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RESUMO

Pacientes com doenca renal cronica (DRC) apresentam niveis séricos das enzimas ALT e
AST diminuidas em relacdo aos individuos saudaveis o que compromete o diagndstico,
seguimento e tratamento dos pacientes com DRC e doengas hepéticas cronicas. Tem-se
postulado que a gama glutamil transferase (GGT) poderia ser marcador disponivel e barato na
avaliacdo do estresse oxidativo (EO) que, associado com a inflamacdo e desnutrigdo,
determinariam maior morbimortalidade em pacientes com DRC. O objetivo deste estudo foi
avaliar os niveis séricos das enzimas ALT, AST e GGT, de marcadores de inflamagdo e de
EO em pacientes com DRC em tratamento conservador. No periodo de setembro de 2011 a
maio de 2012, foi realizado estudo com pacientes atendidos no ambulatério de DRC do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Os pacientes foram
classificados em estdgios da DRC, de acordo com a definicdo das diretrizes do Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI). Foram dosados ALT, AST e GGT;
marcadores de inflamacdo: proteina C reativa, ferritina e albumina e marcadores de EO:
TBARS, Tiol, Catalase e Carbonil. Foram avaliados 142 pacientes com DRC apresentando
idade média de 64,4 anos sendo 51,4% do sexo masculino. A média da TFG foi de 28,8
mL/min/1,73m?% Os pacientes apresentaram a seguinte distribuicdo conforme os estagios da
DRC: 16 (11,4%) pacientes estagio 5; 69 (49,2%) estagio 4 e 55 pacientes estagio 3 (39,2%).
Os niveis séricos de ALT e AST apresentaram reducdo proporcional a diminuicdo da TFG (p
= 0,006 e p = 0,049, respectivamente). Houve diminuicdo dos niveis séricos de ALT entre 0s
estagios iniciais quando comparados com os mais avancados da DRC (p < 0,03). N&o houve
associacao entre os niveis séricos de GGT ou dos marcadores de EO com a TFG ou com 0s
estdgios da DRC. Entre os marcadores de inflamacdo, observou-se correlagdo direta da
albumina (r = 0,26 e p < 0,001) e inversa da ferritina (r = -0,23 e p < 0,005) com a TFG, que
acompanhou a progressdo da DRC de acordo com os estagios.Portanto, as aminotransferases
apresentaram reducdo dos seus niveis séricos conforme a diminuicdo da TFG, no entanto, 0s
niveis de GGT ndo se alteraram com a evolucdo da DRC. Os marcadores de EO avaliados ndo
apresentaram correlacdo com a TGF, mas os niveis séricos de ferritina aumentaram e de
albumina diminuiram de acordo com a progresséo da DRC.

Palavras-chave: Aspartato aminotransferase. Alanina aminotransferase. Insuficiéncia renal

crénica. Gama-glutamiltransferase. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Patients with chronic kidney disease (CKD) have serum levels of liver enzymes ALT and
AST decreased compared to healthy individuals, which compromises the diagnosis,
monitoring and treatment of patients with CKD and chronic liver diseases. Additionally, it has
been postulated that the gamma-glutamyl transferase (GGT) may be an available and
inexpensive marker in the evaluation of oxidative stress (OS) that associated with
inflammation and malnutrition, determine higher morbidity and mortality in patients with
CKD. The aim of this study was To evaluate serum levels of liver enzymes ALT, AST and
GGT levels and markers of inflammation and OS in patients with chronic kidney disease
(CKD) on dialysis. The study was conducted from September 2011 to May 2012, with
patients in the CKD clinic of Hospital of the Federal University of Pernambuco (HC-UFPE).
Renal function was assessed by estimated glomerular filtration rate (GFR) using the formula
proposed by Cockcroft-Gault. Patients were classified into stages of CKD, according to the
definition of guidelines Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K / DOQI). Were
measured ALT, AST and GGT; markers of inflammation: C-reactive protein, ferritin and
albumin and markers of EO: TBARS, thiol, carbonyl and catalase. We evaluated 142 patients
with CKD presenting a mean age of 64.4 years and 51.4% of male patients. The mean GFR
was 28.8 mL/min/1.73m2. The patients showed the following distribution according to the
stages of CKD: 16 (11.4%) stage 5 patients, 69 (49.2%) stage 4 stage and 55 patients, 3
(39.2%). The serum levels of AST and ALT decreased in proportion to the decrease of GFR
(p = 0.006 and p = 0.049, respectively). There was a decrease in serum ALT levels between
early and advanced s stages of CKD (p <0.03). There was no association between serum GGT
and markers of EO with the TFG or the stages of CKD. Among the markers of inflammation,
we observed a direct correlation of albumin (r = 0.26 and p <0.001) and inverse of ferritin (r =
-0.23 p <0.005) with the TFG, which followed the progression of CKD according with the
stages. Aminotransferase showed a reduction in serum levels according to the decrease of
GFR, however, GGT levels were not altered by the development of CKD. EO markers
evaluated showed no correlation with TGF, but serum ferritin increased albumin and
decreased according to the progression of CKD.

KEYWORDS: Aspartate aminotransferase. Alanine aminotransferase. Chronic kidney

failure. Gamma-glutamyl transferase. Oxidative stress.
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1 APRESENTACAO

A doenca renal crénica (DRC) é uma condicdo clinica caracterizada por elevada
morbimortalidade e incidéncia crescente no Brasil e no mundo (CUSUMANO; GONZALEZ
BEDAT, 2008; LEVEY et al., 2007; NUGENT et al., 2011). Devido a diversos fatores,
pacientes com DRC em hemodialise (HD) apresentam menores niveis séricos de
aminotransferases do que aqueles com funcéo renal normal e este perfil pode comprometer o
diagnostico, manejo clinico e tratamento das doencas hepéticas nos pacientes com DRC
(CHIMATA et al., 1994; WOLF et al., 1972).

Durante a graduacgdo colaboramos para pesquisas que relacionaram enzimas hepéticas
com a DRC, principalmente, a alanina aminotransferase (ALT) em pacientes submetidos a
HD e suas implicacdes na deteccdo da agressao hepatica provocada pelo virus da hepatite C
(HCV), contemplando, portanto, a linha de pesquisa: Estudo clinico, diagndstico e terapéutico
das doencas do figado. Contribuimos para a elabora¢do de dois artigos intitulados: “Serum
alanine aminotransferase levels, hematocrit rate and body weight correlations before and after
hemodialysis session” (LOPES et al., 2009) e “Determination of the Cut-off Value of Serum
Alanine Aminotransferase in Patients Undergoing Hemodialysis, to Identify Biochemical
Activity in Patients With Hepatitis C Viremia” (LOPES et al., 2006).

Nestes dois estudos, constatou-se que 0s niveis séricos de aminotransferases eram
reduzidos nos pacientes com DRC em HD, mas surgiu a questdo: quando 0s niveis
enzimaticos comegam a diminuir? Realizou-se, portanto, revisdo da literatura e encontraram-
se poucos estudos avaliando os niveis séricos das aminotransferases ainda durante o

tratamento conservador da DRC, ou seja, na fase pré-dialitica.

Investigando a associagdo entre as enzimas hepéticas e a DRC, encontraram-se alguns
estudos que descreveram 0s niveis séricos de gama glutamil transferase (GGT) em pacientes
com DRC e que esta enzima poderia ser um marcador de estresse oxidativo (EO) nestes
pacientes, mas ainda faltavam evidéncias que comprovassem esta hipotese (POSTORINO et
al., 2008).
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Observou-se também que a medida que ha progressdo da DRC ocorre elevacao
proporcional da mortalidade, principalmente, cardiovascular (BAIGENT; BURBURY;
WHEELER, 2000; FOLEY; PARFREY; SARNAK, 1998; LEVEY, 2002) e alguns fatores
sdo determinantes para esta evolucdo, como a inflamacdo e o EO (HIMMELFARB et al.,
2002; KITIYAKARA et al., 2000).

Portanto, decidiu-se aplicar os conhecimentos adquiridos durante a graduagdo para
realizar estudo em pacientes com DRC em tratamento conservador e suas associagdes com as
enzimas hepaticas: aspartato aminotransferase (AST), ALT e GGT, com marcadores de EO e
de inflamacéo. O intuito era responder a pergunta “Qual o perfil dos niveis séricos das
enzimas hepaticas, dos marcadores de EO e de inflamacdo em pacientes com DRC em
tratamento conservador”, levantando-se a hipOtese de que 0s niveis séricos de
aminotransferases comecariam a diminuir ainda em estagios iniciais da DRC, que os de GGT
estariam elevados em decorréncia do aumento do EO e que a inflamacdo se acentuaria a
medida que ocorresse declinio da taxa de filtracdo glomerular (TFG) e que estas alteracdes

estariam, portanto, relacionadas aos estagios da DRC.

O objetivo geral desta dissertacdo foi avaliar os niveis séricos da ALT, AST, GGT, dos
marcadores de EO (TBARS, catalase, carbonil e tiol) e dos marcadores inflamatorios
(Ferritina, Proteina C reativa e albumina) em pacientes renais crdnicos em tratamento
conservador de acordo com a TFG e com os estagios da DRC. Os objetivos especificos foram
descrever os niveis séricos das enzimas hepaticas e dos marcadores de EO e de inflamacéo
conforme dados demograficos (sexo, idade, IMC) e clinicos (uso de medicamentos e
comorbidades) .

Esta dissertacdo de mestrado serd apresentada em forma de capitulos. No primeiro
constara o referencial tedrico, justificativa, objetivos e hipoteses da pesquisa, no segundo
capitulo, a metodologia empregada na pesquisa, no terceiro capitulo serdo apresentados os
resultados sob a forma de artigos e o quarto a concluséo e as consideragoes finais.

O primeiro artigo intitulado: “Niveis séricos de enzimas hepéticas em pacientes com
doenga renal cronica em hemodidlise: revisdo sistemdtica”, foi enviado para publicacdo na
revista CLINICS, fator de impacto 2.47, 1980-5322. Neste artigo foi realizada revisdo da
literatura com o objetivo de descrever os fatores que levam a reducdo das aminotransferases
em pacientes com DRC em HD, com e sem hepatites virais. A opc¢do de realizar revisdo
sistematica nos pacientes ja em HD ocorreu devido a escassez de estudos na literatura que
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abordassem o0s niveis séricos de enzimas hepaticas em pacientes com DRC ainda em
tratamento conservador.

O segundo artigo intitulado “A reducdo dos niveis séricos de aminotransferases é
proporcional ao declinio da taxa de filtracdo glomerular em pacientes com doenca renal
crénica em tratamento conservador:corte transversal”, serd submetido como artigo original
para a revista Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, fator de impacto 3.009. Neste
artigo o objetivo foi avaliar os niveis séricos das aminotransferases em pacientes com DRC

em tratamento conservador e suas relacdes com a TFG e os estagios da DRC.

O terceiro artigo intitulado “Marcadores de inflamacéo e de estresse oxidativo em
pacientes com doenca renal crénica em tratamento conservador”, sera submetido como
artigo original para a revista de Nefrologia ainda ndo determinada. Neste artigo o objetivo foi
avaliar os niveis séricos de marcadores de inflamacgdo e de estresse oxidativo em pacientes

com DRC em tratamento conservador e suas relacdes com a TFG e os estagios da DRC.

Ao final da dissertacdo foram realizadas consideracGes sobre o comportamento das
enzimas hepaticas, dos marcadores de estresse oxidativo e de inflamagdo nos pacientes com

DRC em tratamento conservador, assim como sugestdes para estudos futuros.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A DRC caracteriza-se pela perda progressiva e irreversivel da funcdo renal e apresenta
altas taxas de mortalidade devido, na maioria das vezes, a doenca cardiovascular (FOLEY;
PARFREY; SARNAK, 1998; LEVEY et al., 2003). E classificada em cinco estagios com
base na taxa de filtracdo glomerular (TFG) obtida por formulas matematicas através do peso,
sexo, idade e creatinina sérica (Tabela 1) (LEVEY et al., 2011).

Tabela 1. Classificagdo da DRC em estagios estabelecida pelo K/DOQI, 2002.

Estagio Funcao renal TFG (ml/min/1,73m?)
0 Grupo de risco: sem lesdo renal fungdo normal. > 90

Lesdo renal (microalbumindria, proteindria), funcdo preservada, com fatores de

1 risco. >90
2 Lesdo renal com insuficiéncia renal leve. 60-89
3 Lesdo renal com insuficiéncia renal moderada. 30-59
4 Les&o renal com insuficiéncia renal grave. 15-29
5 Lesdo renal com insuficiéncia renal terminal ou dialitica. <15

Esta classificacdo, estabelecida em 2002 pela National Kidney Foudation e publicada
em suas diretrizes Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI), é amplamente
utilizada e serve como alicerce para avaliacdo, estratificacdo de risco e acompanhamento dos
pacientes com DRC. Também auxilia em tomada de decisdes terapéuticas importantes como:
inicio de dialise, encaminhamento para transplante renal, acompanhamento nutricional e no
manejo clinico das complicacdes da DRC, como: anemia, doenga 6ssea e hipertensdo, entre
outras (LEVEY, 2002). A mortalidade destes pacientes é diretamente proporcional a
progressdao da DRC em seus diversos estagios, conforme a queda da TFG (KEITH et al.,
2004).

As enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
constituem marcadores de agressao ao hepatocito (PRATT; KAPLAN, 2000). Encontram-se
elevadas em diversas enfermidades como: nas hepatites cronicas virais (KATKOV, 1991),
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (SCHINDHELM et al., 2006), hepatite autoimune
(ALVAREZ et al., 1999), hemocromatose (ALLEN et al., 2008) e na doenca hepética
alcoolica (SORBI; BOYNTON; LINDOR, 1999). Estas enzimas auxiliam no diagndstico,

tratamento e seguimento dos pacientes, uma vez que refletem atividade inflamatoria no
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parénquima hepético (KIM et al., 2012; VILLELA-NOGUEIRA et al., 2005; WHITFIELD,
2001).

No entanto, pacientes com doenca renal crénica (DRC) em hemodialise (HD)
apresentam menores niveis sericos de aminotransferases do que aqueles com funcéo renal
normal o que pode comprometer o diagnostico, manejo clinico e tratamento destes pacientes
(GRESSNER; SITTEL, 1985; JUNG et al., 1981; LIBERATO et al., 2012; WOLF et al.,
1972).

Alguns fatores sdo implicados na reducdo dos niveis séricos da ALT e AST no
paciente com DRC em HD: hemodilui¢cdo encontrada nos pacientes antes da sessdo de HD;
menores niveis sericos de piridoxina e niveis mais elevados de homocisteina (HUANG et al.,
2002; LOPES et al., 2009; ONO; ONO; MATSUMATA, 1995). Nos pacientes com DRC em
HD e infectados pelos virus da hepatite B (HBV) ou hepatite C (HCV) outros fatores também
contribuem para a diminuicdo dos niveis séricos de aminotransferases, tais como: menor
viremia ocasionada pelo método dialitico, possivelmente pelo sequestro do virus pelo
dialisador; maior producdo de fator de crescimento do hepatédcito (HGF), induzida pela
dialise, que acelera a regeneracao hepatica e, finalmente, elevacdo dos niveis séricos de a-
Interferon enddgeno e a ativacdo linfocitaria que, em conjunto, diminuiriam a a¢do viral sobre
o tecido hepatico. (BADALAMENTI et al., 2003; MAIA et al., 2009; RAMPINO et al.,
1999). Consequentemente, para que haja maior acurécia no diagndstico de agressdo viral ao
hepatocito, alguns autores tém sugerido reducdo no limite superior da normalidade (LSN) da
ALT para niveis em torno de 60% dos limites de rotina. (GOUVEIA et al., 2004; GUH et al.,
1995; LOPES et al., 2006; MILOTIC et al., 2002).

No entanto, encontram-se poucos estudos avaliando o0s niveis séricos das
aminotransferases ainda durante o tratamento conservador da DRC, ou seja, na fase pré-
dialitica. De fato, Fabrizi e cols avaliaram pacientes com DRC antes do inicio de dialise e
observaram que 0s pacientes em tratamento conservador apresentavam niveis séricos de AST
e ALT diminuidos em relacdo aos controles saudaveis, porém maiores do que aqueles em HD
(FABRIZI et al., 2001).

Apesar da ocorréncia de fatores de risco tradicionais (como diabetes, hipertensao
arterial sisttmica e dislipidemia) ser elevada em pacientes com DRC, a extenséo e severidade
das complicacGes cardiovasculares sdo claramente desproporcionais quando se avalia o perfil
de risco destes pacientes. E sabido que fatores de risco cardiovasculares ndo tradicionais
como: inflamagdo, desnutricdo e estresse oxidativo (EO), promovem e aceleram a
aterosclerose nestes pacientes (CHEUNG et al., 2000; STENVINKEL, 2003).
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Na prética clinica, alguns marcadores bioldgicos auxiliam no acompanhamento dos
pacientes com DRC como: ferritina (inflamacdo e estoques de ferro), proteina C reativa
(inflamacéo) e albumina (inflamacé&o e estado nutricional) (ABRAHAM et al., 2009; LEVEY,
2002).

O EO pode ser definido como um distdrbio entre a producédo de substancias oxidantes
e antioxidantes, favorecendo a primeira. Este desequilibrio leva a oxidacdo de
macromoléculas e lesdo tecidual com consequente disfuncdo organica. As substancias
oxidantes sdo altamente reativas e, portanto, apresentam meia vida plasmaética curta, 0 que
torna sua quantificacdo dificil. Em resposta a esta dificuldade técnica, a medic¢éo do EO faz-se
por meio de quantificagdo de macromoléculas oxidadas como: lipideos, carboidratos,
proteinas, aminoéacidos e DNA (HIMMELFARB; HAKIM, 2003).

O dano celular provocado pelo EO em pacientes com DRC pode ser avaliado através
da dosagem dos niveis séricos de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Essas
substancias estdo relacionadas a peroxidacao lipidica de membranas celulares e ao maior risco
cardiovascular em pacientes com DRC em hemodiélise (COSTA-HONG et al., 2009).

Outras formas de avaliar o0 EO nestes pacientes é pela dosagem dos niveis séricos de
carbonil (expressa lesdo oxidativa a proteinas), catalase (substancia antioxidante) e tiol
(substancia antioxidante) que apresentam alteracGes séricas proporcionais a perda da funcéo
renal (AVELES et al., 2010; COSTA-HONG et al., 2009; ONGAJOOTH et al., 1996).

De fato, comparando os niveis plasmaticos de TBARS em individuos saudaveis e em
pacientes com DRC em tratamento conservador (pré-dialise), Khaira e cols constataram que
ocorre elevacdo dos niveis plasmaticos de TBARS a medida que ocorre progressdo dos
estagios da DRC. Nos individuos saudaveis a média de TBARS (nM/mL) foi 1.51 £ 0.36, ja
nos pacientes com DRC nos estagios 3 e 4 foi 4.63 £ 1.17 (p < 0,0001) e no estagio 5, 5.94 +
2.94 (p <0,0001) (KHAIRA et al., 2011).

Da mesma maneira, Aveles e cols, avaliando 68 pacientes com DRC em tratamento
conservador, demonstraram que 0s niveis plasmaticos de carbonil apresentaram elevacéo a
proporcao da progressdo da DRC em estagios. Os niveis plasmaticos de carbonil (nmol/mg
albumina) em pacientes com DRC estégio 5 (2,2 £ 1,6) foram maiores em relacdo ao estagio 2
(0,8 £ 1,3; p = 0,003), estagio 3 (1,2 = 0.9, p = 0,015) e estagio 4 (1,0 + 0,7, p = 0,011) e
apresentaram correlacdo negativa com a TFG (r = 0,26, p < 0,05) (AVELES et al., 2010)

O teor de tiol total tambem foi avaliado por Aveles e cols que demonstraram queda

dos niveis plasmaticos conforme a progressdo da DRC. Desta maneira, 0s niveis plasmaticos
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de tiol (nmol/mg/albumina) nos pacientes com DRC estagio 5 (7,9 = 2,5) foram
significativamente menores em relacdo ao estagio 2 (9,8 + 3,5; p = 0,05) e estagio 3 (9,9 +2,;
p = 0,03) e demonstraram correlacdo positiva com a TFG (r = 0,25, p < 0,05) (AVELES et
al., 2010).

A catalase ¢ uma enzima que converte peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio
molecular e, portanto, tem acdo antioxidante. Avaliando 32 pacientes com DRC estagio 4 e 67
voluntarios saudaveis, Puchades Montesa e cols encontraram niveis plasmaticos de catalase
(U/g/proteina) significativamente menores nos pacientes com DRC 181,3 + 22,7 em relacédo
aos controles 260,1 + 39,3 (p < 0,0001) (PUCHADES MONTESA et al., 2009).

No entanto, ndo existe padronizacdo das técnicas laboratoriais de avaliacdo do EO
cujas analises sdo realizadas apenas em laboratorios sofisticados, devido aos complexos
métodos de mensuracdo e aos elevados custos (LEE; BLOMHOFF; JACOBS, 2004).

Na prética diaria, a GGT vem sendo utilizada tanto como marcador sérico na avaliagdo
de alteracOes das vias biliares quanto no consumo de alcool e outras drogas (LEE et al., 2007).
No entanto, recentemente, tem-se postulado que a GGT poderia se tornar um meio simples e
pratico para a avaliacdo do EO (LEE; BLOMHOFF; JACOBS, 2004; LEE et al., 2003).

A GGT esta presente na superficie celular e tem como fungéo catabolizar a glutationa,
principal antioxidante nos seres humanos (POSTORINO et al., 2008). Niveis séricos elevados
de GGT tém sido associados ao elevado risco cardiovascular observado em pacientes com
DRC em hemodialise (HD), assim como na populacao obesa e diabética e confere maior risco
cardiovascular na populacdo geral (CEBALLOS-PICOT et al., 1996; LEE et al., 2004;
POSTORINO et al., 2008; RUTTMANN et al., 2005).

Adicionalmente, estudos epidemioldgicos evidenciaram que 0s niveis séricos de GGT
estdo relacionados ao risco de desenvolver DRC, como revelado em estudo de coorte
realizado com 10.337 adultos ndo diabéticos e ndo hipertensos onde a GGT foi fator preditor
isolado para o desenvolvimento de DRC (RYU et al., 2007).

Da mesma maneira, em estudo com 13.188 pacientes, Targher e cols observaram, apés
andlise multivariada, que a elevagdo dos niveis séricos de GGT estava diretamente
relacionada a presenca de DRC (OR 1.78). Estes autores também ressaltaram que a elevagédo
dos niveis sericos de GGT, quando subclassificada em quartis, era proporcional a perda da
funcéo renal (TARGHER et al., 2010).

Porém, ndo se sabe se o0s niveis séricos de GGT apresentam relacdo com a disfuncéao
renal quando aplicada a classificacdo proposta pelo K/DOQI ou se apresenta associacdo com a

elevacdo do EO nos pacientes com DRC.
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2.1 JUSTIFICATIVA

Os niveis séricos de aminotransferases encontram-se diminuidos em pacientes com
DRC em hemodialise e isto compromete o manejo clinico e terapéutico das doencas hepaticas
nestes pacientes. Entretanto, ndo esta bem estabelecido na literatura se os niveis séricos destas
enzimas comecam a diminuir em estagios iniciais da DRC, ou seja, ainda na fase pré-dialitica.

A identificacdo do momento do inicio da reducdo dos niveis séricos destas enzimas
poderia, portanto, auxiliar no esclarecimento dos motivos que levam queda destas enzimas
nos pacientes com DRC. Além disso, a identificacdo do inicio da reducdo dos niveis séricos
de aminotransferases poderia ajudar na preven¢do da queda e na manutengdo dos niveis em
patamares anteriores a DRC.

A DRC apresenta elevada morbimortalidade devido, em parte, a alta prevaléncia de
fatores de riscos néo tradicionais como a inflamacéo, que pode ser mensurada por meio de
marcadores bioquimicos amplamente disponiveis (proteina C reativa, ferritina e albumina), e
ao EO que, por sua vez, é de dificil quantificacdo devido a falta de padronizacdo dos métodos
e aos custos elevados para sua mensura¢do. Uma forma simples e disponivel para avaliar o
EO poderia através da dosagem da GGT, ja que, esta enzima é cofator na metabolizacéo da
glutationa, principal antioxidante dos seres humanos e que seu aumento estaria relacionado ao
risco de desenvolver DRC. A GGT poderia, portanto, auxiliar a melhor identificar os

pacientes com DRC com niveis elevados de EO.
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2.2 OBJETIVO GERAL:

Avaliar os niveis séricos das enzimas hepéticas (ALT, AST e GGT), dos marcadores
de estresse oxidativo (TBARS, catalase, carbonil e tiol) e dos marcadores
inflamatorios (ferritina, proteina C reativa e albumina) em pacientes com doenga renal

crbnica em tratamento conservador.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar a associacdo entre 0s niveis séricos das enzimas hepaticas (ALT, AST e GGT)
com a TFG e com os estagios da DRC

Avaliar a associacao entre 0s niveis séricos dos marcadores de inflamacéo (ferritina,
proteina C reativa e albumina) com a TFG e com os estagios da DRC

Avaliar a associagdo entre os niveis séricos dos marcadores de EO (TBARS, catalase,
carbonil e tiol) com a TFG e com os estagios da DRC

Caracterizar a amostra quanto aos dados demograficos e clinicos

Descrever 0s niveis séricos das enzimas hepéticas e dos marcadores de EO e de
inflamacédo de acordo com dados demograficos e clinicos.

Correlacionar os niveis séricos dos marcadores de estresse oxidativo com os de GGT.
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2.4 HIPOTESES

— Os niveis séricos de AST e ALT estdo reduzidos em pacientes com DRC em
tratamento conservador

— Existe correlacdo entre os niveis séricos de ALT e AST com a TFG e com 0s estagios
da DRC.

— Os niveis séricos de GGT encontram-se elevados em pacientes com DRC em virtude
da elevacdo do EO que ocorre na doenca renal.

— As alteragdes dos niveis séricos de EO sdo proporcionais aos estagios da DRC e o
declinio da TFG.

— Os niveis séricos dos marcadores de inflamagdo sistémica se alteram a medida que

ocorre declinio da TFG e progressao dos estagios da DRC.



3 METODO

PACIENTES ATENDIDOS NO
AMBULATORIO DE DRC DO HOSPITAL DAS
CLINICAS-UFPE

l

CRITERIOS DE INCLUSAO

e MAIOR 18 ANOS

e DOENCA RENAL CRONICA

o 2 3 MESES DE ACOMPANHAMENTO
AMBULATORIAL

CRITERIOS DE EXCLUSAO

e PACIENTES COM HEPATITES VIRAIS OU HIV
e PORTADORES DE DOENCA HEPATICA CRONICA

e ETILISMO ATIVO

e GESTANTES OU PUERPERAS

e DOENCA INFECCIOSA MANIFESTA OU USO DE ANTIBIOTICOS

!

CONVOCAGAO DOS PACIENTES E ORIENTAGCAO COM APLICACAO DO
CONSENTIMENTO INFORMADO

ENTREVISTA (APLICACAO DE QUESTIONARIO)

DADOS GERAIS

DADOS ANTROPOMETRICOS

DADOS DE MORBIDADES

RESULTADOS DE EXAMES PREVIOS
ESTADIAMENTO DA DOENCA RENAL CRONICA
COLETA DE EXAMES

o vk wWwNR

25



26

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

O projeto de pesquisa foi elaborado no programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da
Salde da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e desenvolvido no ambulatério de
DRC do Servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas (HC) da UFPE. Este ambulatério é
referéncia estadual no tratamento de pacientes com DRC no estado de Pernambuco,
principalmente, da regido metropolitana do Recife. Neste ambulatério o atendimento é
realizado por médicos nefrologistas, residentes e estudantes de medicina, sob superviséo de
preceptores. O atendimento é realizado semanalmente, em prontuério préprio e segue rotinas
e protocolos de tratamento especificos do servigo. Sdo atendidos cerca de 20 pacientes

semanalmente.

3.2 POPULACAO DO ESTUDO

A populacdo estudada foi composta por pacientes do Sistema Unico de Satde
acompanhados no ambulatério de DRC do HC-UFPE e vinculados ao Servigo de Nefrologia.
Estes pacientes foram encaminhados de diversos servi¢os do estado e da prépria instituicdo
para acompanhamento nefrolégico. Foram convocados para avaliagdo todos 0s casos
atendidos no periodo de setembro de 2011 a maio de 2012 e que preenchiam os critérios de

inclusdo do estudo.

3.2.1 Critérios de Incluséo

1.1 Pacientes com TFG menor do que 60 mL/min/1,73m?
1.2 Pacientes maiores de 18 anos
1.3 > 3 meses de acompanhamento ambulatorial

3.2.2 Critérios de Excluséo
1.1 Gestantes, puérperas
1.2 Portadores de hepatites B, C ou HIV
1.3 Portadores de doenga hepética cronica documentada
1.4 Etilismo ativo

1.5 Doenca infecciosa manifesta ou uso de antibidticos
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3.3 DEFINICAO E CATEGORIZACAO DE VARIAVEIS

a. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS: foram aferidos o peso e altura em uma mesma

balanca, do ambulatorio de DRC, por auxiliar de enfermagem treinada.

a.

INDICE DE MASSA CORPOREA (IMC): razo entre 0 peso e a altura®.
a. ABAIXO DO PESO: IMC < 18,5 kg/m?.
b. PESO NORMAL.: IMC entre 18,6-24,9 kg/m?.
c. SOBREPESO: IMC 25-29,9 kg/m?.
d. OBESIDADE GRAU I: IMC 30-34,9 kg/m?.
e. OBESIDADE GRAU II: IMC 35-39,9 kg/m?.
f. OBESIDADE GRAU I11: IMC 40 kg/m?.

b. MEDIDAS LABORATORIAIS: realizadas no analisador quimico COBAS C501
ROCHE.

a.

CREATININA SERICA: realizada pelo método de jaffé automatizado
medida em mg/dL; valores de referéncia (VR) homens 0.7-1.2 e mulheres 0.5-
0.9.

GAMA GLUTAMIL TRANSFERASE (GGT): VR até 60U/L para homens
e até 40 U/L para mulheres.

ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT): VR em homens até 41 U/L e
em mulheres até 33 U/L.

ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST): VR entre 15-37 U/L em
ambos 0s sexos.

ALBUMINA: VR entre 3,5 até 5,2 g/dL

PROTEINA C REATIVA ULTRASSENSIVEL: VR até 0,5 mg/dL
FERRITINA: VR homens de 30-400 mg/dL; mulheres acima de 50 anos 30-
400 mg/dL e abaixo de 50 anos 15-150 mg/dL.

c. MEDIDAS DO ESTRESSE OXIDATIVO
a. AVALIACAO DAS ESPECIES REATIVAS AO ACIDO

TIOBARBITURICO (TBARS)
i. As amostras de plasma foram homogeneizadas em tampéo de fosfato
50 mM, utilizando um homogeneizador Potter-Elvehjem. Uma aliquota

(200 mL) foi misturada ao &cido tricloroacético a 15% (400 mL) e
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centrifugadas 10 min (4000 xg) e o sobrenadante foi misturado com
igual volume de &cido tiobarbitdrico 0,67%. Esta solucdo foi aquecida
em banho de agua durante 30 min e as dosagens do TBARS foram
determinadas por absorbancia a 535 nm. O teor de proteinas foi
avaliada por ensaio de Lowry, e os resultados foram expressos como
nmol de TBARS / mg de proteina.
b. PROTEINAS CARBONILADAS (CARBONIL)
i. O dano oxidativo de proteina foi medido através da determinacdo de
grupos carbonil, com base em uma reacdo com dinitrofenilhidrazina
(DNPH). As proteinas foram precipitadas por adi¢cdo de 20% de &acido
tricloroacético e reagiu com DNPH. As amostras foram, em seguida,
redissolvidas em cloridrato de guanidina 6M e os conteudos de carbonil
foram determinadas por medigdo da absorbancia a 370 nm usando um
coeficiente de absor¢cdo molar de 22.000 M.
c. CATALASE
i. Para determinar a atividade da catalase, o plasma foi homogeneizado
em tampdo fosfato 50 mM e a suspensado resultante foi centrifugada a
3000 xg durante 10 min. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio
enzimatico. A atividade da catalase foi medida pela taxa de diminuicdo
da absorbancia de peroxido de hidrogénio a 240 nm e expressa em U /
mg de proteina.
d. TIOL
i. O teor de tiol total no plasma foi determinado utilizando o método 5,5-
ditiobis  (2-nitrobenzéico)  (2-nitrobenzoéico) (DTNB). Foram
misturados 30 pL de plasma a 1 ml de tampéo fosfato-salino (PBS) / 1
mM EDTA (pH 7,5). A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 30ul de
solucgéo de estoque 10 mM de DTNB em PBS. As amostras de controle,
que ndo incluem DTNB ou proteina, foram executados
simultaneamente. ApoOs a incubacdo durante 30 min a temperatura
ambiente, a absorbancia a 412 nm foi medida e os valores de DTNB

formado (equivalente a quantidade de tiol total) foram calculados.

d. CALCULO DA TAXA DE FILTRACAO GLOMERULAR
a. COCKROFT-GAULT (CG)(mL/min):
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(140-1dade) x Peso (Kg) / 72 X Creatinina sérica (mg/dL)
sexo feminino multiplicar por 0,85
(COCKCROFT; GAULT, 1976)

CALCULO DA SUPERFICIE CORPOREA (SC) (m?):

0,007184 X (Altura (cm) ®"%) X (Peso (kg))***®
(DU BOIS, 1916)

COCKROFT-GAULT CORRIGIDO PELA SUPERFICIE CORPOREA
(mL/min/1,73m?):

a.

1,73 X CG/SC

. VARIAVEIS CLINICAS

DOENCA RENAL CRONICA: lesdo renal estrutural ou funcional ou taxa de
filtracdo glomerular menor do que 60 mL/min/1.73 m? por 3 meses ou mais
(LEVEY, 2002).
ESTAGIOS DA DOENCA RENAL CRONICA (mL/min/1,73m?)

a. ESTAGIO 1: depuracéo de creatinina > 90

b. ESTAGIO 2: depuracio de creatinina 60-89

c. ESTAGIO 3: depuracéo de creatinina 30 — 59

d. ESTAGIO 4: depuracéo de creatinina 15 — 29

e. ESTAGIO 5: depuracéo de creatinina < 15 (ou dialise)

(LEVEY, 2002)

DOENCA HEPATICA CRONICA: histéria de esquistossomose
hepatoesplénica, cirrose alcodlica ou viral, hepatite autoimune, doenca
hepética de depo6sito ou doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica conhecida.
DOENCA INFECCIOSA MANIFESTA: processo agudo infeccioso,
manifesto clinicamente, e com duragdo menor do que 30 dias.
DISLIPIDEMIA: uso de estatinas e/ou colesterol LDL > 100 mg/dL e/ou
colesterol total > 200mg/dL
TABAGISMO: consumo de tabaco ativo.
EX-TABAGISTA: historia prévia do consumo de tabaco.

h. ETILISTA ATIVO: consumo de alcool maior que 210 g/ semana para

homens ou 140 g/ para mulheres conforme defini¢do da Organizagdo Mundial
da Saude. Sendo 10-15g de alcool equivalente ao consumo de 350 ml de
cerveja, 150 ml de vinho ou 40 ml de bebida destilada (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2004).
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i. DIABETES: uso de antidiabético oral ou insulina; glicemia de jejum maior do
que 126 mg/dL em pelo menos duas ocasides ou hemoglobina glicada maior
do que 6,5% (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).

j. HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA: uso de medicamentos anti-
hipertensivos ou presséao arterial sistémica maior ou igual a 140 x 90 mmHg.

k. HISTORIA FAMILIAR DE DOENCA RENAL: parente até de segundo

grau, com disfuncéo renal ou doenca parenquimatosa conhecida.
3.4 COLETA DE DADOS E AVALIAC}AO CLINICA

No periodo de setembro de 2011 a maio de 2012, foi realizado estudo transversal com
pacientes maiores de 18 anos atendidos no ambulatério de DRC do HC-UFPE. Os pacientes

foram selecionados consecutivamente por critério cronolégico de chegada ao ambulatorio.

Apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido e preenchimento do
questionario que continha dados demogréficos, socioecondmicos, antropométricos e clinicos,
os pacientes foram submetidos a coleta de sangue no membro superior ndo dominante a fim

de ndo comprometer a confeccdo da fistula arteriovenosa para hemodialise.

Foram coletados 10 mL de sangue em dois tubos secos com 5 mL cada. Estes foram
centrifugados e o soro armazenado em trés eppendorfs de 1 mL, sendo dois em freezer a -20
°C para as dosagens bioquimicas e um a — 80 °C para afericdo dos marcadores de EO:

TBARS, carbonil, tiol e catalase.

Os testes bioquimicos foram realizados pelo método cinético automatizado no
analisador quimico COBAS C501 ROCHE, no Laboratério Central do HC-UFPE e incluiam:
gama-glutamiltransferase ~ (GGT); alanina  aminotransferase =~ (ALT);  Aspartato

aminotransferase (AST); albumina; ferritina; proteina C reativa ultrassensivel e creatinina.

Quando indicado, os resultados dos testes foram normatizados por género e sexo,
calculando a razdo do valor encontrado pelo método e o limite superior da normalidade
(LSN). Foram excluidos das analises de GGT, ALT ou AST 0s pacientes que apresentavam
valores desses marcadores maiores do que cinco vezes o LSN. Pacientes em uso corrente ou
nos ultimos 30 dias de ferro oral ou venoso foram excluidos das andlises de ferritina sérica
conforme sugerido nas diretrizes do Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI).

Os dados foram armazenados utilizando-se planilha do Microsoft Office Excel 2007 ®.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi realizada descricdo da populacdo por meio da distribuicdo de
frequéncia, quando a variével era do tipo categorica, e calculadas as médias e desvios padrdes,
qguando a variavel era quantitativa. Foi aplicado o teste de normalidade de Komogorov-
Smirnov e, quando houve distribuicdo ndo normal, as dados foram expressos em mediana e

respectivos quartis.

Foram aplicados na comparacdo das medias quando a varidvel era categodrica e
apresentava distribuicdo normal, o teste t de student (até 2 variaveis) ou ANOVA seguida do
pos-teste de Bonferroni ( > 2 varaveis).

Na avaliacdo das correlagdes, para as variaveis com distribuicdo normal foi calculada
a correlacdo de Pearson, caso contrario a de Spearman. Na comparacdo das varidveis
categoricas foi utilizado o teste Qui-Quadrado de Pearson. Todos os testes foram analisados
assumindo significancia de 5 % (p < 0,05). O software utilizado para a analise foi 0 STATA
versdo 12.0.
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3.6 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi realizado apds ter sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob o registro nimero
335/11, CAAE 0314.0.172.000-11, de acordo com os preceitos estabelecidos na resolugdo n°
196/96 do Conselho Nacional de Saide. (ANEXO-A)

N&o houve qualquer tipo de remuneracdo ou privilégio para aqueles que optaram em
participar da pesquisa. Os pacientes que apresentaram niveis séricos elevados das enzimas

hepéticas foram encaminhados ao ambulatdrio de hepatologia para devida investigacao.
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4 CONCLUSOES

Nesta dissertacdo foi observado que os niveis séricos de ALT e AST apresentaram
correlagéo positiva com a TFG e a ALT apresentou diminui¢do de acordo com a progresséo
da doencga renal. Além disso, observou-se elevacdo dos niveis séricos de ferritina e reducéo
dos de albumina conforme o declinio da TFG e a progressdo da DRC.

Possivelmente, as causas que levam a diminuicdo das aminotransferases séo de
etiologia multifatorial e estes marcadores devem ser avaliados com cautela em pacientes com
DRC em tratamento conservador e doencas hepaticas. Sugere-se, portanto, novos estudos
para avaliar qual seria os limites superiores da normalidade para melhor avaliar estes
pacientes.

N&o foi observada alteracdo dos niveis séricos de GGT de acordo com a piora da TFG
ou com os estagios da DRC. Provavelmente, esta enzima sofre influencias de outros fatores
como uso de medicamentos e presenca comorbidades..

N&o se observou associacao entre os marcadores de EO avaliados com o niveis séricos
de GGT ou com a TFG. Novos estudos utilizando marcadores de EO como a glutationa ou
glutationa peroxidase poderdo demonstrar tal associacao.
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RESUMO

OBJETIVO: realizar revisdo sistematica sobre 0s niveis séricos das enzimas hepéticas:
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gamma-glutamil
transferase (GGT) em pacientes com doenca renal cronica (DRC) em hemodialise (HD).
METODOS: Foram realizadas buscas de artigos originais em pacientes adultos com DRC em
HD, publicados até janeiro de 2013, que continham os termos: “transaminases”; “aspartate
aminotransferase”; “alanine aminotransferase”; “gamma glutamyl transferase”; “liver
enzymes” AND “dialysis” OR “hemodialysis”.

RESULTADOS: Foram encontrados 823 artigos. Apos avaliacdo de critérios de incluséo e
exclusdo foram selecionados 49 artigos. Verificou-se que os pacientes com DRC em HD
apresentam niveis séricos reduzidos de aminotransferases decorrente da hemodiluicdo; dos
menores niveis de piridoxina ou dos niveis elevados de homocisteina. Pacientes com DRC em
HD infectados pelo virus da hepatite C (HCV) também apresentam niveis séricos de
aminotransferases diminuidos em relacdo aqueles pacientes sem DRC. Esta reducdo se deve
em parte a diminuicdo da viremia ocasionada pelo método dialitico, a producdo de fator de
crescimento do hepatocito ou de a-interferon endégeno e a ativacdo linfocitaria que
diminuiriam a acdo viral sobre o hepatdcito. Encontraram-se poucos estudos sobre o0s niveis
séricos de GGT, mas aparentemente, ndo foram diferentes em pacientes com ou sem DRC.
CONCLUSOES: Nos pacientes com DRC em HD com ou sem infeccéo pelo HCV, os niveis
séricos de aminotransferases encontram-se diminuidos em relagdo aqueles com funcéo renal
preservada e esta redugdo tem origem multifatorial.

KEYWORDS: Transaminases. Aspartato aminotransferase. Alanine aminotransferase.

Gamma glutamiltransferase. Dialise.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To conduct a systematic review on the serum levels of the enzymes: aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and gamma-glutamyl transferase
(GGT) in patients with chronic kidney disease (CKD) on hemodialysis (HD).

METHOD: Searches for original articles, published up to January 2013, on adult patients
with CKD in HD were made, which contained the words: "transaminases” "aspartate
aminotransferase” "alanine aminotransferase” "gamma glutamyl transferase,” "liver enzymes
"AND" dialysis "OR" hemodialysis ".

RESULTS: 823 articles were found. After evaluating inclusion and exclusion criteria 49
articles were selected. It was found that the CKD patients on HD have reduced serum levels
of aminotransferases due to: hemodilution; lower pyridoxine levels; or elevated homocysteine
levels. CKD patients on HD infected by the hepatitis C virus (HCV) also have lower
aminotransferase levels compared to those patients without CKD. This reduction is due in part
to decreased viremia caused by the dialysis method, to the production of a hepatocyte growth
factor, endogenous interferon-a and to lymphocyte activation that would decrease viral action
on the hepatocyte. Few studies were found on GGT serum levels but apparently, they showed
there were no differences between patients with or without CKD.

CONCLUSION: Serum levels of aminotransferases are lower in CKD patients on HD, with
or without viral hepatitis, than in individuals with normal renal function and this reduction has
a multifactorial origin.

KEYWORDS: Transaminases. Aspartate aminotransferase. Alanine aminotransferase.

Gamma-glutamyl transferase. Dialysis.
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INTRODUCAO

Os niveis séricos das enzimas hepéticas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gamma glutamiltransferase (GGT) constituem marcadores de
agressao ao hepatocito (1). Assim, encontram-se elevados em diversas enfermidades como:
nas hepatites virais crénicas (2), doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (3), hepatite
autoimune (4), hemocromatose (5), doenca hepética alcoolica (6) e auxiliam tanto no
diagndstico como no seguimento e na resposta ao tratamento, por refletirem atividade
inflamatoria no parénquima hepético (7-9).

No entanto, pacientes com doenca renal crénica (DRC) em hemodialise (HD)
apresentam menores niveis sericos de aminotransferases do que aqueles com funcéo renal
normal, por razbes ainda pouco esclarecidas (10-13). Este perfil pode comprometer o
diagndstico, manejo clinico e tratamento destes pacientes.

O objetivo primario desta revisdo de literatura foi averiguar fato propiciam os menores
niveis das enzimas ALT e AST, bem como avaliar 0s niveis séricos de GGT nos pacientes
com DRC em HD. Foi excluida desta revisdo a avaliacdo da fosfatase alcalina, uma vez que
esta enzima apresenta uma “fracdo 6ssea”, envolvida nos distirbios do metabolismo mineral

0sseo, que ocorre nos pacientes com DRC.

METODO

A revisdo sistematica da literatura foi realizada a partir das bases de dados Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online (MedLine), Literatura Latino-Americana e
do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Scientific Electronic Library Online (SCiELO) e
biblioteca virtual da COCHRANE, tendo a busca dos dados ocorrida em janeiro de 2013.

Para cada busca, foi elaborada uma estratégia especifica para o cruzamento dos
descritores (MeSH ou DeCS) — palavras-chaves para recuperacdo de assuntos da literatura
cientifica — e termos livres (TL), aqueles ndo encontrados no MeSH ou DeCS, mas de
relevancia para a pesquisa. Nado houve limite de tempo e foram incluidos artigos publicados
até janeiro de 2013.
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As combinagOes de descritores utilizadas na busca nas bases de dados do MedLine e
Cockrane foram: "hemodialysis"[All Fields] AND "liver enzymes"[All Fields] AND
"humans”[MeSH Terms]; "hemodialysis"[All Fields] AND "aspartate transaminase"[All
Fields] AND "humans“[MeSH Terms];  "hemodialysis"[All Fields] AND "gamma-
glutamyltransferase"[All Fields] AND "humans"[MeSH Terms]; "hemodialysis"[All Fields]
AND "alanine transaminase"[All Fields] AND "humans"[MeSH Terms]; "dialysis"[All
Fields] AND "liver enzymes"[All Fields] AND "humans"[MeSH Terms]; "dialysis"[All
Fields] AND ™aspartate transaminase"[All Fields] AND "humans"[MeSH Terms];
"dialysis"[All Fields] AND "gamma-glutamyltransferase"[All Fields] AND "humans"[MeSH
Terms]; “dialysis"[All  Fields] AND “alanine transaminase"[All Fields] AND
"humans"[MeSH Terms];

Nas bases de dados LILACS e SciELO foram utilizados os descritores (DeCS):
“dialise”(DeCS) OR “hemodialise” (TL) AND “transaminase”(DeCS) OR “aspartato
aminotransferase” (DeCS)  OR “alanina aminotransferase” (DeCS) OR “gama-
Glutamiltransferase” (DeCS) OR “enzimas hepaticas” (TL).

Os critérios para inclusdo dos estudos encontrados nas buscas das bases de dados
foram: artigos originais, pacientes adultos com DRC em HD e publicados até janeiro de 2013.
A busca foi realizada com artigos nos idiomas: portugués, inglés e espanhol.

Também foram incluidos artigos considerados relevantes, citados nas referéncias
daqueles inicialmente selecionados. Foram excluidos artigos que envolviam pacientes com
insuficiéncia renal aguda; artigos para descricdo de prevaléncia, vias de transmissdo e
tratamento das hepatites; toxicidade medicamentosa ou exdgena e aqueles envolvendo
pacientes transplantados.

RESULTADOS

Foram encontrados 823 artigos, mas apo6s a leitura do titulo foram excluidos 215 que
claramente ndo se enquadravam nos critérios de inclusdo da revisdo. Outros 472 artigos
apresentavam criterios de excluséo e foram retirados das analises, restando 136 artigos. Apds
a leitura dos abstracts foram excluidos outros 41 artigos. Apos esta etapa, foram avaliados e
excluidos mais 46 artigos repetidos nas bases de dados. Em seguida, foi realizada a leitura de
49 artigos originais completos. Destes, 6 foram excluidos, totalizando 43 artigos.

Posteriormente, 6 artigos foram selecionados das referéncias daqueles ja incluidos por serem
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considerados relevantes, totalizando 49 artigos. Os critérios de exclusdo e o total de artigos
selecionados sdo demonstrados na figura 1.

Devido a heterogeneidade dos estudos e a predominancia de artigos envolvendo as
enzimas hepaticas em pacientes com hepatites virais, os resultados foram didaticamente
divididos em dois topicos para melhor compreenséo das analises. Um tdpico sobre as enzimas
hepéticas em pacientes com DRC em HD sem infec¢do pelos virus das hepatites e outro sobre

estas enzimas nos pacientes com infeccao Tabelas 1 e 2.

Enzimas Hepéaticas em Pacientes com DRC em Hemodialise

Estudos desde a decada de 70 ja revelavam que os niveis séricos de AST e ALT
estavam diminuidos em pacientes com DRC em HD. Levantou-se a possibilidade que esta
reducdo poderia ser ocasionada por alguns fatores como: retirada das aminotransferases
durante a sessdo de HD; por elevados niveis de lactato sérico que, durante as dosagens
bioquimicas, consumiria rapidamente o NADPH e resultaria em baixos niveis das
aminotransferases; pela presenca de fatores urémicos, que inibiriam a atividade destas
enzimas; e, finalmente, pela deficiéncia de piridoxina, cofator para a sintese das
aminotransferases (14,15).

Investigando a possibilidade do déficit de piridoxina, j& na década de 80, Jung e cols
avaliaram os niveis de aminotransferases em pacientes com DRC em HD e ndo observaram
diferencas entre os valores antes e ap6s adicdo de piridoxal-5'-fosfato (PLP), forma ativa da
piridoxina, na reacdo para dosagem destas enzimas (12). Do mesmo modo, Gressner e cols
avaliaram 26 pacientes em HD e ndo encontraram qualquer relacdo entre as flutuacdes dos
niveis plasmaticos de PLP e os niveis séricos de ALT ou AST (13).

Diferentemente, ja na década de 90, Ono e cols realizaram estudo prospectivo em que
administraram piridoxina (30 mg/dia) a 52 pacientes com DRC em HD por 5 semanas. Antes
da suplementacdo (Dia 0), 17 pacientes (33%) apresentavam niveis plasméticos de pPLP
deficientes (Grupo 1) e o restante (35 pacientes) apresentava valores de pPLP normais (Grupo
2). Houve correlacéo positiva entre os niveis de pPLP e de AST (r = 0,57; p < 0,01) ou de
ALT (r =0,68; p <0,01). As médias dos niveis séricos de AST (9,2+0,3vs 13,4+ 0,7 U/L) e
ALT (8,6 0,6 vs 11,4 + 0,9 U/L) foram significativamente menores no grupo 1 do que as do
Grupo 2, respectivamente. Estes pesquisadores concluiram que os baixos niveis de AST e
ALT em pacientes sob HD eram, em parte, devido a deficiéncia de piridoxina que serve como

coenzima na sintese das aminotransferases (14).
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Yasuda e cols, ndo encontraram deficiéncia de piridoxina em um grupo de 305
pacientes com DRC em HD, quando comparado a 556 individuos sadios. Naqueles em HD, as
médias dos niveis séricos de AST e ALT foram 9,2 + 2,4 e 7,4 £ 1,7 UI/L, respectivamente e
nos sadios 22,7 =+ 54 e 18,0 + 4,0 UI/L, respectivamente com p < 0,001, nas duas
comparagoes (16).

Portanto, o Unico estudo que demonstrou associagdo entre a piridoxina e 0s niveis
séricos de aminotransferases foi realizado por Ono e col, que teve carater prospectivo e
intervencionista (14). No entanto, a influéncia da piridoxina nos baixos niveis séricos de
aminotransferases ainda € incerta uma vez que 0 maior e mais recente estudo ndo encontrou
tal associagéo (16).

Neste mesmo estudo, Yasuda e cols coletaram aminotransferases antes e apds o
procedimento dialitico e observaram aumento de 15 a 35% apds a sessdo de HD, aventando a
hipotese de hemoconcentracdo para a elevacdo das aminotransferases encontradas apds o
procedimento dialitico (16).

De fato, Lopes e cols descreveram associacdo entre a perda de peso (ultrafiltracéo)
durante a HD e 0 aumento dos niveis séricos de ALT em 146 pacientes com DRC. A perda de
peso média destes pacientes foi 5,3% e o0s niveis séricos médios de ALT antes e apds a HD foi
18,8 e 23,9 UI/L, respectivamente, denotando significativo aumento de 28,1%. A perda de
peso foi diretamente correlacionada com o aumento do nivel de ALT (r = 0,3; p < 0,001) (17).
Posteriormente, esta hipdtese também foi corroborada por Liberato e cols que encontraram
menores niveis séricos antes da HD quando comparados ap6s o procedimento dialitico, ndo
apenas de ALT, mas também de AST e GGT (10).

Mais recentemente, Sombolos e cols avaliaram 53 pacientes com DRC em HD,
dividindo-os em trés grupos: HD, ultrafiltracdo isolada e HD euvolémica (sem retirada de
fluidos) e verificaram os efeitos da hemodilui¢do nos niveis séricos das aminotransferases.
Realmente, em pacientes que realizaram HD euvolémica ndo houve diferengas entre os niveis
de ALT e AST antes e ap0s o procedimento. Quando realizada a ultrafiltracdo isolada ou HD,
no entanto, houve elevagdo dos niveis de aminotransferases quando comparados os valores
antes e ap0s o procedimento. Estes autores concluiram que a elevagdo dos niveis séricos de
aminotransferases apos a HD ocorreria devido, sobretudo, a hemoconcentracgao induzida pela
ultrafiltracdo (18). Desta forma, os menores niveis séricos de ALT e AST em pacientes com
DRC ndo poderiam ser atribuidos a remocdo de inibidores da atividade enzimética das

aminotransferases, conforme previamente aventado por outros autores (11,15).
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Diferentemente, Huang e cols avaliaram os niveis séricos de aminotransferases e de
homocisteina em 145 pacientes em HD. Todos 0s pacientes apresentavam niveis elevados de
homocisteina, que foram inversamente relacionados aos niveis de AST (r = 0,4; p < 0,001).
N&o houve relacdo entre os niveis séricos de homocisteina e de ALT. Assim, 0s niveis
séricos de AST poderiam refletir a atividade metabolica elevada da homocisteina e influenciar
na dosagem dos seus niveis séricos (19).

Adicionalmente, alguns autores levantaram a possibilidade de que os niveis séricos das
aminotransferases ndo estariam relacionados com a terapia dialitica. Hung e cols avaliaram 90
pacientes em diélise peritoneal (DP) e 526 adultos saudaveis e encontraram concentracdo
média de ALT de 15 UI/L nos pacientes em DP, em oposi¢do a 22 UI/L no grupo controle (p
< 0,0001) (20). Esses dados, em conjunto com os demonstrados anteriormente, suportam o
fato de que os pacientes com DRC em dialise apresentam niveis mais baixos de ALT,
independentemente do método dialitico empregado.

Posteriormente, alguns pesquisadores sugeriram que as aminotransferases poderiam
estar diminuidas ainda em estagios mais precoces da DRC, ou seja, ainda durante tratamento
conservador. De fato, Fabrizi e cols avaliaram 407 pacientes com DRC antes do inicio de
dialise, 431 controles saudaveis e 171 pacientes em dialise e observaram que 0s pacientes com
DRC em tratamento conservador apresentavam niveis séricos de AST (17,9 + 8 UI/L versus
20,4 + 6,8 UI/L [p = 0,00001]); e ALT (17,5 + 10 UI/L versus 21,7 + 11,3 UI/L; [p =
0,00001]) diminuidos em relacdo aos controles saudaveis. Da mesma maneira, 0s pacientes
em dialise apresentavam niveis séricos de aminotransferases menores do que 0s pacientes
com DRC em tratamento conservador (AST, 16,6 = 11,6 UI/L versus 17,9 + 8 UI/L [p = 0,01]
e ALT 16,3+ 9,4 UI/L versus 17,5 £ 10 UI/L [p = 0,04], respectivamente) (21).

Verifica-se, portanto, que os pacientes com DRC apresentam niveis séricos reduzidos
das aminotransferases e que esta diminuigdo parece ocorrer antes do inicio da terapia dialitica.

Ha alguns anos, os niveis séricos de GGT também vém sendo avaliados em pacientes
com DRC em HD. Em 1975, Fine e cols avaliaram os niveis sericos de GGT em 32 pacientes
com DRC em HD e encontraram niveis elevados desta enzima em 37% dos casos (22).

No entanto, outros autores, em estudos mais recentes e com maior numero de
pacientes, demonstraram que aqueles com DRC em HD apresentam niveis séricos de GGT
semelhantes aos dos pacientes com fungéo renal normal (23,24). Realmente, Fabrizi e cols,
avaliando os niveis séricos de GGT em 573 pacientes em didlise e em 343 individuos
saudaveis observaram valores médios de 25,8 e 23,3 UI/L, respectivamente (p = 0,081). Néo
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se observou diferenca significativa dos niveis de GGT entre 0s dois grupos mesmo apos
correcédo para sexo, raca e idade (24).

Em contrapartida, a luz da hipétese da hemodiluicdo, Liberato e cols avaliaram 40
pacientes com DRC em HD e realizaram a dosagem sérica de GGT imediatamente antes e
apos o procedimento dialitico. Os niveis sericos de GGT quando divididos pelo LSN foram de
0,88 UI/L antes da HD e 1,14 ap6s HD (p = 0,001), compativel com o aumento do
hematocrito sérico, 0 que caracteriza a hemoconcentragdo (Ht antes da HD 36,7% e ap6s HD
41,3%; p < 0,001) (10). Portanto, ap6s o procedimento dialitico, os valores médios de GGT
foram maiores do que o LSN, sugerindo que os niveis séricos de GGT, na verdade, deveriam
estar alterados nos pacientes com DRC em HD.

Enfim, os niveis séricos de GGT em pacientes com DRC em HD ndo se mostram
reduzidos como os das aminotransferases, mas, possivelmente, também sofrem influéncias da

hemodiluicdo pela retencéo liquida dos pacientes com DRC.

Enzimas Hepaticas em Pacientes com Hepatites Virais em Hemodidlise

Pacientes com DRC em HD infectados pelo virus da hepatite C (HCV) apresentam
maiores niveis séricos de aminotransferases em relacdo aqueles em HD ndo infectados (25—
29). Assim como, aqueles infectados pelos HCV com DRC em HD apresentam niveis séricos
de aminotransferases menores do que aqueles pacientes infectados sem DRC (30-33). Com
efeito, os menores niveis de aminotransferases dificultam a avaliacdo e manejo clinico dos
pacientes em HD infectados pelo HCV (34).

Decerto, Cotler e cols avaliaram dados laboratoriais e histoldgicos de 92 pacientes
com HCV (46 candidatos a transplante renal em HD e 46 individuos controles com funcéo
renal normal) e encontraram que o0s niveis de ALT no soro foram menores (p < 0.001) nos
pacientes com DRC em HD, quando comparados aos controles (35).

A menor elevagao dos niveis séricos de aminotransferases em pacientes com DRC em
HD com hepatites virais pode ser decorrente, aléem dos fatores relacionados a DRC discutidos
anteriormente, de alguns outros fatores.

Uma das possibilidades seria a diminui¢do da viremia como consequéncia do método
dialitico. Tseng e cols avaliaram 30 pacientes infectados com o virus da hepatite B (HBV) e

coletaram HBV-DNA imediatamente antes e ap0s o procedimento dialitico. Os niveis médios
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de HBV-DNA, antes (3,823 + 1,130 Log;o copias/mL) foram maiores do que depois (3,686 +
1,114 Log;o copias/mL) da sessdo de HD (p = 0,004) (36).

Do mesmo modo, Badalamenti e cols avaliaram a viremia em 11 pacientes com DRC
em HD com infeccdo pelo HCV. As dosagens foram realizadas antes, imediatamente depois,
24 horas e 48 horas apds o término da sessdo de HD. Os titulos de HCV-RNA diminuiram em
todos os pacientes ap6s a didlise (variagdo de 3% a 95%, p = 0,001) e em seguida aumentaram
progressivamente até retornarem aos niveis basais em 48 horas. Houve diminuicdo da carga
viral imediatamente ap6s a HD quando comparados aos niveis antes do procedimento (p =
0,005) (37).

Adicionalmente, Kaiser e cols avaliaram a viremia e a sorologia de pacientes
infectados pelo HCV durante 20 sessbes de HD e demonstraram que tanto os titulos de anti-
HCV guanto de HCV-RNA diminuem durante o procedimento dialitico. Observaram também
que houve reducdo de 77% dos titulos de anti-HCV, de maneira linear, durante a sessdo de
HD e de 73% do HCV-RNA ao término da HD. No entanto, a redugdo da viremia foi
observada apenas nas Ultimas duas horas de dialise. Os autores sugeriram que 0S niveis
séricos de HCV-RNA e de anti-HCV seriam regulados ou removidos de maneira
independente durante a dialise e que a HD poderia ser uma terapia benéfica quando associada
a terapia antiviral (38).

Apesar de ocorrer diminuicdo da viremia apos a sessdo de HD, esta reducdo pode nédo
ser significativa. Com efeito, Azevedo e cols. avaliaram 66 pacientes infectados pelo HCV
em HD e 264 pacientes também infectados com funcdo renal normal e ndo demonstraram
diferencas entre as viremias dos dois grupos (5,3 x 10° Ul / mL no grupo em HD e 6,6 x 10°
Ul / mL no grupo com fungdo renal normal; p = 0,23) (39).

Outro fator implicado na reducdo dos niveis séricos das aminotransferases seria a
maior producdo do fator de crescimento de hepatécitos (HGF) induzido pela HD, j& que esta
substancia estimula a mitogénese do hepatdcito, acelera a regeneracdo hepatica e protege o
figado contra toxinas (40). Rampino e cols avaliaram 10 pacientes em HD com hepatite C e
dosaram o HGF antes, durante (15 minutos), imediatamente depois e 24 horas apds o termino
do procedimento dialitico e compararam com pacientes infectados pelo HCV que nédo estavam
em HD. Os niveis séricos de HGF foram similares antes do procedimento (0,25 ng/mL),
quando comparados com os controles (0,17 ng/mL), todavia, apds o procedimento dialitico os
niveis séricos de HGF aumentaram significativamente (5,51 e 2,67 ng/mL apds 15 min e apds
a sessdo de HD, respectivamente; p < 0,001) quando comparado aos pacientes ndo dialiticos.
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Mesmo ap6s 24 horas do procedimento, os niveis séricos de HGF continuavam elevados em
relacdo aos pacientes que ndo estavam em HD (0,17 ng/mL vs. 0,41 ng/mL; p < 0,05) (40).

De modo semelhante, Badalamenti e cols avaliaram 0s niveis séricos de Interferon
Alfa (INF-a), citocina com acdo imunomoduladora e antiviral, em 11 pacientes com DRC em
HD infectados pelo HCV. As dosagens foram realizadas antes (7.24 + 2.5 pg/mL),
imediatamente depois (14.2 + 3.3 pg/mL), 24 horas (14.4 + 4.3 pg/mL) e 48 horas ap6s (8.8 +
3.1 pg/mL) o término da sessdo de HD. Houve elevacéo significativa dos niveis séricos de
INF-a em 10 dos 11 pacientes e os valores retornaram aos niveis basais apds 48 horas (37).
Apesar do nimero pequeno de pacientes avaliados, este comportamento sugere que a Sessdo
de HD induz a producao de INF-a, que deve reduzir a viremia do HCV e, consequentemente,
0s niveis séricos de aminotransferases.

Maia e cols avaliaram a ativacdo linfocitéria, através da afericdo da porcentagem de
linfécitos CD69+, de pacientes infectados pelo HCV em HD e demonstraram relacao inversa
entre os niveis de ALT e a ativacdo linfocitaria naqueles pacientes infectados pelo HCV (r =
0,56; p = 0,05). Estes autores sugeriram que a ativacao linfocitéria seria fator protetor contra o
HCV e, portanto, contra a agressao hepatica (27).

Dessa forma, o aumento dos niveis séricos de INF-a, de HGF e a ativagéo linfocitaria
decorrentes da sessdo de HD poderiam justificar o fato de que pacientes com DRC em HD
infectados pelo HCV apresentam curso mais indolente da doenca e lesdes histologicas menos
graves quando comparados aos pacientes ndo dialiticos (32,41,42).

Apesar dos testes bioquimicos ndo serem custo-efetivos em relacdo aos testes
viroldgicos na deteccdo de novos casos de hepatites C aguda (43), as aminotransferases sdo
preditoras da forma aguda de hepatite em virtude da elevacdo dos seus niveis séricos (44,45).
Contudo, os niveis séricos de ALT ndo apresentam acuracia no diagnéstico da infeccéo
crénica pelo HCV (44). Decerto, Saab e cols demonstraram, apds avaliacdo de 2.440
pacientes com DRC em HD, que os niveis séricos de ALT, que apresentaram elevacdo
recente, ndo evidenciaram nem sensibilidade (21%) nem adequado valor preditivo positivo
(16%) para diagnosticar infeccao crénica pelo HCV (44).

Em virtude da menor acuracia da ALT no diagnéstico da hepatite cronica no paciente
com DRC em HD, varios autores tém buscado novos pontos de corte para melhorar a
sensibilidade e especificidade, e estabelecer de forma mais abalizada os niveis séricos de ALT
que estariam relacionados com atividade histologica e virologica (46-49). Para tanto, vem se
testando reducbes do LSN da ALT para melhorar sua acuracia no diagndstico das agressoes

ao hepatdcito.
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Gouveia e cols, ap6s avaliar 202 pacientes com DRC em HD, sendo 15 (7,4%) com
anti-HCV positivo, determinaram que o ponto de corte para ALT situou-se em 60% do LSN,
com sensibilidade de 67% e especificidade de 75% na identificacdo do anti-HCV (48).
Reducdo semelhante foi observada por Lopes e cols, que avaliaram 217 pacientes em HD,
destes 18 (8,3%) apresentavam o anti-HCV positivo, 17 (7,8%) dos quais também eram HCV-
RNA positivo. O valor de corte de ALT para distinguir o anti-HCV positivo de pacientes
negativos foi 50% do LSN (sensibilidade = 67%; especificidade = 83%). De acordo com o
HCV-RNA, o valor de corte para ALT foi 45% do LSN com sensibilidade de 71% e
especificidade de 80% (47). Estes autores concluiram, portanto, que a reducdo do LSN da
ALT aumentaria a acuracia para o diagnostico da infeccdo cronica pelo HCV em pacientes
com DRC em HD.

Estudo realizado em Taiwan, por Guh e cols, com 217 pacientes em HD e 804
controles, revelou que os niveis sericos de aminotransferases foram incapazes de detectar
pacientes com HBsAg. No entanto, o melhor ponto de corte para detectar a presenca de anti-
HCV foi 18 Ul para AST (sensibilidade 73,8% e especificidade de 55,4%) e 16 Ul para ALT
(sensibilidade 61,2% e especificidade de 73%). Os autores propuseram reducfes do LSN de
45% para AST e de 34% para a ALT no sentido de melhorar a acuracia para o diagndstico do
anti-HCV/(46).

Avaliando 22 pacientes com DRC em HD, com anti-HCV negativo e a pesquisa do
HCV-RNA positiva, Caramelo e cols demonstraram que 0s niveis séricos de ALT e AST,
podem ser Uteis no diagndstico da infeccdo pelo HCV, em locais onde a pesquisa do HCV-
RNA ndo esteja disponivel. Estes autores encontraram HCV-RNA positivo em 28,2% dos
pacientes com anti-HCV negativo pesquisados por ELISA de segunda geracdo. Dentro do
grupo com anti-HCV negativo, os valores médios de AST e ALT foram maiores (P < 0,001e
P < 0,001) nos casos com HCV-RNA positivos do que nos negativos (50).

Da mesma forma, outros autores, investigando a correlacdo entre as aminotransferases
e viremia, demonstraram associacdo entre 0 HCV-RNA e os niveis séricos de AST e ALT
(25,31,49,51). Fabrizi e cols demonstraram que pacientes com HCV-RNA positivo
apresentaram niveis séricos de AST (p < 0,008) e ALT (p < 0,0001) superiores aos dos
pacientes negativos (25). Igualmente, Espinosa e cols demonstraram que 0s niveis séricos de
ALT podem ser preditores de viremia em pacientes com DRC em HD com anti-HCV
positivo. Neste estudo, niveis séricos de ALT acima de 27 Ul apresentaram 50% de
sensibilidade e 100% de especificidade na deteccdo de viremia (51). Quando utilizaram este

mesmo valor de ALT, Milotic e cols encontraram diferencas (p < 0,05) entre pacientes com
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HCV-RNA positivo (40%) e negativo (9,6%). Entretanto, 60% dos pacientes com HCV-RNA
positivo ainda apresentavam niveis sericos de ALT abaixo de 27 Ul (49).

De maneira semelhante, Fabrizi e cols observaram que os pacientes infectados pelo
HBV e com HBV-DNA positivo apresentaram niveis séricos de aminotransferase mais
elevados do que os HBV-DNA negativos AST 22,8 + 31,3 UI/L vs. 14,2 + 9,7 UI/L (p =
0,00001); e ALT 25,0 + 41,6 UI/L vs. 13,9 + 41,6 UI/L (p = 0,00001) (33).

Diferentemente, Li e cols avaliaram 32 pacientes com DRC em HD e anti-HCV
positivo. Destes, 12 pacientes (37,5%) apresentavam HCV-RNA positivo e 20 pacientes
(62,5%) HCV-RNA negativo. A média de ALT dos pacientes com HVC-RNA positivo foi
15,4 £ 6,4 UI/L e dos pacientes com HCV-RNA negativo de 14,8 £ 6,4 UI/L (p = 0.793). Ou
seja, ndo houve diferencas entre os niveis séricos de ALT em pacientes com DRC em HD
com anti-HCV com ou sem viremia (52). Talvez, neste estudo, o nimero de pacientes em
cada subgrupo tenha sido insuficiente para revelar diferencas.

Como nos pacientes com funcao renal preservada, as aminotransferases isoladamente
ndo apresentam relacdo com a histologia hepatica em pacientes infectados pelo HCV em HD
(53,54). No entanto, o grau de fibrose hepatica pode ser avaliado através da razdo entre 0s
niveis séricos de AST e o nimero de plaquetas (APRI). De fato, Schiavon e cols avaliaram
203 pacientes com hepatite cronica pelo HCV e DRC em HD e encontraram fibrose hepética
mais avancada em 24% destes pacientes. A area sobre a curva ROC para a APRI foi 0,81. Nos
pacientes com APRI menor do que 0,40 foi possivel identificar com precisdo os pacientes sem
ou com fibrose hepatica leve. Estes autores afirmaram que conforme a pontuacdo do APRI
cerca de metade das bidpsias poderia ter sido ser evitada (55). Estes resultados também foram
corroborados em estudo com 279 pacientes realizado por Liu e cols, em que o APRI poderia
diagnosticar a fibrose corretamente em cerca de 60% dos pacientes (56).

Em pacientes com DRC em HD, a GGT pode ser marcador util e de baixo custo, como
as aminotransferases, no diagnostico de infeccdo crénica pelo HCV (57). De fato, Fabrizi e
cols encontraram associacgdo, atraves de analise multivariada, entre os niveis séricos de GGT e
as hepatites pelo HBV e HCV. Apds analise da curva ROC, estes autores determinaram que o
melhor ponto de corte para deteccdo de HBsAg e anti-HCV seria 23 UI/L (sensibilidade de
62% e especificidade de 62%) e 18 UI/L (sensibilidade 61% e especificidade de 50%),
respectivamente. Estes valores de GGT representariam reducdo de 54% e 64% do LSN (50
UI/L) para a deteccdo de HBsAg e anti-HCV, respectivamente. Sugeriram que 0s niveis de
GGT deveriam ser dosados mensalmente nos pacientes em HD tal como se faz com a
dosagem da ALT (24).
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Souza e cols, também encontraram niveis séricos mais elevados de GGT em pacientes
em HD com infecgédo pelo HCV em relacéo aqueles com anti-HCV negativo, 94,8 UI/L e 49,8
UI/L, respectivamente (p < 0,05) e sugeriram a utilidade da GGT como marcador indireto na
deteccdo de doenca hepatica nestes pacientes (58).

Finalmente, os pacientes com DRC em HD apresentam niveis séricos reduzidos de
aminotransferases. A diminuicdo das aminotransferases tem inicio, provavelmente, antes dos
estadgios mais avancados de DRC e deve ser decorrente: da hemodiluicdo encontrada nos
pacientes imediatamente antes da terapia dialitica; dos menores niveis séricos de piridoxina
ou dos niveis mais elevados de homocisteina.

Pacientes com DRC em HD e infectados pelo HBV ou HCV também apresentam
niveis sericos de aminotransferases diminuidos em relacdo aqueles pacientes infectados sem
DRC. Esta reducdo deve-se tanto aos fatores relacionados a DRC como pela menor viremia
ocasionada pelo método dialitico, a producdo de HGF ou de a-Interferon enddgeno ou a
ativacdo linfocitéria, que diminuiriam a acéo viral sobre o tecido hepético. A reducdo do LSN
da ALT para niveis em torno de 60% dos niveis atuais poderia melhor diagnosticar aqueles
pacientes com hepatites virais com DRC em HD.

Encontram-se poucos estudos sobre 0s niveis séricos de GGT nos pacientes com DRC
em HD, tornando dificil maiores conclusfes. Aparentemente a GGT, em pacientes com DRC
em HD, apresenta niveis séricos semelhantes aos dos pacientes com funcdo renal preservada.
Contudo, os niveis séricos de GGT poderiam estar elevados em virtude do aumento do
estresse oxidativo induzido pela DRC ou pelo uso de medicamentos. No entanto, esta
elevacdo ndo seria tdo expressiva em virtude da reducdo dos seus niveis séricos induzida pela
hemodiluicdo. Assim como as aminotransferases, a GGT parece ser Gtil na identificacdo de
viremia durante o acompanhamento de pacientes com hepatites virais com DRC em HD.

Futuros estudos envolvendo maior nimero de pacientes sdo necessarios para avaliar 0s
fatores envolvidos na diminuicdo das aminotransferases e no comportamento da GGT em

pacientes com DRC em HD.

CONCLUSAO

Nos pacientes com DRC em HD com ou sem infeccdo pelo HCV, os niveis séricos de
aminotransferases encontram-se diminuidos em relagdo aqueles com funcéo renal preservada

e esta reducdo tem origem multifatorial.
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AUTOR PERIODICO PAIS ANO POPULACAO ENZIMAS RESULTADOS OBSERVACOES
ESTUDADA(N) AVALIADAS
Liberatoel  Clinics Brasil 2012 40HD AST, ALT e Elevacéo de ALT, Hemodiluic&o associado a
al. (10) GGT AST e GGT apds HD  redugdo dos niveis das
enzimas hepaticas
Wolf et al. Clinical Estados 1972 19HD AST 11 AST diminuidos Constatagéo de diminuicdo
(11) chemistry Unidos de aminotransferases
Jung et al. Clinica chimica Alemanha 1981 17 HD AST e ALT Né&o houve aumento Né&o houve influencia da
(12) acta 108 controles nos niveis de ALT ou  piridoxina
AST ap6s adicéo de
piridoxina
Gressner Journal of Alemanha 1985 26 HD AST e ALT N&o houve relagdo Néo houve influencia da
and Sittel clinical 20 DRC sem HD entre niveis séricos de  piridoxina
(13) chemistry and piridoxina e os niveis
clinical de ALT ou AST
biochemistry
Ono et al. Clinical Japéo 1995 52 HD AST e ALT ALT e AST reduzidas  Piridoxina reduzida
(14) Nephrology em funcéo dos baixos
niveis de piridoxina
Crawford Nephron Estados 1978 16 HD AST e ALT Elevacdo da ALT e Suspeita de fator
etal. (15) Unidos AST ap6s HD circulante diminuindo
aminotransferases
Yasuda et Gastroenterology  Japao 1995 305 HD AST e ALT Diminuicdo de ALT Né&o houve influéncia da
al. (16) 556 controles sadios e AST pacientes em piridoxina
HD néo relacionado
aos niveis séricos de
piridoxina
Lopesetal.  Clinics Brasil 2009 146 HD ALT Aumento de 28% nos  Hemodilui¢do como fator
@an niveis séricos de ALT  associado a diminui¢&o da
apés HD ALT
Sombolos American Grécia 2013 53 HD AST e ALT Aumento da ALT e Né&o ocorreu alteracdo dos
etal. (18) Society for AST ap6s HD com niveis séricos de
Artificial perda de peso aminotransferases quando
Internal Organs a HD foi isovolémica
journal
Huang et American Taiwan 2002 145HD AST Correlacéo entre Influencia da homocisteina
al. (19) Journal of hiperhomocisteinemia  sérica nos niveis de AST
Kidney diseases e niveis reduzidos de
AST
Hungetal.  Nephrology, China 1997 90 DP AST e ALT Paciente em DP Diminuigdo em pacientes
(20) dialysis 526 saudaveis apresentam ALT e submetidos a DP
transplantation AST diminuidos em
relagéo aos controles
saudaveis
Fabrizi et American Italia 2001 407 DRC ASTe ALT ALT e AST Diminuicéo em pacientes
al. (21) Journal of 431 saudaveis diminuem a com DRC conservador
Kidney Disease 171 HD proporg¢éo do declinio
da funcdo renal
Fine et al. Scottish medical ~ Escdcia 1975 32 pacientescom DRC ~ GGT Aumento de GGT em  Elevagdo em pacientes
(22) journal 37% dos pacientes com DRC
Pierides et Clinica chimica Estados 1977 108 DRC conservador GGT Elevacdo de GGT em  N&o sdo diferentes entre
al. (23) acta Unidos 110 HD 11% dos pacientes pacientes com DRC
com DRC em
tratamento
conservador e 14%
nos pacientes em HD
Fabrizi et The International  Italia 2007 757 HD GGT Néo se observou Sugeriu-se redugdo de
al. (24) journal of (14 HBsAg e anti- diferenca nos niveis 54% e 64% do LSN para a
artificial organs HCV positivos; séricos de GGT nos detecgdo de HBsAg e anti-

24 HBsAg positivo e
anti-HCV positivos;
146 HBsAg negativo e
anti-HCV; 573
sorologias negativas)
343 controles
saudaveis

pacientes em HD em
relacéo aos individuos
saudaveis.

HCV respectivamente
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Tabela 1 Estudos que Correlacionam Enzimas Hepaticas e Pacientes com DRC em HD sem Hepatites, 2013

Tabela 2 Estudos que Correlacionam Enzimas Hepaticas e Pacientes com DRC em HD com Hepatites, 2013

AUTOR PERIODICO PAIS ANO POPULAGCAO ENZIMAS RESULTADOS
ESTUDADA (N) AVALIADAS
Fabrizi et al. Nephrology Dialysis Italia 1997 506 HD AST e ALT Niveis séricos de AST e
(25) Transplantation ALT maiores em pacientes
com anti-HCV ou HCV-
RNA positivos.
Furusyo et al. Digestive  diseases Japdo 2000 233 HD ALT Niveis séricos de ALT
(26) and sciences maiores em HCV +.
Maia et al. (27) Journal of medical Brasil 2009 395 HD ALT Niveis séricos de ALT
virology maiores em portadores de
HCV. Ativacdo
linfocitaria (CD69+) seria
fator protetor contra o
HCV.
Mondelli et al. Nephrology, dialysis, Italia 1991 ?”? ALT Niveis séricos de ALT
(28) transplantation maiores em portadores de
HCV.
Alfurayh et al. Nephrology, dialysis, Arabia 1992 52 HD AST e ALT Niveis séricos de AST e
(29) transplantation Saudita ALT maiores em
portadores de HCV.
Yuki et al. (30) Journal of clinical Japéo 2000 111 HDeHCV ALT Niveis séricos de ALT
gastroenterology 66 HCV sem DRC maiores em portadores de
HCV
Olut et al. (31) The  Journal  of Turquia 2005 473 HD AST e ALT Niveis séricos de AST e
International Medical ALT maiores em pacientes
Research com anti-HCV ou HCV-
RNA positivos.
Huetal. (32) American Journal of Estados 2005 91HD ALT Niveis séricos de ALT
Gastroenterology Unidos 159 HCV sem DRC maiores HCV +.
Fabrizi et al. The International  Italia 2003 48 HD com HBV AST e ALT Niveis séricos de ALT e
(33) journal of artificial 679 HD sem HBV AST maiores em pacientes
organs com AgHBs ou HBV-
DNA positivos
Dzekova- Bratislava Medical Republica 2011 80 HD com anti-HCV +  ALT ALT ndo se correlacionou
Vidimliski et al.  Journal da com a progressdo da
(34) Macedonia doenca.
Cotleretal. (35) Journal of clinical Estados 2002 46 HD com HCV ALT Niveis séricos de ALT
gastroenterology Unidos 46 com HCV sem DRC maiores nos HCV +.
Tsengetal. (36)  Renal Failure Taiwan 2008 30 HDeHBV Diminuicdo da viremia
apos sessdo de HD.
Badalamenti et American journal of Italia 2003 11 HDeHCV Diminuigcdo da viremia e
al. (37) kidney diseases elevagdo dos niveis de
INF-a ap6s sessao de HD.
Kaiser etal. (38) Journal of medical Alemanha 2008 20 sessdes de HD Reducdo de 77% dos
virology titulos de anti-HCV e de
73% do HCV-RNA ao
término da HD.
Azevedo et al. Journal of nephrology  Brasil 2007 66 HD com HCV ALT Niveis menores de ALT
(39) 264 com HCV sem em pacientes em HD e
DRC cargas virais semelhantes.
Rampino et al. Kidney international Italia 1999 11 HD Elevacdo de HGF apo6s
(40) HD.
Trevizoli et al. Clinical journal of the  Brasil 2008 36 HD com HCV Fibrose e inflamacéao
(41) American Society of 36 com HCV hepatica  foram  mais
Nephrology frequentes em pacientes
com funcéo renal normal
do que naqueles em HD.
Sezer et al. (42) Renal failure Turquia 2001 68 HD com HCV Cirrose foi encontrada em
apenas 5,9% dos
pacientes.
Saab et al. (43) American journal of Estados 2001 5000 HD ALT ALT ndo é custo efetivo
kidney diseases Unidos no rastreio de novas
infeccoes por HCV em
relacio ao Anti-HCV
ELISA.
Saab et al. (44) American journal of Estados 2001 2440 HD ALT ALT é sensivel e
kidney diseases Unidos especifico para infecgdes

agudas pelo HCV mas ndo
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Lampe et al

(45)

Guh et al. (46)

Lopes et al. (47)

Gouveia et al.

(48)

Milotic
(49)

Caramelo et al.

(50)

Espinosa et al.

(51)

Lietal. (52)

Al-Wakeel et al.

(53)

Boyacioglu et al.

(54)

Schiavon et al.

(55)

Liu et al. (56)

Poux et al. (57)

Souza et al. (58)

et al.

Nephrology

Nephron

Journal of CLinical

Virology

Revista da Sociedade
Brasileira de
Medicina Tropical
Scandinavian journal
of urology and
nephrology

Kidney International

Clinical nephrology

Chinese medical

journal

Nephrology, dialysis,
transplantation.

Transplantation
Proceedings

Hepatology

Kidney International

Nephrology, dialysis,
transplantation

Transplantation
Proceedings

Brasil

Taiwan

Brasil

Brasil

Croacia

Espanha

Espanha

China

Arabia
Saudita

Turquia

Brasil

Taiwan

Franca

Brasil

2008

1995

2006

2004

2002

1996

2000

2010

1996

2004

2007

2010

1998

2008

72 HD
5 casos novos de
infecgdo pelo HCV

217 HD (103 HCV+ e
20 HBV+)

217 HD ( 8,3% anti
HCV + e 7,8 HCV-
RNA +)

202 HD (7,4% anti-

HCV +)

125 HD (23% anti-HCV.
+)

112 HD (28% HCV +;
22 pacientes HCV — e
HCV-RNA +)

218 HD (anti-HCV - e
HCV-RNA -)

9 HD (anti-HCV +
HCV-RNA -)

24 HD (anti-HCV+ e
HCV-RNA +)

88 sem DRC (anti-HCV
-e HCV-RNA -)

192 HD ( 16,7% anti-
HCV +)

65 HD (23% anti-HCV
+)

95 HD com anti-HCV +

203 HD com anti-HCV
+

279 HD com anti-HCV
+

16 HD anti HCV +
32 HCV + sem DRC
16 DRC anti-HCV -
16 saudaveis

87 HD (19,5%
HCV +)

anti-

ALT

ASTe ALT

ALT

ALT

ALT

AST, ALT e GGT

ALT

ASTeALT

AST e ALT

ASTe ALT

AST

AST

GT

GGT

apresenta acurdcia para
cronicas .

Elevacdo da ALT quando
comparado aos  niveis
basais prévios dos
pacientes.

Niveis séricos de AST e
ALT foram incapazes de
detectar infeccdo por HBV
e apresentaram  baixa
acuracia em  detectar
pacientes infectados pelo
HCV. Reduzir o LSN de
45% para AST e de 34%
para a ALT no para o
diagnoéstico do anti-HCV
O valor de corte de ALT
para distinguir o anti-HCV
positivo de  pacientes
negativos foi 50% do LSN
e de 45% do LSN de
acordo com 0 HCV-RNA
Ponto de corte de maior
acuracia para deteccdo da
infeccdo pelo HCV foi
60% do LSN

Utilizando 73% do LSN
aumentou deteccdo de
pacientes infectados pelo
HCV com HCV-RNA +
AST, ALT e GGT foram

Gteis  na deteccdo de
viremia

ALT constitui um
marcador  preditor de

viremia em pacientes em
HD

N&o houve diferenca entre
0s niveis séricos de ALT e
AST em pacientes com
HCV-RNA  positivo e

negativos

ALT e AST ndo se
correlacionaram com
achados histolégicos

ALT e AST ndo se
correlacionaram com
achados histolégicos

mesmo ap6s redugédo para
66% do LSN

A razdo entre 0s niveis
séricos de AST e de
plaquetas podem
identificar paceintes com
ou sem fibrose hepéatica
leve

A razdo entre 0s niveis
séricos de AST e de
plaquetas podem
diagnosticar fibrose
hepética corretamente em

cerca de 60% dos
pacientes
GGT maiores em

pacientes infectados pelo
HCV em relagdo aos nao
infectados

Niveis séricos elevados de
GGT em pacientes em HD
com infeccdo pelo HCV
em relagdo aqueles com
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anti-HCV negativo

10.
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RESUMO

OBJETIVO: Correlacionar os niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) com a taxa de filtracdo glomerular (TFG) em pacientes com doenca
renal crénica (DRC) em tratamento conservador.

METODOS: No periodo de setembro de 2011 a maio de 2012, foi realizado estudo
transversal com pacientes atendidos no ambulatério de DRC do Servico de Nefrologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE). A funcéo renal
foi avaliada por estimativa da TFG utilizando a férmula proposta por Cockroft-Gault. Os
pacientes foram classificados em estagios da DRC, de acordo com a defini¢cdo das diretrizes
do Kidney Disease Outcomes Quality Initiative. As dosagens das aminotransferases e da

creatinina foram realizadas por método automatizado no Laboratério Central do HC-UFPE.

RESULTADOS: Foram avaliados 142 pacientes com DRC, sendo 72 do sexo masculino
(52,1%) com média de idade de 64 + 16 anos. A média da TFG foi 29,1 + 13 mL/min/1,73m?
Os pacientes apresentaram a seguinte distribuicdo conforme os estagios da DRC: 15 (10,5%)
pacientes estagio 5; 70 (49,3%) estagio 4; 54 estagio 3 (38%) e 3 (2,1%) pacientes estagio 2.
As médias dos niveis séricos de AST e ALT apresentaram reducdo proporcional a diminuicao
da TFG (p = 0,006, r = 0,23 e p =0,049 e r = 0,164, respectivamente). Os niveis séricos de
ALT foram maiores entre 0s 57 pacientes com estagios 2 e 3 quando comparados com 0s 85

pacientes com estagios 4 e 5 (p < 0,03).

CONCLUSOES: Em pacientes com DRC pré-didlise os niveis séricos de ALT e AST
apresentam correlacdo com a TFG havendo queda dos niveis enzimaticos de acordo com a

progressao da doenca renal.

Palavras-chave: Transaminases. Aspartato aminotransferase. Alanina aminotransferase.

Insuficiéncia renal crénica. Doenca renal crénica.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To correlate serum levels of aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) with glomerular filtration rate (GFR) in patients with chronic kidney

disease (CKD) undergoing conservative treatment (pre-dialysis).

METHODS: Between September 2011 and may 2012 was conducted a cross sectional study

of patients in the ambulatory of CKD in the clinic of Nephrology at the Hospital of Clinics of
the Federal University of Pernambuco (HC-UFPE). Renal function was assessed by estimated
GFR using the formula proposed by Cockcroft-Gault. Patients were classified into stages of
CKD, according to the definition of the Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K /
DOQI). Dosages of aminotransferases and creatinine were performed by the automated
method at the Central Laboratory of the HC-UFPE.

RESULTS: It was assessed 142 patients with CKD, 72 male (52.1%) with a mean age of 64 +
16 years. The mean GFR was 29.1 + 13 mL/min/1, 73m2. Patients showed the following
distribution according to the stages of CKD: 15 (10.5%) patients stage 5; 70 (49.3%) stage 4,
54 stage 3 (38%) and 3 (2.1%) patients stage 2. The average serum AST and ALT levels
decreased proportionally to the decrease in GFR (p = 0.006, r = 0.23 and p=0.049 and r =
0.164, respectively). The serum ALT levels were higher in the 57 patients with stages 2 and 3
compared to 85 patients at stages 4 and 5 (p <0.03).

CONCLUSIONS: In patients with CKD pre-dialysis serum ALT and AST have been
correlated with GFR thus reducing enzyme levels in accordance with the progression of renal

disease

KEYWORDS: Transaminases. Aspartate aminotransferase. Alanine aminotransferase.

Chronic kidney failure. Chronic renal insufficiency.
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INTRODUCAO

As enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
constituem marcadores de agressdao ao hepatdcito e auxiliam no diagndstico, tratamento e
seguimento de pacientes com doencas hepaticas, uma vez que refletem atividade inflamatoria
no figado (1-3). No entanto, pacientes com doenca renal crénica (DRC) em hemodialise (HD)
apresentam menores niveis séricos de aminotransferases do que aqueles com fungéo renal
normal e este perfil pode comprometer a avaliacdo dos pacientes com DRC acometidos por
doencas hepaticas. (4,5).

Alguns fatores sdo implicados na reducdo dos niveis séricos da ALT e AST no
paciente com DRC em HD: hemodilui¢do; menores niveis séricos de piridoxina e niveis mais
elevados de homocisteina (6-8). Nos pacientes em HD e infectados pelo virus da hepatite B
(HBV) e da hepatite C (HCV) outros fatores também contribuem para a diminuicao dos niveis
séricos de aminotransferases, tais como: menor viremia ocasionada pelo procedimento
dialitico, possivelmente pelo sequestro do virus pelo dialisador; maior producao de fator de
crescimento do hepatocito (HGF), induzida pela dialise, que acelera a regeneracdo hepatica e,
finalmente, elevacdo dos niveis séricos de a-Interferon endogeno e a ativagdo linfocitaria que,
em conjunto, combateriam o agente viral (9-11).

A maioria dos estudos avaliando os niveis séricos de aminotransferases envolveram
pacientes com DRC em HD. Encontra-se apenas um estudo elaborado por Fabrizi e cols que
observaram que 0s niveis séricos de aminotransferases encontravam-se diminuidos em
pacientes com DRC em tratamento conservador, quando comparados a individuos saudaveis,
no entanto, apenas os niveis séricos de AST foram correlacionados com a concentracdo de
creatinina (12).

Entretanto, estes autores ndo relacionaram as aminotransferases com a TFG, que é
medida mais fidedigna da func&o renal, uma vez que a creatinina sofre influéncia da idade, do
sexo e do peso, nem avaliaram as aminotransferases de acordo com os estagios da DRC (13).
De fato, ainda néo se sabe quando comeca a reducdo dos niveis séricos de AST e ALT nos
pacientes com DRC.

Portanto, este estudo teve como objetivo correlacionar os niveis séricos de AST e ALT
com a taxa de filtracdo glomerular (TFG) e com os estagios da DRC em pacientes renais

crénicos em tratamento conservador (pré-dialise).
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PACIENTES E METODOS

No periodo de setembro de 2011 a maio de 2012, foi realizado estudo de corte
transversal incluindo todos os pacientes maiores de 18 anos atendidos no ambulatério de DRC
do Servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco

(HC-UFPE) com diagndstico de DRC héa pelo menos 3 meses.

Os pacientes foram selecionados consecutivamente por critério de chegada ao
ambulatério. Foram excluidos aqueles que apresentavam marcadores soroldgicos positivos
para hepatites virais ou HIV; portadores de doenga hepética crbnica; pacientes com doenca
infecciosa manifesta ou em uso de antibi6ticos no dltimo més, assim como, aqueles com
consumo de alcool maior que 210 g/ semana para homens ou 140 g/semana para mulheres;

gestantes ou puérperas.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob o registro nimero 335/11, CAAE
0314.0.172.000-11, que seguem os preceitos estabelecidos na resolucdo n° 196/96 do

Conselho Nacional de Saude.

Os pacientes que desejavam participar assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido e foram submetidos a questionario que continha dados demograficos,
socioecondmicos, antropométricos e clinicos, e a coleta de 5 mL de sangue para realizagdo
dos testes bioquimicos com o analisador quimico COBAS C501 ROCHE que incluiram: ALT
(< 41 U/L para homens e < 33 U/L para mulheres); AST (< 37 U/L) e creatinina, (0,7-1,2

mg/dL em homens e 0,5-0,9 mg/dL em mulheres).

Quando indicado, os resultados dos testes foram normatizados por sexo, calculando a
razdo do valor encontrado pelo método e o limite superior da normalidade (LSN). Os
pacientes que apresentavam valores de ALT e AST maiores do que 5 vezes o LSN foram
excluidos das analises. A funcdo renal foi avaliada por estimativa da TFG utilizando a

férmula proposta por Cockroft-Gault (13) corrigido para area de superficie corporea (14).

.Os pacientes foram classificados em diferentes estadgios da DRC, de acordo com a
TFG (mL/min/1,73m?), conforme definido nas diretrizes do Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative (K/DOQI): TFG > 90 estagio 1; entre 60 — 89 estagio 2; entre 30 — 59
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estagio 3; entre 15 — 29 estdgio 4 e < 15 ou em diélise estadgio 5. Foram definidos como
estagios iniciais da DRC os estagios 2 ou 3 e avangados 4 ou 5.

Inicialmente, foi realizada descricdo da populacdo por meio da distribuicdo de
frequéncia, quando a variavel era do tipo categorica, e calculadas as médias e desvios padrdes,

quando a variavel era quantitativa.

Foi aplicado o teste de normalidade de Komogorov-Smirnov e, quando houve
distribuicdo ndo normal, as dados foram expressos em mediana e respectivos quartis. Para
comparacdo de medianas, foi utilizado o teste de Mann-Whitney (duas medianas) ou de
Kruskal-Wallis (mais de duas medianas). Foram aplicados na comparagdo das médias, quando
a variavel era categorica e apresentava distribuicdo normal, o teste t de student (até 2

variaveis) ou ANOVA seguida do pds-teste de Bonferroni ( > 2 varaveis).

Na avaliacdo das correlacdes, para as variaveis com distribuicdo normal foi calculada
a correlacdo de Pearson, caso contrario a correlacdo de Spearman. Na comparagdo das
variaveis categoricas foi utilizado o teste Qui-Quadrado de Pearson. Todos os testes foram
analisados assumindo significancia de 5% (p < 0,05). O software utilizado para a analise foi o
STATA versao 12.0.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, foram atendidos 191 pacientes, mas, 28 (14,6%) nao
foram selecionados: 15 por recusa em participar e 13 por apresentar menos de 3 meses de
acompanhamento. Outros 18 (9,4%) foram excluidos: 5 etilistas ativos, 4 hepatite C, 4 doenca
hepéatica cronica, 3 pacientes com HIV, 1 hepatite B e 1 puérpera. Permaneceram 145
pacientes e, destes, 3 foram excluidos por apresentarem niveis séricos de ALT e AST acima

de 5 vezes o LSN, totalizando 142 pacientes avaliados.

A média de idade foi 64 + 16 anos e 51% dos pacientes eram do sexo masculino. A
TFG média foi 29,1 + 13 mL/min/1,73m?. Os pacientes apresentaram a seguinte distribuicéo
conforme os estagios da DRC: 15 (10,5%) pacientes estagio 5; 70 (49,3%) estagio 4; 54

estagio 3 (38%) e 3 (2,1%) pacientes estagio 2. Em virtude do pequeno nimero de pacientes e
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a proximidade nas medidas da TFG, os pacientes do estagio 2 foram reagrupados no estagio 3
para analises estatisticas (Tabela 1).

A média dos niveis séricos, divididos pelo LSN, de AST foi 0,55 e de ALT 0,29.
Niveis séricos de AST e ALT acima do LSN foram encontrados em apenas 6 (4,2%) e 2
(1,4%) pacientes, respectivamente.

Os niveis séricos de ALT (r = 0,23, p = 0,006) e AST (r = 0,16, p = 0,049)
apresentaram correlacdo direta com a TFG (Tabela 2). Ou seja, a medida que a TFG diminuiu,
observou-se queda dos niveis séricos das aminotransferases, conforme demonstrado na Figura
1. Né&o se encontrou diferenca significativa nos niveis séricos de AST e ALT de acordo com
cada um dos estagios da DRC (p = 0,2 e p = 0,15, respectivamente). No entanto, quando se
comparou 0s estadgios mais precoces da DRC (2 e 3) com os mais avancados (4 e 5),
verificou-se diferenca significativa nos niveis séricos de ALT (p = 0,03), e tendéncia para

significancia estatistica nos de AST (p = 0,06), conforme demonstrado na Tabela 3.

DISCUSSAO

Os niveis séricos de amionotransferses estdo diminuidos nos pacientes com DRC
submetidos a HD (15), mas pouco se sabe se estes pacientes iniciam o tratamento dialitico
com niveis enzimaticos ja reduzidos. Apenas um estudo descreveu o0s niveis séricos destas
enzimas em pacientes dom DRC na fase pré-dialitica (12) .

Este foi o primeiro estudo onde se constatou relacdo direta entre a reducdo da TFG e
das aminotransferases, e que os niveis séricos de ALT sdo maiores nos estagios iniciais
qguando comparados aos estagios mais avancados da DRC. Possivelmente, o aumento do
nimero de pacientes poderia revelar queda mais relevante dos niveis séricos de AST, a
semelhanga do ocorrido com a ALT, uma vez que se observou tendéncia para significancia
estatistica (p = 0,06).

Algumas hipoteses sdo aventadas para explicar a reducdo dos niveis séricos de
aminotransferases em pacientes com DRC em HD, como por exemplo: deficiéncia de
piridoxina, hemodiluicdo e hiperhomocisteinemia (6-8). De fato, Ono e cols constataram que
pacientes com DRC em HD e deficiéncia de piridoxina apresentam menores niveis séricos de
aminotransferases comparados aos pacientes sem deficiéncia desta vitamina (7). Ja a

hemodiluicdo foi observada por Lopes e cols que descreveram associacdo inversa entre a
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perda de peso durante a HD e a elevagdo dos niveis séricos de ALT (r = 0,3; p < 0,001) (6).
Huang e cols, por sua vez, avaliaram niveis séricos de homocisteina em 145 pacientes em HD
e encontraram relacdo inversa com a AST (r = 0,4; p < 0,001). Assim, 0s niveis séricos de
AST poderiam refletir a atividade metabolica elevada da homocisteina e influenciar seus
niveis séricos (8). Cabe lembra, todavia, que estas hipdteses foram levantadas para pacientes
com DRC em HD e ndo em pré-dialiticos

Interessante notar que neste estudo a quase totalidade dos pacientes apresentaram
niveis séricos de aminotransferases abaixo do LSN, mesmo em uso de diversos medicamentos
(média de 4 por paciente) potencialmente hepatotdxicos, como as estatinas, utilizadas por
cerca de 60% dos pacientes (16). Além disso, percentual consideravel destes pacientes
apresentava diabetes mellitus que, por sua vez, poderia acarretar inflamacédo hepatica (esteato-
hepatite) e, consequentemente, elevacdo das aminotransferases (17).

Adicionalmente, ocorreu reducéo significativa do IMC de acordo com a progressao da
DRC. Este comportamento pode ser explicado tanto pelo envolvimento do peso dos pacientes
no calculo da TFG, como também pela desnutricdo decorrente da propria DRC (13,18,19).
Com efeito, a queda progressiva do IMC poderia reduzir a dislipidemia, promover regressao
de possivel doencga hepética gordurosa subjacente e contribuir para diminuicdo dos niveis
séricos das aminotransferases (20).

Da mesma maneira, a desnutricdo poderia reduzir os estoques de vitaminas do
complexo B, em especial a piridoxina, que atua como co-fator na sintese de
aminotransferases, reduzindo, portanto, a producéo destas enzimas (21).

Pacientes do sexo masculino apresentaram menores taxas de filtragdo glomerular
qguando comparados aos do sexo feminino. Esse achado esta relacionado, possivelmente, a
velocidade de progressdo da DRC que se encontra aumentada nos pacientes do sexo
masculino e, portanto, existe maior chance destes pacientes encontrarem-se em estagios mais
avangados da doenca (22).

Enfim, este estudo revelou que os pacientes com DRC em tratamento conservador
apresentam reducdo progressiva das aminotransferases a medida que ocorre piora da
insuficiéncia renal. Constatou-se, dessa forma, que a diminui¢do dos niveis séricos de AST e
ALT ocorre antes do inicio do tratamento dialitico e que as aminotransferases diminuem
independentemente de fatores associados a HD.

Futuros estudos, entretanto, serdo necessarios para avaliar os motivos para a redugdo

dos niveis séricos de aminotransferases nestes pacientes, uma vez que estas enzimas sdo de
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fundamental importancia no manejo clinico e diagndstico dos pacientes com DRC e doengas
hepaticas.

CONCLUSAO

Em pacientes com DRC ainda em tratamento conservador, os niveis séricos de ALT e
AST apresentam correlacdo com a TFG, havendo queda dos niveis enziméticos de acordo

com a progressdo da insuficiéncia renal.
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Tabela 1. Distribuicdo das caracteristicas clinicas e epidemiolédgicas de acordo com os estagios da

Doenca renal cronica de 142 pacientes em tratamento conservador, Recife, 2013.

Caracteristicas ESTAGIOS DA DRC p-valor
Estagio2e 3 Estéagio 4 Estagio 5
N 57 70 15
Idade” (anos) 65,3+12,9 63,2+17,4 60,2 +£22,1 0,506
IMC™ (Kg/m?) 27,6 +4,4 257+4,8 23,6+ 24 0,003*°
Diabético ™
Sim (%) 27 (47,3) 24 (34,2) 07 (46,6) 0,400
N3o (%) 30 (52,7) 46 (65,8) 08 (53,3)
Uso de estatina™
Sim (%) 37 (64,9) 38 (54,2) 8 (53,3) 0,601
N3o (%) 20 (35,1) 32 (45,8) 7 (46,6)
Ndmero de 44+21 44+272 46+22 0,926

Medicamentos

* Teste Kruskal-Wallis, medidas representadas pela mediana (Ps; Ps)
** Teste Qui-quadrado de Pearson

@ Diferenca estatistica significativa entre os pacientes com estagio 2 e 3 versus estagio 4
® Diferenca estatistica significativa entre os pacientes com estagio 2 e 3 versus estagio 5
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Tabela 2. Modelo de regressdo para a explicacdo da variagcdo da TFG em 142 pacientes com doenga

renal cronica em tratamento conservador, Recife, 2013.

Variaveis TAXA DE FI LTRACAO
GLOMERULAR
Coef. p-valor
Caracteristicas biologicas e clinicas
Idade(anos) 0,06 0,481
Sexo™
Masculino 254 +1272 0,001
Feminino 32,3+13,4
IMC™ (Kg/m?) 0,289 0,000
Diabético™
Sim 29,6 £13,3 0,546
Néo 28,2 +13,2
Uso de estatina
Sim 30,0 £ 14,1 0,171
Néo 270+11,7
Ndmero de medicamentos” 0,063 0,445
Laboratoriais”
AST/LSN 0,231 0,006
ALT /LSN 0,164 0,049

Coeficiente de correlacédo de Spearman
**Teste t student
LSN limite superior da normalidade
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Tabela 3. Niveis séricos das aminotransferases nos estagios iniciais (2 e 3) e avancados (4 e 5) de 142
pacientes com doenca renal cronica , Recife, 2013

Variaveis X p-valor
Laboratoriais Estagio2e 3 Estagio4e5
AST / LSN 0,546 0,494 0,066
(0,454; 0,632) (0,411; 0,603)
ALT/LSN 0,273 0,219 0,030
(0,212; 0,394) (0,181; 0,341)

*Teste Mann-Whitney, medidas representadas pela mediana (Pys; P7s)
LSN limite superior da normalidade
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Figura 1 Correlacéo entre os niveis séricos de aminotransferases AST e ALT, corrigidos pelo limite
superior da normalidade e a taxa de filtracdo glomerular de 142 pacientes com doenca renal crbnica
em tratamento conservador, Recife, 2013
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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar os niveis séricos de ferritina, proteina C reativa (PCR), albumina, gama
glutamil transferase (GGT) e de marcadores de estresse oxidativo (EO) em pacientes com
doenca renal crénica (DRC) em tratamento conservador (pré-dialise).

METODO: Entre setembro de 2011 e maio de 2012, foram avaliados pacientes atendidos no
ambulatorio de DRC do Servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas da UFPE. A taxa de
filtracdo glomerular (TFG) foi estimada pela formula de Cockroft-Gault e os pacientes foram
classificados em cinco estagios de DRC. Foram dosados os niveis séricos dos marcadores de
inflamacdo: ferritina, PCR, albumina; e dos marcadores de EO: TBARS, Tiol, Catalase,
Carbonil e GGT.

RESULTADO: Foram incluidos 140 pacientes com idade média de 64,4 anos sendo 51,4%
do sexo masculino. A média da TFG foi 28,8 mL/min/1,73m? e os pacientes apresentaram a
seguinte distribuicdo conforme os estadgios da DRC: 16 (11,4%) pacientes estadgio 5; 69
(49,2%) estagio 4 , 52 estagio 3 (37,1%) e 3 pacientes estagio 2 (2,1%). Entre os marcadores
avaliados, observou-se elevacdo dos niveis séricos de ferritina e reducdo dos de albumina de
acordo com a diminuicdo da TFG e progressdo da DRC. Nao houve associagdo entre os niveis
séricos de GGT, PCR e dos marcadores de EO com a TFG ou com os estagios da DRC.
CONCLUSAO: Em pacientes com DRC em tratamento conservador, observou-se elevacio
dos niveis sericos de ferritina e reducdo dos de albumina conforme declinio da TFG e

progresséao da insuficiéncia renal.

Palavras-chave: Gama-glutamiltransferase. Insuficiéncia renal cronica. Estresse

oxidativo. Proteina C reativa. Ferritina. Albumina.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the serum ferritin, C-reactive protein (CRP), albumin, gamma-
glutamyl transferase (GGT) and markers of oxidative stress (OS) in patients with chronic
kidney disease (CKD) under conservative treatment (pre-dialysis).

METHODS: Between September 2011 and may 2012 were evaluated patients in the
ambulatory of CKD in the clinic of Nephrology at the Hospital of Clinics of the Federal
University of Pernambuco (HC-UFPE). Glomerular filtration rate (GFR) was estimated by the
Cockroft-Gault formula and the patients were classified into five stages of CKD. Were
measured in serum: markers of inflammation: ferritin, CRP, albumin, GGT, and markers of
EO: TBARS, thiol, carbonyl and catalase.

RESULTS: Were included 140 patients with a mean age of 64.4 years and 51.4% male.
Mean GFR was 28.8 mL/min/1,73m2 and patients showed the following distribution
according to the stages of CKD: 16 (11.4%) stage 5 patients, 69 (49.2%) stage 4, 52 stage 3
(37.1%) and 3 stage 2 patients (2.1%). Among the markers of inflammation assessed it was
observed an increase in serum ferritin and reduction of albumin in accordance to the GFR and
the progression of CKD. There was no association between serum GGT, CRP and markers of
EO with the GFR or the stages of CKD.

CONCLUSION: In patients with CKD pré-dialysis, there was an increase in serum ferritin

and reduction of albumin as GFR decline and progression of renal failure.

Keywords: Gamma-glutamyl transferase. Chronic renal failure. Oxidative stress. C-

reactive protein. Ferritin. Aloumin.



80

INTRODUCAO

A Doenca Renal Cronica (DRC) caracteriza-se pela perda progressiva e irreversivel da
funcdo renal e apresenta altas taxas de mortalidade devido, na maioria das vezes, a doenga
cardiovascular (1,2). A DRC ¢ classificada em cinco estagios de acordo com a taxa de
filtracdo glomerular (TFG) e serve como base para avaliacdo, estratificacdo de risco e
acompanhamento destes pacientes (3).

Apesar da ocorréncia de fatores de risco tradicionais, como diabetes, hipertenséo
arterial sistémica e dislipidemia, ser elevada em pacientes com DRC, a extenséo e severidade
das complicacBes cardiovasculares sdo desproporcionais quando se avalia o perfil de risco
destes pacientes. E sabido que fatores de risco cardiovasculares nio tradicionais como:
inflamacdo, desnutricdo e estresse oxidativo (EO) também promovem e aceleram a
aterosclerose nos pacientes com DRC (4,5).

A inflamacdo na DRC pode ser avaliada através da dosagem dos niveis séricos de
ferritina, proteina C reativa (PCR) e de albumina, e estdo associados a desnutrigdo,
aterosclerose e elevada mortalidade cardiovascular (6-9).

O dano celular provocado pelo EO em pacientes com DRC pode ser avaliado por meio
da dosagem dos niveis séricos de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS),
carbonil, catalase, tiol, entre outras, e apresentam alteracGes séricas proporcionais a perda da
funcdo renal (10-13). No entanto, ndo se sabe quais destes marcadores de EO relacionam-se a
resposta terapéutica ou a melhor evolucéo clinica destes pacientes (14).

Na pratica diaria, a gama glutamil transferase (GGT) é utilizada tanto como marcador
sérico na avaliacdo de alteracbes das vias biliares quanto do consumo de alcool e outras
drogas. No entanto, recentemente, tem-se postulado que a GGT poderia ser marcador simples
e pratico para avaliagdo do EO (15,16). A GGT esta presente nas superficies celulares e tem
como funcgéo catabolizar a glutationa, principal antioxidante dos seres humanos (17).

Niveis séricos elevados de GGT tém sido associados ao aumento do risco
cardiovascular observado em pacientes com DRC em hemodialise (HD), assim como na
populacéo obesa e diabética, e também confere maior risco cardiovascular na populacdo geral
(15,17-19).

Assim, pacientes com DRC poderiam apresentar alteracdes séricas dos marcadores de
inflamacéo e de EO de modo progressivo, conforme o comprometimento da funcéo renal.

Portanto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os niveis séricos de ferritina, proteina C reativa,
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albumina, GGT e marcadores de EO (TBARS, catalase, carbonil e tiol) em pacientes com

DRC, bem como correlacionar os niveis de GGT com os de EO.

PACIENTES E METODO

No periodo de setembro de 2011 a maio de 2012, foi realizado estudo transversal com
todos os pacientes maiores de 18 anos de ambos os sexos atendidos no ambulatério de DRC
do Servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE) com DRC hé pelo menos 3 meses.

Os pacientes foram selecionados consecutivamente por critério de chegada ao
ambulatorio. Foram excluidos aqueles que apresentavam marcadores soroldgicos positivos
para hepatites virais ou HIV; portadores de doenca hepatica crénica; pacientes com doenca
infecciosa manifesta ou em uso de antibiéticos no ultimo més, assim como, aqueles com
consumo de alcool maior que 210 g/ semana para homens ou 140 g/semana para mulheres,
gestantes ou puérperas.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob o registro nimero 335/11, CAAE
0314.0.172.000-11, que seguem os preceitos estabelecidos na resolucdo n° 196/96 do
Conselho Nacional de Saude.

Os pacientes que desejaram participar assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido e responderam questionario que continha dados demograficos, socioecondmicos,
antropométricos e clinicos. Posteriormente foram submetidos & coleta de 10 mL de sangue
para dosagens bioquimicas e medicdo de TBARS, tiol, catalase e carbonil.

Os testes bioquimicos foram realizados pelo método automatizado no analisador
quimico COBAS C501 ROCHE e incluiram: GGT (< 60 U/L para homens e < 40 U/L para
mulheres); albumina (3,5-5,2 g/dL); ferritina (30-400 mg/dL para homens; mulheres < 50
anos: 15-150 mg/dL e > 50 anos: 30-400 mg/dL ); proteina C reativa (< 0,5 mg/dL) e
creatinina (0,7-1,2 mg/dL para homens e 0,5-0,9 mg/dL para mulheres).

Quando indicado, os resultados dos testes foram normatizados por sexo ou idade,
calculando a razdo do valor encontrado pelo método e o limite superior da normalidade
(LSN). Foram excluidos das analises pacientes que apresentavam valores maiores do que 5

vezes 0 LSN. Pacientes em uso corrente ou nos Ultimos 30 dias de ferro oral ou venoso foram
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excluidos das andlises de ferritina sérica conforme sugerido nas diretrizes do Kidney Disease
Outcomes Quality Initiative (K/DOQI).

A funcdo renal foi avaliada por estimativa da TFG utilizando a férmula proposta por
Cockroft-Gault corrigido para area de superficie corpdrea (20)(21). Os pacientes foram
classificados em diferentes estagios da DRC conforme a TFG (mL/min/1,73m?) de acordo
com as diretrizes do K/DOQI em: TFG > 90 estégio 1; entre 60 — 89 estagio 2; entre 30 — 59
estagio 3; entre 15 — 29 estagio 4 e < 15 ou em dialise estagio 5 (22).

As mensuracdes dos marcadores de EO (TBARS, catalase, tiol e carbonil) foram
realizadas no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da UFPE.

A andlise do TBARS foi realizada apds as amostras de plasma serem
homogeneizadas, misturada ao acido tricloroacético a 15% e centrifugadas e o sobrenadante
misturado com igual volume de &cido tiobarbitdrico 0,67%. As dosagens do TBARS foram
determinadas por absorbancia a 535 nm e os resultados foram expressos como nmol de
TBARS/mg de proteina.

A analise do carbonil foi realizada com base em uma reacdo com dinitrofenilhidrazina
(DNPH). As proteinas foram precipitadas por adicdo de 20% de acido tricloroacético e reagiu
com DNPH. As amostras foram, em seguida, redissolvidas em cloridrato de guanidina 6 M e
0s conteudos de carbonil foram determinadas por medicdo da absorbancia a 370 nm usando
um coeficiente de absor¢do molar de 22.000 M. Os resultados foram expressos em nmol de
carbonil /mg de proteina

Para determinar a atividade da catalase, o plasma foi homogeneizado, a suspenséao
resultante foi centrifugada e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimatico. A
atividade da catalase foi medida pela taxa de diminui¢cdo da absorbéncia de peroxido de
hidrogénio a 240 nm e expressa em U/mg de proteina.

O teor de tiol total no plasma foi determinado utilizando o método DTNB. Foram
misturados 30 pL de plasma que foram misturados a 1 ml de PBS/ImM EDTA (pH 7,5). A
reacao foi iniciada pela adicdo de 30 pL de solugéo de estoque 10 mM de DTNB em PBS. A
absorbancia a 412 nm foi medida e os valores de DTNB formado (equivalente a quantidade de
tiol total) foram calculados e expressos em nmol/mg de proteina.

Inicialmente, foi realizada descricdo da populacdo por meio da distribuicdo de
frequéncia, quando a variavel era do tipo categorica, e calculadas as medias e desvios padrdes,
guando a variavel era quantitativa. Foi aplicado o teste de normalidade de Komogorov-
Smirnov e, quando houve distribuicdo ndo normal, os dados foram expressos em medianas e

respectivos quartis. Consequentemente, para comparacdo de medianas, foi utilizado o teste de
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Kruskal-Wallis. Foram aplicados na comparagdo das médias, quando a variavel era categoérica
e apresentava distribuicdo normal, o teste t de student (até 2 variaveis) ou ANOVA seguida
do pos-teste de Bonferroni ( > 2 varaveis).

Na avaliacdo das correlacOes, para as variaveis com distribuicdo ndo normal foi
calculada a correlacdo de Spearman. Na comparacdo das variaveis categoricas foi utilizado o
teste Qui-Quadrado de Pearson. Todos os testes foram analisados assumindo uma

significancia de 5% (p < 0,05). O software utilizado para a analise foi o STATA versédo 12.0.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, foram investigados 191 pacientes, mas, 28 (14,6%) nao
foram selecionados: 15 por recusa em participar e 13 por apresentar menos de 3 meses de
acompanhamento. Outros 18 (9,4%) foram excluidos: 5 etilistas ativos, 4 hepatite C, 4 doenca
hepética cronica, 3 pacientes com HIV, 1 hepatite B e 1 puérpera. Permaneceram 145
pacientes, destes, 5 foram excluidos das analises por apresentarem niveis séricos de GGT
acima de 5 vezes o LSN, totalizando 140 pacientes. Sete pacientes estavam em uso corrente
de ferro oral ou venoso e foram excluidos das analises da ferritina.

A média de idade foi 64,4 + 16 anos, sendo 51,4% dos pacientes masculinos. A TFG
média foi 28,8 + 13,2 mL/min/1,73m?% Foi encontrada a seguinte distribuicdo conforme os
estagios da DRC: 16 (11,4%) pacientes estagio 5; 69 (49,2%) estagio 4; 52 estagio 3 (37,1%)
e 3 (2,1%) pacientes estagio 2. Em virtude do pequeno nimero de pacientes e devido a
proximidade nas medidas da TFG, os pacientes do estagio 2 foram reagrupados no estagio 3
para analises estatisticas.

O percentual de pacientes com niveis séricos de ferritina, PCR e GGT acima do LSN
foi: 20%, 29% e 22,8%, respectivamente. Os niveis séricos de albumina, por sua vez, estavam
diminuidos em 12,5% dos pacientes. As correlacfes das variaveis clinicas e laboratoriais com
a TFG e com os estagios da DRC séo demonstradas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Apds
avaliar as relages entre os niveis séricos de GGT e dos marcadores de EO, ndo houve
associacdo entre eles ( TBARS: r = -0,041, p = 0,633; Catalase: r = 0,058, p = 0,495;
Carbonil: r =-0,076 e p = 0,375; Sulfidrila: r = 0,03, p =0,971).
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DISCUSSAO

Neste estudo verificou-se elevacao dos niveis sericos de ferritina e diminuicdo dos de
albumina conforme o declinio da TFG. Constatou-se, também, que 0s niveis séricos dos
marcadores de EO n&o se correlacionaram com os de GGT, sendo um dos primeiros que
analisou o0s niveis séricos destes marcadores de acordo com o declinio da TFG e progressao
dos estagios da DRC.

Na literatura encontram-se poucos estudos avaliando os niveis séricos de marcadores
de inflamagdo e de estresse oxidativo em pacientes com DRC ainda em tratamento
conservador.

Realmente, pacientes com DRC apresentam ferropenia a medida que ha progressdo da
doenca devido a desnutricdo, as restricdes alimentares e a perda do paladar para alimentos
ricos em ferro (23). No entanto, a diminuicao da ferritina sérica esta presente em apenas 40-
50% destes pacientes conforme estudo realizado por HSU e cols. (24). Postula-se que o
aumento da inflamacgdo sistémica, decorrente da progressdo da DRC, cause elevacdo da
ferritina sérica contrabalanceando a ferropenia (8). Provavelmente, neste estudo, o
“componente inflamatorio” foi mais preponderante, uma vez que Se encontrou correlagcdo
negativa entre a TFG e a ferritina.

Houve correlacdo positiva entre os niveis séricos de albumina e a TFG. No entanto, a
reducdo do IMC associada a reducdo dos niveis de albumina poderia ser decorrente de
hiporexia e do estado hipercatabdlico da DRC, com consequente desnutricdo e
hipoalbuminemia. Esta associagdo entre a queda da albumina proporcional a piora da TFG
reforca a hipdtese de que a elevagdo da ferritina estaria refletindo a inflamag&o que ocorre na
DRC e néo os estoques de ferro do organismo.

Adicionalmente, como foi observado, j& era esperada a diminuicdo do IMC na
proporcao da progressdo da DRC, visto que o0 peso estd envolvido diretamente no calculo da
TFG (20).

Pacientes do sexo masculino apresentaram menores taxas de filtragdo glomerular
guando comparados aos do sexo feminino. Esse achado esta relacionado, possivelmente, a
velocidade de progressao da DRC que se encontra aumentada nos pacientes do sexo
masculino e, portanto, existe maior chance destes pacientes encontrarem-se em estagios mais
avancados da doenga (25).

Ao contrario do encontrado neste estudo, Razeghi e cols, avaliaram 100 pacientes com

DRC em tratamento conservador e observaram que 0s niveis séricos de PCR se elevaram a
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medida que ocorreu declinio da TFG (26). Contudo, Menon e cols, avaliando 697 pacientes
com DRC em tratamento conservador ndo encontraram associacgao entre a elevagédo da PCR e
o declinio da TFG (27). No entanto, este Gltimo estudo avaliou predominantemente pacientes
ndo diabéticos, com pressédo arterial controlada e sem comorbidades cardiovasculares prévias
que poderiam interferir na medida dos niveis séricos de PCR, uma vez que provocam
inflamacdo sistémica.

Neste estudo, ndo se observou correlacdo entre os niveis séricos dos marcadores de EO
com a TFG ou com os estagios da DRC, como descrito em artigos anteriores (11,12). Talvez,
outras comorbidades clinicas ndo avaliadas, como insuficiéncia cardiaca ou descontrole do
diabetes e da hipertensdo possam ter interferido como viés de confusdo, dificultando a
associacdo entre os marcadores de EO e os estagios da DRC (28-31).

Né&o foram encontradas relagdes entre os niveis séricos de GGT com a TFG ou com 0s
estagios da DRC. Observou-se que 22,8% dos pacientes apresentavam niveis séricos de GGT
acima do LSN, maiores do que os encontrados por Pierides e cols, que encontraram elevagéo
desta enzima em 11% dos 108 pacientes avaliados com DRC em tratamento conservador (32).
No entanto, este estudo foi realizado na década de 70, quando o manejo clinico e as
comorbidades dos pacientes com DRC eram distintos das atuais. Apesar de ndo haver
diferencas entre o numero de medicagdes utilizadas nos diferentes estagios da DRC, a
ocorréncia de doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica, dislipidemia ou diabetes poderia ter
elevado os niveis séricos de GGT (33,34).

Em contrapartida, a sobrecarga volémica presente nos pacientes com DRC poderia ter
propiciado hemodiluicdo com consequente diminuicdo da concentracdo dos niveis séricos de
GGT, como postulado por Liberato e cols (35). Estes autores avaliaram os niveis séricos de
GGT imediatamente antes e ap6s o procedimento dialitico em 40 pacientes com DRC em HD
e observaram elevacéo significativa dos niveis séricos de GGT apds a HD.

Adicionalmente, ndo foram observadas correlagdes entre os niveis séricos de GGT e
0s marcadores de EO, contudo, ndo foram avaliados os niveis séricos de moléculas de EO
diretamente relacionados ao metabolismo do GGT como a Glutationa e a Glutationa
peroxidase.

Futuras pesquisas, entretanto, serdo necessarias para confirmar estes achados e

reavaliar outros marcadores de inflamacéo e de EO, além dos que foram aqui analisados.
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CONCLUSAO

Em pacientes com DRC em tratamento conservador, observou-se elevacdo dos niveis
séricos de ferritina e reducdo dos de albumina conforme declinio da TFG e progressdo da

insuficiéncia renal.
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Tabela 1. Modelo de regressdo para a explicacdo da variagdo da taxa de filtracdo glomerular em 140
pacientes com doenca renal cronica em tratamento conservador, Recife, 2013.

Variaveis Taxa de Filtracdo Glomerular
Coef. p-valor
Clinicas
Idade” (anos) 0,06 0,481
Sexo
Masculino 254 +12.2 0,001
Feminino 32,3+134
IMC”™ (Kg/m?) 0,289 0,000
Diabético
Sim 29,6 £ 13,3 0,546
Nao 28,2+ 13,2
Uso de estatina™
Sim 30,0+ 14,1 0,171
Nao 27,0+ 11,7
NGmero de medicamentos 0,063 0,445
Laboratoriais”
GGT corrigida 0,063 0,460
Ferritina corrigida -0,236 0,005
PCR (mg/dL) 0,041 0,620
TBARS (nmol/mg) -0,060 0,468
Catalase (U/mg) 0,046 0,576
Carbonil (nmol/mg) -0,012 0,885
Tiol (nmol/mg) -0,146 0,076
Albumina (g/dL) 0,265 0,001

* Coeficiente de correlacdo de Spearman
**Teste t student
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Tabela 2 — Distribuicdo das caracteristicas clinico-epidemioldgicas e laboratoriais de acordo com 0s
estagios da doenca renal cronica de 140 pacientes em tratamento conservador, Recife, 2013

Variaveis Estagios da Doenca Renal Cronica p
2+3 4 5
CLINICAS
N® de Pacientes 55 (39,2%) 69 (49,2%) 16 (11,4%)
Idade 65,3+ 12,9 63,2+ 17,4 60,2 + 22,1 0,506
IMC” 27,6+ 4.4 25,7 +4,8 23,6 +2,4 0,003*"
Diabético
Sim 25 (45,5%) 24 (34,7%) 07 (43,7%) 0,400
Nao 30 (54,5%) 45 (65,3%) 09 (56,3%)
Uso de estatina™
Sim 35 (63,6%) 38 (55,0%) 10 (50,0%) 0,601
Néao 20 (36,4%) 31 (45,0%) 10 (50,0%)
N2 de medicamentos 4,4+ 2,1 44+22 46+272 0,926
LABORATORIAIS
GGT corrigida 0,60 0,47 0,85 0,448
(0,45; 0,85) (0,31; 1,0) (0,31; 1,31)
Ferritina corrigida 0,36 0,53 0,95 0,048°
(0,24; 0,59) (0,25; 0,93) (0,35; 1,65)
PCR (mg/dL) 0,129 0,304 0,295 0,112
(0,034; 0,327)  (0,133;0,575) (0,157; 0,640)
TBARS (nmol/mg) 0,021 0,032 0,045 0,223
(0,051; 0,037)  (0,019; 0,060)  (0,026; 0,079)
Catalase (U/mg) 0,006 0,005 0,006 0,750
(0,004; 0,022)  (0,002; 0,050) (0,002; 0,031)
Carbonil (nmol/mg) 71,0 60,3 57,7 0,285
(18,7;341,7)  (37,8;115,9)  (37,1;175,1)
Tiol (nmol/mg) 0,37 0,86 2,16 0,186
(0; 2,67) (0; 3,46) (0,06; 6,92)
Albumina (g/dL) 4,0 3.9 3,8 0,051%
(3,8; 4,3) (3,7; 4,1) (3,6; 4,1)

* Teste Kruskal-Wallis, medidas representadas pela mediana (P,s; P7s)
** Teste Qui-quadrado de Pearson
*Significancia estatistica (p< 0,05)

& Diferenca estatistica significativa entre os pacientes com estagio 3 vs 4

® Diferenca estatistica significativa entre os pacientes com estagio 3 versus estagio 5
¢ Diferenca estatistica significativa entre os pacientes com estagio 4 versus estagio 5
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APENDICE D

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O presente termo refere-se a um convite a participagio do (@) Sr
(a), ,  RG: . a

participar, voluntariamente, como sujeito da pesquisa intitulada “Niveis Séricos da
Gamaglutamiltransferase em Pacientes com Doenca Renal Crénica”, cujo objetivo é
avaliar o perfil dos niveis séricos da gamaglutamiltransferase nos diversos estagios da doenca
renal crbnica. A pesquisa sera realizada por Luis Henrique Bezerra Cavalcanti Sette,
médico, nefrologista do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) e mestrando em Ciéncias da Saude pela UFPE, orientado pelo Prof. Edmundo Pessoa
de Almeida Lopes, os quais poderdo ser consultados sempre que julgar necessario através dos
seguintes contatos: Celular (81) 9747-7777 e-mail: setteluis@hotmail.com ou no endereco: da
Rua Jaco Velosino, 205/801, Casa Forte Recife-PE (Luis Henrique Bezerra Cavalcanti Sette)
além do comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco, situado na
Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600
Tel.: 2126 8588.

Fui informado (a) que serei submetido (a) a coleta de uma amostra de sangue, que tem
como risco dor e sangramento, para avaliacdo dos niveis séricos da gamaglutamiltransferase
assim como, a dosagem de alanina-aminotransferase, aspartato-aminotransferase, ferritina,
albumina e proteina C reativa, 0s quais serdo realizados na mesma amostra de sangue e
analisadas no Laboratorio do Hospital das Clinicas da UFPE e do TBARS que sera realizado
no Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) na UFPE. Além da coleta de sangue,
serei submetido (a) a entrevista médica e preenchimento de questionario especifico com dados
do historico da doenca renal crénica. Fui alertado (a) ainda que serdo coletados dados e
informagdes que constam no meu prontuario médico. Fui esclarecido (a) sobre os beneficios
da pesquisa para a ciéncia e que minha participacdo no estudo ndo acarretara em nenhum
prejuizo a minha saude.

Esta pesquisa pode trazer beneficios aos pacientes portadores de doengas renais
cronicos na identificagdo daqueles com risco cardiovascular aumentado e propor tratamento

mais precoce para estes pacientes.
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Afirmo que aceitei participar por minha propria vontade, sem receber qualquer
incentivo financeiro e com a finalidade exclusiva de colaborar para 0 sucesso da pesquisa,
assim como fui informado (a) dos objetivos estritamente académicos deste estudo.

Fui também esclarecido (a) de que o uso das informacdes por mim oferecidas esta
submetido as normas éticas destinadas a pesquisa envolvendo seres humanos, da Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Satde (CNS), do
Ministério da Saude (MS). Compreendo que minha identidade serd mantida em sigilo e que 0s
resultados da pesquisa poderao ser apresentados em eventos e publicacdes cientificas.

O pesquisador principal do estudo ofertou-me uma copia assinada deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, conforme recomendagdes da Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP). Fui ainda informado (a) de que posso me retirar dessa pesquisa a
qualquer momento, sem prejuizo para ho meu acompanhamento ou sofrer quaisquer sanc¢des

ou constrangimentos.

Recife, de de

Assinatura do (a) participante:

Testemunhas:

Assinatura do pesquisador:
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APENDICE E

QUESTIONARIO

NOME
PRONTUARIO /| IDADE
ENDERECO BAIRRO
TELEFONE CIDADE
DOENCAS ASSOCIADAS
ETIOLOGIA /| COMORBIDADES SOROLOGIAS
I DIABETES (t ) 1 OBESIDADE O HeV OHIv
O HAS (t ) O DISLIPIDEMIA O AgHbs [ Anti HBS
O prPAD O avc O Anti HBC
[ EsQuISTOSSOMOSE 1 GLOMERULOPATIA
O iam O pnc -
O inpetermiNaDO T NEFROLITIASE HABITOS
O HisTORIA FAMILIAR  E1ouTRAS ( CIETILISMO O SocialCIDiarioCex etilista
OT1ABAGISMO O ativo Cex tabagista
Framingham D Atividade Fisica ( )
Frequéncia
CLEARENCE DE CREATININA

MDRD ESTAGIO: I 3 vV O vQ3a
C/IG ESTAGIO: m 3 v.g v a3
CINTURA ABDOMINAL cm  PESO Kg ALTURA IMC
RACA NEGRO [ BRANCO O PARDO 0 AMARELA
O O O
ESCOLARIDADE analfabeto ~ fundamenta incompleto fundamental completo médio inc.
O Médio completo OO superior O

RESULTADO DOS EXAMES

ALT FERRI CREATI Hb GLI TG Na Fe

AST PCR UREIA Ca FOS FA K

GGT ALB PTH CcT HDL LDL A. Urico

MEDICACOES EM USO:
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ANEXO B- INSTRUCOES DOS AUTORES DA REVISTA CLINICS

Instructions to Authors

CLINICS publishes peer-reviewed articles of interest to clinicians and researchers in the
medical sciences. CLINICS is registered with PubMed Centraland SciELOand complies with
the policies of funding agencies, such as the Wellcome Trust, the Research Councils
UK (RCUK), the National Institutes of Health (NIH), and the German Research
Foundation (DFG), which request or require deposition of the published articles that they fund
into publicly available databases. CLINICS supports the position of the International
Committee of Medical Journal Editors (http://www.icmje.org/) on trial registration. All trials
initiated after January 1, 2012 must be prospectively registered (before patient recruitment
begins) in a publicly accessible registry. Trials initiated before January 1, 2012 must be
registered before submission to our journals. See the ICMJE FAQ regarding trial
registration for further details.
Visit http://www.who.int/ictrp/network/list_registers/en/index.html for the WHO's list of
approved registries. CLINICS suggests: http://www.clinicaltrials.gov/as a user friendly site.

Publication Fees

CLINICS uses a business model in which expenses are recovered in part by charging a
publication fee to the authors or research sponsors for each published article. Our 2013 prices
are as follows: fast track: US$ 2,000.00; original articles, review articles and rapid
communications: US$ 1,200.00. Invited reviews, editorials and letters to the editors: no
charge.

* The exchange rate for payments in Brazil-Real is the commercial exchange rate of the day
the article is accepted. Clinics uses the Banco do Brasil currency conversion tool.

Manuscripts involving human subjects or the use of laboratory animals must clearly state
adherence to appropriate guidelines and approval of protocols by their institutional review
boards. Photographs that may identify patients or other human participants of studies shall be
acceptable only when a legally valid consent form is signed by the participating patient, other
human participant, or his/her legally constituted representative.

Manuscripts should be digitalized using a Word *.doc-compatible software program and
submitted online in English.

Authors are strongly advised to submit the manuscript in its final form to a spell check for
English (US). Submissions with excessive spelling or syntax mistakes as well as articles in
which the meaning is not sufficiently clear shall be returned to authors for correction.

Authors are also strongly advised to use abbreviations sparingly whenever possible to avoid
jargon and improve the readability of the manuscript. All abbreviations must be defined the
first time that they are used. Only terms or expressions that are used at least 5 times
throughout the text should be abbreviated. Never use abbreviations that spell common English
words, such as FUN, PIN, SCORE, and SUN.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/795/
http://www.scielo.org/
http://www.wellcome.ac.uk/
http://www.nih.gov/
http://www.dfg.de/en/
http://www.dfg.de/en/
http://www.icmje.org/
http://www.who.int/ictrp/network/list_registers/en/index.html
http://www.clinicaltrials.gov/
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Please make sure to submit your manuscript in the exact format that is described below.
Failure to do so will cause the submission to be returned to you during the preliminary
examination by the Editorial Office.

Manuscripts are invited in the following categories:

ORIGINAL STUDY: Complete original studies should be submitted in this category. Three
sections are offered: basic, clinical, and surgical research. Original studies must conform
to the following format:

Title page:
Title (up to 250 characters);
Running title (up to 40 characters, letters and spaces);
Full address of corresponding author only;

Authors’ names (without titles or degrees). Authors should have participated sufficiently
in the work to take public responsibility for appropriate portions of the content. Such
participation must be declared in this section of the manuscript.

Manuscript:

Abstract: Abstracts are limited to 250 words and structured into objectives, method,
results, and conclusions. Citations or abbreviations (except internationally recognized
abbreviations, such as weights, measures, and physical or chemical abbreviations) are not
permitted. Authors are strongly encouraged not to display numerical statistical information
but to merely state what is significantly different (or not) between the described parameters.

Keywords: For keywords, 3-6 items from the Medical Subject Headings (MeSh) should
be used.

Introduction: The introduction should set the purpose of the study, provide a brief
summary (not a review) of previous relevant studies, and state the new advances in the current
investigation. The introduction should not include data or conclusions from the work being
reported. A final sentence summarizing the novel finding to be presented is permissible.

Materials and Methods: This section should briefly give clear and sufficient information
to permit the study to be repeated by others. Standard techniques only need to be referenced.
Previously published methods may be briefly described following the reference.

Ethics: When reporting experiments on human subjects, indicate whether the
procedures were in accordance with the ethical standards of the responsible committee on
human experimentation (institutional or regional) and with the Helsinki Declaration of 1975,
which was revised in 1983. When reporting experiments on animals, indicate whether the
institution's guide, a national research council's guide, or any national law on the care and use
of laboratory animals was followed.
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Results: The results section should be a concise account of the new information that was
discovered, with the least personal judgment. Do not repeat in text all the data in the tables
and illustrations but briefly describe what these data comprise.

Discussion: The discussion should include the significance of the new information and
relevance of the new findings in light of existing knowledge. Only unavoidable citations
should be included. Citation to review articles are not encouraged in this section.

Acknowledgements: This section should be short, concise, and restricted
to acknowledgements that are necessary.

References in text: CLINICS adopts the Vancouver format. Cite references in the text
using Arabic numerals in the order of appearance, within parentheses, (1) after the previous
word, with spacing as in this example: “Diabetes (2), hypertension (3,4) and alcoholism (5-9)
are complex medical problems (10).” Under exceptional circumstances, authors’ names may
appear in text: Single author: “Einstein (11) proposed a new theory ...”, Two authors:
“Watson and Crick (12) reported on the structure of ...”, or Three or more authors: “Smith et
al. (13) described ...”

Reference List: Only citations that appear in the text should be referenced. References
must be restricted to directly relevant published works, papers, or abstracts. Unpublished
papers, unless accepted for publication, should not be cited. Work that is accepted for
publication should be referred to as "in press” and a letter of acceptance of the journal must be
provided. Authors are responsible for the accuracy and completeness of their references and
for correct text citation. Usually the total number of references should not exceed 35. For up
to 6 authors, list all authors. For more than 6 authors, list first 6 authors followed by “et al”.

Tables and Figures: The maximum number of tables and/or figures is 6 tables and/or
figures. Tables: Should be constructed using the table feature in your word processor or using
a spreadsheet program such as Excel. The tables should be numbered in order of appearance
in the text, using Arabic numerals. Each table should have a title and an explanatory legend, if
necessary. All tables must be referenced and succinctly described in the text. Under no
circumstances should a table repeat data that are presented in an illustration. Statistical
measures of variation (i.e., standard deviation or standard error) should be identified, and
decimal places in tabular data should be restricted to those with mathematical and statistical
significance. Figures: Photographs, illustrations, charts, drawings, line graphs, etc. are all
defined as figures. Number figures consecutively using Arabic numerals in order of
appearance. Figure legend(s) should be descriptive and should allow examination of the figure
without reference to text. Images must be of professional quality and uploaded as *.tiff files.
Generally, figures will be reduced to fit one column of text. The actual magnification of all
photomicrographs should be provided, preferably by placing a scale bar on the print. Line
graphs and charts should never be sent as *.jpeg illustrations. We recommend preparing line
graphs and charts as Excel® files and copying these files into a Word *.doc sheet.

REVIEW ARTICLES: Review articles should cover themes that are relevant to medical
practice. Spontaneously submitted reviews are welcome; however, potential authors should
bear in mind that they are expected to have expertise in the reviewed field. The sections
should be arranged as follows: - Title page: As described in the Original Study section.
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Manuscript: Abstract, keywords and text should be arranged to cover the subject that is
being reviewed. If appropriate, the method of reference collection should be described. The
use of headings, subheadings, and paragraph titles is encouraged to improve clarity.
Abbreviations, acknowledgments, tables and figures should be formatted as described in the
Original Study section. The number of references is at the discretion of the authors. No
publication fee discount is allowed for spontaneously submitted review articles that
are accepted for publication.
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ANEXO C- INSTRUCOES DOS AUTORES DA REVISTA CLINICAL AND
CHEMISTRY AND LABORATORY MEDICINE

1. Scope and policy of the Journal

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (CCLM) publishes Research Articles,
Reviews, Mini Reviews and Opinion Papers on all aspects of clinical chemistry and
laboratory medicine. Articles in CCLM are published in English. Areas covered include:
clinical biochemistry, clinical molecular biology and proteomics, hematology and
coagulation, immunology, microbiology, drug monitoring and analysis, evaluation of
diagnostic markers, new reagents, reference materials, reference values, and quality in
laboratory medicine. CCLM publishes papers on novel teaching and training methods
applicable to laboratory medicine. CCLM also publishes Guidelines and
Recommendations, Letters to the Editor, Point/Counterpoint Papers, Editorials and
Meeting Reports. Review Articles and Opinion Papers are normally published by
invitation, but suggestions to the Reviews Editor/Editor in Chief are welcome. Reviews
should be submitted along with a photograph and a short CV (6-10 lines, written in the
3rd person singular) of the corresponding author and all coauthor(s). This information
will be published after the References. Congress abstracts can be published at page
charges of EURO 110.00 per page. Manuscripts are reviewed by two independent
reviewers selected by the Editors. CCLM aspires to notify authors about the decision
within 3-4 weeks from submission date. When manuscripts are accepted subject to
revision, the revised manuscript should be returned within approx. 6 weeks. Accepted
articles are published online ahead of print approx. 3—4 weeks after acceptance.

Reviewers: The authors should provide the names and e-mail addresses of up to 3
potential reviewers. Authors may also indicate names of reviewers whom they wish to
be excluded from reviewing their manuscripts.

Unpublished material: Submission of a manuscript to CCLM implies that the work
described has not been published previously, except in the form of an abstract, academic
thesis or lecture; that it is not under consideration for publication elsewhere; that
publication of the work is approved by all authors and tacitly or explicitly by the
responsible authorities where the work was carried out; and that, if accepted, it will not
be published elsewhere, in English, German, or in any other language, without the
written consent of the Publisher.

Ethical conduct of research: Work involving humans should comply with the
principles laid down in the Declaration of Helsinki, adopted by the 18th World Medical
Assembly, Helsinki, Finland, June 1964, and recently amended at the 59th World
Medical Assembly, Seoul, Korea, October 2008. In the Materials and methods section,
or in a separate section, the manuscript should contain a statement that the study has
been approved by the Ethical Committee of the institution where the study was
performed, and that the study subjects, or their legal guardians, gave informed consent
for participation in the study.

Conflict of interest: Submission to CCLM requires a Conflict of Interest Declaration.
Upon submission, you will be required to complete and upload a form to declare any
conflicts of interest, funding, employment, or leadership and honoraria. This
information must also be included in your manuscript before the Reference section. If
you have no declaration to make, please insert None declared. A conflict of interest for
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a given manuscript exists when a participant in the peer review and publication process
— author, reviewer, and editor — has ties to activities that could inappropriately influence
his or her judgment, regardless of whether judgment is, in fact, affected. Financial
relationships with industry (for example, employment, consultancies, stock ownership,
honoraria, expert testimony), either directly or through immediate family, are usually
considered the most important conflicts of interest. However, conflicts can occur for
other reasons, such as financial support of the study, ties to health insurance, politics or
other stakeholders, personal relationships, academic competition, and intellectual
passion.

Copyright: Manuscripts are accepted on condition of transfer of copyright (for U.S.
government employees: to the extent transferable) to the publisher. Once the manuscript
has been accepted, it may not be published elsewhere without the consent of the
copyright holders.

2. Submission of manuscripts

Please submit manuscripts exclusively online at:
http://mc.manuscriptcentral.com/cclm

Preparation of manuscripts

Language: Manuscripts should be written in clear and concise English. Please have
your text proofread by a native English speaker before you submit it for consideration.
At proof stage, only minor changes other than corrections of printers’ errors are
allowed.

Cover letter: Each manuscript should be accompanied by a cover letter containing a
brief statement by the authors describing the novelty and importance of their research.
General format and length: Type the manuscript (including table legends, figure
legends and references) double-spaced using 12 pt font size. Do not use footnotes in the
text, use parentheses instead. When you submit your work, please ensure the following:
* The manuscript is complete and uploaded correctly. (The PDF file generated from the
submitted files must be approved.)

* The full names of all authors are provided (personal name, middle initials, family
name).

* Author affiliations are complete.

* All Figures and Tables have been uploaded and appear correctly at the end of the PDF.
* Abstract, Keywords, List of Abbreviations, Tables and Figures, and captions and
legends are included.

» Number of words, Figures, Tables, and References are indicated on the title page.

» Manuscript is spell-checked and within the word limit for the type of article.

* Manuscripts must be written in clear and concise English.

 References are in the correct format (Vancouver style) and cited sequentially in the
text.

* References mentioned in the reference list are cited in the text and vice versa.

» Ethical approval has been obtained and mentioned in the text, if applicable.

* Authors’ conflict of interest declaration is included.

* A cover letter containing a brief statement describing the novelty and importance of
the work is included.

» The names and e-mail addresses of up to three potential reviewers, preferably not from
the same country as the authors, should be included (does not apply to invited articles).

* SI units are used.

* Numbers have decimal points, no commas, also in Tables and Figures.
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* Supplier name, city and country are provided for reagents and apparatus reported in
the manuscript.

General format and length of the types of articles accepted for submission (word
count excluding references, captions and Tables/word count in Abstract/no. of
Keywords/no. of Tables & Figures/References)

Full length Research Articles: 3500/250/3-6/8/50/Structured Abstract

Reviews: 6000/250/3-6/8/150/Unstructured Abstract

Mini Reviews: 3500/250/3-6/4/40/ Unstructured Abstract

Opinion Papers: 3500/250/3-6/2/40/Unstructured Abstract

Letters to the Editor: 1200/NA/3-5/2/10/No Abstract

Letters to the Editor: Reply: 750/NA/3/1/10/No Abstract

Point and Counterpoint: 1500/200/3-5/2/15/Unstructurd Abstract

Guidelines and Recommendations: 3500/250/3-6/6/40/Structured Abstract

Editorials: 1500/NA/NA/10/No Abstract

References: Adhere strictly to the reference style of the Journal (Vancouver,;
recommendations of the “International Committee of Medical Journals Editors"; see N
Engl J Med 1991;324:421-8). All references mentioned in the Reference list must be
mentioned in the text, and vice versa. List and number the references consecutively in
the order that they appear in the text, including Tables and Figures. In the text, identify
references by Arabic numerals in parentheses. Italic and boldface font type in the
Reference section is not allowed. List all authors; if the number is 7 or more, list the
Information for Authors first 6 names followed by et al. Identify authors by last name
first, followed by up to 2 initials, without periods, indicating the authors’ first name.
Only the first name of the title is capitalized, as well as proper names within the title.
Journal names are abbreviated according to the World List of Scientific Periodicals,
without periods. After the abbreviated journal name, give the year of publication,
followed by a semicolon, volume number (but no issue number), followed by a double
colon, and the page numbers, with the last page number in shortened format. Meeting
abstracts may be cited only if published in journals. Unpublished observations and
personal communications are cited only in the text. Correct linking of the references
depends on strict adherence to Journal style.

* Articles in journals: Soderberg J, Jonsson AP, Wallin O, Grankvist K, Hultdin J.
Haemolysis index — an estimate of preanalytical quality in primary health care. Clin
Chem Lab Med 2009;47:940-4.

* Articles ahead of print: McDonald PJ, Strachan JA, Digby J, Steele RJ, Fraser CG.
Faecal haemoglobin concentrations by gender and age: implications for population-
based screening for colorectal cancer. Clin Chem Lab Med 2011;49. Epub ahead of
print 13 Dec 2011. DOI: 10.1515/CCLM.2011.815.

* Supplements: Ploder M, Schroecksnadel K, Spittler A, Neurauter G, Roth E, Fuchs D.
Moderate hyperhomocysteinema in trauma and sepsis indicates poor survival. Clin
Chem Lab Med 2009;47:Suppl:S187.

* Books and Monographs: Kahn CR, Weir GC, editors. Joslin’s diabetes mellitus, 13th
ed. Philadelphia: Lea and Febiger, 1994:1068.

* Chapters: Karnofsky DH, Burchenal JH. The clinical evaluation of chemotherapeutic
agents in cancer. In: Macleod CM, editor. Evaluation of chemotherapeutic agents. New
York: Columbia University Press, 1949:191-205.

» Website: World Health Organization. WHO information for laboratory diagnosis of
pandemic  (HIN1) 2009 wvirus in  humans update. Available at:
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http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/\WHO
Diagnostic_RecommendationsHIN1 20090521. pdf. Accessed: 6 Nov 2009.

Tables: Submit Tables on separate pages and number them consecutively using Arabic
numerals. Provide a short descriptive title, column headings, and (if necessary)
footnotes to make each Table self-explanatory. In the footnote, refer to information
within the Table with superscript lowercase letters, and do not use special characters or
numbers. Separate units with a comma and use parentheses or square brackets for
additional measures (e.g., %, range, etc). Refer to Tables in the text as Table 1, etc. Use
Table 1 (boldface), etc. in the

title of the Table.

Figures: General requirements All illustrations must be of reproduction-ready quality.
They will be reduced in size to fit, whenever possible, the width of a single column.
Lettering of all Figures within the article should be uniform in style (preferably a sans
serif typeface like Helvetica) and of sufficient size (ca. 10 pt.). Uppercase letters A, B,
C, etc. should be used to identify parts of multi-part Figures. In the legend, these letters
are included in parentheses. Cite all Figures in the text in numerical order. Indicate the
approximate placement of each Figure. Do not embed Figures within the text body of
the manuscript; submit Figures in separate files.

Halftone figures and line drawings Figures should have a minimum resolution of 300
dpi (halftone figures) and 1200 dpi (line drawings) and be of good contrast. Faint
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