UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

444

NIVEIS SERICOS DE PROLACTINA E MARCADORES
INFLAMATORIOS EM PACIENTES COM DOENCA RENAL

CRONICA

MARCLEBIO MANUEL COELHO DOURADO

RECIFE, 2016



Marclébio Manuel Coélho Dourado

444

@

UFPE

NIVEIS SERICOS DE PROLACTINA E MARCADORES
INFLAMATORIOS EM PACIENTES COM DOENCA RENAL

CRONICA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdao em Ciéncias da Saude do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco para obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Lucio Vilar
Coorientadora: Prof*. Dr* Lucila Maria Valente

Recife, 2016



Catalogagdo na Fonte
Bibliotecaria: Glaucia Candida, CRB4-1662

D739n

Dourado, Marclébio Manuel Coélho.
Niveis séricos de prolactina e marcadores inflamatérios em pacientes
com doenga renal crénica / Marclébio Manuel Coélho Dourado. — 2016.
79 f.:il; 30 cm.

Orientador: Lucio Vilar.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco,
CCS. Programa de Pés-Graduagédo em Ciéncias da Saude, 2016.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Prolactina. 2. Inflamagao. 3. Interleucina-6. 4. Insuficiéncia Renal
Cronica. 5. Didlise Renal. |. Vilar, Lucio. (Orientador). Il. Titulo.

610 CDD (23.ed.) UFPE (CCS2016-211)




MARCLEBIO MANUEL COELHO DOURADO

NIiVEIS SERICOS DE PROLACTINA E MARCADORES INFLAMATORIOS
EM PACIENTES COM DOENGA RENAL CRONICA

Dissertacao apresentada ao
Programa de Po6s-Graduagdo em
Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para a obtencédo do
titulo de MESTRE em CIENCIAS DA
SAUDE.

Aprovado em: 08/07/2016

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr2. Simone Cristina Soares Brandao (Presidente)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof°. Dr°. Ruy Lyra da Silva Filho - (Examinador Externo)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof?. Dr2. Emmanuelle Tendrio Albuquerque Godoi Berengue
de Barros e Silva
(Examinador Externo )
Universidade Federal de Pernambuco



[~
[ [~=3
[ [~

Sﬁ)

T,

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR

Prof. Dr. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

VICE-REITOR
Prof*. Dr*. Florisbela de Arruda Camara e Siqueira Campos

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS GRADUACAO

Prof. Dr. Francisco de Sousa Ramos

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DIRETOR
Prof. Dr. Nicodemos Teles de Pontes Filho

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
COORDENADOR

Prof. Dr. Emanuel Savio Cavalcanti Sarinho

VICE-COORDENADOR
Prof. Dr. Brivaldo Markman Filho

CORPO DOCENTE
Prof?. Ana Lucia Coutinho Domingues
Prof® Angela Luiza Branco Pinto Duarte
Prof®. Ary Gomes Filho
Prof. Brivaldo Markman Filho
Prof°. Bruno Severo Gomes
Prof* Claudia Diniz Lopes Marques
Prof. Décio Medeiros Peixoto
Prof. Dinaldo Cavalcanti de Oliveira
Prof. Edgar Guimardes Victor
Prof. Edmundo Pessoa de Almeida Lopes Neto
Prof. Emanuel Savio de Cavalcanti Sarinho
Prof®. Emilia Chagas Costa
Prof?. Heloisa Ramos Lacerda de Melo
Prof. Hilton Justino de Oliveira
Prof. Jeymesson Raphael Cardoso Vieira
Prof. José¢ Angelo Rizzo
Prof®. Lucila Maria Valente
Prof. Lucio Villar Rabelo Filho
Prof°®. Marcelo Renato Gruerino
Prof°. Marcelo Tavares Viana
Prof®. Paulo Sérgio Ramos Araujo
Prof®. Patricia Erika de Melo Marinho
Prof* Romualda Castro do Régo Barros
Prof. Sandro Gongalves de Lima
Prof?. Simone Cristina Soares Branddo



A Deus
Aos pacientes
A minha esposa Barbara

A meus pais e meus irmdos: Mdrio, Silveta, Mdrio Filho e Mayara



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. Lucio Vilar, pela disponibilidade, estimulo e
interesse no projeto desde o inicio;

A minha coorientadora Profa. Dra. Lucila Maria Valente, pela paciéncia e
nitidez nas orientagdes desde os tempos da graduagaio;

Aos meus pais, Méario e Silveta, que desde pequeno sempre me mostraram o
caminho dos estudos como o mais gratificante;

Aos meus irmaos, Dinho e Mayara, por todo apoio, incentivo e inspiragao;

A minha esposa, Barbara, pelo carinho, amor e compreensio nas horas de
presenca e de auséncia;

Aos preceptores da Clinica Médica e Nefrologia do Hospital das Clinicas —
UFPE, por serem fonte de inspiracdo — “If I have seen further than others, it is by
standing upon the shoulders of giants” Isaac Newton,

A Profa. Dra. Sandra Tereza Neiva Coelho, professora titular aposentada da
disciplina de Nefrologia da UFPE, que me estimulou a seguir esta especialidade desde
os tempos de estudante na liga de nefrologia;

A Andréa e Carol, colegas de residéncia e de pos-graduacio, nds trés sempre nos
ajudando;

A Lais, estudante bolsista do PIBIC, que ajudou na coleta inicial dos pacientes;

Aos colegas de turma do mestrado 2014-2015 do PPG-CCS da UFPE;

As sempre solicitas e prestativas Esmeralda e Cybelli, partes fundamentais do
PPG-CCS;

A Thomaz e Cicera, pela disponibilidade na coleta das amostras sanguineas;

A Teresinha Breda, que pacientemente recebia minhas amostras levadas ao

Marcelo Magalhaes.



RESUMO

A doenca renal cronica (DRC) caracteriza-se por perda irreversivel e progressiva da funcao
renal, com redugio da taxa de filtragdo glomerular ou alteragio renal estrutural. E bastante
prevalente no Brasil e no mundo, principalmente devido as suas principais etiologias:
hipertensdo arterial sistémica e diabetes mellitus. A DRC apresenta elevadas taxas de
morbimortalidade, principalmente de origem cardiovascular. Os fatores de risco
cardiovascular tradicionais como hipertensdo arterial sistémica, diabetes melllitus,
tabagismo, dislipidemia e hipertrofia de ventriculo esquerdo sdo bem estudados nesta
populagdo. Os fatores ditos ndo-tradicionais como hiperfosfatemia, inflamacao,
microalbuminuria e anemia aumentam cada vez mais sua importancia. Dentre estes nao-
tradicionais, comega a haver um interesse crescente sobre a prolactina (PRL), que tém seus
niveis séricos aumentados em pacientes com DRC devido a uma redugdo de sua excregdo
renal e ainda um estimulo para sua secre¢do pela uremia. A partir disso, objetivou-se
realizar um estudo de corte transversal em pacientes com DRC avaliando niveis séricos de
PRL e sua correlagdo com marcadores inflamatorios. Foram avaliados 178 pacientes com
DRC (estagios 3, 4 e 5), em um unico centro de referéncia em nefrologia, por um periodo
de 6 meses. Foram incluidos todos os pacientes consecutivos atendidos em ambulatério de
referéncia para DRC (151) e pacientes em hemodidlise (27). Destes, 146 tiveram avaliados
os seus niveis de PRL e de marcadores inflamatorios [Interleucina-6 (IL-6), proteina C
reativa ultrassensivel (PCRus), ferritina e albumina]. Foram estudados os niveis médios de
PRL em cada estdgio da DRC e sua relacdo com marcadores inflamatérios. Observou-se
que a taxa de filtracdo glomerular teve relagdo inversa com os niveis séricos de PRL,
ocorrendo também um aumento da prevaléncia de hiperprolactinemia com a perda de
funcdo renal (19% no estagio 3; 32,4% no estagio 4; 40% no estagio 5 conservador ¢ 81,5%
no estagio 5 em hemodialise). Foi visto ainda que nos pacientes submetidos a hemodialise,
os niveis de IL-6 foram estatisticamente mais elevados naqueles com prolactina mais
elevada em relagdo aqueles com prolactina normal (p= 0,046). Houve tendéncia aos niveis
de prolactina serem maiores nos pacientes com IL-6 ou PCRus elevados nos demais
estagios da DRC. Nao houve diferenga estatistica entre os niveis de ferritina e albumina nos
pacientes com PRL elevada ou normal tanto nos pacientes em tratamento conservador
quanto nos pacientes em hemodidlise. Portanto, a prevaléncia de hiperprolactinemia
aumentou com a perda de fun¢do renal, e em pacientes com DRC em hemodialise os niveis
de IL-6 sdo significativamente mais elevados naqueles com prolactina elevada.
Palavras-Chave:

Prolactina. Inflamagdo. Interleucina-6. Doenga Renal Cronica. Hemodialise



ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by irreversible and progressive loss of renal
function with decreased glomerular filtration rate or renal structural change. CKD is a
common disease in Brazil and worldwide, mainly due to its main causes: hypertension and
diabetes mellitus. The CKD has high morbidity and mortality rates, particularly from
cardiovascular causes. Traditional cardiovascular risk factors such as hypertension, diabetes
mellitus, smoking, dyslipidemia, and left ventricular hypertrophy are well studied in this
population. Nonetheless, nontraditional risk factors, such as hyperphosphatemia, anemia,
inflammation, and microalbuminuria, have received increasing attention. Hyperprolactinemia is
also gaining attention among the nontraditional risk factors. It has increased serum levels in
patients with CKD due to a reduction of renal excretion and also a stimulus to secretion by
uremia. From that aimed we conduct a cross-sectional study in patients with CKD assessing
serum PRL and its correlation with inflammatory markers. 178 patients were evaluated with
CKD (stages 3, 4 and 5), in a single reference center in nephrology, for a period of 6
months. They included all consecutive patients seen at referral center for CKD (151) and
hemodialysis patients (27). Of these, 146 were assessed their levels of PRL and
inflammatory markers [Interleukin-6 (IL-6), high-sensitive C-reactive protein (hsCRP),
ferritin and serum albumin]. PRL average levels were studied in each stage of CKD and its
relationship to inflammatory markers. It was concluded that the glomerular filtration rate
was inversely related to serum levels of PRL, also been an increase in the prevalence of
hyperprolactinemia with the loss of renal function (19% in stage 3, 32.4% in stage 4, 40%
in stage 5 conservative and 81.5% in stage 5 on hemodialysis). It was also seen that in
patients undergoing hemodialysis, the IL-6 levels were significantly higher in those with
higher prolactin compared to those with normal prolactin (p = 0.046). There was a tendency
to prolactin levels are higher in patients with IL-6 or high CRP in other stages of CKD.
There was no statistical difference between ferritin and albumin levels in patients with high
or normal PRL in patients undergoing conservative treatment or hemodialysis. Therefore,
the prevalence of hyperprolactinemia increased with loss of renal function, and in
hemodialysis patients with CKD IL-6 levels were significantly higher in those with elevated

prolactin

Key words:

Prolactin. Inflammation. Interleukin-6. Chronic Kidney Disease. Hemodialysis
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1. APRESENTACAQ

A doenca renal cronica (DRC) ¢ um grave problema de satde no Brasil, com
prevaléncia crescente ano apds ano e elevadas taxas de morbidade e mortalidade
(MEGUID EL NAHAS, 2005). Caracteriza-se por perda progressiva e irreversivel da
fun¢do renal, tendo como principais etiologias a hipertensdo arterial sistémica (HAS) e
o diabetes mellitus (DM) (INKER, 2014).

A principal causa de mortalidade nestes pacientes ¢ de origem cardiovascular,
associada a diversos fatores de risco tradicionais, como HAS, hipertrofia de ventriculo
esquerdo, DM, aterosclerose, tabagismo, dislipidemia e idade avancada (GO, 2004;
GANSEVOORT, 2013).

A relacdo da DRC com a morbimortalidade cardiovascular ¢ bem estabelecida.
Contudo, fatores de risco ndo tradicionais como inflamacdo, hiperfosfatemia,
hiperparatireoidismo, anemia e microalbuminuria t€ém recebido mais atencdo (YILMAZ,
2011). Entre estes novos fatores de risco comega a ter destaque também a
hiperprolactinemia (CARRERO, 2012).

A elevagdo da prolactina ¢ a anormalidade enddcrina mais comum do eixo
hipotalamico-hipofisario. Possui vdrias etiologias, como alteragdes fisioldgicas
(gravidez e amamentac¢do), farmacoldgicas (neurolépticos, estrogénio e procinéticos) e
doencas sistémicas (tumores hipofisarios e hipotalamicos, hipotiroidismo primario e
DRC) (MARANO, 2014).

Nos pacientes com DRC, além de uma redugdo na excrecao renal de prolactina,
ocorre também um aumento da sua secre¢do pelos lactotrofos (BERNARD, 2015).
Portanto, hiperprolactinemia nesta populag¢do torna-se bastante prevalente e estudos
recentes mostram que esta diretamente associada a disfuncdo endotelial e aumento de
mortalidade cardiovascular (JIANG, 2014; CARRERO, 2012).

Os pacientes com DRC também apresentam, com a perda progressiva da func¢ao
renal e o acimulo de escdrias nitrogenadas, uma elevagao dos marcadores inflamatdrios
e de estresse oxidativo (YILMAZ, 2011). Inflamacdo crdénica ¢ fator de risco
independente de mortalidade cardiovascular, tanto em populagdo com funcdo renal
normal quanto na populagdo com DRC (DE JAGER, 2009).

Portanto, tendo em vista os aspectos descritos anteriormente, tem-se como
objetivo principal neste estudo analisar, em cada estagio da DRC, a correlagdo entre

prolactinemia e inflamagdo. Foram avaliadas taxa de filtragdo glomerular, niveis séricos
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de prolactina e marcadores inflamatdérios nos pacientes assistidos pelo servigo de
Nefrologia do Hospital das Clinicas da UFPE.

A hipétese formulada ¢ que os pacientes em estdgios mais avangados da DRC,
com elevagdo de prolactina, apresentem marcadores inflamatorios em niveis maiores
quando comparados a pacientes em um mesmo estagio de DRC com prolactinemia
normal.

Foi realizado um estudo de corte transversal, observacional, que avaliou os
niveis séricos de prolactina nos estagios avangados da DRC, em pacientes submetidos a
tratamento conservador e a hemodidlise. Além da prolactina, analisou-se também o
perfil inflamatdrio através da interleucina-6 (IL-6), proteina C-reativa ultrassensivel
(PCRus), albumina e ferritina. O artigo original oriundo deste estudo foi submetido a
revista internacional Pituitary, com fator de impacto 3,201, QUALIS B1 pela Capes, na
area de Medicina I.

Esta dissertacdo de mestrado serd apresentada em forma de capitulos. No
primeiro constara o referencial teodrico, justificativa, objetivos e hipoteses da pesquisa,
enquanto no segundo serd mostrada a metodologia empregada na pesquisa. No terceiro
capitulo serdo apresentados os resultados, sob a forma de artigo original, ao passo que o

quarto versara sobre a conclusao e as consideragdes finais.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 DOENCA RENAL CRONICA

A doenga renal cronica (DRC) se caracteriza por perda progressiva e irreversivel
da fungdo renal. E definida por pelo menos um dos seguintes aspectos, por mais de 3
meses: taxa de filtragdo glomerular menor que 60mL/min/1,73m’ ou presenca de

marcadores de dano renal (Tabela 1) (EKNOYAN, 2013)

Tabela 1. Definicdo da doenga renal cronica estabelecida pelo KDIGO 2012 - critérios

1 ou 2 por > 3 meses, podendo ser concomitants.

Critério 1 - Albumintria = 30mg/24 horas ou RAC =
Marcadores de dano renal (um ou mais) 30mg/g
- Alteragdes em sumario de urina
- Alteracdes eletroliticas devido a tubulopatia
- Anormalidades detectadas pela histologia
- Anormalidades estruturais detectadas por
exames de imagem
- Histdria de transplante renal

Critério 2
Redugido da TFG TFG < 60mL/min/1,73m’

DRC, Doenga Renal cronica; KDIGO, Kidney Disease - Improving Global Outcomes; RAC, Relagdo albumina/creatinina urindria;
TFG, Taxa de Filtracdo Glomerular. FONTE: EKNOYAN G. et al. KDIGO 2012 clinical practice guideline for the evaluation and
management of chronic kidney disease. Kidney Int, v.3,n.1, 2012

A DRC tem uma prevaléncia crescente no Brasil e no mundo, podendo chegar a
10% da populagdo geral (GANSEVOORT, 2013). Tem como principais fatores
etiologicos hipertensdo arterial sist€émica (HAS) e diabetes mellitus (DM), doengas
cronicas comuns na populacao (LUGON, 2009).

Esta doenga apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade devido,
principalmente, a doenca cardiovascular (DCV) (GO, 2004). A piora da fun¢do renal
cursa, em paralelo, com o aumento do risco cardiovascular. Mesmo os pacientes com
DRC em terapia renal substitutiva (TRS) tém mortalidade elevada, maior até que a de
certos tipos de neoplasias (FOLEY, 1998).

A DRC, independente da etiologia, ¢ classificada em cinco estdgios de acordo
com a taxa de filtragdo glomerular (TFG). Esta taxa ¢ estimada na pratica clinica por
equacdes matematicas através de sexo, raga, idade, creatinina e/ou cistatina C séricas

(Tabela 2) (ANDERSON 2012).
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Tabela 2. Classificagdo da doenga renal cronica em estagios estabelecida pelo KDIGO

ESTAGIO DA DRC TFG (mL/min/1,73m")
Estagio 1 =90
Estagio 2 60 — 89
Estagio 3 30-59
3A 45 -59
3B 30-44
Estagio 4 15-29
Estagio 5 * <15

* dividido em tratamento conservador ou dialitico (hemodialise ou dialise peritoneal)

Esta classificagdo foi estabelecida em 2012 pela National Kidney Foundation e
publicada em suas diretrizes Kidney Disease Improving Global Outcomes — KDIGO
2013. E amplamente utilizada e serve como alicerce para avaliagdo, estratificagdo de
risco e acompanhamento dos pacientes com DRC (EKNOYAN, 2013).

Quanto maior o estagio, pior a func¢ao renal do paciente e maior a prevaléncia de
complicagdes como anemia, hipertensdo arterial, hipertrofia de ventriculo esquerdo,
aterosclerose, hiperfosfatemia, inflamacdo e disfuncdo endotelial (BASTOS, 2011;

ASTOR, 2009), com maior mortalidade cardiovascular (Figura 1).

Figura 1. Relacdo entre taxa de filtragdo glomerular (TFG) e mortalidade
cardiovascular

(o Cardiovascular mortality; eGFR

HR(95%Cl)
~N
1

05 T T T T T T 1
15 30 45 60 75 90 105 120
eGFR (mUmin/173 )

HR, Hazard Ratio. eGFR, Taxa de filtragdo glomerular estimada. Circulos, significancia estatistica; tridngulos, sem significancia
estatistica. FONTE: EKNOYAN G. et a/. KDIGO 2012 clinical practice guideline for the evaluation and management of chronic
kidney disease. Kidney Int, v.3, n.1, p. 23, 2012.

A partir da classificagdo em estdgios, pode-se instituir tratamento conservador
ou TRS — hemodialise, didlise peritoneal ou transplante renal (INKER, 2014).
O tratamento conservador da DRC ¢ realizado em todos os seus estagios e de

forma precoce. Consiste no manejo clinico das complicagdes mais prevalentes: controle
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pressorico, glicémico e lipidémico, orientacdo de dieta adequada, tratamento de anemia
e hiperfosfatemia, resolu¢do de acidose metabolica, diagnostico e tratamento do
distirbio mineral e dsseo e estratificacdo de risco para DCV. Quando o paciente atinge
os estagios finais, passa a ter orientacdo sobre as TRS, para que escolha a modalidade
de sua preferéncia (BASTOS, 2011).

Em todos os estagios e independentemente do tipo de tratamento realizado, a
mortalidade cardiovascular ¢ a principal causa de obito dos pacientes com DRC
(MEGUID EL NAHAS, 2005). Na patogénese central da DCV nestes pacientes
encontram-se¢ remodelamento arterial e miocardico (KOTTGEN, 2007), como
consequéncia da sobrecarga de volume, sobrecarga pressdrica, azotemia, calcificagdo
vascular e disfunc¢ao endotelial (SARNAK, 2002; SCHIFFRIN et al, 2007).

Por isso, os fatores de risco cardiovascular sdo importantes objetos de estudo
nesta populacdo. Os fatores ditos tradicionais, como hipertensdo arterial, hipertrofia de
ventriculo esquerdo, diabetes, tabagismo, dislipidemia e idade avangada sdo muito
prevalentes nessa populacdo (HAMER, 2006; GARG, 2002).

Contudo, fatores de risco ndo tradicionais, como hiperfosfatemia,
hiperparatireoidismo, anemia, desnutri¢cdo, inflamag¢do e microalbuminuria tém recebido
mais atencdo nos ultimos anos (DE JAGER, 2009). Hiperprolactinemia comega a ser

estudada entre esses fatores de risco nao tradicionais (ROS, 2013).
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2.2 PROLACTINA

A hiperprolactinemia ¢ a alteragdo enddcrina mais comum do eixo hipotalamico-
hipofisario (VILAR, 2014). Possui varias etiologias (Tabela 3), mas que podem ser
subdivididas em trés categorias: fisiologicas, farmacoldgicas e doengas sistémicas.
Entre estas ultimas, incluem-se qualquer patologia da regido selar, doencas sistémicas

endocrinas e ndo endocrinas (VILAR, NAVES 2013).

Tabela 3. Principais causas de Hiperprolactinemia (VILAR, NAVES 2013)

CAUSAS DE HIPERPROLACTINEMIA | Exemplos

Fisiologicas Gravidez
Amamentagao
Estresse
Atividade fisica
Farmacologicas (principais drogas) Risperidona, Quetiapina, Olanzapina,

Haloperidol, Loxapina, Olanzapina,
Clomipramina, Amitriptilina, Fluoxetina,
Citalopram, Paroxetina, Fenitoina,
Metoclopramida, Domperidona,
Ranitidina, Metildopa, Verapamil,
Labetalol, Morfina, Cocaina,

Sibutramina

Doengas da regido selar Adenomas lactotroficos (prolactinomas)
Tumores hipotalamicos

Doengas sistémicas enddcrinas Hipotiroidismo
Insuficiéncia adrenal

Doengas sist€émicas ndo-endocrinas Doenga renal cronica

Cirrose hepética

A prolactina foi descrita inicialmente como hormdnio estimulador da lactagdo
em mamiferos. Mas nos ultimos anos outras acdes, ditas “expressdes ndo pituitarias da
prolactina”, vem sendo relatadas. Dentre elas podemos citar cardiomiopatia periparto,
resisténcia insulinica, sindrome metabolica, modulagdao da inflamagdo, disfuncao
endotelial e aterosclerose acelerada (HORSEMAN, GREGERSON 2013).

A cardiomiopatia periparto (CMP) ¢ uma doenca rara associada a gravidez em
que o coragdo se dilata, levando a redug¢do da fracdo de ejecdo e sintomas de
insuficiéncia cardiaca. Mulheres afetadas podem recuperar a fungdo cardiaca,
estabilizar-se com terapia medicamentosa ou progredir para insuficiéncia cardiaca grave

(GIVERTZ, 2013). Em 2007 foi demonstrado que, nestas pacientes, por motivos ainda
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desconhecidos, ocorre a clivagem da prolactina a partir da sua forma de 23kDa a uma
forma de 16kDa. Esta ultima forma induz a apoptose de células endoteliais,
vasoconstri¢ao, redu¢ao do metabolismo e fun¢do de cardiomidcitos, levando a CMP.
Este mesmo estudo demonstrou em ratos que o bloqueio da prolactina com o agonista
do receptor da dopamina, bromocriptina, impediu o desenvolvimento de CMP
(HILFIKER-KLEINER D, et al 2007). Em 2010, estudo piloto foi realizado utilizando
tratamento padrdo associado a bromocriptina em mulheres com CMP, demonstrando
que o grupo que recebeu a bromocriptina apresentou melhora da fracdo de eje¢do em 6
meses quando comparadas ao grupo de terapia padrao (SLIWA K et al, 2010).

Hiperglicemia com ou sem resisténcia insulinica foi demonstrada em homens e
mulheres com hiperprolactinemia, devido aos efeitos diretos da prolactina no
crescimento de ilhotas de Langerhans e produgdo de insulina (TUZCU et al, 2003).
Prolactinemia elevada também estd associada a efeitos adversos no perfil lipidico,
aumentando LDL e triglicerideos, e reduzindo o HDL (BERNABEU, CASANUEVA
2013). Outro estudo demonstrou melhora no perfil metabdlico em 38 pacientes com
prolactinomas que foram tratados com cabergolina, agonista do receptor da dopamina
(CIRESI, AMATO, GUARNOTTA 2013). Um outro estudo recente, caso-controle,
demonstrou melhora do perfil metabdlico [reducdo do LDL, triglicerideos, glicemia de
jejum, Indice de Massa Corporal (IMC) e circuferéncia abdominal] naqueles pacientes
com prolactinomas tratados com cabergolina por seis meses (PALA et al, 2015).

A prolactina também ¢ descrita como um dos mediadores da comunicagdo entre
o sistema neuroendocrino e o sistema imune (IGNACAK et al, 2012). Ela participa em
diversas atividades imunomodulatdrias, afeta a diferenciacdo e maturagdo de linfocitos
T e B, potencializa a resposta inflamatéria e producdo de imunoglobulinas (LEE 1997,
CEJKOVA et al, 2009). Hiperprolactinemia também tem sido descrita associada a
atividade em doencgas autoimunes como artrite reumatoéide, lipus eritematoso sistémico,
esclerodermia e esclerose multipla (IRMRICH 2002; ORBACH, SHOENFELD 2007).

Estudos recentes demonstram ainda associacdo de prolactinemia a diversos
desfechos cardiovasculares. Em pacientes com fun¢do renal normal foi demonstrado
aumento da espessura da camada intima-média carotidea em pacientes com
prolactinomas ndo tratados (JIANG, 2014) e aumento da rigidez da aorta e da
velocidade de onda de pulso em mulheres na pds-menopausa com prolactina elevada
(GEORGIOPOULOS, 2011). Em pacientes submetidos a endarterectomia foram

identificados nos macréfagos das placas ateroscleroticas receptores para prolactina, o
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que pode demonstrar um possivel efeito modulatério na aterogénese (Figura 2)
(REUWER, 2011). Também visto recentemente, em estudo de coorte, uma correlagdo
positiva entre concentragdo sérica de prolactina e mortalidade cardiovascular

(HARING, 2014).

Figura 2. Receptores de prolactina em placas ateroscleroticas (REUWER, 2011)

Colorag¢do imuno-histoquimica para
receptores de prolactina.

E

Seta indicando capa fibrética e receptores
para prolactina em macréfagos da placa.
* indicando nticleo necrotico.

100%
90%
80%

Cada barra representa uma intensidade
especifica de coloracdo do receptor de
Prolactina.

A expressdo do receptor de prolactina foi
associada com o estdgio da lesdo
aterosclerotica: coloragdo muito positiva
ocorreu em placas mais instaveis.

70%
60%
50%
40%
30%

20%
10%

All atherosclerotic plaques included in analysis

0%

Extent of PRLR expression —

£ Stable A2 Unstable

0 = No PRLR expression; + = Low PRLR expression;
++ = Medium PRLR expression; +++ = High PRLR expression

FONTE: REUWER AQ et al. The prolactin receptor is expressed in macrophages within human carotid
atherosclerotic plaques: a role for prolactin in atherogenesis? The Journal of endocrinology, v. 208, n. 2,

p. 107-17, 2011
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2.3 PROLACTINA E DOENCA RENAL CRONICA

Os rins desempenham um importante papel na regulacdo endocrina do
organismo, ndao apenas produzindo alguns hormoénios como eritropoetina e calcitriol,
mas também atuando na metabolizacdo de outros, como insulina, cortisol e prolactina.
Portanto, pacientes com DRC apresentam inumeras disfungdes endocrinas, com
alteracdes em algcas de feedback, reducdo no transporte de hormodnios ligados a
proteinas, redu¢do da metaboliza¢do e eliminacdo hormonal (NIEMCZYK, 2012).

Em relagdo a prolactina nos pacientes com déficit de filtracdo glomerular, além
de uma reducdo na sua excre¢do renal, a uremia estimula diretamente sua secrecao pelos
lactotrofos (células da adenohipofise que produzem prolactina) (MOLITCH, 2001).
Com isso, hiperprolactinemia nos pacientes com DRC torna-se bastante prevalente,
podendo variar de 30% nos estagios precoces a 65% nos estagios mais avancados, em
hemodialise ou didlise peritoneal (CARRERO, 2012). Transplante renal e o uso de
agonistas dopaminérgicos (cabergolina e bromocriptina) podem retornar os seus niveis
para normalidade (BRY-GAUILLARD, 1999; SERRI, 2006; ESPOSTI, 1985).

Mesmo com uma prevaléncia aumentada, o diagndstico clinico de
hiperprolactinemia se confunde com algumas manifestagdes da propria DRC, como
oligomenorreia, amenorreia, diminuicdo da libido, disfungdo erétil, infertilidade e
osteoporose (NIEMCZYK, 2012). Isto acaba dificultando seu diagnostico baseando-se
apenas em manifestagdes clinicas.

Nos pacientes com DRC, também foi evidenciada uma relagdo entre
hiperprolactinemia e risco cardiovascular. Naqueles em tratamento conservador, foi
demonstrado que o risco de eventos cardiovasculares aumentou 27% para cada aumento
de 10ng/mL de prolactina sérica. Nos pacientes em hemodidlise, este mesmo estudo
demonstrou que um incremento de prolactina na mesma propor¢ao citada acarreta um

aumento de 15% de mortalidade cardiovascular (Figura 3) (CARRERO, 2012).
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Figura 3. Prolactinemia e eventos / mortalidade cardiovascular em homens e mulheres

com doenga renal cronica em um estudo de coorte
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2.4 INFLAMACAO

Outro fator de risco importante associado a mortalidade cardiovascular ¢
inflamacdo (PEARSON, 2003). Embora ndo esteja provado que inflamagdo causa
diretamente doenca cardiovascular, ela ¢ um achado muito prevalente em pacientes com
infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral, por exemplo (AL SHAHI et al,
2015; WILLERSON, 2004). Diversos estudos demonstram associagdo positiva entre
marcadores inflamatorios e mortalidade, possivelmente associado a aterosclerose
(ROSS, 1999; ROCHA, 2009).

Do ponto de vista patoldgico, todos os estagios da formagdo da placa
aterosclerotica podem ser considerados uma resposta da cascata inflamatéria (Figura
4). Desde a formacao inicial, com deposito de lipoproteinas, influxo de mondcitos e sua
diferenciagdo em macrofagos, formacdo de capa fibrosa, tudo isto resulta de uma
resposta inflamatdria a uma injuria no endotélio vascular de artérias de médio e grande
calibre (WONG, 2012). Portanto, todos os passos na aterogénese envolvem citocinas,

moléculas ativas, radicais livres e células caracteristicas de inflamagao (LIBBY, 2009).

Figura 4. Participa¢do da inflamacdo em todos os estagios da Aterosclerose

A — Recrutamento, adesdo e migracdo de mondcitos na lesdo aterosclerdtica inicial do endotélio
inflamado. Mondcitos maturam para macrofagos.

B — Linfécitos T se juntam aos macrofagos na intima do vaso durante a evolugdo da lesdo. Estes
leucocitos secretam citocinas e fatores de crescimento que promovem proliferacdo de células do
musculo liso. Estas células expressam enzimas que degradam elastina e coldgeno, fazendo
degradacdo de material extracelular e aumentando a placa em tamanho. Macréfagos fagocitam
material extracelular degradado e se diferenciam em células espumosas.

C — Mediadores inflamatérios inibem a sintese de colageno, deixando a capa fibrosa fridvel e
susceptivel a ruptura. Adaptado de LIBBY et al, 2002
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A aterosclerose ¢ causa de mortalidade cardiovascular estando relacionada a
infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular encefalico e
claudicacdo. A mortalidade decorre principalmente da aterotrombose, quando placas
ateroscleroticas sdo rompidas por efeitos de citocinas proinflamatorias na capa fibrosa,
expondo material protrombotico de dentro da placa (LIBBY 2009).

Seguindo o caminho da ciéncia basica de laboratorio para a pratica clinica, a
pesquisa translacional trouxe a tona diversos biomarcadores inflamatorios com
potencial de predizer risco cardiovascular, monitorizar tratamento e guiar terapias
(PANNEN, ROBOTHAM 1995; WONG et al, 2012).

Atualmente sdo descritos diversos biomarcadores para avaliar perfil
inflamatorio. Podemos citar aqui a interleucina-6 (IL-6), proteina C-reativa (PCR),
albumina e ferritina (MENON et a/, 2005; KALANTAR-ZADEH et al, 2006), que sdo
associados a aumento de risco e mortalidade cardiovascular (KOENIG et al, 1999;
RIDKER et al, 2000; YAMASHITA et al, 2003)

A IL-6 ¢ uma citocina fundamental para ativacdo endotelial e de leucocitos, com
importancia descrita na transi¢do da imunidade inata para adquirida (SCHELLER et al,
2011). Ela € produzida em resposta a diversos fatores e comporta-se como um mediador
central na resposta de fase aguda, producdo hepatica de PCR e na aterosclerose
(HEINRICH et al, 1990; SCHUETT et al, 2009). E expressa em grande quantidade na
placa aterosclerdtica, onde pode induzir instabilidade (RUS et al, 1996), e também
estimula a produgdo hepatica de fibrinogénio, aumentando o risco de trombose
(ARMSTRONG et al, 2006).

Diversos estudos relatam associagdo entre niveis de IL-6 e eventos
cardiovasculares (RIDKER et al, 2000), alguns até¢ demonstrando superioridade em
relagdo a outros marcadores (OKAZAKI et al, 2014).

A PCR ¢ o biomarcador inflamatério para doengas cardiovasculares mais
estudado (BLACK et al, 2004). PCR ultrassensivel (PCRus), medida em mg/dL, ¢ um
refinamento de técnica capaz de quantificar a PCR normalmente dentro da gama
observada em pacientes assintomaticos, com valor <3 mg/L. (RIDKER 2001). Dados
recentes demonstram que a PCR ndo ¢ apenas um marcador inflamatério, mas também
um mediador que promove e acelera aterosclerose (GRAD, DANENBERG 2013).

O aumento da PCR correlaciona-se com a presenga de fatores de risco
cardiovascular tradicionais e, quando elevada, estd associada a um maior risco de

eventos cardiovasculares futuros. Em andlises multivariadas, ap6s o ajuste para fatores
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de risco tradicionais, uma PCR elevada adiciona informac¢des em termos de risco de
DCV. Para a determinacdo do risco cardiovascular, valores de PCRus <1, entre 1-3 e
>3mg/dL podem ser usados para classificar o paciente em baixo, médio e alto risco
cardiovascular respectivamente (RIDKER 2016).

Albumina ¢ a principal proteina sintetizada pelo figado, responséavel por diversas
fungdes como manutengdo da pressdo oncotica plasmatica, transporte de substancias,
hormoénios e drogas. Seu nivel sérico ¢ considerado um dos melhores marcadores
nutricionais, mas também sofre importante influéncia de inflamacdo sistémica, como
marcador negativo de fase aguda (GABAY, KUSHNER 1999). Hipoalbuminemia ¢
preditor independente de mortalidade e de risco cardiovascular (GILLUM, MAKUC
1992; SCHALK et al 2006; GOPAL et al, 2010).

A ferritina ¢ uma proteina de armazenamento de ferro, exercendo fun¢do no
metabolismo deste ion (KELL, PRETORIUS 2014). Também ¢ considerada um
reagente de fase aguda, tendo seus niveis aumentados em processos inflamatorios e
apresentando correlagio aos niveis de PCR (SUNG et al, 2007). E descrita a associagio
de seus niveis séricos com desfechos cardiovasculares (KIECHL et al, 1997; SEMPOS
et al, 2000).
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2.5 INFLAMACAO E DOENCA RENAL CRONICA

As principais causas de mortalidade nos pacientes com DRC sdo as doengas
cardiovasculares e infecgdes, correspondendo a cerca de 70% dos Obitos nestes
pacientes (FOLEY ef al, 1998).

Cada vez mais, a DRC tem sido reconhecida como uma condi¢do de inflamagao
cronica, havendo altera¢cdes na imunidade inata e adquirida, tendo relagdo estreita com
DCV e infec¢des (Figura 5). A imunidade inata inclui reconhecimento, fagocitose e
digestdo de patogenos, indugdo de inflamagdo e apresentagdo de antigenos, enquanto
que a imunidade adquirida envolve a produ¢do de anticorpos e estd associada & memoria
da imunidade inata (KATO et al, 2008; YILMAZ, 2011).

O actmulo de toxinas urémicas devido a perda progressiva de fungdo renal
associa-se a um perfil inflamatorio alterado, com aumento de citocinas de fase aguda,
piora do estado nutricional e aterosclerose acelerada (SULIMAN, 2008). A inflamag¢ao
nos pacientes com DRC também ocasiona perda acelerada de fun¢do renal e, quanto
maior o estdgio da DRC, maior a prevaléncia de DCV (LONDON et al, 1997; GO et al,
2004; ZIMMERMANN et al, 1999).

Figura 5. Disfun¢do do sistema imune em pacientes com DRC contribuindo para

mortalidade cardiovascular, susceptibilidade a infec¢des e progressao da DRC
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Portanto, o acumulo de escérias nitrogenadas com a perda de fungdo renal esta
associada, a0 mesmo tempo, com uma imunodepressao, fator contribuinte para uma alta
prevaléncia de infecgdes nesta populagdo, e também com uma imunoativacao,
resultando em inflamacdo, aumento de citocinas inflamatorias e aumento de risco
cardiovascular (ZOCCALI et al, 2006).

Dentre as citocinas inflamatorias destaca-se a IL-6. Ela ativa receptores nos
hepatdcitos e leucocitos, iniciando uma cascata pro-inflamatoria que aumenta a
producdo de reagentes de fase aguda como proteina C-reativa (PCR) e ferritina,
reduzindo também a producdo de albumina (ABEYWARDENA et a/, 2009). Ela ¢ um
preditor independente de mortalidade cardiovascular nestes pacientes (PECOITS-
FILHO et al, 2002; PECOITS-FILHO et al, 2003), correlacionando-se com doenga
coronariana (SARWAR et al, 2012), hipertrofia de ventriculo esquerdo (RAYMOND et
al, 2001), insuficiéncia cardiaca (KANDA, TAKASHI 2004) e mais recentemente
fibrilagdo atrial (AMDUR et al, 2016). Foi visto também que a IL-6 ¢ melhor preditor
de mortalidade que PCR e albumina em pacientes com DRC tanto em tratamento
conservador quanto hemodidlise (RAO et al, 2005; BARRETO et al, 2010).

A PCR ¢ um biomarcador inflamatério bem estudado também em pacientes com
DRC. Neste grupo de doentes ocorre um aumento de seus niveis, demonstrando um
fator de risco adicional para o desenvolvimento de DCV (MENON et al/, 2003). Seus
niveis também predizem mortalidade de todas as causas e de causas cardiovasculares
em pacientes em tratamento conservador e hemodialise (YEUN et al, 2000; LEE et al,
2013; LEE et al, 2015).

Hipoalbuminemia ¢ o resultado combinado de ingesta proteica inadequada e
inflamacao, situacdes bastante prevalentes em pacientes com DRC (YEUN, KAYSEN
1998). Nestes pacientes, a albumina sérica baixa ¢ um forte preditor de mortalidade,
principalmente de origem cardiovascular (DON, KAYSEN 2004).

Outro marcador inflamatorio citado em pacientes com DRC ¢ a ferritina. Nestes
pacientes, seus niveis séricos podem variar entre 200 a 2000ng/mL, indicando apenas
inflamacao cronica, sem infec¢do ou malignidade associada (Tabela 4) (FISHBANE et
al, 2004; KALANTAR-ZADEH et al, 2006). Em pacientes sob hemodialise ¢ descrita a
associacdo entre hiperferritinemia e mortalidade cardiovascular (KALANTAR-ZADEH
etal,2001).



Tabela 4. Niveis séricos de ferritina em pacientes em hemodialise
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Niveis de Ferritina <200 200 a 500 | 500 a 2000 >2000
(ng/mL)
Condi¢oes comuns | Deficiéncia | Inflamacdo | Inflamacdo, | Sobrecarga
em hemodialise absoluta de | + infecgdo, de ferro
ferro deficiéncia | malignidade

absoluta ou doenga

ou hepética

funcional cronica

de ferro

FONTE: FISHBANE S., KALANTAR-ZADEH K., NISSENSON A.R. Serum ferritin in chronic kidney
disease: Reconsidering the upper limit for iron treatment. Semin Dial,v. 17, n. 5, p. 336-341, 2004.

Portanto, quando comparado a populagdo geral, o paciente com DRC apresenta
um perfil de inflamagdo cronica, com aumento de citocinas e marcadores inflamatorios

como IL-6, PCR e ferritina, e reducdo de albumina.
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3. JUSTIFICATIVAS

A doencga renal cronica (DRC) apresenta prevaléncia elevada e crescente na
populacao geral (MEGUID EL NAHAS, BELLO 2005). Tem elevada morbidade e esta
associada a aumento de mortalidade cardiovascular.

Os fatores de risco cardiovascular ditos tradicionais, como hipertensdo arterial
sistémica, diabetes mellitus, hipertrofia do ventriculo esquerdo ou doenca vascular
periférica sdo bem estabelecidos nesta populacdo (GANSEVOORT et al, 2013).

Mas os fatores de risco tidos como ndo-tradicionais, como hiperfosfatemia,
hiperparatireoidismo, inflamacdo e anemia ganham cada vez mais importancia nesta
populacao de doentes. Dentre estes, a hiperprolactinemia vem recebendo atencdo
crescente nos ultimos anos (LIBBY et al, 2009; HARING et al, 2014), principalmente
por qué pacientes com DRC apresentando prolactinemia elevada tém mortalidade
cardiovascular superior aqueles com prolactinemia normal (CARRERO et al, 2012), por
motivos desconhecidos.

A literatura, at¢é o momento, contém poucos dados avaliando a relacdo entre
prolactinemia e DRC.

Considerando o exposto, e considerando ainda as diversas ac¢des sistémicas da
prolactina, incluindo aterosclerose acelerada, nosso estudo se propde a avaliar, de forma

pioneira, em cada estagio da DRC, a correlag@o entre prolactinemia e inflamagao.
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4. OBJETIVOS

4.1 GERAL:
- Avaliar e correlacionar niveis séricos de prolactina com marcadores inflamatorios

(IL-6, PCRus, albumina, ferritina) nos estagios 3, 4 ¢ 5 da DRC;

4.2 ESPECIFICOS:

-Avaliar os niveis séricos de prolactina nos estagios 3, 4 ¢ 5 da DRC;

-Avaliar os niveis séricos de marcadores inflamatoérios (IL-6, PCRus, albumina,
ferritina) nos estagios 3, 4 e 5 da DRC;

-Correlacionar os niveis séricos de prolactina em pacientes com IL-6 elevada e normal,
independente do estdgio da DRC;

-Correlacionar os niveis séricos de prolactina em pacientes com PCRus elevada e

normal, independente do estagio da DRC.
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5. HIPOTESES

HO
Em um mesmo estagio da DRC, pacientes com prolactina elevada apresentam niveis de

marcadores inflamatdrios semelhantes aqueles com prolactinemia normal.

H1
Em um mesmo estagio da DRC, pacientes com prolactina elevada apresentam niveis de
marcadores inflamatorios mais elevados em comparagdo aqueles com prolactinemia

normal.



6. METODOS

6.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

CRITERIOS DE INCLUSAO
* IDADE > 18 ANOS
*+ TAXA FILTRACAO GLOMERULAR (TFG) <
60mL/min/1.73m* > 3 MESES
*  PACIENTES CADASTRADOS NO SERVICO DE
NEFROLOGIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS-
UFPE

* ASSINAR O TCLE

ENTREVISTA (APLICACAO DE
QUESTIONARIO)

DADOS GERAIS

DADOS ANTROPOMETRICOS

DADOS DE MORBIDADES
MEDICACOES EM USO

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

O NN W=

CRITERIOS DE EXCLUSAO
« USO DE MEDICACOES QUE ELEVEM PROLACTINA
e PORTADORES DE DOENCA HEPATICA CRONICA
*  ACESSO VENOSO TEMPORARIO PARA HEMODIALISE
e HEMODIALISE POR MENOS DE 6 MESES
e PACIENTES EM  DIALISE PERITONEAL OU
TRANSPLANTADOS RENAIS
e INFECCAO ATIVA OU USO DE ANTIBIOTICOS
* GRAVIDEZ OU LACTACAO

A,NALISE ESTATISCA:
ESTAGIO DA DRC, NIVEIS DE PROLACTINA E MARCADORES
INFLAMATORIOS (IL-6, PCRus, Albumina, Ferritina)
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6.2. LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

O projeto de pesquisa foi elaborado no programa de Pos-Graduagao em Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e realizado no Servigo de
Nefrologia do Hospital das Clinicas (HC) da UFPE, tanto no ambulatorio quanto no
servigo de hemodidlise.

O ambulatério de DRC ¢ referéncia estadual no tratamento destes pacientes,
principalmente da regido metropolitana do Recife. Neste setor o atendimento ¢ realizado
por médicos nefrologistas, residentes e estudantes de medicina, sob supervisdo de
preceptores. As consultas sdo realizadas em prontudrio proprio e seguem rotinas e
protocolos de tratamento especificos do servigco. Sao atendidos cerca de 20 pacientes
semanalmente, ja cadastrados no servico e retornando para acompanhamento.

O servico de hemodialise conta atualmente com 48 pacientes em regime de

hemodialise convencional, ou seja, 3 vezes por semana.
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6.3 POPULACAO DO ESTUDO

A populagio estudada foi composta por pacientes do Sistema Unico de Satde

(SUS) acompanhados no Servigo de Nefrologia do HC — UFPE. Foram convidados para
avaliagdo todos os pacientes atendidos no ambulatorio de DRC no periodo de Janeiro de
2015 a Julho de 2015, além dos pacientes em hemodialise ha mais de 6 meses deste
mesmo Servigo.
6.3.1 Ciritérios de Inclusiao

6.3.1.1. Pacientes maiores de 18 anos;

6.3.1.2. Portadores de doenca renal cronica com Taxa de Filtragdo Glomerular <
60mL/min/1,73m’;

6.3.1.3. Para os pacientes em hemodidlise: ter acesso vascular por fistula
arteriovenosa;

6.3.1.4. Para os pacientes em tratamento conservador: estarem cadastrados no
ambulatério de DRC do HC-UFPE.
6.3.2 Critérios de Exclusao

6.3.2.1. Uso de medicagdes que elevem prolactina (principais: Risperidona,
Haloperidol, Loxapina, Olanzapina, Quetiapina, Clomipramina, Amitriptilina,
Fluoxetina, Metoclopramida, Domperidona, Metildopa, Verapamil, Labetolol,
Morfina);

6.3.2.2. Doenca hepatica cronica (DHC) documentada (acompanhamento em
ambulatorio de DHC; histéria ou achados clinicos de cirrose hepatica);

6.3.2.3. Infecgao ativa ou uso de antibioticos;

6.3.2.4. Uso de acesso vascular provisorio (pacientes em hemodialise).

6.3.2.5. Gravidez ou amamentacao
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6.4 DEFINICAO DO TAMANHO AMOSTRAL

Foram avaliados consecutivamente, em um periodo de seis meses, todos os

pacientes atendidos no servigo de Nefrologia do HC-UFPE, no ambulatério e na

hemodialise.

6.5 DEFINICAO E CATEGORIZACAO DE VARIAVEIS

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

mesma balanca mecanica para todos os pacientes do estudo (WELMY ®,

ano 2012, Santa Barbara d’Oeste - SP).

a. INDICE DE MASSA CORPOREA (IMC): razio entre o peso ¢ a

altura’.

c.

f.

ABAIXO DO PESO: IMC < 18,5 kg/m”

PESO NORMAL: IMC entre 18,5 ¢ 24,9 kg/m’
SOBREPESO: IMC entre 25 ¢ 29,9 k/m?
OBESIDADE GRAU I: IMC entre 30 e 34,9 kg/m’
OBESIDADE GRAU II: IMC entre 35 ¢ 39,9 Kg/m”

OBESIDADE GRAU III: IMC > 40 Kg/m®

b. RACA: negra ou ndo-negra, de acordo com avaliagdo do examinador.

c. MEDIDAS LABORATORIAIS: realizadas no analisador quimico labmax 240.

a. CREATININA SERICA: dosada pelo método de Jaffé automatizado;

valores de referéncia (VR): homens, 0,7 — 1,2 mg/dL; mulheres, 0,53-

1,0mg/dL.

b. CISTATINA C: dosada pelo método de imunoturbidimetria ; VR:

0,5-1,03 mg/dL.
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a. PROLACTINA: dosada pelo método de eletroquimioluminescéncia;
VR: 4,04-15,2 ng/mL em homens e 4,79-23,3 ng/mL em mulheres.

b. INTERLEUCINA-6: dosada pelo método de
eletroquimioluminescéncia; VR: inferior a 7,0 pg/mL.

c. PROTEINA C-REATIVA ULTRASSENSIVEL: dosada pelo método
imunoturbidimétrico — COBAS 6000; VR: inferior a 0,3 mg/dL.

d. ALBUMINA: realizada pelo método colorimétrico; valor de referéncia
VR: 3,5-4,8g/dL.

e. FERRITINA: dosada pelo método de quimioluminescéncia; VR: 10—

291 ng/mL para mulheres e 22-322 ng/mL para homens.

d. CALCULO DA TAXA DE FILTRACAO GLOMERULAR

O célculo da taxa de filtracdo glomerular foi realizado através da equacao da
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD — EPI), através das
medidas séricas de creatinina e cistatina C. A equacdo incorpora os marcadores de
filtragdo glomerular (creatinina e cistatina C), assim como idade, sexo e raca (negros

versus nao-negros).

a. CKD - EPI Creatinina - Cistatina C (mL/min):
Feminino Cr < 0,7 Cis < 0,8 — 130 x (Cr/0,7)"** x (Cist/0,8) " x
0,995 "% [ x 1,08 se negro]; Cis > 0,8 — 130 x (Cr/0,7) *** x (Cist/0,8)

071 x 0,995 4 [ x 1,08 se negro]
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Feminino Cr > 0,7 Cis < 0,8 — 130 x (Cr/0,7) "' x (Cist/0,8) " x
0,995 "% [ x 1,08 se negro]; Cis > 0,8 — 130 x (Cr/0,7) ' x (Cist/0,8)"

071 x 0,995 49 [ x 1,08 se negro]

Masculino Cr < 0,9 Cis < 0,8 — 135 x (Cr/0,9) **"7 x (Cist/0,8) 7 x
0,995 % [ x 1,08 se negro]; Cis > 0,8 - 135 x (Cr/0,9) " x (Cist/0,8)

071 % 0,995 % [ x 1,08 se negro]

Masculino Cr > 0,9 Cis < 0,8 — 135 x (Cr/0,9) ' x (Cist/0,8) ™" x
0,995 %9 [ x 1,08 se negro]; Cis > 0,8 — 135 x (Cr/0,9) ' x (Cist/0,8)"
071 % 0,995 % [ x 1,08 se negro]
e. VARIAVEIS CLINICAS
a. DOENCA RENAL CRONICA: lesio renal estrutural ou
funcional ou taxa de filtragdo glomerular menor do que 60 mL/min/1,73

2 A .
m" por trés meses ou mais.

b. ESTAGIOS DA DOENCA RENAL CRONICA
(mL/min/1,73m?)
i ESTAGIO 1: TFG > 90
ii. ESTAGIO 2: TFG 60 — 89
iii. ESTAGIO 3a: TFG 45 — 59
iv. ESTAGIO 3b: TFG 30 — 44
V. ESTAGIO 4: TFG 15 -29
vi. ESTAGIO 5 conservador: TFG < 15 sem terapia renal

substitutiva



vii.

1.

ii.

iil.

1v.

Vi.

vil.
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ESTAGIO 5 hemodialise: TFG < 15 em hemodiilise

ETIOLOGIA DA DOENCA RENAL CRONICA

NEFROPATIA DIABETICA: proteiniria de 24 horas
maior que 300 mg, associada a lesdo em outro 6rgao alvo (retina,
nervo periférico, corondria, cerebrovascular ou vascular
periférico).

NEFROESCLEROSE HIPERTENSIVA: presenga de
niveis tensionais > 140 x 90 mmHg associado a lesdo de 6rgdo-
alvo também de caracteristica hipertensiva.

GLOMERULOPATIA: presenca de diagnostico de
glomerulopatia em bidpsia renal.

DOENCA RENAL POLICISTICA: presenca de exame de
imagem (ultrassonografia, tomografia computadorizada ou
ressonancia nuclear magnética) compativel com o diagndstico.

NEFROLITIASE E PIELONEFRITE CRONICA:
presenga de célculos obstrutivos ou coraliformes com cicatrizes
renais avaliados por cintilografia ou pionefrose estabelecida apos
nefrectomia.

OUTRAS: causa definida porém de etiologia diferente das
descritas acima.

INDETERMINADA: ndo definida por uma das etiologias

descritas acima ou de etiologia multifatorial.
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DIABETES: uso de antidiabético oral ou insulina; glicemia
de jejum maior ou igual do que 126 mg/dL em pelo menos duas
ocasides; ou hemoglobina glicada maior ou igual a 6,5%.

HIPERTENSAO: uso de medicamentos antihipertensivos
ou pressdo arterial sistémica maior ou igual a 140 x 90 mmHg em mais
de uma ocasiao.

ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL: passado de
acidente vascular cerebral isquémico ou hemorragico.

DOENCA CORONARIANA: passado de infarto do
miocardio documentado, necessidade de revascularizacdo miocardica ou
angioplastia coronariana.

HISTORIA FAMILIAR DE DOENCA
CORONARIANA: parente de primeiro grau (homem < 55 anos ou
mulher < 45 anos) com histéria de infarto documentado, necessidade de
revasculariza¢do miocérdica ou angioplastia coronariana.

OBESIDADE: IMC > 30 kg/m’

SEDENTARISMO: auséncia de atividade fisica ou
diminui¢do da mesma na auséncia de atividades laboriosas cujo esfor¢o

fisico se faz necessario.
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6.6 COLETA DE DADOS E AVALIACAO CLINICA

No periodo de Janeiro a Julho de 2015 foi realizado estudo de corte transversal e
observacional com pacientes portadores de DRC em tratamento conservador e em
hemodialise acompanhados no servico de Nefrologia do HC-UFPE.

Os pacientes em tratamento conservador foram selecionados consecutivamente
neste periodo no ambulatorio de DRC. Os pacientes em hemodidlise foram selecionados
no més de Julho no setor de hemodialise do HC-UFPE.

Apos aceitagdo para participar e a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido, foi realizado preenchimento do questionario com os dados demogréaficos,
antropométricos e clinicos.

Os pacientes em tratamento conservador foram submetidos a coleta de sangue no
membro superior dominante. Nos pacientes em hemodidlise, a amostra sanguinea foi
retirada da linha arterial do circuito de dialise no inicio da primeira sessdo de
hemodialise da semana — ou segunda-feira ou terca-feira.

Foram coletados 10 mL de sangue em dois tubos secos com 5 mL cada. Estas
amostras foram centrifugadas e o soro foi armazenado em trés eppendorf de 1 mL cada,
sendo congelados em freezer a - 80 °C para anélise posterior.

A dosagem de creatinina e cistatina C foram realizadas pelo método cinético
automatizado no laboratério central da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(LABMAX240 da Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). As dosagens de
prolactina e interleucina-6 foram realizadas no Laboratério Marcelo Magalhaes, pelo
método de eletroquimioluminescéncia (MODULAR 8000 da Roche, Roche
Diagnostics, Indianopolis, Indiana, Estados Unidos). As dosagens do PCRus, albumina

e ferritina foram realizadas no laboratério do HC-UFPE [PCRus pelo método de
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imunoturbidimetria (COBAS 6000 da Roche, Roche Diagnostics, Indianopolis, Indiana,
Estados Unidos); a de albumina pelo método colorimétrico e a de ferritina pelo método
de quimioluminescéncia (AU680 da Beckman Coulter, Brea, California, Estados
Unidos)]

Os dados foram armazenados utilizando-se planilha do Microsoft Office Excel

Jfor MAC, versdo 15.14 2015 ®.

6.7 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foram estudados os percentuais para as variaveis categoricas e as
medidas de média, desvio padrao, mediana, médximo e minimo das variaveis numéricas.
Além disto, todas estas varidveis foram avaliadas no geral e por estagio da doenca renal.

Com o objetivo de verificar possiveis diferencas das varidveis entre os estagios,
foi realizado o teste de normalidade e por ocorrer violagao da suposi¢ao de normalidade,
fez-se uso do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, em cada varidvel.

Para os casos onde ocorreram diferengas significativas entre os estagios, seguiu-
se com o teste par a par ndo paramétrico Mann-Whitney para verificar onde ocorria tal
diferenca.

Um estudo de correlagdo foi realizado com o objetivo de verificar a intensidade
(forte, fraca, moderada, muito forte, muito fraca), direcdo (as duas aumentam ou uma
aumenta e a outra decresce) e significancia de possiveis correlagdes entre as variaveis
envolvidas no estudo. Para as relagdes entre o estdgio da doenca (varidvel qualitativa
ordinal) e as demais varidveis qualitativas nominais, construiu-se tabelas de

contingéncia e fez-se uso do teste ndo paramétrico Qui-quadrado de independéncia. Para
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as correlagdes entre o estagio da doenca e as varidveis numéricas utilizou-se,
considerando os diferentes estagios, o Coeficiente de Spearman.

Além disto, para cada estagio, foi verificado e testado a existéncia de possiveis
diferengas nas variaveis (IL-6, PCRus, albumina e ferritina) quando foram comparados
os pacientes com prolactina elevada e os pacientes com prolactina normal. Foram
avaliados e comparados ainda os niveis de prolactina em pacientes com IL-6 elevada e
IL-6 normal, agrupados todos os estidgios, bem como nivel de prolactina em pacientes
com PCRus elevada e normal, também agrupados independente do estagio.

Para todos os testes realizados considerou-se o nivel de significancia de 5% e a
partir disto, a decisdo para estes testes baseou-se no valor de p (p-valor ou “Sig”), onde
p-valores menores que 5% indicam que deve rejeitar a hipotese nula e p-valores maiores

que 5% nao se deve rejeitar a hipotese nula.

6.8 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal de Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE) sob o registro nimero 37980714.1.0000.5208, de acordo com a
Resolucdo n® 466/12 do Conselho Nacional de Saude (ANEXO-A).

Nao houve qualquer tipo de remuneragdo ou privilégio para aqueles que optaram
em participar da pesquisa. Os pacientes que apresentaram alteragdes hormonais
significativas foram encaminhados ao ambulatério de endocrinologia para

acompanhamento.
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1. ABSTRACT

PURPOSE: Chronic kidney disease (CKD) is associated with high cardiovascular morbidity and
mortality, but the role of nontraditional risk factors has not yet been established. This study aims to
determine the serum level of prolactin and inflammatory profile of patients with advanced CKD
submitted to conservative treatment and/or hemodialysis.

METHODS: This monocentric study assessed 178 CKD patients over a period of six months. The
inclusion criteria were all consecutive patients treated at a reference CKD outpatient clinic (n=151) and
hemodialysis patients (n=27). The patients’ levels of prolactin (PRL) and of the inflammatory markers
interleukin-6 (IL-6), high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), ferritin, and albumin were determined.

RESULTS: The glomerular filtration rate was inversely related to serum PRL. As kidney function
decreased, the prevalence of hyperprolactinemia increased, varying from 19% in patients with CKD stage
3 to 81.5% in patients with CKD stage 5 undergoing hemodialysis. Hemodialysis patients with high PRL
had significantly higher IL-6 levels than in those with normal PRL (p=0.046). Patients with high PRL
undergoing conservative treatment or hemodialysis had higher hs-CRP, ferritin, and albumin levels than
those with normal PRL, but the difference was not statistically significant.

CONCLUSION: The prevalence of hyperprolactinemia increases as kidney function decreases.
Terminal hemodialysis patients with high prolactin levels have significantly higher IL-6 levels than those

with normal prolactin levels.

KEYWORDS: Prolactin. Inflammation. Interleukin-6. Chronic Kidney Disease. Hemodialysis
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2. INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) consists of kidney lesion with progressive and irreversible loss of
kidney function. The disease is characterized by changes in the glomerular filtration rate and/or presence
of parenchymal lesion for at least three months [1]. CKD is a serious health problem in Brazil, and its
prevalence increases yearly. The main etiologies of CKD are high blood pressure and diabetes mellitus
(DM) [2].

The high CKD-related morbidity and mortality, and high cost of treatment make CKD an
important public health problem [3,4]. CKD patients die mainly of cardiovascular problems, and even
individuals undergoing renal replacement therapy (hemodialysis, peritoneal dialysis, or kidney transplant)
have high mortality, higher still than mortality from certain types of cancer [5,6,7].

The traditional cardiovascular risk factors, such as high blood pressure, left ventricular
hypertrophy, DM, smoking, dyslipidemia, and old age are very prevalent in CKD patients [8,9,10].
Nonetheless, nontraditional risk factors, such as hyperphosphatemia, anemia, inflammation, and
microalbuminuria, have received increasing attention [11]. Hyperprolactinemia is emerging as a potencial
nontraditional risk factor [12,15].

Hyperprolactinemia is the most common endocrine change in the hypothalamic-pituitary axis [13].
It has many etiologies, such as physiological (e.g., pregnancy and lactation), pharmacological (e.g., use of
neuroleptics, estrogen, and prokinetics), and pathological (e.g., pituitary and hypothalamic tumors,
primary hypothyroidism, and CKD) [14]. Recent studies indicate that prolactin may have several biologic
actions that participate in the atheroclerotic process [16]. Serum levels of prolactin are directly related to
endothelial dysfunction, high levels of inflammatory markers, high cardiovascular risk, and in CKD
patients, high mortality [18,19,20,21,22].

To our knowledge there are no studies, until the present moment, evaluating at the same time
prolactinemia and inflammatory markers at each stage of CKD. The aim of this study was to evaluate, at
each stage of CKD, the relationship between prolactinaemia and inflammatory markers, represented by

interleukin-6, hs-CRP, albumin, and ferritin.

3. MATERIALS AND METHODS

This cross-sectional, prospective, monocentric study assessed all consecutive CKD patients
regularly followed by the nephrology outpatient clinic of the Clinics Hospital of UFPE during a period of
six months (January 2015 to July 2015). Patients undergoing hemodialysis in the same hospital were also

studied during the same period.

The inclusion criteria were CKD patients, males and females, aged more than 18 years and
estimated glomerular filtration rate equal to or below 60 mL/min/1.73 m” The dialysis patients were
males and females aged more than 18 years who had been undergoing hemodialysis using an

arteriovenous fistula for more than six months.
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The exclusion criteria were acute infections, use of antibiotics or drugs that increase prolactin,
absence of permanent vascular access (short- or long-term catheter) in those undergoing hemodialysis,

pregnancy or lactation, liver disease and unwillingness to participate.

The following variables were collected from all patients: clinical (gender, age, weight, height,
body mass index, body surface area), biochemical (creatinine and cystatin C), inflammatory marker (IL-6,
hs-CRP, albumin, and ferritin), and hormonal (prolactin). Creatinine and cystatin C were determined by
the automated kinetic method (LABMAX240 da Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil); hs-CRP, by
immunoturbidimetry (Roche’s COBAS 6000, Roche Diagnostics, Indianapolis, Indiana, United States);
prolactin and IL-6, by electrochemiluminescence (Roche’s MODULAR 8000, Roche Diagnostics,
Indianopolis, Indiana, United States); and albumin, by colorimetry and ferritin by chemiluminescence
(Beckman Coulter’s AU680, Brea, California, United States).

The glomerular filtration rate (GFR) was estimated by the formula CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease) using creatinine and cystatin C as markers of kidney function. Then, based on GFR, the patients
were classified as follows: patients with 30 < GFR < 60 mL/min as CKD stage 3; patients with 15 < GFR
< 30 mL/min as CKD stage 4; patients with GFR < 15 mL/min as CKD stage 5; and patients undergoing
hemodialysis as renal replacement therapy as CKD stage 5 hemodialysis [7]. Patients in stages 3 and 4
were considered to be in conservative treatment, and patients in stage 5 were subdivided according to

treatment: conservative or hemodialysis (5 HD).

Hyperprolactinemia was defined as serum prolactin greater than 15.2 ng/mL in males and 23.3
ng/mL in females. Patients in the same CKD stage were then subdivided in two groups: without hormonal
elevation and with hormonal elevation. Next, the inflammatory markers (IL-6, hs-CRP, albumin, and
ferritin) of the two subgroups of each CKD stage were compared. Statistical analyses were also
performed of the mean prolactin levels of patients with high IL-6 and hs-CRP compared with patients

with normal IL-6 and hs-CRP, respectively.

The data were digitized in a spreadsheet of Microsoft Office Excel for MAC, version 15.14 2015
®. Then the data were descriptively analyzed to discriminate possible tendencies in the study variables.
The nonparametric Kruskal-Wallis test was used because the variables did not have normal distribution
according to the Kolmogorov-Smirnov test. When the variables differed significantly by CKD stage, the
nonparametric Mann-Whitney matched pairs test determined the source of the difference. The
nonparametric chi-square test verified the relationships between CKD stage and the other qualitative
variables. The Spearman’s coefficient determined the correlations between CKD stage and the numerical
variables. Finally, the existence of possible differences between the patients with high and normal
prolactin levels was investigated and tested by CKD stage. The significance level was set at 5% for all

tests.

4. RESULTS

A total of 178 CKD patients were assessed in the study period, 151 receiving conservative
treatment and 27 undergoing hemodialysis. In all, 32 patients were excluded because they refused to

participate in the study or because their prolactin and inflammatory marker data were incomplete. The
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mean age was 58.4 + 16.3 years, and females were slightly more prevalent than males (53% x 47%,
respectively). Most patients had CKD stage 4, and the main CKD etiologies in these patients were high
blood pressure (26.9%) and DM (26.4%) (Table 1).

Table 2 and Graph 1 shows the prolactin levels of the sample. Prolactin increased as renal
function decreased: 10.9 ng/mL, 13.7 ng/mL, 16.3 ng/mL, and 35.3 ng/mL for CKD stages 3, 4, 5, and 5-
HD, respectively. The prevalence of hyperprolactinemia also increased as GFR decreased, affecting as

much as 81.5% of the hemodialysis patients.

Table 3 shows the inflammatory markers IL-6, hs-CRP, albumin, and ferritin by CKD stage.
Stage 3-5 of conservative CKD tended to show increased levels of inflammatory markers, but without

showing statistical difference.

Table 4 shows those markers in patients with normal and high prolactin levels, in each stage of
CKD. In stage 4 patients with high PRL tended to show elevated hs-CRP in comparison with patients at
the same CKD stage with normal PRL (5,4mg/dL x 3,4 mg/dL respectively; p = 0,06). Patients
undergoing hemodialysis with high prolactin had statistically higher IL-6 levels (6,8ng/mL x 2,6ng/mL
respectively; p = 0.046).

Table 5 and table 6 contains an analysis of the levels of prolactin in patients with high and
normal hs-CRP and IL-6, respectively. There was no statistical difference between serum prolactin levels

in these subgroup of patients.

5. DISCUSSION

For the first time a study concurrently assessed serum prolactin and the inflammatory profile of
CKD patients. Prolactin is associated with many functions besides lactation, the so-called “non-pituitary
prolactin expressions” [31]. Some such functions include peripartum cardiomyopathy [32], insulin
resistance [33], metabolic syndrome [34], inflammation modulation [35], endothelial dysfunction, and

accelerated atherosclerosis [36].

Few studies have assessed prolactinemia in CKD patients and most were published in the 1970s
and 1980s. But there is evidence in recent studies that high prolactin levels in these individuals are

directly associated with endothelial dysfunction, high cardiovascular risk, and high mortality [12].

In this study, after stratifying the patients by CKD stage, both the prevalence of
hyperprolactinemia and serum prolactin levels increased as renal function decreased. These changes are
probably caused by reduced prolactin excretion and increased prolactin secretion by pituitary lactotrophs
in patients with kidney failure [10,23]. Moreover, dialysis did not reduce prolactin levels of the study
patients. Previous studies have shown only kidney transplant or treatment with dopaminergic agonists
(cabergoline and bromocriptine) returns high prolactin levels to the normal range in CKD patients

[18,19,20,21].

Hyperprolactinemia is associated with many cardiovascular outcomes regardless of renal failure.

Carotid intima-media thickness increases in patients with normal renal function and untreated
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prolactinoma [27], and postmenopausal women with high prolactin have high aortic stiffness and pulse
wave velocity [28]. A study recently found that prolactin acts directly on the distal renal tubules,
increasing epithelial sodium channel (ENaC) expression and, consequently, sodium reabsorption [29].
Prolactin receptors have been found in the atherosclerotic plaque macrophages of patients submitted to
endarterectomy, suggesting that prolactin may modulate atherogenesis [30]. Recently a cohort study
found a positive correlation between serum prolactin and cardiovascular mortality [20]. Furthermore, all
stages of atherogenesis are mediated by inflammatory pathways [36]. Many studies have reported an

association between hyperprolactinemia and changes in the inflammatory profile [26,33,34].

In our study, high prolactin increased IL-6 significantly in the subgroup of hemodialysis patients.
This cytokine is one of the main mediators of the inflammatory response, promoting lymphocyte
activation and proliferation, leukocyte recruitment, B-cell differentiation, and induction of acute-phase
proteins, such as C-reactive protein, albumin, and ferritin [38]. Studies have also shown that IL-6 is a
better predictor of mortality than CRP or albumin in CKD patients under conservative treatment or
hemodialysis [45, 47, 48, 49]. IL-6 is directly associated with increased cardiovascular risk [39], and
there is also a correlation with coronary artery disease, left ventricular hypertrophy, heart failure and atrial

fibrillation [40,41].

Hs-CRP is the most studied inflammatory marker of cardiovascular risk. Its levels in patients
with CKD predict all-cause and cardiovascular mortalities [42, 46]. We observed hs-CRP levels did not
differ regardless of CKD stage in patients with normal and high prolactinemia. However, the prolactin
levels of patients with high hs-CRP (> 1mg/dL) tended to be higher, an effect also observed in patients
with high IL-6 (Tables 5 and 6).

The levels of the other study inflammatory markers (albumin, and ferritin) are abnormal in most
CKD patients, reflecting their higher inflammatory status and increasing their cardiovascular risk and
mortality [43,44]. However, the present study did not find a correlation between serum prolactin and such

markers, perhaps because they are less specific inflammatory markers.

Since prolactin is a physiological immune response modulator, we postulate that prolactin plays
a role in CKD patients, increasing cardiovascular mortality, intermediating atherogenesis through

inflammatory pathways.

This is an observational, cross-sectional study, only being able to generate hypotheses. The study
sample consisted of all consecutive patients who visited a reference CKD outpatient clinic in a period of
six months. Grouping the patients by CKD stage and subgrouping them according to prolactin level
(normal or high) resulted in a small number of patients in each subgroup. However, hemodialysis patients

with high prolactin had statistically higher IL-6 levels.

In conclusion, serum prolactin increases as renal function decreases, and hyperprolactinemic
patients undergoing hemodialysis had high IL-6 serum levels. Patients with higher IL-6 or hs-CRP tended
to have higher prolactin. Prospective studies with more patients are needed to confirm the present study
hypothesis that hyperprolactinemia in patients with CKD worsens the inflammatory profile, leading to

accelerated atherosclerosis, which could justify the higher incidence of cardiovascular events.
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Table 1. Anthropometric and clinical data of the patients studied

Data
Mean Age (= SD)
Chronic Kidney Disease stage
3
4
5
5HD
Race
Black
Non-black
Body Mass Index
<20
20-24.9
>25
Chronic Kidney Disease - etiology
High Blood Pressure
Diabetes Mellitus
Chronic Glomerulonephritis
Chronic pyelonephritis
Not determined
ADPKD
Others

58.4 years (£ 16.3)

N (%)
38 (21.3)
88 (49.4)

25 (14)
27 (15.2)

36 (20.5)
142 (79.5)

10 (6)
53 (35)
88 (58)

48 (26.9)
47 (26.4)
32 (18)
11 (6.0)
11 (6.0)
8 (4.5)
21 (12.2)

ADPKD: autosomal dominant polycystic kidney disease; others: other defined etiologies.

Table 2. Prolactin (PRL) level by stage of chronic kidney disease (CKD)

CKD stage mean PRL Patients with | Total number
(ng/mL) high PRL of patients
3 10.9 6 (19%) 31
4 13.7 22 (32.4%) 68
5 16.3 8 (40%) 20
5HD 353 22 (81.5%) 27
Total 58 (39.7%) 146 (100%)

5-HD: Patients with CKD stage 5 undergoing hemodialysis.
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Graph 1. Serum level of prolactin (ng/mL) by stage of chronic kidney disease (CKD)
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Table 3. Median of levels of inflammatory markers by stage of chronic kidney disease

(CKD)
CKD IL-6 hs-CRP Albumin Ferritin
stage (pg/mL) (mg/dL) (mg/mL) (ng/mL)
3 5.1 4.5 4.1 213
4 5.1 4.5 4.1 211.5
5 6.4 4.6 3.7 158
5SHD 6 43 3.8 507.5

IL-6, interleukin-6; hs-CRP, highsensitive-C-reactive protein; 5S-HD: Patients with CKD stage 5 undergoing hemodialysis.
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Table 4. Correlation between inflammatory markers and PRL levels by stage of chronic

kidney disease (CKD)
CKD stage | IL-6 P Albumin | P hs-CRP | P Ferritin | P
ng/mL value mg/dL value mg/dL value ng/mL value

Stage 3 0.75 0.36 0.23 0.86
h-PRL | 4.1 3.4 2.6 133
n-PRL | 5.1 4.1 4.5 213
Stage 4 0.52 1 0.06 0.28
h-PRL | 5.2 4.0 5.4 276
n-PRL | 5.0 4.1 3.4 196
Stage 5 0.23 0.42 0.43 0.82
h-PRL | 4.8 3.6 2.0 133
n-PRL | 8.2 3.7 5.5 194
5-HD 0.046 03 0.78 0.47
h-PRL | 6.8 3.9 4.4 523
n-PRL | 2.6 3.6 4.0 376

h-PRL: High prolactin levels; n-PRL: normal prolactin levels; IL-6: Interleukin-6; hs-CRP: high-sensitivity C-reactive protein; 5

HD: patients with stage 5 CKD undergoing hemodialysis

Table 5. Highsensitive C-Reactive Protein (hs-CRP) levels and prolactin in all CKD

patients.
hsCRP N Prolactin ng/mL (median) (SE) | P value
>1 mg/dL | 120 13,75 (= 2,59) 0,82
normal | 26 12,90 (+ 3,36)
Table 6. Interleukin-6 (IL-6) and prolactin in all CKD patients
IL-6 N Prolactin ng/mL (mean) (SD) | P value
>7pg/mL | 51 28,29 (+ 48,4) 0,27
normal 95 20,79 (= 23,6)
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Em pacientes com DRC foi observado que a piora da funcdo renal acarreta
elevacdo nos niveis séricos de prolactina de forma significativa, aumentando a
prevaléncia de hiperprolactinemia nos estdgios mais avancados da DRC.

Foi observado também que, nos pacientes em hemodidlise, aqueles que
apresentam hiperprolactinemia tém niveis séricos de interleucina-6 maiores quando
comparados aqueles com prolactinemia normal (p = 0,046). Foi visto também uma
tendéncia a niveis maiores de prolactina no grupo de pacientes com IL-6 elevada, mas
sem significancia estatistica (p = 0,27).

Em relacdo a PCRus, nos pacientes em estagio 4 houve tendéncia aqueles com
prolactina elevada apresentarem niveis elevados, mas sem significancia estatistica (p =
0,06). Nao houve correlacdo entre prolactinemia, albumina e ferritina nos estagios da
DRC avaliados no estudo.

O achado nos pacientes dialiticos com relag@o a prolactina e IL-6 pode indicar a
via inflamatoria, com aterosclerose acelerada, como responsavel pelo aumento de
mortalidade neste subgrupo especifico de pacientes.

No entanto, o estudo realizado foi um corte transversal com o poder apenas de
gerar hipoteses. O niimero de individuos em cada estagio da DRC e, em cada estagio
subdividido em pacientes com prolactina normal e prolactina elevada, tornou a amostra
pequena em cada subgrupo.

Sao necessarios estudos prospectivos, com um nimero maior de pacientes em
cada estagio, avaliando-se também outras varidveis potenciais confundidoras neste

grupo de pacientes.
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APENDICE A

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PARA MAIORES DE

18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolucao 466/12)

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar, como voluntdrio(a), da pesquisa
intitulada “Prolactina e marcadores inflamatorios em pacientes com doenga renal
cronica”, que estd sob a responsabilidade do pesquisador Dr. Marclébio Manuel Coélho
Dourado, o qual pode ser localizado no ambulatério de Nefrologia do Hospital das
Clinicas da UFPE (HC-UFPE), cujo endereco ¢ a Avenida Prof. Moraes Rego S/N,
Cidade Universitaria, CEP 50.670.901 - Telefone(s): 81- 2126.3537/ 81-91157540; E-
mail — marclebio@yahoo.com.br).

Ap6ds ser esclarecido(a) sobre as informacgdes a seguir, no caso de aceitar a fazer parte
do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estda em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o(a) Sr.(a) ndo sera
penalizado(a) de forma alguma. O(a) senhor(a) tem o direito de retirar o consentimento a
gualquer tempo, sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

O presente estudo tem como objetivos mais bem definir as caracteristicas bioquimicas
e hormonais nos pacientes com doencga renal crénica e, principalmente, determinar a
prevaléncia de hiperprolactinemia e o perfil inflamatdrio nesses individuos.

Participando deste estudo, o(a) Sr.(a) devera comparecer no préprio ambulatério de
nefrologia onde visita seu médico periodicamente para realizar consultas médicas. Em uma
dessas visitas, serdo realizados procedimentos médicos aos quais o(a) Sr.(a) ja esta habituado
(vocé conversara com seu médico durante uma consulta médica, ele lhe examinard e pedird
alguns exames). No caso dos exames de sangue, serdo coletados aproximadamente 15 mL de
sangue por puncdo de veia do antebraco para exames laboratoriais de rotina, bem como para
dosagens hormonais.

Os desconfortos e riscos serdo os de coleta sanguinea. No local da puncdo podera
ocorrer dor, vermelhiddo, inchaco e hematomas, mas tais efeitos indesejados serdo
minimizados pela experiéncia do profissional que ira realizar o procedimento. Como beneficio
direto o(a) senhor(a) receberd o eventual diagndstico e tratamento do hipotiroidismo e
hiperprolactinemia, o que acarretara em menor risco cardiovascular e melhor qualidade de
vida. Como beneficio indireto o estudo possibilitara uma melhor caracterizacdo das
manifestacdes clinicas, bioquimicas e hormonais dos pacientes com doenca renal crénica
atendidos no Ambulatério de Nefrologia do HC-UFPE.

As informacgdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo.

Os dados coletados serdo guardados no enderego acima informado, no
computador pessoal do pesquisador principal, por um periodo de 5 anos. Nao havera
retencdo de amostras para armazenamento em banco.

O(a) Sr.(a) n3o pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidos pelos pesquisadores
(ressarcimento de despesas). Fica também garantida indenizacdo em casos de danos,
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comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial
ou extrajudicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
enderego: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-
PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO
(A)

Eu, , CPF ,
abaixo assinado, apos a leitura (ou a escuta da
leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as
minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
“Prolactina e marcadores inflamatorios em pacientes com doenga renal cronica”, como
voluntario(a).

Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo pesquisador(a) sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou
interrupgdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Recife, em

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do

voluntario em participar. (02 testemunhas nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Data /]

Nome:
Data /]

Nome:
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Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of
a reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They
should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical
data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.
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Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section
on the title page. The names of funding organizations should be written in full.

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some
examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have
been published or accepted for publication. Personal communications and unpublished
works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a
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substitute for a reference list.

The entries in the list should be numbered consecutively.
Journal article Hamburger, C.: Quasimonotonicity, regularity and duality for
nonlinear systems of partial differential equations. Ann. Mat. Pura Appl. 169,
321-354 (1995)
Article by DOI  Sajti, C.L., Georgio, S., Khodorkovsky, V., Marine, W.: New
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Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of
Title Word Abbreviations, see: ISSN.org LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the
formatting of in-text citations and reference list.

Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components

of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the

form of a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within
the figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Color Art
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Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to
make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the
different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
about 2-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-
pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic
Supplementary Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure
file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of
a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm
wide and not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm
wide and not higher than 198 mm.

Permissions
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If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In
such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
figures, please make sure that:

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Scientific style

Please always use internationally accepted signs and symbols for units (SI
units).

Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the
generic name should be given at first mention.

Ethical Responsabilities of authors

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a
member of the Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the
COPE guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the
trust in the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire
scientific endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be
achieved by following the rules of good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for
simultaneous consideration.

The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the
new work concerns an expansion of previous work (please provide
transparency on the re-use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-
plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of
submissions and submitted to various journals or to one journal over time (e.g.
“salami-publishing”).

No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions

No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s
own (“plagiarism”). Proper acknowledgements to other works must be given
(this includes material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or
paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of material, and
permissions are secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.
Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as
from the responsible authorities - tacitly or explicitly - at the
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institute/organization where the work has been carried out, before the work is
submitted.

Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to
the scientific work and therefore share collective responsibility and
accountability for the results.

In addition:

Changes of authorship or in the order of authors are not accepted after acceptance of a
manuscript.

Requesting to add or delete authors at revision stage, proof stage, or after
publication is a serious matter and may be considered when justifiably
warranted. Justification for changes in authorship must be compelling and may
be considered only after receipt of written approval from all authors and a
convincing, detailed explanation about the role/deletion of the new/deleted
author. In case of changes at revision stage, a letter must accompany the

revised manuscript. In case of changes after acceptance or publication, the
request and documentation must be sent via the Publisher to the Editor-in-

Chief. In all cases, further documentation may be required to support your
request. The decision on accepting the change rests with the Editor-in-Chief of
the journal and may be turned down. Therefore authors are strongly advised to
ensure the correct author group, corresponding author, and order of authors at
submission.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or

data in order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw
data, samples, records, etc.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation
following the COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise
valid concerns, the accused author will be contacted and given an opportunity to address
the issue. If misconduct has been established beyond reasonable doubt, this may result
in the Editor-in-Chief’s implementation of the following measures, including, but not
limited to:

If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the
author.

If the article has already been published online, depending on the nature and
severity of the infraction, either an erratum will be placed with the article or in
severe cases complete retraction of the article will occur. The reason must be
given in the published erratum or retraction note.

The author’s institution may be informed.

Compliance with Ethical Standards

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles
of ethical and professional conduct have been followed, authors should include
information regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial or
non-financial), informed consent if the research involved human participants, and a
statement on welfare of animals if the research involved animals.

Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section
entitled “Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:
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Disclosure of potential conflicts of interest
Research involving Human Participants and/or Animals
Informed consent

Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review
policies (i.e. single or double blind peer review) as well as per journal subject discipline.
Before submitting your article check the instructions following this section carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance
with ethical standards and send if requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned guidelines. The author will be held responsible for false statements or failure
to fulfill the above-mentioned guidelines.

Disclosure of potencial conflicts of interest

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential
influence or impart bias on the work. Although an author may not feel there is any
conflict, disclosure of relationships and interests provides a more complete and
transparent process, leading to an accurate and objective assessment of the work.
Awareness of a real or perceived conflicts of interest is a perspective to which the
readers are entitled. This is not meant to imply that a financial relationship with an
organization that sponsored the research or compensation received for consultancy work
is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that are directly or
indirectly related to the research may include but are not limited to the following:

Research grants from funding agencies (please give the research funder and
the grant number)

Honoraria for speaking at symposia

Financial support for attending symposia

Financial support for educational programs

Employment or consultation

Support from a project sponsor

Position on advisory board or board of directors or other type of management
relationships

Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity ownership or investment interest
Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such
rights)

Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial
interests) that may be important to readers should be disclosed. These may include but
are not limited to personal relationships or competing interests directly or indirectly tied
to this research, or professional interests or personal beliefs that may influence your
research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all
authors. In author collaborations where formal agreements for representation allow it, it
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is sufficient for the corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all
authors.

Research involving human participants

1) Statement of human rights

When reporting studies that involve human participants, authors should include a
statement that the studies have been approved by the appropriate institutional and/or
national research ethics committee and have been performed in accordance with the
ethical standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later
amendments or comparable ethical standards.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964
Helsinki Declaration or comparable standards, the authors must explain the reasons for
their approach, and demonstrate that the independent ethics committee or institutional
review board explicitly approved the doubtful aspects of the study.

The following statements should be included in the text before the References section:

Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants
were in accordance with the ethical standards of the institutional and/or national
research committee and with the 1964 Helsinki declaration and its later amendments or
comparable ethical standards.”

For retrospective studies, please add the following sentence:
“For this type of study formal consent is not required.”

After acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer
Statement online and indicate whether you wish to order OpenChoice and offprints.
Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed
and you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the
journal and access to that article is granted to customers who have purchased a
subscription), Springer now provides an alternative publishing option: Springer Open
Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular
subscription-based article, but in addition is made available publicly through Springer’s
online platform SpringerLink.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with
the author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the
Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License.

Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.
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Color illustrations
Publication of color illustrations is free of charge.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in
content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without
the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum,
which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the
official first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the
paper can also be cited by issue and page numbers.



