in hypertensives, and did not alter WBC, WBC, mean corpuscular vol-
ume, mean corpuscular hemoglobin, or red cell distribution amplitude in subjects
with SAH or DM-II. Immunological markers: HDF normalized the phagocytic index
in PMP or opsonin-mediated phagocytosis with 5 or 20 yeast/cell (C > HD < HDF),
as well as normalized the stimulated corpuscular index (C > HD < HDF), but in-
creased TNF and IL-4 production compared to HD. Furthermore, HDF normalized
basal O.* production, as well as normalized its production in the absence of phag-
ocytosis, but when compared to HD, HDF increased O2*" production, in the presence
or absence of yeast ingestion. Conclusion: The set of results indicates that the HDF
is safe, feasible and effective to improve the biochemical and inflammatory markers
of individuals with CKD. Considering that this technique is little used in Brazil, being
restricted to private organizations, it is suggested the continuity of studies to improve
the technical parameters of HDF and thus promote greater visibility and acceptance
of patients and the medical community, aiming its future deployment in the single
health system country.

Keywords: Erithropoiesis. Metabolism markers. lonic markers. Nutritional markers.
Toxicity markers. Inflammatory markers
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1. INTRODUCAO



1.1. Doencga Renal Crbénica (DRC)

A funcéo renal é primordial para 0 homem, visto que é nesse 6rgdo que ha
a depuracdo dos subprodutos do metabolismo celular até serem eliminados na
urina. A lenta e progressiva perda da funcgdo dos rins (insuficiéncia renal cronica -
IRC) de forma permanente e irreversivel é caracterizada como doenca renal crénica
(DRC). A DRC esta associada a altos indices de mortalidade, tornando-se um
desafio para os sistemas de saude publicos e privados mundial (Aguiar et al. 2020).

No Brasil, até a implantacdo da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) em
2013, as informacdes referentes a epidemiologia das doencgas crbnicas nao
transmissiveis eram obtidas apenas por meio da Pesquisa Nacional por Amostras
de Domicilios (PNAD) (Aguiar et al. 2020). No caso da DRC, os dados obtidos da
PNS revelam que 1,42% da populagéo se autodeclarou portadora da doenga, o que
representa aproximadamente dois milh8es de individuos no pais (Cherchilglia et al.
2010). Segundo uma diretriz publicada pela Kidney Disease Outcome Quality
Initiative (KDOQI) em 2002 e adotada mundialmente, a DRC deve ser
diagnosticada com base em trés principios: 1) anatémico ou estrutural (marcadores
de dano renal), 2) funcional (taxa de filtracdo glomerular - TFG) e 3) temporal
(tempo minimo de observagdo dos sintomas nos pacientes).

De acordo com Bastos e Kirsztajn (2011) e baseando-se na diretriz da
KDOQI de 2002, um paciente se enquadraria no diagndstico clinico de DRC caso
apresentasse TFG menor do que 60 mL/min/1,73m? ou maior do que 60
mL/min/1,73m?, desde que associado a um marcador de dano renal
parenquimatoso, como por exemplo, a proteinuria. Em acréscimo, esses sintomas
devem estar presentes por no minimo 3 meses.

Tendo em vista os valores referenciais de TFGs, na presencga ou nao de
marcadores de dano renal, como a proteinudria), categorizou-se 5 (cinco) estagios

de DRC, conforme a tabela 1.

Tabela 1. Definicdo dos estagios de DRC (Adaptada de Bastos e Kirsztajn 2011).

Estagios da DRC  TFG (mL/min/1,73m) Proteindria
1 290 Presente
2 60-89 Presente
3 30-59 Presente ou Ausente
4 15-29 Presente ou Ausente
5 <15 Presente ou Ausente




1.2. Tratamentos para a DRC

Segundo Bastos e Kirsztajn (2011), os trés pilares fundamentais para os
cuidados com os pacientes com DRC s&o o diagnostico precoce da doenga, 0
encaminhamento tempestivo para tratamento com médico especialista e a
implementacdo de medidas para preservacao da fungéo renal.

Como os estagios iniciais da DRC sdo em sobremaneira assintomaticos,
Aguiar et al. (2020) trouxeram a tona a importancia da correlacdo da doenga com
fatores socioeconémicos, como a renda, a escolaridade e o tratamento via plano
de saude. Um paciente que possua maior instrucéo escolar, aliada a renda superior
que permita acesso ao sistema privado de saude pode receber diagnéstico precoce
da doenca, evitando assim que ela atinja 0s seus niveis mais graves. Dessa forma,
a proatividade do individuo ao buscar exames de rotina sem sintomas aparentes,
aliada a facilidade de acesso a exames e consultas, levam a esse possivel
diagndstico precoce.

Na prética clinica, a avaliagdo da TFG do individuo ainda € a melhor
maneira de iniciar uma investigacdo para DRC. Os principais marcadores
laboratoriais utilizados para o diagndstico precoce da doenca sdo niveis de
creatinina sérica (Bastos e Bastos 2005) e a proteindria (Ruggenenti et al. 1998),
bem como indicadores de hipercalemia, hipocalcemia, hiperfosfatemia, acidose
metabdlica, anemia e disturbios no sédio sérico (Bastos e Kirsztajn 2011).

Tendo seu diagnéstico confirmado, € fundamental que o paciente seja
encaminhado ao médico nefrologista, o que constitui o segundo pilar dos cuidados
ao individuo com DRC. O especialista podera avaliar o estagio da doenca e com
isso, indicar medidas terapéuticas que possam preservar as fungdes renais ainda
ndo comprometidas, bem como tratar dos efeitos e reacdes ja apresentados pelo
paciente, melhorando sua qualidade de vida.

Aos casos mais agudos da doenga impbem-se as terapias renais
substitutivas (TRS) (Fernandes et al. 2010), isso decorre geralmente do diagndéstico
tardio da DRC, bem como de situacdes clinicas de pericardite urémica com
sobrecarga de volume n&o responsiva ao uso de diuréticos, e cuja evolucao natural
€ o0 Obito. As trés principais TRS utilizadas no tratamento de doentes renais

cronicos sao a dialise peritoneal, HD e a HDF.



1.2.1. Dialise Peritoneal (DP)

Em 1923 foi registrado o primeiro caso de tratamento de DRC por DP, que
ocorreu na Universidade de Wurzburg (Teschner et al. 2004). Desde entéo, estima-
se em média que 10 a 15% dos pacientes portadores de DRC no mundo utilizem
este método para seu tratamento (Oreopoulos et al. 2008). Este dado, no entanto,
pode variar significativamente a depender do pais analisado. A DP pode ser
realizada na prépria residéncia do paciente, sendo também uma técnica de baixo
custo (Oreopoulos et al. 2008).

A DP se baseia no principio da difusdo e osmose (passagem de moléculas
num soluto de uma maior para menor concentragédo) para a separagao dos solutos
do sangue para a solucédo de dialise peritoneal, conforme ilustrado na Figura 1A. O
sangue a ser filtrado € separado da solucdo de didlise peritoneal por uma
membrana biolégica, o peritbnio, uma estrutura altamente vascularizada que
reveste toda a cavidade abdominal.

A DP consolidou-se, portanto, desde o inicio do século XX, como uma
técnica de baixo custo e risco médio abaixo para o paciente, podendo melhorar
sobremaneira a qualidade de vida e as condi¢cdes do portador de DRC. Um
esquema mais detalhado de como funciona a DP pode ser visualizado na Figura
1B.

A

Sangue do paciente

Difuséo O g@ﬁcﬁl:b ¢

Membrana

S0, ¢

4] Fluido da didlise

Dialise peritoneal

Peritoneu

Espago peritoneal

Produtos residuais

O fluido entra ou &
bombeado no espago
peritoneal

O fluido e os produtos
residuais s&o drenados do
espaco peritoneal

Figura 1. Representacéo esquematica do processo de difusédo pela Dialise Peritoneal. (A)
elaborado pelo autor; (B) Fonte: https://www.sbn.org.br/orientacoes-e-
tratamentos/tratamentos/dialise-peritoneal/ em 01 de dezembro de 2020.
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Para a realizacdo da DP é necessario que seja implantado um cateter
permanente na cavidade abdominal do paciente para infusédo e drenagem e da
solucao peritoneal. Segundo Mendes et al. (2017), este método pode ser bastante
util e eficiente para tratamento inicial ou urgente de pacientes recém diagnosticados
e que precisem de intervencdo imediata. Como estes pacientes ainda ndo possuem
Cateter Venoso Central (CVC), ou Fistula Arteriovenosa (FAV), a DP pode ser um
método indicado, justamente pelo acesso mais simples. Entretanto, apesar dos
pontos positivos, esta técnica ndo tem sido a primeira escolha de TRS dos
pacientes pelos nefrologistas. Alguns pontos que os fazem preterir a técnica seriam:
riscos de infec¢des abdominais (peritonite) e uma baixa depuragéo dos solutos de
menor peso molecular na dialise, seja em pacientes com funcdo renal mais

comprometida ou aqueles de maior peso ou tamanho (Chaudary et al. 2011).

1.2.2. Hemodialise (HD)
A primeira HD foi realizada em um céo por Abel, Rowntree e Turner em
1913 (Hampers & Schupak 1970). Mais de trés décadas depois, o procedimento foi
realizado em uma mulher que sobreviveu por mais 7 anos (Drukker 1989). No
Brasil, dados estimados do Censo da SBN de 2022 mostram que 153.831 pacientes
estavam em tratamento de HD. Este nimero pode ser ainda maior, visto que
apenas 27,9% dos centros de dialise responderam ao questionario utilizado como
base para a pesquisa.
Baseado no principio da difusdo mostrado na figura 1, porém com o uso de
membranas sintéticas, a TRS mais aplicada mundialmente aos pacientes com DRC
€ a HD (Chaudary et al. 2011); ambos os métodos partilham os mesmos principios

basicos gerais.

Dialise Peritonecal

Hemodialise

Figura 2. Representacdo dos métodos dialiticos, HD (esquerda) e DP (direita). Fonte:
https://www.medicodosrins.com.br/preparacao-para-dialise/ em 01 de dezembro de 2020.
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A técnica da HD consiste na passagem do sangue e da solugdo dialitica
em fluxo por um dialisador. Ambos os fluxos s&o separados por uma membrana
sintética semipermeavel (capilares), que permite a depuragdo das toxinas e da
dgua em excesso do organismo. Dessa forma, as moléculas de baixo peso
molecular passam para a solugéo dialitica, enquanto as maiores (como elementos
figurados do sangue, por exemplo) séo retidas pela membrana, permanecendo no
sangue. Segundo Maduell et al. (2013), o uso de membranas mais permeaveis
(membranas de alto fluxo) seria uma alternativa para a filtragem de moléculas de
maior peso molecular.

N&o ha um consenso na literatura que justifique a preferéncia pela HD no
tratamento dos pacientes com DRC. No entanto, um estudo brasileiro sugere que
a escolha pela HD ndo é randbmica, sendo influenciada inclusive por fatores
econdmicos como maior reembolso do tratamento, grande participagdo do sistema
privado (que também atua em conjunto com o SUS) no fornecimento de
equipamentos e insumos para HD e alocacéo de recursos dos governos estaduais
(Andrade et al. 2010). Este mesmo estudo mostra que no Brasil, por exemplo,
diferentemente do que é adotado em outros paises, a HD € indicada como
tratamento inicial inclusive nos pacientes mais jovens, fato que provavelmente esta
relacionado a exclusividade de disponibilizacéo deste tratamento pelo SUS.

Outro ponto fortemente levantado na literatura é o indice de mortalidade e
infeccdes nos pacientes submetidos & HD, que pode variar de 15 a 25% quando
comparado a populacdo normal (Maduell et al. 2011, Rayner et al. 2004; Nordio et
al. 2012). As principais causas de mortalidade nos pacientes submetidos & HD s&o
as doencas cardiovasculares (Jirka et al. 2006), seguidas das doengas infecciosas.
De fato, grande parte das internagfes dos individuos em tratamento por HD &
decorrente de infecgbes relacionadas, por exemplo, ao acesso venoso (Khan &
Catto 1993) ou a outras complica¢cdes demonstradas pelas alteragdes significativas
nos marcadores de resposta inflamatéria dos pacientes (Carracedo et al. 2006;

Maduell et al. 1999; Varella & Forte 2001; Pecoits-Filho 2020).

1.2.3. Hemodiafiltragdo (HDF)
Uma nova TRS atualmente estudada e aplicada especialmente na Europa

e Canad4, mas ainda fase de regulacé@o para uso clinico nos Estados Unidos, € a
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HDF (Ward et al. 2018). Essa técnica foi estabelecida nos anos 80 visando a
solucionar a limitagdo da depuracéo de moléculas de médio peso molecular e com
baixo fluxo da HD (Canaud et al. 2018). Na HD, a remocéo dos solutos ocorre pelo
principio da difusdo, e como o coeficiente de difusdo cai rapidamente com o
aumento do peso molecular, a depuragdo de toxinas com maior peso molecular é
bem modesta. Na HDF, com os principios da difusdo e da convecgdo combinados
no mesmo aparelho de alto fluxo, ha uma depuracao tanto de pequenas moléculas
(como ocorre na HD) como de moléculas maiores, por meio da hemofiltragdo. Por
isso 0 nome da técnica foi definido como HDF, ou seja, uma juncdo da HD e
hemofiltracéo.

Tal como nas maquinas de dialise, as maquinas de HDF possuem um
moédulo de preparo de dialisado a partir da agua de diélise e concentrados. Este
dialisado, por sua vez, passa por um processo capaz de produzir um fluido de
substituic@o estéril e ndo pirogénico para infusdo imediata no sangue. As maquinas
de HDF mais modernas utilizam uma série de ultrafiltros para esta finalidade, como

esquematizado na Figura 3.

II,':Agua Pota’vei'} Pré-Tratamento =

Osmose Reversa

U

Preparo do Dialisado

Dialisador de
alto fluxo <:] <:|

Figura 3. Representacédo esquematica da cascata de purificacdo do preparo do dialisado
e do fluido de substituicdo na HDF, por osmose reversa e ultrafiltros esterilizadores. O
dialisador de alto fluxo possui membranas polissulfonas que adsorvem endotoxinas e
promove maior seguranca microbiolégica da técnica (Adaptado de Canaud et al. 2018).

A depender do volume do fluido de substituicdo usado na HDF e no seu
modo de preparo, € possivel subdividir a técnica em 3 categorias: HDF de baixo,
médio e alto volume (Ward et al. 2018). Na HDF de baixo volume, o volume de
conveccgao (volume total de fluido filtrado durante o tratamento, que inclui tanto o

fluido de substituicdo quanto o excesso de fluido removido para retornar ao



paciente) € de no maximo 12 L. Nos tipos de médio e alto volume, pode-se obter
um volume de convecgéo de até 25 L, por exemplo (Martins et al. 2009). Na HDF,
portanto, a utilizagdo do principio de convecgdo aumenta significativamente o
volume de agua filtrado comparado ao da HD, sendo que no processo as moléculas
maiores sdo removidas por arrastamento através da membrana de alto fluxo.

A HDF néo é utilizada no Sistema Unico de Salde do Brasil, mas diversos
estudos comparam esse método com a HD, evidenciando diversas alteragfes
benéficas aos pacientes submetidos a HDF. Dentre os beneficios destacam-se
melhorias nos pardmetros hematoldgicos, bioquimicos e na resposta imunolégica,
além da propria percepcao individual do paciente de melhoras em seu estado geral
(Pecoits-Filho et al. 2020; Klouche et al. 2017; Maduell et al. 2013; Maduell et al.
1999; Carracedo et al. 2006; Canaud et al. 2006). Dessa forma, apesar de n&o estar
disponivel na rede publica de atendimento brasileira, diversas clinicas e hospitais
particulares no pais tem utilizado a técnica embasados nas pesquisas e dados

consistentes em favor da HDF.

1.3. Resposta inflamat6ria na DRC

N&o obstante os estudos comparativos ressaltarem os beneficios da HDF,
a resposta inflamatéria dos individuos com DRC e submetidos a HDF ainda é
desconhecido. Sabe-se que o sistema imunoldgico combina as células, moléculas
e mecanismos que, de forma interativa, atuam de maneira eficaz no combate a
patégenos, tumores e fatores externos que levam a perda da homeostasia. Em
geral, a resposta imunitdria ocorre de forma inata que ndo demanda o
reconhecimento antigénico e, posteriormente, a adaptativa e especifica (Catron et
al. 2004, Barbuto et al. 2009, Cruvinel et al. 2010).

O processo inflamatério decorre de algum tipo de leséo celular ou tecidual,
sendo mediado por varias substancias que criam uma cascata de comunicacgao
envolvendo as células lesadas e o sistema imune. Na DRC, o agravamento da
inflamacéo resulta em uma perda da sensibilidade do préprio tecido, que é
identificado como antigénico. Dessa forma, se instala uma degradacéo tecidual
mais significativa, levando a perda de fungdo dos néfrons e ao consequente

agravamento da patologia (Vianna et al. 2011).



E consenso na literatura que a DRC altera os niveis de diversos
marcadores imunoldgicos, especialmente fatores pré-inflamatérios, levando a piora
do estado geral dos pacientes com maiores niveis de internacdo, surgimento de
comorbidades associadas (problemas cardiacos, diabetes, infec¢cdes decorrentes
dos tratamentos) e 6bito (Jirka et al. 2006; Carracedo et al. 2006; Sayed-Ahmed e
Naraymanan, 2019; Guzzi et al. 2019; Nongnuch et al. 2020). De forma sistémica,
a baixa depuragéo de toxinas, associada a disfungdes na producéo de eritropoietina
(EPO) e nutricdo inadequada agravam os processos inflamatorios no individuo e
com isso, perpetuando a condi¢cdo de desregulacdo do sistema imunolégico dos
individuos com DRC (Carracedo et al. 2006; Nordio et al. 2012, Sayed-Ahmed e
Naraymanan, 2019).

A DRC promove o recrutamento de diversos mecanismos de defesa
mediados por receptores de células especificas, como DC (Syed-Ahmed e
Narayanan, 2019; Joffre et al. 2009), neutrdfilos (Syed-Ahmed e Narayanan, 2019;
Liew e Kubes, 2019), macrégafos, mondcitos e células NK (Syed-Ahmed e
Narayanan, 2019). Em acréscimo, observa-se alteracdes em varios marcadores
inflamatérios como o aumento dos niveis de lectina ligada a manose (Satomura et
al. 2001), aumento dos niveis de receptores scavanger, responsaveis pela ativacéo
de mondcitos (Ando et al. 1997) e diminui¢do dos niveis de expresséo do receptor
TL-4 (Ando et al. 2006). Os receptores TLR sdo fundamentais nos processos
inflamatérios, promovendo a fagocitose e consequentemente o aumento da
producdo de citocinas, ativacdo do complemento e maturagdo das células
dendriticas, responséveis pela ativacéo dos linfocitos T (Syed-Ahmed e Narayanan,
2019; Joffre et al. 2009; Ando et al. 2006). Além disso, observam-se a reducao do
ndamero de LT circulantes, seja pela baixa proliferacdo dos mesmos, seja pelo
aumento da suscetibilidade ou da indugdo dos mecanismos de apoptose celular,
afetando-se com isso a producéo de uma série de citocinas, como IL-10, IL-6 e
TNF-a (Syed-Ahmed e Narayanan, 2019; Stenvinkel et al. 2005).

Stenvinkel et al. (2005) mostraram o papel inflamatério da TNF-a, IL-6 e
anti-inflamatério da IL-10, enquanto o aumento da producéo de IL-6 e TNF-a nos
processos inflamatdrios da DRC foi reportado por outros autores (Carracedo et al.
2006; Klouche et al. 2017; Maduell et al. 1999; Varella e Forte 2001). A tabela 2 e



figura 4 mostram a variedade de citocinas responsaveis por mediar as respostas

inflamatérias, em especial na DRC.

Tabela 2. Tipos de citocinas, origem e respectivas fungfes no sistema imunitario (Adaptada
de Barbuto et al. 2009).

Citocinas

Origem

Funcdes

IL-1

Macrofagos, fibroblastos

Aumenta LT e LB, induz moléculas de adesao (neutroéfilo, endotélio) e
proteinas de fase aguda. Liberacdo de IL-6 e GM-CSF,

IL-2 LT Aumento de LT e LB ativados, ativa células NK
IL-3 LT, Mastécitos Aumento e diferenciacdo das células hematopoiéticas
IL-4 LTCD4+, mastécitos Proliferacé@o de LB ativados, switch para IgE, suprime LThl
IL-5 LTCDA4+, mastécitos Aumento LB, eosindfilos, producéo de IgM e IgA, receptor para IL-2
IL-6 LTCD4+, mastocitos Induz proteinas de fase aguda, aumento e diferenciacéo de LB e LT
IL-7 Medula 6ssea Proliferacé@o de células pré-B e T imaturas
IL-8 Mondcitos Estimula a quimiotaxia e ativagdo de neutrofilos
1L-9 LT Induz aumento e proliferagdo de LT, estimula mastécitos
IL-10 LTCD4+, LB, mastocitos| Inibe secre¢éo de IFN-y, fungdes de macréfagos. Anti inflamatdria.
IL-11 Medula 6ssea Inducéo de proteinas de fase aguda
IL-12 Mondécitos, macréfagos | Induz a diferenciagdo de linfocitos Thl, ativa células NK
IL-13 LT Inibe inflamag&o por fagdcitos mononucleares
IL-16 LT, mastécitos Quimiotaxia LT CD4+, mondcitos e eosinofilos
IL-17 LT Ativa Mac, fibroblastos, induz IL-6, IL-8, IL-11, G-CSF, prostagl. e ON
IL-18 MEE, fig. pulmao, rim, Induz produgéo de IFN-y
IL-21 LT ativados Induz a proliferacéo de células T e B e ativa células NK
IL-22 LT e mastdcitos Induz respostas de fase aguda
IL-23 Céls. dendriticas Proliferacdo e manutencao de células Th17
IL-25 LTCD4 de memoéria Induz a producéo de IL-4, IL-5, IL-13 e eotaxina
IL-26 LT ativadas/herpesvirus | Induz IL-10 e IL-8 e expressao de CD54 por células epiteliais
IL-27 Céls. apres. antigenos | Regula LT e LB, estimula a producéo de IFN-y
IL-28, IL-29| Céls. mononucleares Induzem resposta antiviral
IL-30, L-31 | LTh2 Associadas a processos inflamatérios da pele
IL-33 Musc. liso, Ep. brénquicg Estimula Th2 a produzir citocinas
IL-34 Baco, pele, cérebro Proliferac&o de mondcitos
IFN-a Leucécitos, fibroblastos | Acdo antiviral e inflamatéria, favorece expresséo de MHC classe |
IFN-B Leucdcitos, fibroblastos | Acdo antiviral, favorece expressdo de MHC classe Il
IFN-y LT Ativa macrofagos, induz expressao de MHC | e Il, antagonista IL-4
TNF-a Macrofagos, LT Toxicidade tumoral, choque toxico, prot. fase aguda, ativa fagocitos

As terapias dialiticas, difusiva e convectiva, podem ter diferentes efeitos

sobre o estado inflamatério. De modo especial, na doenca renal em estagio

terminal, ocorre aumento da concentracao sistémica tanto de citocinas prd, quanto

anti-inflamatérias,

devido a maior

producdo que decorre dos processos
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inflamatoérios descritos previamente e decorrente da baixa taxa de depuracao
desses solutos pelos rins (Stenvinkel et al. 2005, Carracedo et al. 2006; Klouche et
al. 2017).

Um marcador plasmatico bastante utilizado para diagnéstico e predicdo de
inflamacéo sistémica, do risco cardiovascular e de mortalidade é a proteina C
reativa (PCR) (Heidari 2013). Dados na literatura sugerem que este marcador, em
pacientes que sdo submetidos a HDF, é significativamente reduzido (Vilar et al.
2009; Vaslaki et al. 2006; Filipoulos et al. 2008). Outros marcadores que séo
significativamente melhorados em pacientes submetidos a HDF s&o instabilidade
hemodinamica durante o procedimento, resposta dos agentes estimuladores da
EPO, marcadores da inflamacédo crénica e de depdsito de substancia amildide
(Carracedo et al. 2006; Vilar et al. 2009; Jirka et al. 2006; Canaud et al. 2018).

h Ambiente Urémico

|ProdU(;50 de Citocinas l wh
Q TNF-0¢ (+) IL-6 (+) IL-10 () e 1 Remoadelamento

osseo
T Resisténcia a EPO

A// \'\‘ y
&
%“T'Catabolismo .
l i

T ResistanciaInsulina &7

1"'

T Reativos fase aguda s T D|5fupgao en#qtellal
LFetuina A o T .Adesdo Mondcito
. 1 Proliferacdo cél. musc. lisa
1 Prgdu;aovc:ie 1 Apetite 1 Estresse Oxidativo
adipocitocinas 1 Calcificagéo vascular

Figura 4. Representacdo esquematica do papel das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 em
condi¢Bes de uremia (Adaptado de Stenvinkel et al. 2005).

Além das alteracdes observadas no sistema imunitario dos individuos com
DRC, outros aspectos da disfuncdo renal podem implicar no desequilibrio da
resposta imunitaria, como por exemplo as alteracdes na microbiota intestinal (Syed-
Ahmed & Narayanan 2019). Em condi¢des de uremia, h4 uma inducgdo da disbiose,
ou seja, crescimento exagerado de microrganismos da microbiota intestinal com

potencial patogénico em detrimento aos microrganismos regulares; aliado a isso,
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ocorre a perda da barreira intestinal, causando a translocagéo dos microrganismos

com consequente ativac@o da resposta inflamatoria (Figura 5).

Individuo saudavel Individuo com DRC
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Figura 5. llustracdo esquematica da barreira intestinal de um individuo saudavel
(esquerda) e com DRC (direita). Adaptado de Ayed-Ahmed e Narayanan (2019).

BN z

Associado a inflamacdo, o estresse oxidativo é muito prevalente em
pacientes com DRC. O estresse oxidativo € um mecanismo da injaria renal ndo
especifica e da faléncia renal progressiva, podendo estar relacionado as altas taxas
de mortalidade e doenca cardiovascular (Locatelli et al. 2011). O estresse oxidativo
observado na DRC pode ser tanto causa quanto consequéncia do processo
inflamatoério e resulta na alteragdo na expressdo de citocinas, quimiocinas e
moléculas de adeséao celular (Syed-Ahmed & Narayanan 2019; Marks et al. 2018;
Klouche et al. 2017). Além de afetar os niveis séricos de marcadores inflamatorios,
0 estresse oxidativo promove um aumento na producéo de toxinas urémicas como,
os produtos da glicacdo avancada (AGEs) que indicam risco cardiovascular
aumentado (Franca et al. 2017), os produtos da peroxidacdo lipidica e do
metabolismo de nucleotideos e proteinas (Morena et al. 2002).

O estresse oxidativo e a inflamacg&o séo eventos cruciais para a defesa do
organismo nas infecgcdes, mas como estdo desregulados na DRC, acarretam
inimeros efeitos deletérios. Como um loop, 0 aumento das moléculas e toxinas
urémicas ndo depuradas em individuos com DRC, mas que permanecem retidas
Nno organismo, causa o0 estresse oxidativo que ativa a producdo de mais toxinas e
citocinas (Syed-Ahmed & Narayanan 2019; Klouche et al 2017). Em acréscimo,
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Morena et al. (2002) reportaram que 0s sistemas antioxidantes do individuo com
DRC séo extremamente prejudicados, piorando progressivamente com a evolugéo
dos estdgios da doenca. Apesar desses achados, o desequilibrio entre os
mecanismos antioxidantes e a produgdo exacerbada de espécies reativas de
oxigénio (EROs), espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e compostos clorados ndo
sdo conhecidos nos individuos com DRC.

Outro marcador metabdlico da DRC que afeta indiretamente o
funcionamento do sistema imunoldgico € o horménio eritropoietina (EPO), que é
uma glicoproteina secretada pelo rim em resposta a hipdxia celular e é responsavel
por estimular a producdo de hemacias na medula 6ssea. Em pacientes com DRC
e IR os niveis deste hormobnio sdo extremamente baixos, sendo necessaria
complementacdo hormonal exdgena (Syed-Ahmed & Narayanan 2019). O
processo inflamatério crénico mediado por diversas citocinas pro-inflamatérias na
DRC causa resisténcia ao tratamento com EPO recombinante acarretando severa
deficiéncia de ferro (Macdougall & Cooper 2002). Além disso, identificou-se que
este hormdnio também atua na diferenciagdo de células dendriticas (Rocchetta et
al. 2011).

1.4. Justificativa do estudo

A HDF tem sido amplamente utilizada na Europa e Japéo (Canaud et al.
2018) e sua importancia é discutida nos EUA, com ampla discussao para aprovacao
dos parametros de tratamento pelo FDA (Ward et al. 2018). Dessa forma, este
tratamento ndo se encontra na fase experimental, mas de forma segura e
sustentavel é utilizado na terapia de individuos com DRC. Um ponto altamente
positivo séo estudos como de Maduell et al. (2013), que mostraram reducéo de 35%
na mortalidade dos pacientes da amostra analisada. Nesse sentido, é indiscutivel
a importancia de se aprofundar o conhecimento do papel da HDF em contribuir de
forma positiva para o equilibrio da resposta imunolégica dos pacientes com DRC.
Logo, considerando os beneficios desse método dialitico e o0s poucos
conhecimentos acerca do seu efeito na resposta imunitaria dos individuos com
DRC, é fundamental ampliar os estudos, inclusive quando a doenca esta associada

a comorbidades, como Diabetes Mellitus e a Hipertenséo Arterial Sistémica.
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2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a resposta imunoldgica de individuos

com a Doenca Renal Crénica DRC submetidos a Hemodialise (HD) e

posteriormente convertidos para o método dialitico Hemodiafiltragdo (HDF).

2.2. Objetivos especificos

Determinar o perfil dos individuos com DRC, relativo a etiologia, idade, peso,

tempo de tratamento e tipo de aceso vascular.

Quantificar e avaliar os pardmetros hematol6gicos relativos aos eritrocitos
(hematdcrito, hemoglobina, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular

média e amplitude de distribuicdo dos eritrocitos) e eritropoietina.

Quantificar e avaliar os pardmetros hematologicos relativos aos leucdcitos (total
de leucdcitos, segmentados, linfécitos e mondcitos) e plaguetas (total de

plaguetas).

Quantificar e avaliar os marcadores do metabolismo (glicose, triglicerideos,
colesterol, HDL, LDL, NLDL).

Quantificar e avaliar os marcadores ionicos (HCO3-, Na+, K+, Mg2+, PO43-,

Ca2+) e nutricionais (vitamina D e albumina).
Quantificar e avaliar os marcadores séricos de toxicidade (TGO e TGP).

Quantificar e avaliar os marcadores inflamatorios (fosfatase alcalina, proteina C

reativa, B2-microglobulina, ferritina e paratormonio).

Determinar a capacidade fagocitaria dos mondcitos do sangue periférico.
Avaliar qualitativamente a produgéo do radical superoxido.

Determinar o indice de produgédo de corpusculos lipidicos.

Quantificar e avaliar a produgéo de citocinas (IL-2, IL-6, IL-17A, TNF-q, IL-4, IL-
10 e INF-y).

15



2. MATERIAIS E METODOS



3.1. Delineamento experimental

GRUPO CONTROLE
(n=25)

GRUPO HEMODIALISE
(n=25)

Coleta dos dados epidemiolégicos

Corpusculo lipidico
(22.500 células
aderidas/escavaca
0/Oil Red®)

Amostras de sangue para
analises hematologicas e
bioquimicas.

Producao do
radical superéxido
(NBT)

GRUPO HEMODIALISE
CONVERTIDO PARA
HEMODIAFILTRACAO

Citocinas
(Kits CBA single
plex flex set e Cell
Signaling Master
Buffer (BD™ CBA,

Avaliacéo da
funcédo fagocitaria
(Saccharomyces

cerevisiae)

TERAPIA POR 8 (oito) SEMANAS

Amostras de sangue para anélise
bioguimica; Avaliacdo da funcéo
fagocitaria; Corpusculo lipidico;
Producéo do radical superéxido;

Producéo de Citocinas

COLETA DOS DADOS
ANALISE DOS DADOS

Figura 6. Fluxograma do estudo

17




3.2. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo descritivo e comparativo, experimental pareado e
ndo pareado e de carater transversal, para avaliacdo dos efeitos da HDF nos
pardmetros hematol6gicos e bioquimicos no sangue periférico e na funcdo dos
fagocitos obtidos do sangue de individuos portadores da IRC. No estudo néo
pareado serdo comparados individuos com IRC e submetidos a HD ou HDF com o
grupo controle normal. No estudo pareado serdo comparados 0S mesmos
individuos portadores de IRC submetidos a HD convencional por 2 meses e

posteriormente encaminhados para o método dialitico da HDF.

3.3. Individuos e normas éticas

Os individuos deste estudo sdo adultos e idosos atendidos na Clinica
Nephron em Brasilia, Distrito Federal, com idades variando entre 51 e 88 anos,
selecionados aleatoriamente dentro de uma amostra de conveniéncia. As normas
éticas que regulamentam os estudos com seres humanos foram rigorosamente
cumpridas durante a coleta dos dados e em concordéancia com a Declaracdo de
Helsinki (WMA 2008).
O inicio do estudo ocorreu somente apds aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina e posteriormente a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido pelos participantes (Protocolo de submisséo n°
02/2011, aprovado em 06/02/2014). Desse modo, a coleta de amostras teve inicio

em meados de 2014.

3.4. Critérios de Inclusé&o e excluséo

No estudo foram incluidos pacientes com IRC do estagio V submetidos ao
programa de HD por mais de trés meses, com acesso vascular definitivo e que
apresentaram fluxo de bomba de sangue (FBS) = 400 mL/min. Era necessario que
0 paciente expressasse formalmente sua aceitagdo em converter o método dialitico
de seu tratamento de HD para HDF para incluséo no estudo.

Os critérios de exclusdo foram a ndo aceitagdo em participar do estudo,
bem como individuos com acesso vascular provisoério ou aqueles que apresentaram
FBS < 399 mL/minuto
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3.5. ParAmetros do tratamento dialitico

Os parametros adotados para HD ou HDF dos individuos foram
semelhantes. Utilizou-se os dialisadores de alto fluxo FX60 e as maquinas 4008S
(Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Alemanha) com agua ultrapura definida
como 0,1 UFC/ mL, volume de substituicdo pds-capilar de 100 mL/min e a
composicao do dialisado com sodio (138 a 140 mg/ dL), potéssio (1,5 a 2,0 mg/ dL),
calcio 2,5 a 3,0 mg/ dL, bicarbonato de 44 mg/ dL e glicose 100 mg/ dL.

Na HD sé&o aplicados os principios da difusdo e ultrafiltragdo, enquanto a
HDF associa ainda o principio da convecc¢éo, a fim de que haja melhor depuracéo
das moléculas de peso molecular médio. Para a realizagdo da conveccdo ha a
reposicdo do volume de substituicAo através da &gua ultrapura associada a
composicao da solucdo dialitica. As membranas utilizadas tanto para a realizagédo
da HD quanto da HDF foram as FX60, visto serem de alto fluxo, didmetro dos poros
e tamanho da &rea de superficie. As maquinas 4008S da Fresenius foram utilizadas
em ambas as modalidades, sendo necessaria apenas a adaptagdo do médulo HDF
ao equipamento para a realizagdo desta técnica. Todos os procedimentos foram

realizados com sessodes de 2:30 horas 5 vezes por semana.

3.6. Grupos de estudo

Para o célculo do numero de individuos utilizou-se o método de Fleiss da
Colecé@o OpenEpi de calculadoras Epidemiolégicas (Openepi 2016), considerando
um intervalo de confianga de 95% e porcentagem de ndo expostos de 99,9%,
determinando-se em 21 o nimero para o estudo. Dessa forma, os grupos de estudo

foram definidos como demonstrado abaixo:

Grupo controle: individuos normais;

Grupo HD: individuos portadores de IRC submetidos ao tratamento com HD

convencional por 2 meses;

Grupo HDEF: individuos portadores de IRC previamente submetidos & HD e que

aceitaram a conversao para a HDF por 30 dias.

3.7. Individuos e coleta dos dados
Trata-se de um estudo de caréater transversal, descritivo, comparativo e
experimental que utilizou amostras de sangue periférico obtidas de individuos
portadores de IRC (n = 25). O grupo controle foi formado por individuos saudaveis
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(n = 7). No estudo pareado foram comparados os resultados do mesmo paciente
enquanto este estava submetido a HD por no minimo 3 meses e posteriormente
quando a HDF por 2 meses. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina e a obtencdo das amostras teve inicio
mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelos
participantes.

Pacientes com acesso vascular definitivo e FBS = 400 mL/min foram
incluidos no estudo e excluidos aqueles com acesso vascular provisério ou FBS <
399 mL/min e que expressaram formalmente sua aceitacdo em converter o método
dialitico da HD para a modalidade HDF. Todos foram tratados na Clinica Nephron
Mix Park em Brasilia — Distrito Federal.

As informagdes de cada individuo foram coletadas a partir da revisédo de
prontuérios médicos dos pacientes que concordaram explicitamente em participar
do estudo. Os dados do peso seco dos individuos foram obtidos pela bioimpedéancia
(BCM) que permite avaliagdo do estado de hidratagdo por avaliagéo
espectroscépica de bioimpedancia da composicao corporal, a partir do qual, o nivel
de hiperhidratacdo pode ser identificado determinando de forma rapida e fiavel o

volume de distribuicdo da uréia para o célculo da dose de diélise (Kt/V).

3.8. Obtencéo do perfil epidemiolégico dos individuos

Depois de tabulados, os dados (idade, sexo, peso ao inicio do tratamento,
causa da nefropatia, comorbidades associadas, tempo em que foi submetido a HD,
tipo de acesso vascular e Kt/Ve) foram agrupados conforme a etiologia da IRC e
pelo sexo, masculino (Doengas metabdlicas, Diabetes Mellitus tipo Il, Hipertenséo
Arterial Sistémica, Imunopatogenia e Doenca Obstrutiva de Vias Urinarias com
PCR) e feminino (Diabetes Mellitus tipo I, Imunopatogenia, Genética, Hipertensédo

Arterial Sistémica) e 0 peso seco.
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3.9. Obtencé&o das amostras

Para a avaliagdo dos parémetros bioquimicos e imunolégicos, foram
coletados 20 mL de sangue venoso periférico de cada individuo (2 frascos
heparinizados de 10 mL cada). Foram realizadas duas coletas para cada paciente:
uma no inicio da sessdo de HD e a outra ap0s 8 semanas de conversdo do
tratamento para HDF. Amostras de sangue também foram obtidas de individuos

normais para controle.

Um frasco foi encaminhado para as andlises bioquimicas no laboratério
Sabin (Brasilia - DF), que gentilmente colaborou com a realizacdo de diversas
etapas experimentais deste projeto, enquanto o outro foi encaminhado para o
Laboratorio de Imunologia Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de

Brasilia para os ensaios imunoldgicos.

3.10. Determinacdo dos parametros hematolégicos e bioquimicos

Os parametros hematolégicos (hemograma, leucograma e leucometria)
foram analisados por citometria de fluxo fluorescente e impedéancia "XN10-Sysmex".
A dosagem de colesterol total foi realizada pelo método de esterase/oxidase; a uréia
pela metodologia da urease com GLDH (glutamato desidrogenase); a creatinina
pelo amidinohidrolase/oxidase; a albumina pelo método Verde de Bromocresol e o
PTH (paratormodnio) pela eletroquimioluminescéncia no Cobas 8000 dosados no

laboratério Sabin.

3.11. Avaliacéo da fungéo fagocitaria

A funcao fagocitéria das células obtidas do sangue periférico foi avaliada
pelo método da aderéncia celular em lamina de vidro previamente demarcada com
caneta hidrofébica (1 cm de didmetro) e incubada com a levedura Saccharomyces
cerevisiae. Para o ensaio, 40 yL do sangue (= 12.000 células aderidas) foram
depositados nos pocos em duplicata. As células foram incubadas por 45 minutos
em camara Umida a 37°C e lavadas delicadamente com STF (37°C) para a remogéao
das hemacias e das células ndo aderentes. A seguir, foram acrescentados a cada
poco 40 pL de uma suspensdo em meio Hanks-triz contendo 5 ou 20
leveduras/célula, previamente sensibilizadas com 10% do soro do préprio individuo

(fagocitose por opsoninas) ou com soro fetal bovino — SFB (fagocitose por padrdes
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moleculares). Nas mesmas condi¢cdes anteriores, estes cultivos foram incubados
por mais 30 minutos. Depois, as células foram lavadas delicadamente com STF (37
°C) para remover as leveduras néo ingeridas.

Ent&o, adicionou-se aos pogos uma gota de Hanks-triz com 40% de SFB.
Eles foram secados com ar quente, fixados com metanol por 1 min, secados
novamente e entdo corados com solugédo de Giemsa a 10% por 10 minutos. As
andlises foram realizadas por um Unico observador ao microscopio 6ptico, por meio
de contagem aleatoria. Utilizou-se 200 neutrdéfilos, mondcitos ou eosinoéfilos de cada
poc¢o. No microscopio foi utilizada uma objetiva de imersdo (1000x). Os resultados
foram expressos pelo indice Fagocitario (IF) (média de leveduras ingeridas x

percentual de células envolvidas na fagocitose).

3.12. Avaliacéo da producéo de radical superdxido

A avaliagéo da producéo de radicais livres foi realizada por meio do teste
do NBT (Nitro blue tetrazolium) que € uma substancia incolor, mas que na presenca
de radical superoxido é reduzida, adquirindo uma cor azulada. Para o ensaio, 40 pL
de sangue foram depositados em duplicata nas escavagdes previamente
demarcadas das laminas para microscopia e incubados a 37°C por 45 minutos para
aderéncia das células. As escavacgfes eram, entdo, lavadas com STF a 37 °C para
remover as hemacias e as células ndo aderidas. Em seguida, 20 yL de uma solugéo
de NBT em meio Hanks-triz foi acrescentada as escavagfes, na presenca ou
auséncia de uma suspensao contendo 20 leveduras/célula (estimulo a producéo do
radical superoxido).

As células foram incubadas por 20 minutos em camara Umida a 37 °C para
redugéo do NBT. Depois, uma gota de Hanks-triz com 40% de SFB era adicionada
sobre todas as escavagles, secas com ar quente, fixadas com metanol por um
minuto, novamente secas e coradas com uma solucdo de safranina a 2,59 por 5
minutos. As analises foram realizadas por um Unico observador ao microscopio
optico pela quantificagdo de 200 células. Os resultados da andlise em estado basal
(sem adigéo de leveduras) foram expressos em percentual de células que reduziram
ou ndo o NBT. Os resultados da analise com estimulo (presenca de leveduras)
foram apresentados em porcentagem de da seguinte maneira:

1) células que reduziram o NBT e fagocitaram leveduras;
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2) células que reduziram, mas nao fagocitaram;
3) células que nédo reduziram, mas fagocitaram e;

4) células que nao reduziram nem fagocitaram.

3.13. Determinacgao dos corpusculos lipidicos

Para o ensaio, 75 pyL do sangue foi depositado em duplicata para obter
22.500 células aderidas/escavacao e, entdo, as células eram incubadas por 2 h em
camara Umida a 37 °C e lavadas delicadamente com STF (37 °C) para a remogao
das hemacias e das células ndo aderidas. A seguir, acrescentou-se a cada
escavacdo 75 pL da suspensdo de leveduras (5 lev/célula) previamente
sensibilizadas com 10% do soro do proprio individuo para nova incubagéo por mais
30 minutos. Posteriormente, as escavagdes foram lavadas delicadamente com STF
(37 °C) para remover as leveduras nao ingeridas. A seguir as células foram fixadas
com paraformaldeido 4% por 15, lavadas 2x com STF, 1x com 0,5 mL de alcool
isopropilico a 60% e 2x com agua destilada. A seguir, as células foram coradas com
300 pL/escavagédo de Oil Red® de uso por 15 min, lavadas 2x com &gua destilada,
novamente coradas com 300 pL/escavacao de Hematoxilina de Harris por 5 mim,
lavadas 2x com agua destilada e protegidas com laminulas em meio gelatinoso. As
andlises foram realizadas por microscopia (1000x), por um Unico observador e 0s
resultados expressos pelo indice corpuscular (IC), que € o produto da média de

corpusculos lipidicos pelo percentual de células com corpusculos.

3.14. Quantificagéo das citocinas

Para quantificar as citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias foi obtido e
mantido sob congelacdo (- 80 °C) o soro de cada individuo até o momento das
andlises. Utilizou-se os Kits CBA single plex flex set e Cell Signaling Master Buffer
(BD™ CBA, USA) conforme as especifica¢des do fabricante. O soro dos individuos
foi descongelado a temperatura ambiente e entdo 25 pL foram transferidos, em
triplicata, para criotubos ambar para fotoprotecdo. Criou-se uma curva de
calibragéo das citocinas conforme instru¢cdes do fabricante. Os beads de captura
foram diluidos em solucdo especifica, sob fotoprote¢do, na proporcao de 0,5

pL/amostra e mantidos a 4°C ao abrigo da luz, antes do uso. Para a pré-analise das
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amostras foram adicionados a cada frasco &mbar 25 pL do soro dos individuos e
25 pL da solugéo dos beads de captura.

Apo6s homogeneizacdo, os mesmos foram incubados por 60 minutos a
temperatura ambiente. Depois de adicionar 500 pL do tamp&o de lavagem,
homogeneizar em votex, centrifugar a 200 x g por 5 minutos & temperatura
ambiente, desprezar 450 pL do sobrenadante, adicionar 25 pL da solugéo de beads
de deteccao, as amostras foram homogeneizadas e mantidas sob fotoprote¢éo por
2 h a temperatura ambiente. Em seguida, repetiu-se a lavagem nas mesmas
condicdes e depois de desprezar 450 pL do sobrenadante, adicionou-se e
homogeneizou-se 150 pL do tampéo para reconstituir o volume final. Entdo, uma
aliquota de 50 pL de cada amostra foi distribuida na placa para a leitura no citbmetro
de fluxo LSRFortessa™ (BD™, USA) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Os dados obtidos das analises foram convertidos para concentragdo no
programa FCAP Array™ Software Version 3.0 (BD™, USA) e os resultados

expressos em pg/mL.

3.15. Analise estatistica

Para a aplicacdo dos testes estatisticos avaliou-se o0s seguintes
parametros: a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a variabilidade pelo
teste de Bartlett. Para analisar as multiplas comparagdes foram utilizados o teste de
ANOVA ou Kruskal-Wallis para dados paramétricos ou ndo paramétricos,
respectivamente. Para comparacao de duas amostras independentes utilizou-se o
teste t-Student ou Mann-Whitney para os dados paramétricos ou ndo parameétricos,
respectivamente. Para comparagao de duas amostras dependentes utilizou-se os
testes t-pareado ou Wilcoxon, para dados com distribuicdo paramétrica ou nao
paramétrica, respectivamente. As diferencas entre as variaveis sdo consideradas
significativas quando a probabilidade bicaudal da sua ocorréncia devida ao acaso
(erro tipo 1) for menor que 5% (p < 0,05). Os dados qualitativos foram analisados
pelo teste de Qui-quadrado ou Fisher para dados paramétricos ou né&o
paramétricos, respectivamente. Para os estudos de correlagédo foram utilizados os
testes Pearson ou Sperman para dados paramétricos ou ndo paramétricos,
respectivamente. Para as andlises e representacao gréfica dos resultados, utilizou-

se o programa Prism 5® software package (GraphPad, USA).
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4. RESULTADOS



4.1. Perfil epidemioldgico

Com relacdo ao género, 48% dos pacientes eram do sexo feminino e 52%
do sexo masculino. A faixa etaria média das mulheres foi de 68+11 anos, enquanto
a dos homens foi de 6419 anos. Quanto a etiologia, a principal doenga causadora
da DRC foi DM tipo Il em 11 individuos (44%), seguida pela HAS (8 individuos,
32%). As demais causas foram as imunopatogenias (8%), doencas metabdlicas
(8%), genéticas (4%), doenca obstrutiva de vias urinarias com pielonefrite cronica
de repeticdo (4%) (Tabelas 3 e 4).

O tempo de hemodidlise foi maior para as mulheres (5+6 anos) do que para
0s homens (4+4 anos). Quanto ao tipo de acesso, 54% dos homens apresentaram
a FAV (Fistula arteriovenosa), 31% deles com CLP (cateter de longa permanéncia)
e 8% apresentaram proétese vascular (PTFE); dentre as mulheres, 42% apresentam
acesso vascular como FAV e 58% CLP.

O peso seco medio ao final da HDF foi de 66+15 Kg para as mulheres e de
75119 Kg para os homens, sendo este um percentual 13% maior que o da média
feminina. A diferenca média da variagdo do peso seco antes e depois das sessoes
de HD foi de 0,1+1,6 Kg.

As analises comparativas mostraram que n&do houve diferencas entre os
grupos de homens e mulheres quanto faixa etaria (Teste t, p > 0,05), peso seco
(Teste t, p > 0,05), variagédo do peso seco (Mann-Whitney, p > 0,05) e tempo de HD
(Mann-Whitney, p > 0,05).

Quando foi avaliada a proporcao de homens ou mulheres para as principais
causas da DRC (DM e HAS), os resultados mostraram similaridade entre os sexos
(Fisher, p > 0,05), ou seja, embora a principal causa da DRC no grupo de mulheres
ter sido o DM (7 mulheres) ndo houve diferengas para o grupo de homens (4
individuos); o mesmo resultado foi observado para a HAS (3 mulheres; 5 homens)
(Fisher, p > 0,05). As demais causas da DRC estavam presentes em poucos
individuos, sendo as imunopatogenias em 1 individuo de cada sexo, as doencas
metabdlicas em 2 homens, genética em 1 mulher e a Doenca obstrutiva de vias
urinarias com pielonefrite cronica em 1 homem.

Quanto ao tipo de acesso, os resultados mostraram menor proporgédo de
mulheres com acesso por FAV em que as doengas metabdlicas eram a causa da
DRC (Fisher, p < 0,05). N&do houve correlagdo entre o tipo de acesso e o tempo de
HD em ambos os grupos (homens e mulheres) (Fisher, p > 0,05)
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Tabela 3. Perfil epidemiolégico dos individuos do sexo feminino.

Peso seco A peso seco Tempo
N | Individuo [ECE .(Kg) .(Kg) de HD Acesso Etiologia
(Anos) (final da (final da Eos) vascular
HD) HDF)
1| AAARP 60 80.0 0.0 7 CLP
2 LDO 80 53.0 0.0 2 CLP
3 MAP 67 815 +2.5 10 FAV Diabetes
4 MACR 73 69.0 +0.5 0 FAV Mellitus
5 MADN 67 57.0 +1.0 2 CLP tipo II
6 MDSN 84 54.0 0.0 0 CLP
7 TDCS 79 100.5 +1.5 1 CLP
8 BGCL a7 67.0 -2.0 5 FAV Imunopatogenia
9 EPDCM 65 53.0 0.0 12 FAV Genética
10 ALCG 53 54.5 +0.5 20 FAV )
Hipertenséo
11 FMC 78 68.3 -2.2 1 FAV S )
arterial sistémica
12 MAS 63 57.0 -1.7 1 FAV
68+11 66+15 0,0+1,1 5,046,2 - -

FAV = Fistula arteriovenosa; CLP = Cateter de longa permanéncia

Tabela 4. Perfil epidemioldgico dos individuos do sexo masculino.

Peso seco A peso seco Tempo
N | Individuo CECE .(Kg) .(Kg) de HD (AT Etiologia
(Anos) (final da (final da (anos) vascular
HD) HDF)

1 AVS 66 74.5 0.0 2 PTFE Doencas

2 EES 80 68.5 +0.5 3 FAV metabdlicas

3 BBO 55 59.0 0.0 4 FAV )
Diabetes

4 JJG 63 84.0 +3.0 7 FAV )
Mellitus

5 JLP 71 90.5 -3.5 2 CLP oo 11

ipo

6 JINS 61 78.0 0.0 11 CLP P

7 DA 62 49.0 0.0 8 CLP

8 FVV 73 55.0 0.0 4 FAV

9 IRA 62 66.0 -0.5 0 FAV Hipertensdo

10 SFS 68 99.5 0.0 1 FAV arterial sistémica

11 oLS 66 69.0 -1.0 4 FAV

12 MVC 42 115.7 +2.6 1 CLP Imunopatogenia

13 WWS 73 67.0 0.0 11 FAV DOVU/PC*

6449 75+19 0,1+1,6 4+4 -

*DOVU/PC = Doenga obstrutiva de vias urinarias com pielonefrite crénica; FAV = Fistula
arteriovenosa; CLP = Cateter de longa permanéncia; PTFE = Protese de politetrafluoroetileno
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4.2. Avaliacao dos parametros hematoldgicos

4.2.1. Eritrécitos

Os parametros relativos ao hematdcrito (HC), hemoglobina (HG), volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e amplitude de
distribuic&o dos eritrocitos (ADE) foram avaliados nos individuos portadores de DRC
(homens e mulheres) ou quando classificados para a hipertenséo arterial sistémica
(HAS) ou diabetes mellitus (DM).

Os resultados das analises pareadas para os parametros eritrocitarios de
hemoglobina, hematécrito, VCM, HCM e ADE dos individuos (homens e mulheres)
tratados com a HD e posteriormente convertidos para a HDF mostraram n&o haver
diferencas no tratamento (p > 0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Avaliacdo dos parametros hematolégicos dos eritrocitos em portadores de
insuficiéncia renal cronica (homens e mulheres), submetidos a hemodialise e
posteriormente convertidos para a hemodiafiltracdo. Os resultados, analisados pelo teste t
pareado ou Wilcoxon, mostraram que os grupos nao diferem entre si para a hemoglobina
(A), hematécrito (B), VCM (C), HCM (D) e ADE (E) (p > 0,05). Estdo mostradas as
medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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Quando analisamos os individuos em relagdo as comorbidades, o0s
resultados, analisados pelo teste t pareado ou Wilcoxon, mostraram que os valores
obtidos para VCM, HCM e ADE néo diferiram entre os tratamentos (HD ou HDF) (p
> 0,05) (Figura 8 CDE). Para os individuos com diabetes e tratados com a HDF
houve aumento no hematdcrito (Teste t pareado; p = 0,032) e nos niveis de
hemoglobina (Wilcoxon; p = 0,012), na comparagdo quando submetidos & HD
(Figura 2 AB). Nos portadores de HAS houve reducdo nos niveis de hemoglobina
quando tratados com a HDF, na comparagéo com a HD (Teste t pareado; p =0,039)
(Figura 8 B).
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Figura 8. Avaliacao dos parametros hematoldgicos dos eritrocitos de portadores de IRC
com DM ou HAS, submetidos a hemodialise e posteriormente a hemodiafiltracdo. Os
resultados, analisados pelo teste t pareado ou Wilcoxon, mostraram que 0S grupos hao
diferem entre si para VCM (C), HCM (D) e ADE (E) (p > 0,05). Para os individuos com
diabetes tratados com a HDF houve aumento no hematdcrito e nos niveis de hemoglobina,
na comparacdo quando submetidos a hemodialise (p < 0,05). Nos portadores de HAS
houve reducéo nos niveis de hemoglobina quando tratados com a HDF, na comparacgéo
com a HD. Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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4.2.2. Leucécitos e plaquetas

Os resultados das andlises pareadas para os leucécitos (total de
leucocitos, segmentados, linfécitos e mondcitos) e plaquetas dos individuos
(homens e mulheres) tratados com a HD e posteriormente convertidos para a HDF

mostraram ndo haver diferengas entre os tratamentos (p > 0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo quantitativa dos leucdcitos e plaquetas dos individuos portadores de
insuficiéncia renal crénica, submetidos a hemodialise e posteriormente convertidos para a
hemodiafiltracdo. Os resultados, analisados pelo teste t pareado ou Wilcoxon, mostraram
nao haver diferencas entre os tratamentos para o total de leucdcitos (A), segmentados (B),
linfécitos (C), mondcitos (D) ou plaquetas (E). Estdo mostradas as medianas, quartis,
valores maximos e minimos.

Na avaliagdo qualitativa dos leucécitos (segmentados, linfocitos e
monA@citos) e quantitativa das plaquetas dos individuos portadores de insuficiéncia

renal crénica e de comorbidades (Diabetes e HAS), submetidos a hemodialise e
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posteriormente convertidos para a hemodiafiltracéo os resultados, analisados pelo
teste t pareado ou Wilcoxon, mostraram néao haver diferencas entre os tratamentos
(p > 0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo quantitativa dos leucdcitos e plaquetas de portadores de IRC com
DM ou HAS, submetidos a hemodialise e posteriormente a hemodiafiltragédo. Os resultados,
analisados pelo teste t pareado ou Wilcoxon, mostraram que ndo haver diferencas entre
o0s tratamentos para o leucograma na HAS (A) ou no Diabetes (B), assim como no total de
plaquetas (C). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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4.2.3. Eritropoetina

Os parametros eritropoiéticos quanto aos titulos de eritropoietina (EPO) e
do indice de resisténcia a acdo da EPO em pacientes submetidos & HD com
posterior conversao de tratamento para a HDF foram analisados de forma pareada.
Os resultados, analisados pelo teste t pareado, mostraram reducéo nos valores da
EPO sérica (Teste t pardo; p = 0,008) e no indice de resisténcia & EPO (p=0,007)
(Figura 11 A e B).

Quanto aos valores séricos da ferritina e do indice de saturacao da
transferrina, os resultados analisados pelo teste t pareado mostraram que a
conversdo do tratamento para a HDF n&o alterou os valores obtidos quando os

individuos eram tratados com a HD (P > 0,05) (Figura 11 C e D).
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Figura 11. Avaliacdo quantitativa da EPO (A), da ferritina (C), do indice de resisténcia a
EPO (B) e do indice de saturacéo da ferritina (D) dos individuos portadores de insuficiéncia
renal cronica, submetidos a hemodialise e posteriormente convertidos para a hemodiafiltracdo. Os
resultados, analisados pelo teste t pareado, mostraram que o tratamento com a HDF
reduziu os valores séricos da EPO e do indice de resisténcia a EPO (p < 0,01), mas ndo
afetou a ferritina ou o indice de saturacdo da transferrina (p > 0,05). Estéo representados
as médias e os desvios padrao.
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4.3. Avaliagdo dos marcadores do metabolismo

Os resultados para os marcadores do metabolismo mostraram redugéo da
glicose depois do tratamento com a HDF (110,8 mg/dL), na comparag¢do com a HD
(121,5 mg/dL) (Wilcoxon, p = 0,049). Os demais marcadores (triglicerideos,
colesterol, HDL, LDL e NLDL) n&o diferiram entre HD e HDF (p < 0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Quantificacdo dos marcadores do metabolismo (glicose, triglicerideos,
colesterol, HDL, LDL, NLDL) dos individuos com DRC, tratados com a HD e depois com a
HDF. Os resultados mostraram aumento da glicose com a HDF (Wilcoxon, p = 0,049); ndo
houve alteragdo nos demais marcadores (p > 0,05). Estdo mostradas as medianas, quartis,
valores maximos e minimos.

4.4. Avaliacdo de marcadores idbnicos e nutricionais

A figura 13 mostram os resultados das andlises pareadas para o0s
marcadores idnicos (HCOs-, Na+, K+, Mg?*, PO43-, Ca?*) e nutricionais (vitamina D
e albumina). Os resultados mostraram que a HDF ndo afetou qualquer dos

marcadores idnicos ou nutricionais (Teste t pareado ou Wilcoxon, p > 0,05).
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Figura 13. Quantificacdo dos marcadores idnicos (A) e nutricionais (B) dos individuos com
DRC, submetidos a HD e depois com a HDF. Os resultados mostraram que a conversdo
para a HDF n&o afetou qualquer dos marcadores i6nicos ou nutricionais (p > 0,05). Estédo
mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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4.5. Avaliacdo de marcadores de toxicidade

A figura 14 mostra os dados da quantificacdo dos marcadores séricos de
toxicidade (TGO - transaminase glutdmica oxalacética e TGP - transaminase
glutdmica piravica). Os resultados mostraram redugdo de TGO submetidos & HDF
(15,7 U/L) na comparagdo com a HD (16,3 U/L) (Wilcoxon, p = 0,049). Nao houve
diferencga entre os niveis séricos de TGP entre os dois métodos dialiticos (Teste t

pareado, p > 0,05).
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Figura 14. Quantificacdo dos marcadores de toxicidade dos portadores de DRC,
submetidos a HD e posteriormente HDF. Os resultados mostraram reducéo de TGO com a
HDF, na comparacdo com a HD (Wilcoxon, p = 0,049). N&o houve diferenca da TGP entre
os dois métodos dialiticos (Teste t pareado, p > 0,05). Estdo mostradas as medianas,

guartis, valores maximos e minimos.

4.6. Avaliacdo de marcadores inflamatérios

A analise dos marcadores inflamatérios séricos dos individuos mostrou
aumento na producao da fosfatase alcalina - FAL e proteina C reativa - PCR para
0s pacientes submetidos & HDF (Wilcoxon, p < 0,05). Os valores de [2-
microglobulina foram menores nos pacientes depois da converséo para HDF (teste
t pareado p<0,05). Os demais marcadores (ferritina e paratormonio) ndo foram

afetados com a HDF (teste t pareado, p > 0,05) (Figura 15).
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Figura 15. Quantificacdo dos marcadores inflamatérios dos individuos portadores com
DRC, submetidos a hemodialise e posteriormente convertidos para a hemodiafiltragdo. Os
resultados mostraram que, na comparacdo com a HD, a HDF causou maior producgdo da
FAL e de PCR, (Wilcoxon, p < 0,05) e reducédo de p2-microglobulina (teste t pareado, p <
0,05); ndao houve diferencas entre os métodos dialiticos para os demais marcadores
analisados (p > 0,05). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.

4.7. Avaliacdo da capacidade fagocitaria dos mondcitos

A figura 16 mostra os resultados da fagocitose por receptores para 0s
padrdes moleculares de patégenos (PMPs) e por opsoninas. O indice fagocitario
(IF) foi obtido pelo produto do % mondcitos envolvidos na fagocitose (%Mon) pelo
total de leveduras ingeridas por célula (TLev).

Os resultados da fagocitose mediada pelos PMPs mostraram que os IFs
dos individuos tratados com a HDF néo diferiram dos individuos higidos (controle)
para a menor MLev (5:1) (p > 0,001), mas foi maior do que os IF obtidos com a HD;
isso ocorreu pelo aumento no %Mon, bem como pelo maior MLev (Kruskal-Wallis,
p < 0,05). Com a maior proporgéo de leveduras (20:1) o IF para a HDF foi menor do
que o controle, mas foi maior do que a HD (ANOVA, p < 0,05); a diferenga entre os
tratamentos dialiticos ocorreu pelo maior %Mon (ANOVA, p < 0,05).

Quando a fagocitose ocorreu pelos receptores para opsoninas houve maior
IF para a HDF com as concentragdes de leveduras 5:1 (Kruskal-Wallis, p < 0,05) e
20:1 (ANOVA, p < 0,05), ndo houve diferengas com o grupo controle (p > 0,05). O
MLev e o0 %Mon foram maiores para a HDF com ambas as concentracdes de
leveduras (5:1 e 20:1), na comparacdo com o HD (p < 0,05); o %Mon para a HDF
foi menor no grupo controle em ambas as concentragdes de leveduras (ANOVA, p
< 0,05), enquanto o TLev foi maior do que o controle para a maior proporc¢ao de
leveduras (20:1) (ANOVA, p < 0,05).
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Figura 16. Fagocitose de leveduras mediada por PMP (coluna da esquerda) ou por
opsoninas (coluna da direita). As células obtidas de individuos saudaveis ou com IRC,
depois de aderidas, foram incubadas com duas concentracfes de leveduras (5:1 ou 20:1).
Os resultados mostraram que os indices fagocitarios (IF) dos individuos tratados com a
HDF néo diferiram dos individuos higidos (controle) quando a fagocitose ocorreu pelos
receptores para PMP ou opsoninas e com 5:1 ou 20:1 leveduras (p < 0,001), enquanto que
para esses parametros, os |IFs foram menores para a HD (p < 0,001). Est&o representadas
as medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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4.8. Avaliacdo da producéo de radical superoxido por mondcitos

Para esta analise, os resultados foram expressos em percentual de células
gue fagocitaram as leveduras e que reduziram o sal de NBT. A figura 17 representa
os fagdécitos no ensaio de reducédo de NBT.

Para fins de comparacéao, foi avaliado também o nivel basal de reducéo das

células sem a ativagdo por meio da incubacdo com leveduras (Figura 18).

B

Figura 17. Fotomicrografias de fagocitos submetidos ao método de reducdo do NBT. As
células foram obtidas de individuos saudaveis (A) e portadores de IRC e submetidos a
dialise por HD (B) e posterior conversédo para a HDF (C). As setas indicam os fagdcitos que
nao fagocitaram as leveduras e reduziram o sal de NBT (citoplasma lilas). O circulo mostra
um fagécito com leveduras internalizadas, mas que ndo reduziram o NBT. Coloragéo
Giemsa 10%. Aumento 1000x.
A. Avaliacédo dareducédo basal NBT

Os resultados analisados pelo teste de ANOVA, seguido pelo método de
Student-Newman-Keuls, mostraram que os fagocitos obtidos de individuos
saudaveis e aqueles de pacientes com DRC tratados com HDF foram capazes de
reduzir o sal de NBT em mais de 40% quando comparados com o os fagécitos do
grupo HD de ~20% (p < 0,05). N&o houve diferenca entre a HDF e o0 grupo controle

(p > 0,05) (Figura 18 A).

B. Fagocitose com reducédo do NBT
Os resultados mostraram que os fagocitos obtidos de individuos com DRC
submetidos a ambos os métodos dialiticos apresentaram menor percentual de

fagocitos capazes de fagocitar e reduzir o sal de NBT comparados com individuos
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saudaveis (ANOVA, p < 0,05). Quando comparados os dois métodos de didlise, a
HDF causou aumento no percentual de fagdcitos que fagocitaram e reduziram o

NBT (ANOVA, P <0,05) (Figura 18 B).

C. Sem fagocitose e com reducgédo do NBT

Os resultados analisados pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn, mostraram que os fagocitos obtidos do grupo HDF aumentaram o percentual
de reducéo do NBT na auséncia da fagocitose, na comparagdo com o grupo HD (p
< 0,05). Nao houve diferenca significativa entre o controle basal e o grupo HDF (p

> 0,05), mas sim com o grupo HD (Figura 18 C).

D. Fagocitose sem reduc¢éao do NBT

Contrariamente aos resultados anteriores, o percentual de células que
fagocitaram as leveduras, mas néao reduziram o NBT foi maior na compara¢ao com
0 grupo controle, bem como o grupo HDF (Kruskal-Wallis, p < 0,05). N&o houve

diferenca entre a HDF e o controle (p > 0,05) (Figura 18 D).

E. Sem fagocitose sem reducéo do NBT
O percentual de células que néo realizaram fagocitose e nem reduziram o
NBT foi maior no grupo HD na comparagédo com o controle (Kruskal-Wallis, p <

0,05), mas néo diferiu na comparagéo com a HDF (p > 0,05) (Figura 18 E)

4.9. Quantificacéo dos corpusculos lipidicos em mondcitos/macrofagos

A formacéao de corpusculos lipidicos foi avaliada em mondcitos/macréfagos
aderidos em laminas de vidro, com ou sem leveduras para o estimulo das células.

Os resultados foram avaliados pelo teste de ANOVA e pelo Student-
Newman-Keuls e mostraram que a HDF diminuiu o IC na comparagédo com a HD,
pela reducdo na média dos CL/cél. Quando tratados com a HD, os individuos
apresentaram maior média de CL/cél do que no controle ou quando submetidos a
HDF (p < 0,05). Os resultados mostraram também que n&do houve diferenca entre
os grupos (controle, HD e HDF) quanto ao % células com CL (ANOVA, p > 0,05)
(Tabela 5).
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Figura 18. Percentual de células que reduziram o NBT. Os fagdcitos foram obtidos do
sangue periférico de individuos normais (controle) e portadores de DRC submetidos a HD
e depois com a HDF. Em A, tem-se a reducéo basal (células sem estimulo),em B, C, D e
Kells as células foram incubadas com S. cerevisae. Os resultados mostraram menor % de
fag. ndo estimulados que reduziram o NBT para a HD, comparado ao controle ou com HDF
(A) (ANOVA, p = 0,003), o mesmo foi observado para os fagocitos que reduziram o NBT e
nao fagocitaram (C) (Kruskal-Wallis, p = 0,007). O %céls que reduziram o NBT e
fagocitaram foi maior na HDF do que a HD, mas foi menor do que o controle (B) (ANOVA,
p <0,0001). Houve maior %céls que fagocitaram e ndo reduziram o NBT na HD, comparado
com HDF e com o controle (D) (Kruskal-Wallis, p < 0,0001). O % células que nédo
fagocitaram e ndo reduziram o NBT foi maior na HD, quando comparado ao controle (E)
(Kruskal-Wallis, p < 0,0001). Estédo representadas as medianas, quartis, valores maximos
e minimos.
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Tabela 5. Producéo de corpusculos lipidicos por mondécitos/macréfagos do sangue
periférico obtido de individuos portadores de DRC submetidos a HD ou HDF.

Estimulo - leveduras

Producéo de Basal (sem estimulo) sensibilizadas com soro
corplsculos lipidicos dos individuos
monaocitos/macréfagos

C HD HDF C HD HDF
o .
% Células  com | g0.0  ggig 9246 963 95:7 9743
corpusculos lipidicos
Media . de | 54 5+1 4£0 82 92 742
corpusculos/célula
indice corpuscular 444+92 448167 395445 796+156 814+275  635+151

C - Controle; HD — Hemodialise; HDF — Hemodiafiltracdo; Média de corpusculos/célula: C < HD > HDF (ANOVA, p = 0,018);
indice corpuscular: HD > HDF (ANOVA, p = 0,040).

4.10. Quantificagdo das citocinas

A producéo das citocinas foi quantificada no soro dos individuos com IRC
tratados com HD e posteriormente com a HDF; o soro de Individuos saudaveis foi
utilizado como controle.

A. Producédo de citocinas por monocitos/macréfagos

Para as citocinas inflamatdrias os resultados mostraram maior producéo de
IL-6 nas células dos individuos com IRC quando tratados com os dois métodos
dialiticos (HD e HDF), na comparacdo com o grupo controle (Kruskal-Wallis, p =
0,001). A producéo de FNT foi maior com a HDF do que com a HD (Wilcoxon, p =
0,007); ambos os métodos nao diferiram do controle (Kruskal-Wallis, p > 0,05). A
producdo de IL-2 e IL-17A néo foi afetada pelos métodos dialiticos (Kruskal-Wallis,
p > 0,05) (Figura 19 A, B, C, D).

Os resultados mostraram menor producao de IL-4 na HD na comparagao

com o controle (Kruskal-Wallis, p = 0,016) e com HDF (Teste t parado, p = 0,046).
N&o houve diferenga entre os grupos para a producao de IL-10 (Kruskal-Wallis, p
> 0,05) (Figura 19 E, F).

B. Producéo de INF-y por linfécitos
Os resultados mostraram nao haver diferencas na produgéo do INF-y entre
0s grupos controle, HD e HDF.
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Figura 19. Producéo de citocinas inflamatérias IL-2 (A), IL-6 (B), IL-17A (C) e TNF-a (D),
IL-4 (E) e IL-10 (F) por mondcitos/macréfagos e INF-y por linfocitos de individuos
saudaveis (controle) e de individuos com DRC tratados com HD e depois com HDF. Os
resultados analisados pelo teste Kruskal-Wallis e Wilcoxon, mostraram aumento de IL-6
com HD e HDF, comparado ao controle (p =0,001). A producdo de FNT foi maior na HDF
do que na HD (p = 0,007); HD ou HDF néo diferiram do controle (p > 0,05). A producéo de
IL-2 e IL-17A néo foi afetada pela HD ou HDF (p > 0,05). Houve menor producéo de IL-4
na HD do que o controle (p = 0,016) ou HDF (p = 0,046), mas nédo houve diferencas entre
0s grupos para INF-y (p > 0,05). Estdo representadas as medianas, quartis, valores
maximos e minimos.
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A figura 20 mostra a produc¢éo individual das citocinas nos individuos com
IRC tratados com HD e apds a conversdo para a HDF. Os resultados mostraram
correlacdo positiva para a producéo de IL-17A, FNT-a e IL-10 (Sperman, p < 0,05)
entre HD e HDF; para as demais citocinas ndo houve correlacdo entre os

tratamentos (Sperman, p > 0,05).
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Figura 20. Producao de citocinas inflamatérias IL-2 (A), IL-6 (B), IL-17A (C) e TNF-a (D),
IL-4 (E) e IL-10 (F) por mondcitos/macréfagos e INF-y por linfécitos de individuos com DRC
tratados com HD e posteriormente convertidos ao tratamento com a HDF. Os resultados
mostraram correlag&o positiva para a producédo de IL-17A, FNT-a e IL-10 (Sperman, p <
0,05) entre HD e HDF; para as demais citocinas ndo houve correlagdo entre os tratamentos
(Sperman. P > 0,05). Estdo mostrados os valores individuais.
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4.11. Sumério dos resultados

Tabela 6. Resumo dos resultados do estudo

Descricéo Resultado \(/jilor
Parametros p
Faixa etéria, peso seco, A peso seco, tempo de HD e proporgao -
) . . H=M > 0,05
Perfil dos entre 0s sexos X etiologia
individuos Proporcéo de acesso por FAV x doencas metabdlicas (DM e H>M <005
HAS)
HC, HG, VCM, HCM, ADE HD =~ HDF > 0,05
Hematdcrito e hemoglobina / Diabetes HD < HDF <005
Parametros | Hemoglobina / HAS HD > HDF ’
hematolégicos ) s, -
Leucometria, segmentados, linfécitos, monécitos e plaquetas HD = HDF > 0,05
Eritropoetina, indice de resisténcia a eritropoetina HD > HDF < 0,05
Ferritina, indice de saturagdo da transferina HD = HDF > 0,05
Marcadores | Glicose HDF > HD < 0,05
metabolicos
Triglicerideos, colesterol, HDL, LDL e NHDL HD = HDF > 0,05
Marcadores
ibnicos HCO3-, Na+, K+, Mg2+, PO43-, Ca2+, vitamina D e albumina HD = HDF > 0,05
e nutricionais
Marcadores de 1El0) D ([Pl =0
toxicidade | rgp HD=HDF | >005
Marcadores | Ferritina, paratormdnio HD = HDF > 0,05
inflamatérios
Fosfatase alcalina, B2-microglobulina, PCR HD < HDF < 0,05
Fagocitose por PMP (% Mon + MLev + IF) HD <HDF=C
% Mon. HD <HDF<C < 0,05
- Fagocitose por Opsoninas
C dad
fgggg;téariae MLev + IF HD < HDF = C
Producéo basal do O2 HD <HDF=C
y Com fagocitose e com producéo O, HD <HDF<C
Prr;)((jjilégla%d_o Sem fagocitose e com produgéo Oy HD <HDF=C < 0,05
2
Com fagocitose e sem producéo O, C<HD>HDF<C
Sem fagocitose e sem produgéo Oz HD > C = HDF
Produgéo de % Células com corpusculos lipidicos C =HD = HDF > 0,05
corpusculo Média de corpusculos/célula C <HD > HDF <005
lipidico indice corpuscular HD > HDF = C '
IL-2, IL-17A, IL10, INF-y C =HD = HDF > 0,05
5 IL-4 C>HD<HDF=C
Pro_dugao de <005
citocinas IL-6 C <HD e HDF
FNT C=HD <HDF=C | <0,05
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5. DISCUSSAO



5.1. Consideragfes sobre os individuos

Dada a auséncia de proporgéao significativa entre as etiologias da DRC e os
grupos feminino e masculino, pode-se afirmar que se trata de um grupo homogéneo,
0 que tem impacto na analise dos dados. Segundo Shah et al. (2018), as mulheres
apresentam menor probabilidade de utilizarem de FAV em relagido aos homens. Em
consonéancia com essa observacdo, os dados deste estudo mostram que houve
diferenca significativa na proporgéo de mulheres com DRC de etiologia metabdlica
utilizando FAV.

Esse dado pode ser explicado em virtude do menor calibre das veias da
populagdo feminina, além da acd@o estrogénica, a qual dificulta a maturacéo da
fistula arteriovenosa (Salmela et al. 2013). Além disso, ha a questdo da opgéo
pessoal, visto que a FAV tem maior repercussdo estética que o CVC (Shah et al.
2018). No sexo feminino, as trombofilias e a presenca de diabetes, assim como
demonstrado nesse estudo, também estao relacionados a uma diminuicédo da taxa
da paténcia de FAV priméaria (Salmela et al. 2013). A diabetes influencia a qualidade
da FAV tanto porque condiciona uma menor biodisponibilidade do 6xido nitrico, por
alterar sua producéo e a degradacgdo, como também, por ser um fator de risco para
ateroesclerose. Entretanto, ainda é controverso que a diabetes isoladamente seja
um fator que predisponha baixo sucesso na FAV, uma vez que as taxas de sucesso
na maturagéo de FAV séo semelhantes entre os pacientes com diabetes e 0s sem
diabetes, de acordo com Bashar et al. (2016).

A despeito do que foi demonstrado no grupo de pacientes estudados,
esperava-se que quanto maior fosse o tempo de HD, menor seria a prevaléncia de
FAV, em virtude de sua piora de condi¢é@o atribuida a meia vida do acesso e a
ocorréncia de trombose e estenose. Porém néo foi demonstrada essa correlacdo, o
que pode inferir que este grupo teve maior proveito dessa modalidade.

O elevado percentual de pacientes acometidos por doengas cronico-
degenerativas, principalmente DM tipo Il e HAS, ainda que o estudo ocorresse com
um grupo de n reduzido, merece atencdo. Esse dado reflete como a prevaléncia
desse tipo de doenca tem aumentado e, por conseguinte, como pode gerar
morbidade também do ponto de vista renal, levando pacientes & IRC e a
dependéncia TRS. Pode-se averiguar que, nesse estudo, a principal etiologia das

DRC foi DM tipo I, dados que concordam com a maioria dos paises, como 0S
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Estados Unidos (Collins et al. 2011). No entanto, segundo o Censo da Sociedade
Brasileira de Nefrologia de 2022, o principal diagnostico de base dos pacientes em
dialise no Brasil € a HAS, abarcando 34% dos pacientes, e depois o diabetes
mellitus, com 31%. Apesar do estudo de Aguiar et al. (2020) indicar a prevaléncia
de pacientes com DRC e DM tipo Il, cabe ressaltar que os dados desta pesquisa
foram obtidos por meio de autodeclaragdo dos pacientes, e ndo por diagnostico
clinico.

Neste estudo identificou-se também a prevaléncia do acometimento das
doencgas metabdlicas nos pacientes do sexo masculino, tal como Boehm et al.
(2019). Esse dado pode ser explicado pela maior atengédo aos cuidados com a
saude pela populacdo do sexo feminino, levando os homens no geral a adotarem
um estilo de vida menos saudavel e com menor atencdo a saude. Com base no
exposto, a reducéo da glicemia observada neste trabalho na figura 12 em pacientes
submetidos a HDF € de extrema importancia para a contencao e controle do avango
dessa comorbidade dentre os doentes renais cronicos.

Com relacdo a faixa etéria, € importante discutir a indicagdo de iniciar
hemodialise em pacientes mais velhos. Observou-se que, entre as mulheres, a
média de idade foi de 68 anos, e entre os homens, 64. Paises como Canad4 e Nova
Zelandia defendem como o tratamento conservador ndo dialitico, ou mesmo a DP
nos casos de TRS, pode ser mais proveitoso para a populacdo mais velha,
principalmente para pacientes que desejam manter a sua independéncia e poupar
0 tempo e o sofrimento que lhes custaria ao realizar HD (Mendes et al. 2017).
Convém ainda avaliar qual a sobrevida do paciente ao iniciar a TRS, tanto porque
pacientes idosos com funcéo renal comprometida tém maior tendéncia a vir a 6bito
por outros motivos, que nédo a IR, antes de decidirem se iniciam ou nao a terapia
(Rosansky et al. 2017).

5.2. Consideragfes sobre os parametros hematolégicos

Dentre as amostras analisadas neste estudo, observou-se um aumento da
hemoglobina (Hb) e hematdcrito (He) nos individuos com DM e redugdo da
hemoglobina nos individuos com HAS apos a conversédo de HD para HDF. Apesar
da variagdo, constata-se que ambos os resultados se mantiveram dentro da

normalidade preconizada por KDIGO, com a média de Hb de 11,2 e 11,2 nos grupos
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de individuos com diabetes e hipertensdo respectivamente. Pode-se considerar
uma padronizacéo dos niveis médios de hemoglobina atingindo a média do alvo em
ambos os grupos. Estes resultados séo promissores especialmente para 0s
individuos portadores de HAS, na qual valores mais elevados de Hb (12 a 15g/dL)
estdo associados a um maior risco de AVC, trombose de acesso vascular e AVE.
Valores de hemoglobina inferiores a 10g/dL em individuos portadores de IRC
representam anemia e, portanto, individuos com DM também s&o beneficiados
(Maduell et al. 2013; Wiecek & Piecha, 2015).

As amostras deste estudo evidenciam também uma reducéo significativa
na dose mensal de estimuladores de eritropoiese de 40.6 Ul para 22.9 Ul, além de
um decréscimo de 13.6 para 7.3 no indice de resisténcia & EPO nos individuos que
converteram seus tratamentos de HD para HDF. O indice de resisténcia & EPO esté
associado a inflamacéo cronica presente em portadores de DRC, na qual ocorre
alteragdo metabdlica da eritropoiese via citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1,
TNF-alfa e IFN-gama (Mcdougall & Cooper, 2002; Deicher et al. 2003).

Estudos prévios demonstraram que a HDF esté associada a uma reducao
da inflamacé&o cronica em individuos portadores de IRC por meio da eliminacdo de
moléculas maiores, tais como citocinas pré-inflamatérias. Dessa forma, haveria
impacto direto de reducgéo no indice de resisténcia a eritropoietina, permitindo doses
menores de estimuladores de eritropoiese em longo prazo (Syed-Ahmed e
Narayanan 2019; Mcdougall & Cooper, 2002; Deicher et al. 2003, Vaslaki et al.
2006). Em relacdo ao hematdécrito em individuos hipertensos, VCM, HCM, RDW,
leucocitos e plaguetas, ndo houve diferenca estatisticamente significativa dos
valores nas amostras dos pacientes com DRC ap0s a conversdo do tratamento

dialitico.

5.3. Consideragfes sobre os pardmetros bioquimicos e inflamatérios

A HDF é uma TRS que promove a filtracdo de moléculas de maior peso
molecular quando comparada & HD devido a combinagé&o dos processos de difuséo
e convecgdo. Com isso, ha a infusdo de um grande volume de fluido no sangue que
passara pelo filtro e a consequente formagdo de um ultrafiltrado (Canaud et al.
2018). Nao ha diferenca na capacidade de remog&do de moléculas de baixo peso

molecular entre as modalidades de HD e HDF (Blankestijn et al. 2018). Os dados
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deste trabalho mostraram alteragbes nos seguintes marcadores bioguimicos
quando ocorreu a conversdo do tratamento dos pacientes para HDF: redugéo
significativa dos niveis de 32-microglobulina e TGO, e aumento significativo dos
niveis de FAL e PCR.

A diminuicdo dos niveis dos marcadores supracitados na conversédo do
tratamento dialitico corrobora estudos na literatura que mostram que o clearence de
moléculas de médio peso molecular na HDF é responsavel pela reducdo dos
processos inflamatérios decorrentes da técnica dialitica, melhorando o estado geral
dos pacientes e as taxas de morbidade associadas a DRC (Canaud et al. 2018;
Blankestijn et al. 2018; Vilar et al. 2009).

O primeiro marcador que sofreu reducgéao significativa neste estudo foi a 32-
microglobulina. E descrito que os niveis desta proteina se elevam de 4 a 7 vezes
em pacientes com DRC (Karlsson et al. 1980; Pessoa et al. 2002) e, portanto, esta
redugdo observada nos pacientes deste estudo evidencia a importancia da
conversdo do método para o melhor tratamento dos doentes. Outros estudos
categorizam a [(2-microglobulina como biomarcador do estresse oxidativo,
inflamagéo e disfuncdo endotelial, mas que em pacientes tratados por HDF
apresentaram também reducdo significativa, independentemente do volume
convectivo aplicado (Agbas et al. 2018; Penne et al. 2010, Santoro et al. 2008).
Dessa forma, a reducao dos niveis de 2-microglobulina em pacientes submetidos
a HDF indica que a depuracéo de mais solutos com peso molecular médio pode ser
favoravel para reducéo dos processos inflamatdrios e condi¢ées clinicas negativas
associadas a DRC.

Outro marcador que também sofreu reducéo significativa com a HDF foi a
enzima hepatica TGO, também descrita na literatura como aspartato
aminotransferase (AST). Esta enzima hepética também é associada a maiores
taxas de mortalidade nos pacientes em estagios mais avancados de DRC (Ravel et
al. 2016). No entanto, é descrito que individuos com DRC que ja realizam HD ja
possuem as taxas dessa enzima mais baixas do que em individuos normais (Sette
& Lopes, 2014; Fabrizi et al. 2001). Apesar de alguns estudos como o de Weng et
al. (2016) relatarem que as taxas desta enzima nédo se alteram significativamente

em pacientes com DRC tratados por HDF quando comparados com HD, ainda sé&o
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necessarias mais evidéncias sobre o efeito da HDF neste marcador de dano
hepatico.

A hidrolase fosfatase alcalina (FAL) é responsavel por pela hidrélise e
catalise do fosfato inorganico, um potente inibidor endégeno da calcificacdo. E
também um pardmetro bastante investigado em pacientes renais como marcador
para risco cardiaco, especialmente naqueles com idade mais avancada (Shcoppet
& Shanahan, 2008; Li et al. 2014; Sciacqua et al. 2020).

Os niveis séricos de calcio, fosforo, paratormdénio (PTH) e FAL, dentre
outros marcadores envolvidos no metabolismo 6sseo, encontram-se alterados na
IRC, levando os individuos acometidos a piora da condi¢cdo renal, bem como
complicacbes associadas como baixa de vitamina D, perda da densidade mineral
0ssea, maior exposicao do individuo a fraturas ou ruptura de tenddes (Porto et al.
2016). Neste estudo os niveis séricos de FAL aumentaram significativamente no
tratamento com HDF no intervalo de 8 semanas. Este dado isoladamente n&o indica
restricdes clinicas para aplicacdo da técnica, visto que os niveis de PTH, fosforo,
calcio e magnésio (Figura 13) e vitamina D (Figura 14) ndo tiveram alteracéo
quando houve conversao da técnica de HD para HDF. Alteracbes em todos estes
marcadores combinados seriam indicativas de hiperparatireoidismo secundério,
uma das complica¢des da DRC (Porto et al. 2016). No entanto, apenas a alteracéo
na FAL isoladamente, e considerando a amostra de pacientes relativamente
reduzida ndo apresenta indicagdes significativas de descontinuagéo do tratamento
com HDF.

Outra alteracé@o observada nos pacientes submetidos & HDF foi o aumento
dos niveis de PCR. Esta proteina produzida pelo figado € um dos principais
marcadores relacionados aos processos inflamatorios, especialmente associada a
DRC (Jirka et al. 2006; Canaud et al. 2018).

Diferentemente do que foi observado neste estudo, a literatura que trata dos
parametros de pacientes para os quais houve converséo do tratamento de HD para
HDF tem indicado a reducéo dos niveis séricos de PCR (Vilar et al. 2009; Vaslaki,
et al. 2006; Filipoulos et al. 2008). No entanto, cabe ressaltar que este marcador
isoladamente n&o pode ser avaliado como indicio de estado iminente de inflamacéo
em curso e no periodo de avaliagdo do estudo ndo ocorreram alterac@es clinicas

significativas que justificassem o aumento do PCR.
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5.4. Consideragfes sobre a funcéo fagocitéria

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram que a HDF influenciou a
capacidade fagocitaria dos mondcitos pelo maior recrutamento para a fagocitose
mediada pelas opsoninas, aumentando-se com isso o indice fagocitario. Quando foi
avaliada a fagocitose por receptores de patégenos, ndo se observou diferenca
significativa no indice fagocitario em decorréncia da converséo da técnica dialitica.

A HDF tem sido associada a uma diminui¢&o do estado inflamatério na DRC
e uma melhora na fungdo dos granulécitos (neutrdéfilos) (Carracedo et al. 2006).
Estudos demonstram que diversas proteinas inibitérias dos granulécitos que ficam
retidas em pacientes urémicos, e que acabam contribuindo com maior incidéncia de
infeccdes, sdo depuradas pela técnica de HDF (Haag-Weber et al. 2000). A HDF
tem sido associada a uma diminui¢éo do estado inflamatério na DRC e uma melhora
na funcédo dos granulécitos (neutrofilos) (Carracedo et al. 2006), dessa forma, a
ativagdo dos fagocitos e normalizagéo da capacidade fagocitaria observada na HDF
reflita a depuracéo dessas moléculas.

Adicionalmente, correlacionando-se o aumento do indice fagocitario na
fagocitose mediada por opsoninas com o aumento dos niveis de PCR, pode-se
inferir que o aumento da PCR, estimule o aumento do indice fagocitario observado

nos pacientes tratados com HDF.

5.5. Considerag8es sobre a produc¢éo do radical superdxido

A menor producdo do radical superoxido (0O2*) pelos fagécitos dos
pacientes, quando tratados com a HD, € condizente com o maior risco a infec¢cdes
(Agbas et al. 2018; Syed-Ahmed e Narayanan, 2019). Nossos resultados mostraram
que 12 semanas de tratamento com a HDF aumentou a capacidade das células
produzirem o O2°* apés a fagocitose das leveduras, refletindo na melhoria da
capacidade de responder as infecgdes.

Klouche et al. (2017) em estudo recente com pacientes tratados por HDF
também mostraram que a técnica nédo induziu aumento dos marcadores de estresse
oxidativo. Nesse caso, € importante destacar mais um ponto de seguranca na
técnica como uma via de tratamento de doentes renais em substituicdo as outras
técnicas existentes, visto que muitos parametros estudados se equiparam aos

niveis de individuos normais.

50



5.6. Consideracgdes sobre a producao de corpusculos lipidicos

Os corpusculos lipidicos séo inclusdes citoplasmaéticas formadas por
triglicerideos e ésteres de colesterol, encontrados em fagdécitos, como mondcitos,
neutréfilos e eosindfilos em ndimero mais expressivo nos processos inflamatérios
(Bozza & Bandeira-Melo, 2005). Nessas organelas sdo encontradas diversas
proteinas e aminoacidos, citocinas e glicoproteinas envolvidas no crescimento
celular, inflamacéo e imunidade (Bosh et al. 2020).

Nosso estudo mostrou que a producéo basal de CL nao diferiu entre os
grupos, no entanto, quando as células foram estimuladas, houve aumento no total
de CL na HD, comparado ao controle, mas com a HDF houve retorno aos niveis do
grupo controle. A HDF diminuiu o indice corpuscular na comparagdo com a HD,
mostrando valores também semelhantes aos do grupo controle, constituido por
individuos saudéaveis. Essa diferenca pode ser justificada pela inibicdo dos
processos inflamatorios que antes eram ativados pela propria DRC e também pelo
método dialitico (HD) (Maduell et al. 2013).

5.7. Consideragfes sobre a producéo de citocinas e efeitos inflamatdrios na
HDF

Este trabalho também quantificou uma série de citocinas inflamatérias e
anti-inflamatérias em pacientes submetidos a HD e HDF, tanto para comparacao
com grupo controle de individuos saudaveis quanto para avaliacdo do efeito da
HDF analisando-se individualmente cada paciente que consentiu a conversao de
seu tratamento de HD para HDF. Na analise da producédo individual de cada
citocina, observou-se apenas um aumento na producdo da citocina inflamatoria
TNF-a e na citocina anti-inflamatéria IL-4. Chamou atenc¢do nestas medidas o alto
desvio padréo apresentado nos valores de IL-6 e IL-10, justamente as principais
citocinas pré e anti-inflamatorias estudadas na DRC e em seus tratamentos
dialiticos (Carracedo et al. 2006; Maduell et al. 2013; Klouche et al. 2017; Stenvinkel
et al. 2005; Agbas et al. 2018).

Tendo em vista 0 nimero reduzido de pacientes avaliados neste estudo e
considerando-se que ndo foram excluidas possiveis situagBes externas que
afetassem a medida das citocinas nestes individuos, avalia¢des futuras podem ser

feitas para refinamento dos dados. Além disso, ha na literatura estudos que também
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reportaram valores de citocinas como IL-10 e IL-6 inalterados na comparagéao entre
as técnicas dialiticas (Klouche et al. 2017; Ojeda et al. 2020). Esse fato
isoladamente pode também ser justamente um indicativo da seguranca da HDF
para o tratamento dos pacientes com DRC, visto que n&o alteraria sobremaneira
parametros tao sensiveis como estes marcadores inflamatdrios em pacientes que
j se encontram em processo patolégico.

No experimento utilizando a metodologia das amostras pareadas, ou seja,
na mensuracgéo dos niveis de citocinas do mesmo individuo que antes era tratado
com HD e que converteu seu tratamento para HDF, antes e ap0s a mudanga do
tratamento, observou-se uma ligeira redugdo na média de IL-10 e aumentos dos
niveis de IL-17A e TNF-a (Figura 23). A tabela 3, adaptada de Barbuto et al. (2009),
resume o papel das principais citocinas envolvidas na resposta imune. No caso da
IL-17A, uma de suas funcdes € estimular a producdo de outras citocinas
inflamatérias, como a propria IL-6, que apesar de ndo demonstrar valores alterados
neste estudo apresentou grandes variagcdes entre os pacientes. TNF-a, dentre
outras fungbes, é também responsavel por ativar células fagocitarias.
Provavelmente este dado pode estar correlacionado com o aumento do indice
fagocitario que também foi observado neste trabalho.

Esse estudo mostrou que a producdo basal de CL néo diferiu entre os
grupos, no entanto, quando as células foram estimuladas, houve aumento no total
de CL na HD, comparado ao controle, mas com a HDF houve retorno aos niveis do
grupo controle. A HDF diminuiu o indice corpuscular na comparagdo com a HD,
mostrando valores também semelhantes aos do grupo controle, constituido por
individuos saudaveis. Comparado ao grupo controle, tanto na HD quanto na HDF
houve aumento da producdo de IL-6 e na HD houve a reducdo da IL-4;
paralelamente, a HDF causou maior producéo de IL-4 e do FNT, na comparagéo
com a HD. Esses achados podem refletir o aumento da capacidade dos individuos
responderem as infecgdes, mas também a capacidade de modular a resposta

inflamatéria e anti-inflamatoéria.
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6. CONCLUSAO



Os resultados permitiram as seguintes conclusdes:

1. As etiologias mais prevalentes da DRC observadas no estudo foram DM tipo Il
(48%) e HAS (32%);

2. O tempo de médio de HD dos pacientes foi de 4,7+4,9 anos;

3. O tipo de acesso venoso predominantemente foi a fistula arteriovenosa (60%),
cateter de longa duracéo (36%) e prétese de politetrafluoroetileno (4%).

4. O peso seco (PS) médio dos individuos ao final da HD foi de 70,8+17,1 Kg, com
APS de 0.0+1.4 Kg.

5. Houve correlagéo negativa entre o tempo de HD e as idades;

6. A HDF reduziu a dose prescrita da eritropoietina, glicose, Aspartato
aminotransferase, B2-Microglobulina e indice de resisténcia & EPO, aumentou
a fosfatase alcalina e proteina C reativa; a HDF n&o alterou a Alanina
aminotransferase, triglicerideos, lipoproteinas (baixa e alta densidade), ions
(HCO3-, Na+, K+, Mg2+, PO43-, Caz2+), vitamina D, albumina, ferritina e
paratormonio;

7. A HDF aumentou o hematdcrito e a hemoglobina (Hb) nos diabéticos, reduziu
a Hb nos hipertensos e néo alterou a leucometria, o leucograma, o volume
corpuscular médio, a hemoglobina corpuscular média ou a amplitude de
distribuigédo dos eritrocitos nos individuos com HAS ou DM-II.

8. A HDF normalizou o indice fagocitario por receptores para os PMP ou por
opsoninas com 5 ou 20 leveduras/célula (C > HD < HDF), bem como normalizou
o indice corpuscular estimulado (C > HD < HDF);

9. A HDF aumentou TNF e produgéo de IL-4, quando comparada a HD;
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10. A HDF normalizou a producé&o basal de O.*, bem como, normalizou sua
producdo na auséncia de fagocitose, mas quando comparada a HD, HDF
aumentou a producdo de O.*, na presenca ou auséncia de ingestdo de
levedura.

O conjunto dos resultados desse estudo demonstrou que a
hemodiafiltracdo atuou na modulacdo positiva da resposta imunitaria inata dos
individuos com a doenca renal crénica, permitindo em alguns aspectos que esses
individuos apresentassem resposta similar a dos individuos higidos.

Considerando que a HDF é pouco utilizada no Brasil, sugere-se a
continuidade dos estudos para aprimorar os parametros da técnica e promover
maior visibilidade e aceitacdo pelos pacientes e comunidade médica, visando sua

futura implantacédo no sistema publico de saude.
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7. LIMITACOES E PERPECTIVAS



O estudo foi desenvolvido com técnicas validadas visando a avaliacdo da
reposta imune inata comparando os individuos em hemodialise, que posteriormente
foram tratados exclusivamente com a hemodiafiltragdo. Dada a complexidade
desse estudo clinico considera-se alguns aspectos que podem se constituir em
limitacdes.

Quanto a coleta das amostras sanguineas para 0s ensaios imunolégicos
considera-se que a distancia entre a clinica e o laboratério de imunologia celular da
Faculdade de Medicina (~7 km) imp0s dificuldades na execucdo dos ensaios,
sobretudo, porque esses deveriam ser realizados num prazo maximo de 60 minutos
apods a coleta. Assim, é possivel as variagfes nesse tempo tenham interferido nos
resultados dos individuos.

Considerando que os individuos desse estudo foram plenamente assistidos
por convénios privados de saude, eram bem nutridos e tratados num centro clinico
privado de exceléncia, é possivel que os resultados obtidos aqui ndo sejam
reproduzidos em unidades voltadas para individuos de menor poder aquisitivo.

Considerando que a substituicio dos equipamentos utilizados na
hemodialise pelos da hemodiafiltragdo a reprodutibilidade desse estudo na Clinica
Nephron de Brasilia ficou inviabilizada.

Como perspectivas advindas desse estudo sugere-se a continuidade dos
estudos clinicos para avaliar a resposta imunitaria inata de uma nova coorte de
individuos renais crénicos em centros de hemodidlise, tanto privado quanto publico
para correlacionar e comparar os dados epidemiol6gicos de ambos grupos.

Outro estudo de carater longitudinal para avaliar a resposta imunitaria inata
e adaptativa com de uma nova coorte de individuos tratados na Clinica Nephron de
Brasilia, com um intersticio temporal de 6 a 12 meses pode fornecer novos dados
para embasar a efichcia da hemodiafiltragdo no tratamento de individuos com a
DRC.

Considerando que nesse estudo a classificacdo quanto as comorbidades
ficou prejudicada pelo menor nimero de individuos, com excec¢do para a
hipertenséo arterial sistémica e diabetes, sugere-se novos com uma coorte de
individuos por cada comorbidade, para avaliar o papel da hemodiafiltracdo -
remocao de moléculas de menor tamanho - na resposta inflamatéria comum nas

diferentes comorbidades.
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Considerando que a hemodiafiltragéo restringe-se a poucas unidades de
tratamento, sugere-se que elaboracdo de cursos de extenséo voltados para a
equipe de empresarios, médicos, enfermeiros e técnicos de enfermagem, visando
a divulgar, mostrar os beneficios dessa técnica para os portadores da doenca renal

crbnica e popularizacé@o da técnica.
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9.2. FLUXOGRAMA DO ESTUDO CLINICO

CONSORT

TRANSPARENT REPORTING of TRIALS

Screened prior to eligibility
assessment (n =47)

[ sereened ]

- Excluded (n=10)

L

[ Enrollment ] Assessed for eligibility (n = 32)

Excluded (n = 15)

| g| * Lessthan 6 monthsoftherapy (n=2=6)
* Temporary vazcularaccess(n=4)

» Imsufficient blood pump flow (n=3)

l [ Allocation | l

Allocated to control(n = T7) Allocated to intervention (n = 25)
s Healthy mdrriduals (h=7) o Beceived trestment with HDF (n =23}
l [ Follow-Up ] l
Last of follow-up by waiver (n =10) Lost of follow-up (n = 0)
l [ Assessment ] l
Aszzeszed for i vitro immunological Aszessed for hematological biochemical
aszayz{n=7) and snmunological analysis(n=23)
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ABSTRACT

Background: Once a diagnosis of chronic kidney disease (CKD) stage 5 is confirmed, possible treatments include
kidney replacement therapies, such as hemodialysis (HD) and hemodiafiltration (HDF). HD removes low-molecu-
lar-weight molecules, while HDF purges small and large molecules, favoring the reduction of oxidative stress.
Objectives: This study evaluated the hematological, biochemical and immunological parameters of individuals
with CKD treated with HD who later converted to HDF.

Methods: This is a descriptive, retrospective and comparative study carried out with 25 individuals whose HD
treatment was later converted to HDF (convenience sample).

Results: Data were analyzed in blood samples (cells and serum). Patient’s etiologies were type Il Diabetes Mel-
litus (DM) (48%) and Systemic Arterial Hypertension (SAH) (32%). HDF reduced serum levels of erythropoietin
(EPO), glucose, aspartate aminotransferase, and f2-microglobulin and the EPO resistance index and increased
levels of alkaline phosphatase and C-reactive protein. HDF normalized the phagocytic index with 5 or 20 yeasts/
cell and normalized the stimulated corpuscular index but increased TNF and IL-4 production compared to HD.
Furthermore, HDF normalized the basal production of O, and its production in the absence of phagocytosis, but
when compared to HD, HDF increased the production of O, in the presence or absence of yeast ingestion.
Conclusion: Our results indicate that HDF is efficient in treating patients with CKD by improving most of immuno-
logical markers and maintaining the treatment efficacy. Considering that HDF is rarely used in Brazil, this a study
is suggested to promote greater visibility and acceptance of HDF among patients and the medical community,
aiming at its future implementation in the public health system.

Key Words: Blood cells; Biomarkers; Hemodiafiltration; Hemodialysis; Chronic Kidney Disease

INTRODUCTION

Chronic Kidney Disease (CKD) is commonly characterized by a
low glomerular filtration rate (<60 mL/min/1.73 m?) associated
with proteinuria, tissue damage in the kidneys and time of clin-
ical manifestation [1]. The National Kidney Foundation defined
CKD as an abnormality of kidney structure or function regard-

staging system based on the level of glomerular filtration rate
(Stages | to V) [2]. CKD has high mortality rates, making it a
challenge for public and private health systems worldwide [3).
In Brazil, it is estimated that 1.42% of the population has CKD
(4).

Among the available kidney replacement therapies (KRTs), he-

less of cause or specific clinical presentation and proposed a modialysis (HD) is widespread in Brazil, while hemodiafiltration
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