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RESUMO

A doenca renal crénica (DRC) caracteriza-se por perda irreversivel e progressiva da funcao renal,
definida por reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) ou alteracdo renal estrutural. E
bastante prevalente no Brasil e no mundo e esta associada a alta morbimortalidade por doenca
cardiovascular (DCV). Apesar de ser a principal causa de mortalidade, a DCV nestes
pacientes com frequéncia é subdiagnosticada e subtratada. Estudos mostram que a prevaléncia
de alteracBes cardiacas aumenta a medida que ocorre declinio da funcdo renal. A forma mais
frequentemente utilizada para estimar a TFG € através da dosagem sérica da creatinina. No
entanto, a cistatina C tem se sobressaido como marcador mais fidedigno por apresentar
vantagens em relacdo a creatinina, como por exemplo, ndo sofrer influéncia de massa
muscular, sexo ou idade. Entretanto, estudos sugerem que a TFG calculada pela combinacgéo
das medidas da creatinina e da cistatina C € mais precisa do que as medidas isoladas. O uso
combinado destes marcadores pode ser Gtil para distinguir melhor os estagios de disfungéo
renal e, desta maneira, identificar mais precocemente a necessidade de estudo
ecodopplercardiografico para deteccdo de alteracbes cardiacas subclinicas estruturais e
funcionais. Objetivou-se realizar um estudo de corte transversal em pacientes com DRC em
tratamento conservador avaliando a TFG estimada pela creatinina, cistatina C e combinacgdo de
ambas e suas associacdes com alteragdes cardiacas. Os pacientes foram classificados em
estagios da DRC, de acordo com as diretrizes do Kidney Disease Impoving Global Outcomes
e com a TFG estimada, utilizando a equacdo Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration, através das medidas séricas da creatinina e da cistatina C. Para critério de
comparacdo os pacientes classificados em estagios 3a, 3b e 4 foram considerados grupo 1 e 0s
pacientes do estagio 5, grupo 2. As alteraces ecodopplercardiograficas avaliadas incluiram:
disfuncdo diastoélica, disfuncdo sistolica, alteracdes de geometria do ventriculo esquerdo (VE)
e disfuncdo valvar. Foram avaliados 140 pacientes, em um Unico centro de referéncia em
nefrologia, por um periodo de 6 meses. Quando a TFG foi estimada pela cistatina C, observou-
se associacdo inversa entre o grau de disfuncdo renal e a presenca de alteracdo de geometria
do VE (45,4% no grupo 1 e 87,5% no grupo 2, p = 0,028) e disfuncéo valvar (8,3% no grupo
1 e 50 % no grupo 2, p = 0,005). Essa associagdo ndo foi observada quando a TFG foi
estimada pela creatinina ou pela combinacdo de creatinina e cistatina C. Nao houve
associacdo entre o grau de disfuncdo renal e a presenca de disfuncdo diastélica e disfuncéo

sistdlica. Concluiu-se que a TFG estimada pela combinacédo de creatinina e cistatina C ndo foi



superior ao uso isolado dos marcadores em predizer alteragdes ecodopplercardiogréaficas em

pacientes portadores de DRC em tratamento conservador.

Palavras-Chave: Cistatina C. Taxa de Filtracdo Glomerular. Insuficiéncia Renal
Cronica. Ecocardiograma.



ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by irreversible and progressive loss of renal
function with decreased glomerular filtration rate (GFR) or renal structural damage. CKD is a
common disease in Brazil and worldwide and it is associated with high morbidity and
mortality rates, mainly due to cardiovascular disease (CVD). Despite being the main cause of
mortality among CKD patients, CVD is often underdiagnosed and undertreated. Several
studies have shown that the prevalence of cardiac abnormalities increases as the renal function
declines. GFR has been most frequently calculated with the dosage of serum creatinine.
However, cystatin C has been considered as the most reliable GFR marker as it presents
advantages over creatinine, since it is not influenced by muscle mass, sex, or age. Recent
studies have shown that estimated GFR, calculated with a combination of creatinine and
cystatin C, more accurately reflects measured GFR than either marker alone. This finding
suggests that the combined use of these two markers may be useful to distinguish kidney
dysfunction stages better than either marker alone, and subsequently, allowing the earlier
identification for the need of a Doppler echocardiography performance test in order to detect
subclinical cardiac structural and functional changes. Thus, a cross-sectional study was
conducted in patients with CKD undergoing conservative treatment evaluating estimated GFR
by the creatinine, cystatin C, and combination of both markers, and their association with
cardiac changes. Patients were classified in the CKD stages, according to KDIGO guidelines
(Kidney Disease impoving Global Outcomes) and the GFR was estimated using the CKD-EPI
equation (Chronic Kidney Disease - Epidemiology Collaboration) through serum
measurements of creatinine and cystatin C. For comparison criteria patients classified in
stages 3a, 3b and 4 were considered as group 1 and patients in stage 5 as group 2. The
Doppler echocardiographic changes evaluated included: diastolic dysfunction, systolic
dysfunction, left ventricular geometry abnormalities and valvular dysfunction. We evaluated
140 patients in a single center of reference in nephrology, for a 6 months period. When GFR
was estimated by cystatin C, we observed an inverse association between the degree of renal
dysfunction and the presence of left ventricular geometry change (45.4% in group 1 and
87.5% in group 2, p = 0.028) and valvular dysfunction (8.3% in group 1 and 50% in group 2,
p = 0.005). This association was not observed when GFR was estimated by creatinine or the
combination of creatinine and cystatin C. There was no association between the degree of
renal dysfunction and diastolic dysfunction or systolic dysfunction. It was concluded that the

GFR estimated by combining creatinine and cystatin C was not greater than the isolated use



of markers to predict cardiac changes in patients with CKD undergoing conservative
treatment.

Key words: Cystatin C. Glomerular Filtration Rate. Renal Insufficiency Chronic.
Echocardiography.
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1. APRESENTACAO

A incidéncia de doenca renal cronica (DRC) tem aumentado mundialmente (HAMER;
EL NAHAS, 2006). Analises de dados em todo o mundo permitem afirmar ser a doenca uma
epidemia e um problema de saude publica (LUGON, 2008).

Apesar de a doenga cardiovascular (DCV) ser a principal causa de mortalidade nos
pacientes com DRC, com frequéncia ela € subdiagnosticada e subtratada. Estudos
epidemioldgicos, envolvendo grande nimero de participantes, evidenciaram que 0 aumento
da morbidade e mortalidade cardiovascular estd presente desde as fases iniciais da DRC
(CORESH et al., 2003; CULLETON et al., 1999; GARG et al., 2002; SARNAK et al., 2002).

Alteracdes cardiacas estruturais e funcionais sdo frequentemente diagnosticadas
através do ecodopplercardiograma transtoracico, um exame relativamente simples e de baixo
custo. A presenca de alteragdes estruturais e funcionais do ventriculo esquerdo (VE) sdo bons
preditores de eventos cardiovasculares em pacientes com DRC e estdo associados ao declinio
da funcéo renal (CHEN et al., 2011; FARSHID et al., 2013; PAOLETTI et al., 2011).

Uma limitacdo importante dos estudos envolvendo pacientes com DRC é a
heterogeneidade na forma de estimar a fungédo renal. A forma mais frequentemente utilizada
para estimar a taxa de filtracdo glomerular (TFG) é através de equacbes matematicas
utilizando a creatinina como biomarcador. Novas equacdes e biomarcadores continuam a ser
pesquisados com o objetivo de estimar com mais precisdo a TFG (HEWITT; DEAR; STAR,
2004).

A cistatina C, uma proteina de baixo peso molecular, tem se sobressaido como
marcador de TFG. Por ser um inibidor importante da cisteina protease, a cistatina C participa
no equilibrio de producdo e degradacdo da matriz extracelular e possui bioatividade em
diversos tecidos, incluindo o miocardio (BENGTSSON; NILSSON; JOVINGE, 2008;
TAGLIERI; KOENIG; KASKI, 2009).

A cistatina C tem-se mostrado como marcador mais fidedigno da funcdo renal,
qguando comparado a creatinina, e varios estudos tém demonstrado que a TFG calculada com a
combinacdo de ambos marcadores € mais precisa do que o uso isolado deles (INKER et al.,
2012; SCHAEFFNER et al., 2012; TEO et al., 2012).

Desta forma, decidiu-se realizar um estudo para avaliar a associacdo entre alteragcdes
cardiacas e a TFG estimada pela creatinina e a cistatina C em pacientes com DRC em
tratamento conservador. O intuito era responder a pergunta “A TFG calculada pela

combinacdo das medidas da creatinina e cistatina C é mais precisa do que a creatinina ou
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cistatina C isoladas em predizer alteragdes cardiacas em pacientes com DRC em tratamento
conservador?” O objetivo geral desta dissertacdo foi avaliar a associacdo de alteragdes
cardiacas com a TFG estimada por meio de equagdes utilizando creatinina, cistatina C e a
combinacdo de ambas. Os objetivos especificos foram descrever as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas dos pacientes com DRC em tratamento conservador; verificar a proporgéo de
pacientes em cada categoria de DRC (3a, 3b, 4 e 5) baseado nas equagdes de TFG creatinina,
TFG cistatina C e TFG creatinina + cistatina C; descrever a prevaléncia de fatores de riscos
cardiovasculares (CV) tradicionais; e avaliar a associacdo entre disfuncdo diastolica,
disfuncdo sistdlica, alteracdes geométricas do VE e disfuncdo valvar com a TFG estimada por
meio de equac0es utilizando creatinina, cistatina C e a combinacdo de ambas.

Esta dissertacdo de mestrado serd apresentada em forma de capitulos. No primeiro
constara o referencial tedrico, justificativa, objetivos e hipdteses da pesquisa, no segundo
capitulo, a metodologia empregada na pesquisa, no terceiro capitulo serdo apresentados 0s
resultados sob a forma de artigos e o quarto a concluséo e as consideracdes finais.

O primeiro artigo intitulado: “A estimativa da taxa de filtracdo glomerular baseada na
combinacdo da creatinina e cistatina C ndo é superior as medidas isoladas em predizer
alteracdes cardiacas em renais cronicos sob tratamento conservador” serd submetido como
artigo original para o Jornal Brasileiro de Nefrologia. Neste artigo o objetivo foi avaliar se
existe superioridade entre a associacdo da TFG estimada utilizando creatinina e cistatina C em
relacdo a estas isoladas na identificacdo de alteracdes cardiacas em pacientes com DRC em
tratamento conservador. O segundo artigo intitulado: “Glomerular filtration rate estimated by
the cystatin C is better than creatinine in predicting abnormal ventricular geometry in patients
with chronic kidney disease” foi submetido como artigo original para a revista Clinical
Cardiology, fator de impacto 2.586. Neste artigo o objetivo foi avaliar a TFG estimada pela
creatinina e cistatina C e a presenca de alteracGes da geometria do VE em pacientes com DRC
em tratamento conservador.

Ao final da dissertacdo foram realizadas consideracdes sobre o uso da cistatina C e da
creatinina em subgrupos de pacientes portadores de DRC em tratamento conservador, assim

como sugestdes para estudos futuros.
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2. REFERENCIAL TEORICO

DOENCA RENAL CRONICA

A doenca renal crénica (DRC) se caracteriza por perda progressiva e irreversivel da
funcdo renal. E definida pela presenca por mais de trés meses de um dos critérios descritos na
Tabela 1 (EKNOYAN; LAMEIRE; ECKARDT, 2013).

Tabela 1. Definicdo da doenca renal cronica estabelecida pelo Kidney Disease - Improving

Global Outcomes 2013 - critérios 1 ou 2 por > 3 meses, podendo ser concomitantes.

Criterio 1 - Albumindria > 30mg/24 horas ou relagéo
Marcadores de dano renal (um ou mais) albumina/creatinina urinaria > 30mg/g
- Alterages em sumario de urina
- Alteragdes eletroliticas devido a
tubulopatia
- Anormalidades detectadas pela histologia
- Anormalidades estruturais detectadas por
exames de imagem
- Historia de transplante renal

Critério 2 TFG < 60mL/min/1,73m?
Reducdo da taxa de filtragdo glomerular
(TFG)

A etiologia da DRC varia de acordo com a area geografica. Nos paises desenvolvidos,
hipertenséo arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus (DM) sdo as causas mais frequentes
de DRC, especialmente em idosos. Em outros paises, outras causas podem ser tdo frequentes
como HAS e DM como, por exemplo, glomerulopatia no leste Asiatico (EKNOYAN;
LAMEIRE; ECKARDT, 2013). No Brasil, a principal causa de DRC é a HAS (34%), seguida
de DM (29%) e glomerulopatia (13%) (SESSO et al., 2014). A prevaléncia da doenca €
crescente no Brasil e no mundo, podendo chegar a 10% da populacdo geral (GANSEVOORT
et al., 2013).

A DRC é uma importante causa de morbimortalidade global, devido, principalmente, a
doenca cardiovascular (DCV) (CONSOLIM-COLOMBO, 2008; FOLEY; PARFREY;
SARNAK, 1998). Mesmo em estagios iniciais da DRC, o risco de eventos cardiovasculares

fatais e ndo-fatais atribuidos diretamente a doenca renal aumenta substancialmente
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(EKNOYAN; LAMEIRE; ECKARDT, 2013). A mortalidade por causa cardiovascular é 10 a
20 vezes mais comum em pacientes com DRC quando comparados a populacdo geral
(LOIRAT et al., 1994).

As diretrizes atuais classificam a DRC em cinco estdgios de acordo com a TFG. Na
pratica clinica, é mais frequentemente estimada por equacfes matematicas, através de
medidas antropométricas, sexo, raca, idade e creatinina sérica (Tabela 2) (EKNOYAN;
LAMEIRE; ECKARDT, 2013).

Tabela 2. Classificacdo da doenca renal cronica em estagios estabelecida pelo Kidney Disease
Improving Global Outcomes, 2012

Estagio TFG (mL/min/1,73m)
1 >90
2 60-89
3a 45-59
3b 30-44
4 15-29
5 <150uemTRS

TRS — Terapia renal substitutiva

Esta classificacdo, estabelecida em 2012 pela National Kidney Foundation e publicada
em suas diretrizes Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO), é amplamente
utilizada e serve como alicerce para avaliagdo, estratificacdo de risco e acompanhamento dos
pacientes com DRC. Também auxilia em tomada de decisbes terapéuticas importantes como:
inicio de dialise, encaminhamento para transplante renal, acompanhamento nutricional e no
manejo clinico das complicacdes da DRC, como: anemia, doenca 0ssea e hipertensao, entre
outras (EKNOYAN; LAMEIRE; ECKARDT, 2013). A mortalidade destes pacientes €
diretamente proporcional a progressdo da DRC em seus diversos estagios, conforme a queda
da TFG (Figura 1) (KEITH et al., 2004).
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Figura 1. Taxa de mortalidade geral e eventos cardiovasculares de acordo com a estimativa
da taxa de filtracdo glomerular (GO et al., 2004)
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DRC E DOENCA CARDIOVASCULAR

Pacientes com DRC apresentam, frequentemente, inumeros fatores de risco
tradicionais e ndo tradicionais para o desenvolvimento de DCV (SHLIPAK et al., 2005).
Dentre os fatores de risco tradicionais, a HAS, o DM, a dislipidemia e a senilidade séo
altamente prevalentes em populacdes com DRC (FOLEY; WANG; COLLINS, 2005;
MUNTNER et al., 2005; SARNAK et al., 2003). Os fatores de risco ndo tradicionais sao mais
evidentes quando a DRC encontra-se em estagios mais avancados e incluem: retencdo de
toxinas urémicas, anemia, niveis elevados de citocinas inflamatérias, anormalidades no
metabolismo mineral 6sseo e a presenca do estado de desnutricao-inflamacdo (KAYSEN;
EISERICH, 2004)(BECKER et al., 2005).

O termo sindrome cardiorrenal (SCR) foi introduzido recentemente numa tentativa de
enfatizar a forte interacdo entre os sistemas cardiovascular e renal. Além disso, permitiu
expandir o conhecimento sobre sua patogenia, prevencao e potencial tratamento (RONCO et
al., 2010). A definicdo engloba diferentes sindromes, todas envolvendo o coragdo e o rim, na

qual a disfuncdo aguda ou cronica de um 6rgdo pode induzir disfuncdo aguda ou cronica do
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outro. A SCR tipo 4 é caracterizada pela disfuncdo renal crénica levando a DCV e
consequente aumento de mortalidade (HOUSE et al., 2010).

A DRC esté associada a aumento da incidéncia de insuficiéncia cardiaca (IC) e, por
conseguinte, aumento da mortalidade cardiovascular (KOTTGEN et al., 2007). Os
mecanismos que conduzem as alteracBes cardiacas nos pacientes com DRC estdo
representados na Figura 2. Neste contexto, as alteracdes cardiacas estruturais e funcionais sdo
consequéncia da sobrecarga de volume, niveis pressoricos elevados e ativacdo de sistemas
neuro-hormonais presentes na DRC. Estas alteracbes ocasionam modificacdes estruturais e
funcionais que culminam com apoptose dos midcitos cardiacos e fibrose com consequente IC

e eventos cardiovasculares (CHEN et al., 2011).

Figura 2. AlteracGes cardiacas e suas consequéncias na doenca renal cronica. (PATEINAKIS;
PAPAGIANNI, 2011)

Hiperativacdo

do SNS e Uremia
SRAA Retencdo de sal e 4gua PTH
Disfuncéo endotelial Anemia Catecolaminas
Rigidez arterial FAV Ang Il /ET -1
U U iy

Sobrecarga de Presséo

d

HVE Concéntrica

4

Sobrecarga de volume

4

HVE Excéntrica

4

Esterdides cardiotonicos

Fibrose miocardica

Insuficiéncia cardiaca congestiva — Disfunc¢éo diast6lica - Disfuncéo sistélica —
Isquemia- Arritmia — Morte subita

Ang Il: angiotensina Il; ET-1: endotelina -1; FAV: fistula arteriovenosa; HVE: hipertrofia ventricular esquerda;

PTH: paratorménio; SNS: sistema nervoso simpatico; SRAA: sistema renina-angiotensina-aldosterona.
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ALTERACOES CARDIACAS FUNCIONAIS

Atualmente, a ressonancia magnética cardiaca (RMC) é aceita como padrdo ouro de
exame ndo-invasivo para avaliar a morfologia (volume e massa de VE) e funcdo cardiaca
(fracdo de ejecdo e débito cardiaco) (PENNELL et al., 2004). No entanto, existem varias
limitacOes para o uso da RMC, como alto custo e ndo portabilidade (FLETT et al., 2009).
Além disso, embora o risco de toxicidade pelo gadolinio em pacientes com DRC seja raro, a
possivel complicacdo com fibrose sistémica nefrogénica é preocupante (BENNETT et al.,
2012; PERAZELLA, 2009).

O ecodopplercardiograma consiste em um exame simples, de baixo custo e capaz de
avaliar a funcdo e estrutura cardiaca. Embora seja um exame operador-dependente, ao longo
dos ultimos anos a precisdo das medidas tem se correlacionado com os achados histologicos

com ampla validagdo em estudos epidemiologicos (LIU et al., 2015).

A disfuncdo diastolica do VE €é uma das alteracdes cardiacas vistas ao
ecodopplercardiograma mais frequente entre os pacientes com DRC. Ela pode estar presente
desde os estagios iniciais da doenca e esta associada ao desenvolvimento de I1C subsequente e
aumento do risco de mortalidade (FARSHID et al., 2013; OTSUKA et al., 2009). Estudos
mostram alteracao da velocidade do Doppler tissular em praticamente todos 0s pacientes com
DRC, sugerindo presenca de doenca cardiaca subclinica (RAKHIT et al., 2007). O estudo
desenvolvido por Park et al avaliou 3.939 pacientes portadores de DRC estagios 2 a 4 e a
prevaléncia de disfuncdo diastolica foi de 71% (PARK et al., 2012).

A maioria dos pacientes com DRC apresentam fun¢édo sistolica preservada quando
avaliados pelo ecodopplercardiograma convencional (CHEN et al., 2011; HAYASHI et al.,
2006). No entanto, estudos recentes que utilizaram splecke tracking em pacientes com fracao
de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) normais identificaram que o strain longitudinal
global e circunferencial estavam reduzidos em pacientes com DRC quando comparados ao
controle (LIU et al., 2011; YAN et al.,, 2011). Apesar da disfuncdo sistélica ser pouco
prevalente, estudo desenvolvido por Ahmed et al. identificaram aumento de mortalidade entre
0s pacientes com DRC com FEVE reduzida (AHMED et al., 2007).
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ALTERACOES CARDIACAS ESTRUTURAIS

Assim como a disfuncgdo sistolica e diastélica, a hipertrofia de ventriculo esquerdo
(HVE) é reconhecida também como um dos fatores de risco mais importantes para a
mortalidade cardiovascular, principalmente nos pacientes com DRC (ZOCCALI et al., 2001).
A HVE € uma das alteracGes cardiacas estruturais mais frequentes em pacientes com DRC e
pode estar presente desde as fases iniciais da doenca (ASP et al., 2015; FRIED et al., 2003). A
prevaléncia de HVE em pacientes com DRC aumenta proporcionalmente com a diminuicéo
da TFG (MIDDLETON; PARFREY; FOLEY, 2001; PAOLETTI et al., 2005). Em estudo
transversal realizado em pacientes com DRC, foi encontrado 32% de HVE nos pacientes com
TFG > 60 mL/min/1.73m’ contra 75% nos pacientes com TFG < 30 mL/min/1.73m? (PARK
et al., 2012).

O acometimento valvar tambem é frequente em pacientes com DRC (FOX et al., 2006,
2004b). Estudos mostram que na populacdo geral a calcificacdo do anel mitral é capaz de
predizer fibrilacdo atrial (ARONOW; SCHWARTZ; KOENIGSBERG, 1987; FOX et al.,
2004a), acidente vascular cerebral (BENJAMIN et al., 1992) e aumento de morbidade e
mortalidade cardiovascular (FOX et al., 2003; GARDIN et al., 2001). De maneira semelhante,
esclerose de valva aortica também esta associada ao aumento de morbimortalidade
cardiovascular (OTTO et al., 1999). Uma vez que a DRC esta associada tanto ao aumento de
risco cardiovascular (ANAVEKAR et al., 2004; CULLETON et al., 1999; GO et al., 2004)
quanto a calcificacdo valvar (MAHER et al., 1987; RITSCHARD; BLUMBERG; JENZER,
1987; VARMA et al., 2005; WANG et al., 2003) é plausivel que um dos mecanismos pelos

quais a DRC aumenta o risco cardiovascular seja por meio da calcificacao valvar.

AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

A TFG é definida como o volume de plasma que pode ser completamente depurado de
uma determinada substancia pelos rins em uma unidade de tempo. O padrdo ouro para
determinar a TFG é a medida do clearance de uma substancia exdgena, tais como inulina,

| 1% 4cido etilenodiaminotetra-acético — Cr ** (EDTA — Cr °Y), 4cido

iotolamato —
dietilenotriaminopenta-acético-Tc®™ (DTPA-Tc **™) e iohexol (BOSTOM; KRONENBERG;
RITZ, 2002). Estas técnicas, no entanto, sdo trabalhosas e dispendiosas e requerem a
administracdo de substancias exdgenas e que torna incompativel a monitorizacdo de rotina

(SAYEGH, 2006). Portanto, a estimativa da TFG realizada através da medida sérica de
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marcadores enddgenos € o método clinico padrdo para avaliagdo da funcdo renal
(EKNOYAN; LAMEIRE; ECKARDT, 2013; LEVEY, 2002).

A creatinina é o marcador bioldgico mais utilizado para estimar a TFG por meio de
formulas matematicas (MILLER, 2008). E uma substancia livremente filtrada pelos glomérulos
e ndo é nem reabsorvida nem metabolizada pelo rim. No entanto, aproximadamente 10 a 40 por
cento da creatinina urinéria é derivada de secrecdo pelos tabulos proximais (SHEMESH et al.,
1985).

A creatinina sérica como marcador da DRC é falha em algumas situacdes como nos
pacientes com extremos de peso, devido a interferéncia da massa muscular, e nos casos de
disfuncdo da tireoide. A diminuicdo da depuracdo da creatinina e, eventualmente, o aumento
da liberacdo de creatinina pelas células musculares parecem ser responsaveis por niveis de
creatinina sérica elevados observados em pacientes com hipotireoidismo (KREISMAN;
HENNESSEY, 1999; VERHELST et al., 1997). Em contraste, a diminui¢do dos niveis de
creatinina no soro podem ser encontrados em pacientes com hipertireoidismo (FORD et al.,
1989; VERHELST et al., 1997).

E bem reconhecido que os determinantes da creatinina sérica no relacionados a TFG,
incluindo massa muscular, dieta e atividade fisica podem confundir a associacdo entre a TFG
e desfechos clinicos (OTERDOOM et al., 2009).

A cistatina C foi identificada pela primeira vez em 1961 no liquido cefalorraquidiano
humano. Consiste em uma proteina nao-glicosilada de baixo peso molecular pertencente a
superfamilia de inibidores da cisteina protease (BRZIN et al., 1984). A cistatina C é uma
proteina secretdria e pode ser encontrada em altas concentrac¢des no liquido cefalorraquidiano,
sangue, saliva e sémen. E constantemente transcrita e expressa em todas as células nucleadas
(OZDEN et al., 2010).

O clearance da cistatina C depende exclusivamente do rim e, devido ao seu baixo peso
molecular (13,3kDa) e carga positiva, a cistatina C é livremente filtrada pelos glomérulos e
ndo sofre secre¢do nem reabsorcao pelos tdbulos renais (BRIGUORI et al., 2010). A cistatina
C é relativamente estavel e sua concentracdo sérica independe de idade, sexo, raca e nutricdo
(TROF et al., 2006). Portanto, a cistatina C tem se sobressaido como marcador mais fidedigno
de estimativa da TFG quando comparado a creatinina (SHLIPAK et al., 2013).

Determinantes da cistatina C ndo relacionados & TFG também existem, entretanto, em
menor proporcdo quando comparados a creatinina (STEVENS et al., 2009). Existe a hipotese

de que obesidade, inflamacdo e diabetes aumentem o0s niveis séricos de cistatina C
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(ANDERSON et al., 2012; MATHISEN et al., 2011; RULE et al., 2013). Por outro lado,
também foram observadas mudancas da dosagem de cistatina C em pacientes com disfuncéo
da tiredide. Os niveis séricos de cistatina C foram significativamente menores no
hipotireoidismo e maiores no hipertireoidismo em comparagédo com o estado de eutireoidismo
(FRICKER; WIESLI; BRANDLE, 2003).

A cistatina C, adicionalmente, pode ser utilizada na avaliacdo de eventos clinicos
adversos e pode ser superior a creatinina como preditor de mortalidade e evento
cardiovascular (ASTOR et al., 2009). A cistatina C, por ser um inibidor importante da cisteina
protease, participa no equilibrio de producdo e degradacdo da matriz extracelular e possui
bioatividade em diversos tecidos, incluindo o miocérdio (BENGTSSON; NILSSON;
JOVINGE, 2008; TAGLIERI; KOENIG; KASKI, 2009).

Estudo envolvendo camudongos e humanos verificou que o RNAm da cistatina C
estava significativamente aumentado no miocardio do VE de camudongos e seres humanos
com HVE induzida por hipertensdo. O mesmo aumento ndo foi encontrado no miocardio de
camudongos e humanos com insuficiéncia cardiaca induzida por hipertensdo, indicando que a
cistatina C pode desempenhar um papel importante nas alteracbes cardiacas estruturais e
funcionais (CHENG et al., 2006).

Interessante ressaltar que a combinacdo das medidas da creatinina sérica e da cistatina C
€ mais acurada do que o uso isolado de um dos marcadores para estimativa da TFG (INKER
et al., 2012; STEVENS et al., 2008). O uso combinado destes marcadores pode ser Util para
distinguir melhor os estadgios de disfuncdo renal e, desta maneira, identificar mais
precocemente a necessidade de estudo ecodopplercardiografico para deteccdo de alteracbes
cardiacas subclinicas estruturais e funcionais. Associacdo de alteracdes cardiacas e medidas
da TFG baseada na creatinina sérica (TGFcr), cistatina C (TFG cis) e a combinacdo de ambas
(TFG cr + cis) ainda nao foi estudada.

Portanto, o presente estudo tem a finalidade de avaliar a associacdo da TFG estimada
por equacdes que utilizam creatinina, cistatina C e ambas com a presenca de alteracdes
cardiacas em pacientes com DRC em tratamento conservador acompanhados no servico de

Nefrologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE).
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3. JUSTIFICATIVA

A DCV apresenta elevada prevaléncia nos pacientes com DRC, sendo a principal
causa de mortalidade nestes pacientes. Ja estd bem estabelecida que a mortalidade é
diretamente proporcional ao estagio da DRC.

O ecodopplercardiograma transtoracico € utilizado como primeira ferramenta para
avaliacdo da estrutura e funcio cardiaca. E um exame disponivel, de baixo custo e que no
necessita de uso de contraste ou exposi¢do a radiacdo ionizante. Muitos estudos mostram que
existe associacdo entre a TFG e a presenca de alteracGes cardiacas em pacientes com DRC
(GROMADZINSKI; PRUSZCZYK, 2014; MIDDLETON; PARFREY; FOLEY, 2001;
PAOLETTI et al., 2005; PARK et al., 2012).

No entanto, a identificacdo do marcador ideal para estimativa da TFG € questdo
frequente de estudo, visto que a creatinina sofre influéncia de fatores néo relacionados a TFG,
como massa muscular, sexo e idade; e de fatores relacionados a TFG por ndo ser totalmente
filtrado e sofrer secrecdo e reabsorcdo tubular. A cistatina C tem sido apontada como
marcador mais fidedigno da TFG quando comparada a creatinina. Além de estimar com mais
precisdo a funcdo renal, a dosagem sérica da cistatina C tem se mostrado superior a creatinina
em predizer mortalidade e evento cardiovascular (PERALTA et al., 2011; SHLIPAK et al.,
2005b, 2013). Possivelmente, ao inibir a cisteina protease, a cistatina C desregula o equilibrio
entre a producdo e a degradacdo de matriz extracelular, podendo ser marcador de dano

estrutural do miocardio.

A combinacdo das medidas da creatinina sérica e da cistatina C € mais precisa do que
0 uso isolado de um dos marcadores para estimativa da TFG. Entretanto, ndo estd bem
estabelecido na literatura se essa combinacdo é Gtil na identificacdo de alteracfes cardiacas

nos pacientes portadores de DRC em tratamento conservador.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:
- Avaliar a associacdo de alteracdes cardiacas com a TFG estimada por meio de equacbes

utilizando creatinina, cistatina C e a combinacgdo de ambas.
4.2 Objetivos Especificos:

- Descrever as caracteristicas clinicas (comorbidades e habitos) e epidemioldgicas (sexo,

raca, idade) de pacientes renais crénicos em tratamento conservador.

- Verificar a propor¢édo de pacientes em cada categoria de DRC (3a, 3b, 4 e 5) baseado nas
equacOes de TFG cr, TFG cis e TFG cr + cis.

- Avaliar a associacao entre disfuncdo diastolica, disfungéo sistolica, alteracbes geométricas
do VE e disfuncéo valvar com a TFG estimada por meio de equac6es utilizando creatinina,

cistatina C e a combinacdo de ambas.



33

5. HIPOTESES

A TFG calculada pela combinacdo das medidas da creatinina e da cistatina C € mais precisa
do que a creatinina e a cistatina C isoladas em predizer altera¢@es cardiacas.

Quanto pior o estagio da DRC maior a chance de doenca cardiaca avaliada pelo
ecodopplercardiograma.
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METODOS




6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

CRITERIOS DE INCLUSAO
e |DADE MAIOR DO QUE 18 ANOS

e TFG < 60 mL/min/1.73m?
e PACIENTES CADASTRADOS NO
AMBULATORIO DE DRC HC-UFPE

!

CONVOCAGAO DOS PACIENTES E ORIENTAGAO COM APLICAGAO DO
TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

|

ENTREVISTA (APLICAGCAO DE QUESTIONARIO)
1. DADOS GERAIS

DADOS ANTROPOMETRICOS
COMORBIDADES

RESULTADOS DE EXAMES PREVIOS
ESTADIAMENTO DA DRC

!

CRITERIOS DE EXCLUSAO
e PORTADORES DE HIPERTIREOIDISMO OU
HIPOTIREOIDISMO
e PESO <40KgOU=>100Kg

!

_ COLETA DE EXAMES
REALIZACAO DE ECODOPPLERCARDIOGRAMA

!

COMPARAGAO DA TFG (CR, CISECR+CIS) E
ALTERACOES CARDIACAS (DISFUNCAO DIASTOLICA,
DISFUNGAO SISTOLICA, ALTERACOES DE GEOMETRIA DE
VE E DISFUNCAO VALVAR)

I

ANALISE ESTATISTICA

akrwn

35



36

6.2 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

O projeto de pesquisa foi elaborado no programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e desenvolvido nos Servigos de Nefrologia e
Cardiologia do Hospital das Clinicas (HC) da UFPE. Este ambulatorio é referéncia estadual
no tratamento de pacientes com DRC no Estado de Pernambuco, principalmente, da regido
metropolitana do Recife. Neste ambulatério o atendimento é realizado por médicos
nefrologistas, residentes e estudantes de medicina, sob supervisdo de preceptores. O
atendimento é realizado semanalmente, em prontudrio proprio e segue rotinas e protocolos de

tratamento especificos do servico. Séo atendidos cerca de 20 pacientes semanalmente.
6.3 POPULACAO DO ESTUDO

A populacio estudada foi composta por pacientes do Sistema Unico de Satde (SUS)
acompanhados no ambulatério de DRC do Servi¢co de Nefrologia do HC — UFPE. Foram
convocados para avaliacdo todos os casos atendidos no periodo de Dezembro de 2014 a Julho

de 2015 e que preenchiam os critérios de inclusdo do estudo.

6.3.1 Critérios de Incluséo

o Pacientes maiores de 18 anos
°  Pacientes com DRC com TFG < 60mL/min/1,73m?

o Cadastrados no ambulatorio de DRC do HC-UFPE.

6.3.2 Critérios de Exclusao
o Pacientes sabidamente portadores de hipertireoidismo ou hipotireoidismo

o Pacientes com peso <40 Kg ou > 100 Kg
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6.4 DEFINICOES DE TERMOS E CATEGORIZACAO DE VARIAVEIS

Definicéo de Termos
a. DOENCA RENAL CRONICA: lesdo renal estrutural ou funcional ou taxa de
filtracdo glomerular menor ou igual a 60mL/min/1.73 m? por trés meses ou
mais.
b. ETIOLOGIA DA DOENCA RENAL CRONICA
NEFROPATIA DIABETICA: proteindria > 500mg associada a lesdo em
outro 6rgdo alvo (retina, nervo periférico, coronéria, cerebrovascular ou

vascular periférico).

NEFROESCLEROSE HIPERTENSIVA: presenga de niveis tensionais >
140 x 90mmHg associada a lesdo de o¢rgdo alvo também de

caracteristica hipertensiva.

GLOMERULOPATIA: presenca de diagnéstico 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: presenca de calculos
obstrutivos ou coraliformes com cicatrizes renais avaliados por

cintilografia ou pionefrose estabelecida apds nefrectomia.
OUTRAS: causa definida porém de etiologia diferente das descritas acima.

INDETERMINADA: ndo definida por uma das etiologias descritas acima

ou de etiologia multifatorial.

Categorizacdo de variaveis
a. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS: foram aferidos peso e altura em uma
mesma balanca e considerada variadvel a razdo entre essas duas medidas, o
indice de massa corpérea (IMC).

IMC: raz&o entre o peso e a altura’.

Categorizada em:
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ABAIXO DO PESO: IMC < 18,5 Kg/m?
PESO NORMAL: IMC 18,5 e 24,9 Kg/m?
SOBREPESO: IMC 25 — 29,9 Kg/m?
OBESIDADE GRAU I: IMC 30 — 34,9 Kg/m?
OBESIDADE GRAU II: IMC 35-39,9 Kg/m?
OBESIDADE GRAU I11: IMC > 40 Kg/m?

b. RACA: aquela que foi referida pelo paciente, independente da avaliacdo do

examinador. Categorizada em negro e ndo negro.
c. VARIAVEIS BIOLOGICAS

1. ldade: definida pela data de nascimento e calculada em anos, na data
de inclusdo do estudo. Néo categorizada.
2. Sexo: género auto-referido pelo paciente, categorizado em masculino e

feminino.

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

1. CREATININA SERICA: realizada pelo método de jaffé
automatizado medida em mg/dL; valores de referéncia (VR) normal
para homens 0,7 — 1,2 mg/dL e mulheres 0,53-1,0 mg/dL

2. CISTATINA C: realizada pelo método de imunoturbidimetria em
mg/dL; VR 0,5 -1,03 mg/dL.

e. CALCULO DA TAXA DE FILTRACAO GLOMERULAR

O calculo da TFG foi realizado através da equacdo da Chronic Kidney Disease

Epidemiology Collaboration (CKD — EPI), através das medidas séricas de creatinina,
cistatina C ou a combinacdo de ambas (EARLEY et al., 2012; INKER et al., 2012;
LEVEY et al., 2003; MATSUSHITA et al., 2012). As trés equacfes incorporaram 0S

marcadores de filtracdo renal (creatinina e/ou cistatina C) assim como idade, sexo e raca

(negros versus nao-negros), exceto a equacao da TFG cistatina C, na qual a raca ndo é
necessaria (ANEXO 1).
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f. VARIAVEIS CLINICAS

1. ESTAGIOS DA DOENCA RENAL CRONICA-Categorizada de
acordo com a TFG de creatinina, cistatina C e combinacdo das medidas
(mL/min/1,73m?):

1. ESTAGIO 3a: TFG 45-59
2. ESTAGIO 3b: TFG 30-44
3. ESTAGIO 4: TFG 15-29
4. ESTAGIOS5: TFG< 15

2. DIABETES: uso de antidiabetico oral ou insulina; glicemia de jejum
maior do que 126mg/dL em pelo menos duas ocasifes ou hemoglobina
glicada maior do que 6,5%. Categorizada em Sim/Né&o.

3. HIPERTENSAO: uso de medicamentos anti-hipertensivos ou pressio
arterial sistémica maior ou igual a 140 x 90 mmHg em mais de uma
ocasido. Categorizada em Sim/Nao.

4. ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL.: passado de acidente vascular
cerebral isquémico ou hemorragico. Categorizada em Sim/Nao.

5. DOENCA CORONARIANA: passado de infarto documentado,
necessidade de revascularizagdo miocardica ou angioplastia coronariana.
Categorizada em Sim/Néo.

6. HISTORIA FAMILIAR DE DOENCA CORONARIANA: parente
de primeiro grau (homem < 55 anos ou mulher < 45 anos) com historia de
infarto documentado, necessidade de revascularizacdo miocardica ou
angioplastia coronariana. Categorizada em Sim/N&o.

7. HIPERTIREOIDISMO: diagnético prévio ou TSH menor que limite
inferior da normalidade com ou sem niveis elevados de T4 livre.
Categorizada em Sim/Né&o.

8. HIPOTIREOIDISMO: diagnostico prévio ou TSH maior que limite
superior da normalidade com ou sem niveis baixos de T4 livre.

Categorizada em Sim/Néao.
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9. DISLIPIDEMIA: uso de estatinas e/ou colesterol LDL > 100 mg/dL
e/ou colesterol total > 200mg/dL e/ou triglicerideos > 150mg/dL.
Categorizada em Sim/Né&o.
10. OBESIDADE: IMC > 30 Kg/m?. Categorizada em:
i. Obesidade grau I: IMC 30 — 34,9 Kg/m?

ii. Obesidade grau Il: IMC 35-39,9 Kg/m?

iii. Obesidade grau I11: IMC > 40 Kg/m®
11. SEDENTARISMO: auséncia de atividade fisica ou diminuicdo da
mesma na auséncia de atividades laboriosas cujo esforco fisico se faz

necessario. Categorizada em Sim/Nao.
12. TABAGISMO: consumo de tabaco. Categorizada em:

I. Ativo: faz uso atual do tabaco
ii. Ex-tabagista: historia prévia do consumo de tabaco

iii. Nao tabagista: nunca fumou.

ii. VARIAVEIS ECODOPPLERCARDIOGRAFICAS
a. PADRAO GEOMETRICO DO VENTRICULO ESQUERDO (LANG
et al., 2015)

i. REMODELAMENTO CONCENTRICO: indice de massa do
ventriculo esquerdo inferior a 115g/m? para homens e inferior a
95g/m? para mulheres com espessura relativa de parede superior a
0,42. Categorizada em Sim/N&o.

ii. HIPERTROFIA VENTRICULAR ESQUERDA
CONCENTRICA: indice de massa do ventriculo esquerdo
superior a 115g/m? para homens e superior a 95g/m? para mulheres
com espessura relativa de parede superior a 0,42. Categorizada em
Sim/Néo.

iii. HIPERTROFIA VENTRICULAR ESQUERDA
EXCENTRICA: Indice de massa do ventriculo esquerdo superior a
115g/m® para homens e superior a 95g/m? para mulheres com
espessura relativa de parede inferior a 0,42. Categorizada em
Sim/Néo.
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b. FUNCAO SISTOLICA (LANG et al., 2006):
Categorizada em:

i. NORMAL.: Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo maior ou
igual a 55%.

ii. DIMINUICAO DISCRETA: Fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo entre 45-54%.

iii. DIMINUICAO MODERADA: Fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo entre 30 -44%.

iv. DIMINUICAO IMPORTANTE: Fracdo de ejecdo do ventriculo

esquerdo menor ou igual a 30%.

¢. FUNCAO DIASTOLICA (NAGUEH et al., 2009):

Categorizada em:

i. DISFUNCAO DIASTOLICA LEVE: relagio E/A < 0,8 com
tempo de desaceleragdo > 200 ms ¢ relagdo E/E’ <8.
ii. DISFUNCAO DIASTOLICA MODERADA: relagdo E/A 0,8 —
1,50 com tempo de desaceleracdo 160-200 ms ¢ relagdo E/E’ 8 —
12.
iii. DISFUNCAO DIASTOLICA IMPORTANTE: - relagdo E/A >

2,0 com tempo de desaceleracdo <160 ms e relagdo E/E” > 13.

d. DISFUNCAO VALVAR (LANG et al., 2006): presenca de estenose e/ou
insuficiéncia valvares excluidos os descritos como alteracdes discretas ou

minimas. Categorizada em Sim/Nao.

6.5 COLETAS DE DADOS E AVALIACAO CLINICA

No periodo de Dezembro de 2014 a Julho de 2015, foi realizado estudo transversal e

observacional com pacientes renais crénicos em tratamento conservador. Os pacientes foram

selecionados consecutivamente por critério cronolégico de chegada ao ambulatorio. Foram
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excluidos pacientes sabidamente portadores de hipertireoidismo ou hipotireoidismo; aqueles
com peso inferior a 40 Kg ou superior a 100 Kg e os que recusaram participar do estudo.

Apoés assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido e preenchimento do
questionério que continha dados demograficos, antropométricos e clinicos, os pacientes foram
submetidos a coleta de sangue no membro superior dominante a fim de ndo comprometer a
confeccédo da fistula arteriovenosa para hemodidlise.

Foram coletados 10 mL de sangue em dois tubos secos com 5 mL cada. Estes foram
centrifugados e o soro armazenado em trés eppendorfs de 1 mL em freezer a - 80 °C. Os
testes bioquimicos foram realizados pelo método cinético automatizado no analisador quimico
Labmax 240 no Laboratdrio Central do UFRPE e incluiam: cistatina C e creatinina.

Os pacientes foram submetidos a estudo ecodopplercardiografico no laboratorio de
Cardiologia do HC-UFPE por uma Unica cardiologista experiente. As imagens foram
registradas no aparelho Vivid I, General Eletric, USA, dotado de transdutor multifrequencial
tipo 3S capaz de realizar exames nos modos uni (M), bidimensional, associado ao Doppler
pulsado, continuo e mapeamento de fluxo a cores. Todas as medidas foram realizadas no
modo bidimensional.

As medidas ecodopplercardiograficas incluiram: diametro diastélico final, diametro
sistélico final, volume diastélico final, volume sistélico final, fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE), atrio esquerdo, volume do atrio esquerdo, septo interventricular, parede
posterior, massa ventricular, indice de massa, espessura relativa e aorta. Foi realizada analise
descritiva das quatro cadmaras cardiacas, das valvas mitral, aortica, tricispide e pulmonar,
além de avaliacdo dos vasos aorta e pulmonar e do pericardio. Para o calculo da FEVE foram
utilizados os métodos Teicholtz ou Simpson, quando presente déficit segmentar.

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

6.6 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi realizada descricdo da populacdo por meio da distribuicdo de
frequéncias relativas (percentuais) e absolutas das classes de cada variavel qualitativa. Para
variaveis quantitativas foram utilizadas médias e medianas para resumir as informaces, e
desvio-padréo, minimo e maximo para indicar a variabilidade dos dados.

Para a analise das varidveis qualitativas do ecodopplercardiograma com a TFG foi
aplicado o teste Qui-Quadrado de Pearson, ou Exato de Fisher, quando necessario. Para as

variaveis quantitativas (FE, massa de VE e indice de massa) inicialmente foi realizado um
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estudo para verificar a normalidade destas varidveis através do teste de Kolmogorov-Sminorv.
Para a comparacdo dos grupos em relacdo as variaveis massa de VE e indice de massa foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, devido a falta de normalidade desses
dados. No caso da FEVE, o teste aplicado foi o t-Student, pois esta variavel passou no teste de
normalidade.

Foram considerados estatisticamente significantes os resultados cujos niveis descritivos
(valores de p) foram inferiores a 0,05. Os calculos estatisticos foram realizados no software
Statistical Package for the Social Science — SPSS, verséo 18.0 (IBM, Armonk,NY).

6.7 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (CEP/CCS/UFPE) sob o registro namero
38646514.5.0000.5208, de acordo com a Resolugdo n° 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (ANEXO 2).

N&o houve qualquer tipo de remuneracdo ou privilégio para aqueles que optaram em
participar da pesquisa. Os pacientes que apresentaram alteracdes ecodopplercardiograficas
significativas foram encaminhados ao ambulatério de cardiologia para devido

acompanhamento.
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Resumo

Introducéo: Pacientes com doenca renal cronica (DRC) possuem altas taxas de
morbidade e mortalidade cardiovascular que sdo diretamente proporcionais ao estagio
da DRC. Estudos sugerem que a taxa de filtracdo glomerular (TFG) calculada pela
combinacdo das medidas da creatinina e da cistatina C € mais acurada do que as
medidas isoladas para estimativa da TFG.

Objetivo: Avaliar se existe superioridade entre a associacdo da TFG estimada
utilizando creatinina e cistatina C em relacdo a estas isoladas na identificacdo de
alteracOes cardiacas em pacientes com DRC em tratamento conservador.

Meétodo: Estudo transversal, em pacientes com DRC em tratamento conservador, com
TFG < 60ml/min/1.73m% A TFG foi calculada utilizando-se 0 CKD-EPI e os pacientes
foram classificados de acordo com as diretrizes do KDIGO. Foi considerado como
grupo 1 os pacientes dos estagios 3a, 3b e 4 e grupo 2 os pacientes do estagio 5. As
alteracdes cardiacas avaliadas pelo ecodopplercardiograma foram: disfuncédo diastélica,
disfuncdo sistolica, alteracbes da geometria do ventriculo esquerdo (VE) e disfungéo
valvar.

Resultados: Foram avaliados 140 pacientes, com idade média de 59,8 anos, com
distribuicdo semelhante entre os sexos. A maioria dos pacientes apresentava disfungéo
diastolica (73,8%). Disfuncao sistdlica foi observada em apenas 5,7%. Alteracdo de
geometria do VE foi observada em 50,8% dos pacientes. A mediana de massa de VE no
grupo 1 foi 1539 versus 211g no grupo 2 (p=0,016), quando avaliados pela cistatina C.
Disfuncao valvar, de maneira semelhante, s6 apresentou associa¢do quando avaliada
pela cistatina C ( 8,3% no grupo 1 e 50% no grupo 2, p = 0,005). N&do houve associacao
de disfuncao renal mais grave estimada pela TFG creatinina + cistatina C e a presenca
de alteracdes cardiacas.

Conclusdo: A TFG estimada pela combinacdo de creatinina e cistatina C ndo foi
superior ao uso isolado da creatinina ou da cistatina C em predizer alteracdes cardiacas

em pacientes portadores de DRC em tratamento conservador.

Palavras-chave: Cistatina C; Taxa de Filtracdo Glomerular; Insuficiéncia Renal

Cronica; Ecocardiografia
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Abstract

Introduction: Chronic Kidney Disease (CKD) is associated with high rates of
cardiovascular morbidity and mortality that is directly proportional to Kkidney
dysfunction. Studies suggest that estimated GFR, calculated with a combination of
creatinine and cystatin C is more accurate than either marker alone.

Objective: Assess whether there is superiority between the association of estimated
GFR using creatinine and cystatin C in relation to these isolated in identifying cardiac
changes in patients with CKD undergoing conservative treatment.

Methods: Cross-sectional study conducted in patients with CKD undergoing
conservative treatment with GFR < 60 ml/min/1.73m? The GFR was calculated by
CKD-EPI equations and the patients were classified according to KDIGO. It was
considered as group 1 patients in stage 3a, 3b and 4 and group 2 patients in stage 5. The
cardiac changes assessed by Doppler echocardiography were diastolic dysfunction,
systolic dysfunction, changes in left ventricular (LV) geometry and valvular
dysfunction.

Results: We evaluated 140 patients with a mean age of 59.8 years, with similar
distribution between the sexes. Most patients had diastolic dysfunction (73.8 %).
Systolic dysfunction was seen in only 5.7 %.Abnormal LV geometry was observed in
50.8 %. The median LV mass in group 1 was 153g versus 211g in group 2 (p = 0.016)
when measured by cystatin C. Valvular dysfunction, similarly, was associated with
severe renal dysfunction when assessed by cystatin C (8.3 % in group 1 and 50 % in
group 2, p = 0.005). There was no association of severe renal impairment estimated by
GFR creatinine + cystatin C and the presence of cardiac abnormalities.

Conclusion: Estimated GFR by combining creatinine and cystatin C was not superior to
the isolated use of creatinine or cystatin C in predicting cardiac changes in patients with

CKD undergoing conservative treatment.

Key words: Cystatin C; Glomerular Filtration Rate; Renal Insufficiency, Chronic;

Echocardiography
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INTRODUCAO

O risco cardiovascular de pacientes com DRC é diretamente proporcional ao
estagio da doenca (1-4). A taxa de filtracdo glomerular (TFG) estimada € o método
padréo para avaliacdo da funcdo renal (5,6). Apesar de amplamente utilizada, a dosagem
sérica da creatinina para estimativa da TFG apresenta vérias limitacdes, particularmente
em pacientes com massa muscular reduzida (7). Recentemente, a cistatina C tem se
sobressaido como marcador alternativo de filtragdo glomerular visto que apresenta
vantagens em relacdo a creatinina. A cistatina C € produzida a uma taxa constante por
todas as células nucleadas e ndo sofre influéncia de determinantes da creatinina ndo
relacionados a TFG como massa muscular, sexo ou idade (8).

Anormalidades cardiacas estruturais e funcionais sdo frequentemente detectadas
em pacientes renais cronicos e estdo associadas a elevada morbidade e mortalidade
cardiovascular e mortalidade geral (9-12). A identificacdo precoce de tais alteracdes €
importante, pois permite intervencOes terapéuticas que podem diminuir morbidade e
mortalidade (13).

A cistatina C, como inibidor importante da cisteina protease, participa no
balanco da producéo e degradacédo de matriz extracelular (14,15). Estudos mostram que
niveis elevados de cistatina C podem estar associados a alteracdes cardiacas estruturais
(16,17). Além disso, a cistatina C parece ser superiror a creatinina em predizer risco
cardiovascular (18,19).

Estudos sugerem que a combinacéo da cistatina C e creatinina para o calculo da
TFG melhora significativamente a classificacdo de risco de morte, doenca
cardiovascular e progressdo da DRC (20-22). A associacdo de alteracfes cardiacas com
a TFG utilizando creatinina, cistatina C e combinacdo de ambas ainda ndo esta bem
estabelecida na literatura. O objetivo deste estudo foi avaliar se existe superioridade
entre a associacdo da TFG estimada utilizando creatinina e cistatina C em relacédo a
estas isoladas com alteracGes cardiacas em pacientes com DRC em tratamento

conservador.

METODOS
No periodo de Dezembro de 2014 a Julho de 2015, foi realizado estudo

transversal com pacientes maiores de 18 anos de ambos o0s sexos atendidos no
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ambulatério de DRC do Servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco.

Os pacientes foram selecionados consecutivamente por critério de chegada ao
ambulatério. Foram excluidos aqueles com funcdo renal levemente alterada, ou seja,
com TFG > 60mL/min/1,73m?; portadores de hipertireoidismo ou hipotireoidismo, pois
a disfuncéo de tiredide altera a medida da creatinina e da cistatina C; e pacientes com
peso menor ou igual a 40 Kg e maior ou igual a 100 Kg, ja que a massa corporal pode
influenciar a medida da creatinina.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob o registro niumero, CAAE
38646514.5.0000.5208, que seguem 0s preceitos estabelecidos na resolucdo n° 466/12
do Conselho Nacional de Salde.

Os pacientes que desejaram participar assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido e responderam questionario que continha dados demogréaficos,
antropometricos e clinicos. Foram submetidos a coleta de 10 mL de sangue para
dosagens bioquimicas. Os testes bioquimicos foram realizados pelo método cinético
automatizado no analisador quimico LABMAX 240 e incluiram: creatinina e cistatina
C. Utilizou-se o ecocardiografo (Vivid I, General Eletric, EUA), para realizacdo dos
exames. As alteracGes ecodopplercardiograficas avaliadas foram: disfuncéo diastdlica,
disfuncao sistdlica, alteracdes da geometria do VE e disfungéo valvar.

A funcéo renal foi avaliada por estimativa da TFG utilizando a equacdo Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD — EPI), através das medidas séricas
de creatinina e cistatina C (23-25). Os pacientes foram classificados em estagios 3a
(TFG 45-59 mL/min/1,73m?%), 3b (TFG 30-44 mL/min/1,73m? ), 4 (TFG 15-29
mL/min/1,73m?) e 5 (TFG <15 mL/min/1,73m?) conforme as diretrizes do KDIGO (6).
Para critério de comparacdo o0s pacientes dos estagios 3a ,3b e 4 foram considerados
como grupo 1 e os pacientes do estagio 5, grupo 2.

Inicialmente, foi realizada descricdo da populacdo por meio da distribuicdo de
frequéncias relativas (percentuais) e absolutas das classes de cada variavel qualitativa.
Para variaveis quantitativas foram utilizadas médias e medianas para resumir as
informacdes, e desvio-padrdo, minimo e maximo para indicar a variabilidade dos dados.

Para a analise da associacdo entre as varidveis qualitativas do
ecodopplercardiograma com a TFG foi aplicado o teste Qui-Quadrado de Pearson, ou

Exato de Fisher, quando necessario. Para as variaveis quantitativas (fracdo de ejecéo de
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ventriculo esquerdo (FEVE), massa de ventriculo esquerdo (VE) e indice de massa de
VE) inicialmente foi realizado um estudo para verificar a normalidade destas variaveis
através do teste de Kolmogorov-Sminorv. Para a comparagdo dos grupos em relagdo as
varigveis massa de VE e indice de massa foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, devido a falta de normalidade desses dados. No caso da FEVE, o teste
aplicado foi o t-Student, pois esta variavel passou no teste de normalidade.

Foram considerados estatisticamente significantes os resultados cujos niveis
descritivos (valores de p) foram inferiores a 0,05. Os céalculos estatisticos foram
realizados no software Statistical Package for the Social Science — SPSS, versdo 18.0
(1IBM, Armonk,NY).

RESULTADOS
Durante o periodo do estudo, foram atendidos 172 pacientes, porém, 18 (10,5%)

recusaram participar. Outros 14 (8,1%) foram excluidos: 2 por apresentarem TFG >
60ml/min/1.73m? 2 com peso superior a 100 Kg e 10 pacientes com diagndstico de
hipotireoidismo. Dos 140 pacientes, 7 pacientes nao realizaram a dosagem de cistatina
C, impossibilitando o calculo da TFG, totalizando 133 pacientes. O estudo
ecodopplercardiografico foi realizado em 91,7% (122/133) dos pacientes.
Caracteristicas clinicas dos participantes

A distribuicdo demografica e a caracterizacdo da amostra encontram-se descritas
na Tabela 1. A TFG média estimada pela creatinina, cistatina C e combinacdo de
creatinina e cistatina C foi 25,77 + 12,13 mL/min/1,73m?, 25,84 + 9,68 mL/min/1,73m’
e 24,78 + 9,92 mL/min/1,73m?, respectivamente.
Alterac6es ecodopplercardiograficas

A prevaléncia de alteracdes cardiacas estruturais foi elevada, com 50,8% dos
pacientes apresentando geometria do VE alterada. Hipertrofia ventricular concéntrica
foi observada em 29,5%, seguida de remodelamento concéntrico (13,9%) e hipertrofia
ventricular excéntrica (7,9%). Disfuncdo diastdlica foi observada em 73,8% dos
pacientes e apenas 5,7% disfuncdo sistolica. Disfuncdo valvar foi encontrada em 11,5%
dos participantes (Tabela 2).
Funcéo renal e alteracdes cardiacas estruturais

N&o houve diferenca entre a prevaléncia de alteracdes cardiacas estruturais
quando utilizada a TFG Cr + Cis quando comparados com a TFG utilizando cistatina C

ou creatinina isoladamente (Tabela 3).
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Quando a TFG foi estimada utilizando a cistatina C, observamos associacéo
inversa entre a funcédo renal e massa de VE. A mediana de massa de VE no grupo 1 foi
153g comparado com 211g no grupo 2, p = 0,016 (Tabela 3). Essa associa¢do ndo foi
encontrada quando a TFG foi estimada pela creatinina ou pela combinacéo de creatinina
e cistatina C.

De maneira semelhante, a associacdo de funcdo renal e disfuncdo valvar sé
apresentou significancia estatistica quando avaliada pela TFG estimada pela cistatina C.
Disfuncdo de uma das valvas cardiacas foi observada em 8,3% dos pacientes no grupo 1
e 50% no grupo 2, p = 0,005.

Funcéo renal e alteragdes cardiacas funcionais

A funcdo diastélica foi normal em apenas 26,2% dos pacientes. Dentre 0s
pacientes com disfuncdo diastolica, a maioria (88,9%), foi classificada como leve. N&o
foi observada associacdo entre a presenca de disfuncdo diastélica e a gravidade da
disfuncdo renal, por nenhuma das trés medidas de estimativa da TFG.

Disfuncao sistolica foi observada em apenas 5,2% (7/116) dos pacientes. Dos 7
pacientes com disfungdo sistolica 83,3% apresentaram disfuncdo sistolica discreta e
apenas uma paciente com disfuncdo sistolica moderada. Também ndo houve associagdo

entre o grau da disfuncéo renal e a presenca de disfuncéo sistolica.

DISCUSSAO

A DRC é um fator de risco importante para o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca (26,27). Estudos descrevem que cerca de 75% dos pacientes apresentam HVE
no inicio da terapia renal substitutiva (28,29). Entre os individuos de nosso estudo,
observamos uma prevaléncia de alteracdo de geometria de VE de 50,8%.

Estudos recentes tém mostrado que a estimativa da TFG baseada na combinacéo
de creatinina e cistatina C reflete com mais precisdo a TFG do que o uso isolado destes
marcadores, possivelmente por diminuir os efeitos dos determinantes ndo relacionados a
TFG de cada marcador isolado (30,31). No entanto, Shlipak et al, em metanalise
envolvendo 11 estudos na populacdo geral e 5 estudos com pacientes portadores de
DRC, evidenciaram que a TFG estimada pela cistatina C apresentou associacdo mais
forte com o risco de mortalidade do que a TFG calculada com ambos marcadores (32).
De forma semelhante, em nosso estudo, observamos que a TFG estimada pela cistatina
C foi superior em predizer alteracdo de geometria de VE e disfungdo valvar em

comparacdo a TFG estimada pela creatinina ou combinacdo da creatinina e da cistatina
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C. Apesar de o célculo da TFG baseado na combinacéo das medidas fornecer com mais
precisdo a estimativa da funcdo renal na populacdo geral, € possivel que isso ndo ocorra
em alguns subgrupos de pacientes. Uma possibilidade é que, em nosso estudo, por ser
constituido por uma populacdo predominantemente de idosos, com consequente niveis
de creatinina mais baixos, tenha tornado mais fraca a associacdo da TFG estimada pela
combinacdo das medidas ja que, a creatinina por sofrer influéncia da massa muscular,
superestimaria a TFG nestes pacientes.

Aumann et al, em estudo realizado com 2830 participantes, encontraram
associacgao inversa entre a TFG estimada e o indice de massa de VE. Essa associagdo foi
superior quando a TFG foi estimada pela cistatina C quando comparada a TFG estimada
pela creatinina, sugerindo que a TFG estimada pela cistatina C seria superior a estimada
pela creatinina na avaliagcdo de risco para doenca cardiovascular (33). Em nosso estudo,
de maneira semelhante, a associacéo entre alteracdes de geometria de VE e gravidade de
disfuncdo renal foi mais evidente quando utilizamos a cistatina C. Os pacientes do
grupo 2 (TFG < 15 ml/min/1.73m?), em comparacdo com os pacientes do grupo 1 (TFG
> 15 ml/min/1.73m?), apresentaram maiores massas de VE e maior prevaléncia de
alteracdes de geometria do VE. Essa associacdo nao foi encontrada quando a TFG foi
estimada pela creatinina ou pela combinacao de creatinina e cistatina C.

Farshid et al, em estudo prospectivo com 153 pacientes portadores de DRC,
mostraram que, além da elevada prevaléncia de disfuncéo diastélica (83%) a mesma foi
fator de risco independente de mortalidade e eventos cardiacos adversos (34). De fato,
nosso estudo também evidenciou elevada prevaléncia de disfuncao diastélica (73,8%).
Em nosso estudo, apesar de ndo ter mostrado significancia estatistica, a associacdo da
TFG com disfuncdo diastélica foi mais evidente no grupo com niveis menores de TFG
estimada pela cistatina C ( 71,3% no grupo 1 versus 87,5% no grupo 2, p =0,442). Esse
dado é semelhante ao estudo desenvolvido por Park et al. (35), que sugere que a TFG
estimada pela cistatina C pode ser superior a creatinina na identificacdo de alteracbes
cardiacas funcionais.

De forma semelhante a estudos anteriores (35,36), ndo observamos associacao
entre reducdo significativa de funcdo renal e funcdo sistdlica reduzida. Esses dados
sugerem que pacientes portadores de DRC apresentam anormalidades estruturais do VE
com funcdo cardiaca normal que antecedem o desenvolvimento da forma clinica de

insuficiéncia cardiaca (37).
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CONCLUSAO

A TFG calculada pela combinagdo das medidas da creatinina e da cistatina C
ndo foi mais precisa do que a creatinina e a cistatina C isoladas em predizer alteracGes
cardiacas. A TFG estimada pela cistatina C foi superior em predizer alteracdo de
geometria do VE e disfuncéo valvar, corroborando a ideia de que a cistatina C possa ser
um importante marcador de doenca cardiaca estrutural na populacdo de pacientes com
DRC.
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Tabela 1. Perfil amostral das caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos pacientes
com doenga renal cronica em tratamento conservador.

Caracteristica

N =140
(n,%)

Género - Feminino

70 (50,0%)

Idade — Media (DP) - anos

Minimo — Maximo

59,8 (16,3)
2194

Raca Néo Negro

107 (76,4%)

IMC — Média (DP) Kg/m?

Minimo — Méaximo

26,5 (4,9)
16,4423

Etiologia
Diabetes Mellitus
Hipertensdo arterial sistémica

Glomerulopatia

33 (23,6%)
51 (36,4%)
23 (16,4%)

Doenca renal policistica autossémica 5 (3,6%)

dominante

Pielonefrite cronica 8 (5,7%)

Indeterminada 10 (7,1%)

Outras 10 (7,1%)
Hipertensdo arterial sistémica 124 (88,6%)

Diabetes Mellitus

50 (35,7%)

Doenca arterial coronariana

20 (14,4%)

Acidente vascular cerebral

20 (14,4%)

Obesidade

27 (20,1%)

Dislipidemia

84 (60,4%)

Historico familiar

17 (12,1%)

Tabagismo
Né&o
Fumante

Ex Fumante

87 (62,6%)
3 (2,2%)
49 (35,3%)

Sedentarismo

106 (76,3%)

DP = Desvio Padrdo; IMC = indice de massa corpérea
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Tabela 2. Perfil amostral das varidveis ecodopplercardiograficas nos pacientes com

doenca renal cronica.
VARIAVEIS

N =122

Disfuncéo diastolica

90 (73,8%)

Classificacdo da disfungdo diastdlica

(N = 90)

Leve 80 (88,9%)

Moderada 10 (11,1%)
Disfuncdo sistdlica 7 (5,7%)
Classificagdo da disfuncdo sistolica (N=7)

Discreta 6 (85,7%)

Moderada 1 (14,3%)
Geometria do VE

Normal 60 (49,2%)

Hipertrofia concéntrica
Excéntrica

Remodelamento

36 (29,5%)
9 (7,4%)
17 (13,9%)

Disfuncao valvar

14 (11,5%)



Tabela 3. Comparacao dos achados ecodopplercardiograficos com a TFG cistatina C, TFG creatinina e TFG creatinina + cistatina C

TFG CISTATINA C

TFG CREATININA

59

TFG CREATININA + CISTATINA C

VARIAVEIS
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
p-valor p-valor p-valor
(N =108) (N=28) (N =99) (N =23) (N=97) (N=19)
Disfuncao diastélica 77 (71,3%) 7 (87,5%) 0,442 74 (74,7%) 16 (69,6%) 0,611 70 (70,2%) 14 (73,7%) 0,892
Disfuncao sistolica 5 (4,6%) 1 (12,5%) 0,355¢ 6 (6,1%) 1 (4,3%) >0,999 5 (5,2%) 1 (5,3%) >0,999 ¢
Fracdo de Ejecdo do VE —
o 69,5 (9,7) 66,0 (10,7) 0,334 69,1 (9,7) 68,3 (11,1) 0,743 69,6 (9,3) 67,2 (11,8) 0,314
Média (DP)
Geometria de VE alterada 49 (45,4%) 7 (87,5%) 0,028¢ 48 (48,5%) 14 (60,9%) 0,285¢ 45 (46,4%) 11 (57,9%) 0,359
Massa de VE
) 153 (122-189) 211 (190-238)  0,016* 153 (122-194) 170 (147-220) 0,225 153 (122-193) 181 (147-220) 0,121
Mediana (Pzs-P7s)
Indice de massa de VE
) 94 (72-115) 121 (111-131) 0,015* 94 (72-118) 110 (82-121) 0,218 94 (72-116) 111 (89-121) 0,087
Mediana (Pzs-P7s)
Disfungéo valvar 9 (8,3%) 4 (50,0%) 0,005*F 10 (10,1%) 4 (17,4%) 0,299 ¢ 9 (9,3%) 4 (21,1%) 0,223 ¢

F: Teste Exato de Fisher

* estatisticamente significante (p<0.05)
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Resumo

Introducdo Hipertrofia ventricular esquerda (HVE) é fator de risco independente para
doenca cardiovascular na populacdo geral e em pacientes com doenca renal cronica
(DRC). O objetivo do estudo foi avaliar a associagdo da taxa de filtragdo glomerular
(TFG) estimada pela creatinina e cistatina C e alteracbes geométricas do ventriculo
esquerdo (VE).

Hipdtese A TFG estimada pela cistatina C € melhor marcador de alterac@es estruturais
do VE do que a TFG estimada pela creatinina.

Método Estudo transversal, realizado em pacientes com DRC em tratamento
conservador. Critérios de exclusio: TFG > 60ml/min/1.73m? portadores de
hipertireoidismo ou hipotireoidismo; peso < 40Kg ¢ > 100Kg. Os pacientes foram
classificados conforme as diretrizes do KDIGO e a TFG estimada utilizando a equacao
CKD-EPI, através das medidas da creatinina e cistatina C. Foi considerado como Grupo
1 os pacientes dos estagios 3a, 3b e 4 e Grupo 2 0s pacientes do estagio 5. As alteracdes
de geometria do VE foram avaliadas pelo ecodopplercardiograma..

Resultado Dos 140  pacientes  avaliados, 122  realizaram  estudo
ecodopplercardiografico. Quando avaliados pela creatinina, ndo houve diferenca entre
os grupos 1 e 2 em relagcdo a geometria do VE. No entanto, quando utilizado a cistatina
C, foi constatado que 45,4% dos pacientes do grupo 1 e 87,5% dos pacientes do grupo 2
apresentaram alteracdo da geometria do VE (p = 0,028).

Conclusdo A TFG estimada pela cistatina C parece ser superior a creatinina na

identificacdo de alteracdo de geometria do VE.
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Abstract

Background: Left ventricular hypertrophy (LVH) is an independent risk factor for
cardiovascular disease in the general population and in patients with chronic kidney
disease (CKD). The objective of this study was to evaluate the association of the
glomerular filtration rate (GFR) estimated by creatinine and cystatin C and geometric
changes of the left ventricle (LV).

Hypothesis GFR estimated by cystatin C is better marker of structural alterations of the
LV than the GFR estimated by creatinine.

Methods cross-sectional study, conducted in patients with CKD under conservative
treatment. Exclusion criteria; GFR > 60 ml/min/1.73m?, patients with hyperthyroidism
or hypothyroidism; weight < 40Kg and > 100Kg. Patients were classified according to
the guidelines of the KDIGO and the GFR estimated using the equation CKD-EPI,
through measures of serum creatinine and cystatin C. It was considered as group 1
patients in the early stages 3a, 3b and 4 and group 2 the patients from stage 5. The
changes in LV structure were evaluated through Doppler echocardiography.

Results Out of the 140 patients evaluated, 122 were submitted to Doppler
echocardiography. When evaluated by serum creatinine, there was no difference
between groups 1 and 2 in relation to LV geometry. However, when used the cystatin C,
it was found that 45.4% of the patients from group 1 and 87.5% of the patients in group
2 showed abnormal LV geometry (p = 0.028).

Conclusion The GFR estimated by cystatin C might be better than creatinine in the

identification of changes in LV geometry.
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Introduction

Chronic kidney disease (CKD) is a public health problem and a know risk factor
for cardiovascular disease (1,2). Among the cardiovascular complications observed in
patients with CKD, left ventricular hypertrophy (LVH) is one of the most prevalent and
is associated with increased morbidity and mortality (3,4). The LVH, defined as an
increase in left ventricular mass, is a structural adaptation of the myocardium both in
situations of increase in post-loading, such as: High blood pressure (HBP) and aortic
stenosis, as the pathologies related to the increase of the pre-loading such as anemia and
arteriovenous fistulas (5).

Renal function is evaluated by measuring the glomerular filtration rate (GFR). In
clinical practice, the GFR is most often estimated by equations that use the serum
creatinine as a biological marker (6). However, recently, the dosage of serum cystatin C
has been highlighted as the most accurate marker of estimation of GFR (7). The cystatin
C has advantages in relation to creatinine, since it is produced at a constant rate by all
nucleated cells and is not influenced by muscle mass, gender or age. Besides that, the
cystatin C is freely filtered and does not suffer secretion or reabsorption in the renal
tubules (6). In addition, the cystatin C can be used in the evaluation of adverse clinical
events and can be higher than the serum creatinine as a predictor of mortality and
cardiovascular events (8,9).

Studies have shown that the presence of abnormal left ventricular (LV) geometry
is very common in patients with CKD (10,11). It is known that the GFR estimated by
the creatinine is a predictor of cardiac structural alterations (3,12,13). However, it is not
known whether the cystatin C has greater accuracy in predicting such changes. The
objective of this study was to evaluate which method is better associated with

LVgeometry changes in patients with CKD under conservative treatment.

Method

In the period from December 2014 to July 2015, a cross-sectional study was
conducted with patients older than 18 years of both genders treated in the outpatient
clinic of CKD of the Nephrology Service of the Hospital das Clinicas of Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE).

The patients were selected consecutively by criteria of arrival to the clinic. We
excluded those with GFR > 60mL/min/1.73m?, patients with hyperthyroidism or
hypothyroidism, weigh less than or equal to 40 Kg and greater than or equal to 100 Kg.
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The study was approved by the Research Ethics Committee at the Health
Sciences Center of the Universidade Federal de Pernambuco under the registration
number, CAAE 38646514.5.0000.5208, which follows the precepts established in
Resolution number 466/12 from the National Health Council.

The patients who wished to participate signed an informed consent form and
completed a questionnaire containing demographic, anthropometric and clinical data.
They were submitted to the collection of 10 mL of blood for biochemical
determinations. The biochemical tests were performed by the automated kinetic method
in chemical analyzer LABMAX 240 and included: creatinine and cystatin C. We used
the echocardiograph (Vivid 1, General EletricElectric EUA) for carrying out the
examinations. It was assessed by Doppler echocardiography LV mass and relative wall
thickness.

The GFR was estimated using the equation of Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD — EPI), through the measures for serum creatinine
and cystatin C (14-17). Patients were classified into stages of CKD as the GFR
according to the guidelines of the KDIGO in: GFR 45 — 59 mL/min/1.73m? stage 3a;
30 - 44 mL/min/1.73m* stage 3b; 15 — 29 mL/min/1.73m* stage 4 and < 15
mL/min/1.73m?, stage 5 (18). For comparison criterion it was considered as group 1
patients in the early stages 3a, 3b and 4 and group 2 patients in stage 5.

The changes in LV structure were evaluated through Doppler echocardiography
and classified according to the criteria established by the American Society of
Echocardiography (15). As for the geometric pattern of the LV it was considered as an
alteration the presence of any one of the following changes: Concentric remodeling:
Left ventricular mass index less than 115g/m? for men and less than 95g/m? for women
with relative wall thickness greater than 0.42 Concentric left ventricular hypertrophy:
Left ventricular mass index greater than 115g/m? for men and more than 95 g/m? or
women with relative wall thickness greater than 0.42. Excentric left ventricular
hypertrophy: Left ventricular mass index greater than 115g/m? for men and more than
95 g/m*for women with relative wall thickness less than 0.42(19).

With the objective of characterizing the sample studied, it was presented in the
form of tables the relative frequencies (percentages) and absolute (N) of the classes of
each qualitative variable. For the quantitative variables means and medians to
summarize the information were used, and standard deviations, minimum and

maximum values to indicate the variability of the data. For the comparison from groups
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1 and 2 the test of normality Kolmogorov-Smirnov was applied and after ascertaining
the non-normal distribution for the variables of LV mass and body mass the Mann-

Whitney non-parametric test was applied.

The results whose descriptive levels (p values) were lower than 0.05 were
considered statistically significant. The statistical calculations were performed with the
software Statistical Package for the Social Sciences - SPSS, release 18.0 (IBM,
Armonk, NY).

Results

During the study period, 172 patients were treated, however, 18 (10.5%) was not
selected, all for refusal to participate. Others 14 (8.1%) were excluded: 2 due to GFR >
60 ml/min/1.73m? 2 with more than 100 Kg and 10 patients diagnosed with
hypothyroidism. Out of the 140 patients, 7 patients did not undergo the dosage of
cystatin C, making the calculation of GFR cystatin C impossible. The Doppler
echocardiography study was performed in 87.1% (122/140) of patients.
Participant’s characteristics

The distribution of the population and the characterization of the sample are
described in Table 1. Table 2 shows the proportion of patients in each category of the
CKD in accordance with the GFR calculated with creatinine and cystatin C. The GFR
average estimated by creatinine and cystatin C was 25.77 + 12.13 mL/min/1.73m? and
25.84 + 9.68 mL/min/1.73m?, respectively.
Left ventricular geometry

The alterations of LV geometry were not different between groups 1 and 2 when
the GFR was assessed by serum creatinine (Table 3). However, when it was used the
cystatin C it was observed that the patients from group 2, in comparison with the
patients from Group 1, presented higher indexes of LV mass, 121 g/m* (median 25 prs
111 — 131g/m®) versus 94 g/m? (median pgs prs 72 - 115 g/m?) (p= 0.015) and larger
masses of LV 211g (median pys p75 190 — 238g) versus 153g (median pps pr5 122 — 1899)
(p= 0.016). Changes in the geometry of the LV were observed when used the GFR
calculated using the cystatin C, 87.5% of the patients from group 2 versus 45.4%
patients in group 1 (p = 0.028) (Table 4) (Figure 1).
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Discussion

In our study, we observed an inverse association between the GFR, assessed by
cystatin C, and the presence of structural alterations of the LV. When we use the
cystatin C, patients in group 2 (GFR < 15 ml/min/1.73m?), in comparison with patients
in group 1 (GFR >15 ml/min/1.73m?), showed greater masses of LV and greater
prevalence of alterations of LV geometry, characterized by concentric LVH, concentric
remodeling and excentric LVH. It is well established that LVH is an independent
predictor of cardiovascular events in the general population (20) and in individuals with
CKD (21). These findings were not found when evaluating the GFR calculated using
the creatinine.

In fact, several studies have used the serum creatinine to estimate GFR in
individuals with LVH and other cardiovascular diseases (22—24). In spite of creatinine
being a marker of endogenous filtration more used to estimate the GFR, it presents
several disadvantages as it is influenced by factors not related to the GFR as muscle
mass, gender and age (25). Therefore, studies that used the serum creatinine to estimate
GFR in individuals with LVH and other cardiovascular diseases may be
underestimating the association between renal dysfunction and cardiovascular diseases.

Accurate detection and staging of CKD is important in clinical practice not only
for risk stratification as to guide interventions and dosages of medications (18). Based
on the current recommendation (26), we used in our study the CKD-EPI equations to
calculate the GFR. Recent studies have shown that the CKD-EPI equations to estimate
the GFR with greater accuracy compared the equations of the MDRD (26).

The dosage of serum cystatin C, in contrast with the creatinine, suffers less
influence of factors not related to the GFR and, therefore, may be a marker of renal
dysfunction more sensitive and accurate (27,28). In our study, more than 50% of the
population was composed of elderly and, due to the decline in muscle mass and protein
intake in this age group, the overestimation of GFR and consequent underestimation of
the severity of the CKD when we use the serum creatinine is even more evident.

It is described in the literature, association of elevated levels of cystatin C and
LVH. In fact, Patel et al, in a study involving 2548 participants, found an association
between serum levels of cystatin C and increased mass, mass index and thickening of
the LV wall (p < 0.0001) (29). In another study, Ix et al evaluated patients with a
diagnosis of coronary artery disease and also described the association of high levels of

cystatin C and presence of LVH. In this study, participants were divided into quartiles
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according to the serum levels of cystatin C and the presence of LVH was observed in
68% of the participants of the quartile 1V, compared with 44% of participants of the
quartile I (OR 2.17, p=0.002) (30). However, in none of these studies described above,
the GFR was calculated, thereby limiting inferred association between renal function
estimated by cystatin C and the presence of alterations in the LV geometry.

In addition, Park et al evaluated the association between estimated GFR and
cardiac structural and functional abnormalities in patients with established diagnosis of
CKD (3). These authors conducted a cross-sectional study involving 3487 participants
where the GFR was estimated using cystatin C. The prevalence of LVH, evaluated by
Doppler echocardiography, was 32%, 48%, 57% and 75% for the groups with GFR
estimated > 60, 45-59, 30-44 and < 30ml/min/1.73m?, respectively. After multivariate
analysis, patients with GFR < 30ml/min/1.73m?, presented prevalence of LVH two
times greater (OR = 2.2 p=0.001) when compared to patients with GFR estimated > 60
ml/min/1.73m? (3). Thus, as in our study, the findings were more significant when the
GFR was measured by the cystatin C than by serum creatinine. However, the population
of the study conducted by Park et al comprised patients with CKD less advanced, since
it included patients with GFR exceeding 60ml/min/1.73m? and excluded patients with
GFR below 20 ml/min/1.73m?. The data obtained in our study suggest that the GFR
estimated by the cystatin C would also have a greater association with structural
changes of the LV for patients with renal dysfunction more severe with GFR <15
ml/min/1.73m?’.

Chen et al found that cystatin C mRNA was significantly increased in the LV
myocardium of hypertension-induced LV hypertrophy rats and in hypertension-induced
LV hypertrophy patients. The same increase was not found in the myocardium of rats or
humans with hypertension-induced heart failure, indicating that cystatin C may play an
important role in cardiac structural and functional alterations (31). Three possible
mechanisms explain this association. First, LVH results from the increased production
and decreased degradation of cardiomyocyte extracellular matrix. Cystatin C, as an
important endogenous cysteine proteinase inhibitor, participates in the balance of
production and degradation of extracellular matrix (32,33). Second, the main
component of cardiomyocyte extracellular matrix is collagen protein. Cystatin C
inhibits the bioactivity of cathepsin B and promotes the accumulation of fibrin and type

I/111 collagen (31,34). Finally, cysteine proteinase and cysteine proteinase inhibitors
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participate in the degradation of cardiac collagen; imbalances in these levels result in
cardiac structural and functional alterations (31).

Additionally, Shlipak et al in a meta-analysis involving 16 studies, showed that
the GFR calculated from the cystatin C was higher than that of creatinine in predicting
risk of all-cause mortality and cardiovascular death (7). Our findings corroborate the
idea that the cystatin C may be a potential marker of the presence or the development of
cardiac structural abnormalities and therefore cardiovascular mortality.

However, several limitations should be considered. This is an observational,
cross-sectional study, only being able to generate hypotheses and therefore cannot claim
a causal association with renal dysfunction and increased LVH.

Conclusion

The GFR estimated by the cystatin C showed greater association with changes in
LV geometry than the GFR estimated by creatinine. The most evident relation of the
increase of LV mass and the index of LV mass with GFR estimated by cystatin C
suggests that the cystatin C is a better marker of cardiac geometric changes when

compared to serum creatinine.
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Table 1 Sample profile of epidemiologic characteristics and clinical
characteristics of the patients with chronic renal disease under conservative

treatment.

Characteristic

Gender-Female

Age - Average (DP) - age
Miminum-maximum

Race non- black

BMI-average (DP)
Miminum-maximum

Etiologia
Diabetes Mellitus
Systemic arterial hypertension
Glomerulopathy
Autosomal polycystic renal disease
Dominant
Chronic pyelonephritis
Undetermined
Others

Systemic arterial hypertension
Diabetes Mellitus
Coronary artery disease
cerebrovascular accident
Obesity
Dyslipidemia
Family History of Coronary Arterial Disease
Tabagism

Non

Smoker

Former smoker
Sedentarism

DP=Standard deviation

N = 140
70 (50.0%)

59.8 (16.3)
2194

107 (76.4%)

26.5 (4.9)
16.4 423

33 (23.6%)
51 (36.4%)
23 (16.4%)
5 (3.6%)

8 (5.7%)

10 (7.1%)
10 (7.1%)
124 (88.6%)
50 (35.7%)
20 (14.4%)
20 (14.4%)
27 (20.1%)
84 (60.4%)
17 (12.1%)

87 (62.6%)
3 (2.2%)

49 (35.3%)
106 (76.3%)
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Table 2 Proportion of patients at each stage of chronic kidney disease in
accordance with the equations to estimate glomerular filtration rate using
creatinine and cystatin C.

CKOD classification N (%)

Creatinine N =140
3a 12 (8.5%)
3b 32 (22.9%)
4 70 (50.0%)
5 26 (18.6%)

Cystatin C N =133
3a 7 (5.3%)
3b 36 (27.1%)
4 80 (60.2%)

5 10 (7.5%)
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Table 3 Comparison of the findings of the Doppler echocardiography study with the
classification of the glomerular filtration rate estimated by creatinine
STAGES OF CKD - CREATININE

VARIABLES Group 1 Group 2 p-value
(N =99) (N =23)

Ventricular geometry changes 48 (48.5%) 14 (60.9%) 0.285

Left ventricular mass 153g 170 ¢ 0.225

Median (P,s—Pss) (122 — 194) (147 — 220)

Mass Index 94 g/m’ 110 g/m* 0.218

Median (P2s—P7s) (72— 118) (82 —121)

SD Standard deviation; Ps: 25 percentiles; Ps: Percentile 75
F: Fisher Exact test

Table 4 Comparison of the findings of the Doppler echocardiography study with the
classification of the glomerular filtration rate estimated by the cystatin C.

STAGES OF CKD - CYSTATIN C

VARIABLES Group 1 Group 2 p-value
(N = 108) (N=8)

Ventricular geometry changes 49 (45.4%) 7 (87.5%) 0.028*

Left ventricular mass 153g 211g 0.016*

Mass Index 94 g/m* 121 g/m° 0.015*

Median (P2s—P7s) (72— 115) (111 —131)

SD Standard deviation; P,s: 25 percentiles; P+s: Percentile 75
F: Fisher Exact test
*Statistically significant (p<0.05)
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Figure 1. Distribution of frequency of ventricular geometry according to the
classification of chronic kidney disease by cystatin C and creatinine.
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8. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o presente estudo foi possivel concluir que a TFG calculada pela
combinagdo das medidas da creatinina e da cistatina C ndo foi mais precisa do que a
creatinina e a cistatina C isoladas em predizer alteragdes cardiacas.

Observamos que a TFG estimada pela cistatina C apresentou maior associa¢ao
com alteracdo da geometria do VE comparada a TFG estimada pela creatinina ou
combinagdo de creatinina e cistatina C. A relagcdo mais evidente do aumento de massa
de VE e do indice de massa de VE com TFG cistatina C sugere que a TFG cistatina C
seja melhor indicador de alteragdes geométricas cardiacas quando comparada a TFG cr
ou TFG cr + cis. Assim, nossos achados corroboram a ideia de que a cistatina C possa
ser um importante marcador de doenca cardiaca estrutural na populacdo de pacientes
com DRC.

Possivelmente, o calculo da TFG baseado na combinacdo das medidas pode
fornecer com mais precisdo a estimativa da funcdo renal na populacdo geral, mas nédo
em alguns subgrupos de pacientes 0os quais 0s niveis de creatinina sdo reduzidos como
nos idosos. Além disso, é possivel que determinantes da cistatina C ndo relacionados a
TFG como obesidade e inflamacdo tenham aumentado a associacéo da cistatina C com a
presenca de alteracGes cardiacas estruturais. Sugere-se, portanto, novos estudos para
avaliar melhor o perfil dos pacientes e os fatores que poderiam interferir na dosagem da

creatinina e da cistatina C.
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntério (a) da pesquisa Associa¢do entre
alteracgdes cardiacas e taxa de filtracdo glomerular estimadapela creatinina e cistatina C
em pacientes com doenca renal crdénica sob

tratamento conservador, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Andréa Camello
Esteves Perrelli Valenga, End. Rua Davino Pontual n11l apto 602 Torre Recife-PE CEP:
50710-460. Telefone (81)92650721, email: deaesteves@hotmail.com e estd sob a orientacdo
de: Dr. Brivaldo Markman Filho Telefones para contato: (81) 99755461, e-mail

brivaldomarkman@uol.com.br.

Este Termo de Consentimento pode conter informagdes que o/a senhor/a ndo entenda. Caso
haja alguma davida, pergunte a pessoa que esta Ihe entrevistando para que o/a senhor/a esteja
bem esclarecido (a) sobre sua participacdo na pesquisa. Apds ser esclarecido (a) sobre as
informacg6es a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final
deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra € do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Também
garantimos que o (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento da sua participacdo em

qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

0O(a) Sr(®) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo avaliar
a associagao entre alteragcdes ecodopplercardiogréficas e taxa de filtracdo glomerular utilizando
creatinina e cistatina C em pacientes com doenca renal crénica em tratamento conservador. Para
iSs0, serd necessario responder um questionario sobre sua condicdo de salde, realizar coleta de
exames laboratoriais e submeter-se ao estudo ecodopplercardiogréfico.

Serdo colhidos 10 ml de sangue — aproximadamente 1 colher das de sopa — por puncédo de
veia de braco.
RISCOS De acordo com a metodologia aplicada, o estudo proposto implicard em riscos
minimos, como por exemplo: constrangimento ao responder ao questionario sobre condigdes
demogréficas, socioecondémicas e clinicas. Entretanto o questionario sera aplicado em local
reservado e de forma individual. Também h& possibilidade do voluntério sentir dor no local da

coleta de sangue e formagdo de hematoma. Como forma de minimizar os riscos, os voluntarios
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serdo submetidos a coleta de sangue por profissional treinado e estudo ecocardiografico por
medico cardiologista.

BENEFICIOS Os participantes do estudo receberdo os resultados dos exames
realizados. Os pacientes que forem diagnosticados com alteracdes ecocardiograficas
significativas, serdo encaminhados para ambulatério especializado para otimizacao
terapéutica. Os responsaveis legais pelas instituicdes e profissionais envolvidos na
pesquisa serdo informados sobre todos os resultados encontrados e também sobre a
condicdo de salde de cada integrante, caso seja necessario realizar algum
encaminhamento mais especifico.

As informac6es desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa através de entrevista ficardo armazenados em computador pessoal, sob
pena responsabilidade do pesquisador, no endereco (acima informado), pelo periodo de minimo
5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as
despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores (ressarcimento de
transporte e alimentagdo). Fica também garantida indenizacdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacdao na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-
judicial.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderad consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — primeiro andar, sala 4 — Cidade Universitaria, Recife — PE, CEP: 50740-600,
Tel.: (81) 21268588 — email: cepcccs@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 de ter tido a oportunidade de conversar
e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsével, concordo em participar do
estudo Associacdo de alteracOes ecocardiograficas e taxa de filtracdo glomerular baseada em
creatinina e cistatina C em pacientes com doenca renal cronica em tratamento conservador

como voluntario (a).
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Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0S
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/

assisténcia/tratamento).

Local:
Data:

Assinatura do participante:

Impressao digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e 0 aceite
do voluntario (a) em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):
Testemunha

Nome:

Assinatura:

Testemunha

Nome:

Assinatura:




APENDICE 2 - FICHA DE AVALIACAO

FICHA AVALIACAO

Data da consulta:

NOME Sexo[ IM [ ]F
PRONTUARIO DRC Inicio de acompanhamento DN _/ |/
IDADE RG HC

ENDERECO: BAIRRO
Telefones: / E-mail:

Cidade

Raca : [ ]Negro [ JNdo-negro Peso Kg Altura cm IMC_
ETIOLOGIA

[IDM(t__ ) [ [HAS(t___ ) [ ]Glomerulopatia ( ) [ IDRPAD [ IPNC

[ ]indeterminado [ JOUTRAS
COMORBIDADES

[ JTHAS [ 1DM [ ]DAC [ JAVC [ ]Obesidade [ ] Dislipidemia
[ 1 Hipotireoidismo [ ] Hipertireoidismo [ ] Hist familiar de DAC

[ ] Tabagismo [ Jativo[ ] ex-tabagista (parou ha ) [ ]Sedentarismo
[ JOUTRAS

EXAMES LABORATORIAIS
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ANEXO 1 - EQUACOES PARA O CALCULO DA TAXA DE FILTRACAO
GLOMERULAR

a.

CKD - EPI Creatinina (mL/min):

Feminino — Creatinina sérica (Cr) (mg/dL) < 0,7 — 144x(Cr/0,7)-0,329 X
0,993 %% x [1,159 se negro]

Feminino — Creatinina sérica (Cr) (mg/dL) > 0,7 — 144x(Cr/0,7) % x
0,993 "% x [1,159 se negro]

Masculino — Creatinina sérica (Cr) (mg/dL) < 0,9 — 144x(Cr/0,9) **** x
0,993 %% x [1,159 se negro]

Masculino — Creatinina sérica (Cr) (mg/dL) > 0,9 — 144x(Cr/0,9) 1% x
0,993 "% x [1,159 se negro]

CKD - EPI Cistatina C (mL/min):

Feminino ou masculino - Cistatina C sérica (Cis) (mg/dL) < 0,8 — 133 x
(Cis/0,8) %% x 0,996 [ x 0,932 se feminino]

Feminino ou masculino - Cistatina C sérica (Cis) (mg/dL) > 0,8 — 133 x
(Cis/0,8) 3?8 x 0,996'% [ x 0,932 se feminino]

CKD - EPI Creatinina - Cistatina C (mL/min):

Feminino Cr < 0,7 Cis < 0,8 — 130 x (Cr/0,7)%%*® x (Cis/0,8) **" x 0,995
idade % 1,08 se negro]; Cis > 0,8 — 130 x (Cr/0,7) %% x (Cis/0,8) ™! x
0,995 "% [ x 1,08 se negro]

Feminino Cr > 0,7 Cis < 0,8 — 130 x (Cr/0,7) * x (Cis/0,8) " x
0,995 %% [ x 1,08 se negro]; Cis > 0,8 — 130 x (Cr/0,7) % x (Cis/0,8) -
0711 % 0,995 %% [ x 1,08 se negro]
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Masculino Cr < 0,9 Cis < 0,8 — 135 x (Cr/0,9) %% x (Cis/0,8) **° x
0,995 "% [ x 1,08 se negro]; Cis > 0,8 — 135 x (Cr/0,9) °?°" x (Cis/0,8) -
0711 % 0,995 % [ x 1,08 se negro]

Masculino Cr > 0,9 Cis < 0,8 — 135 x (Cr/0,9) %! x (Cis/0,8) **" x
0,995 "% [ x 1,08 se negro]; Cis > 0,8 — 135 x (Cr/0,9) 2% x (Cis/0,8) -
0711 % 0,995 " [ x 1,08 se negro]
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ANEXO 3 — INSTRUCOES PARA PUBLICACAO NO JORNAL BRASILEIRO
DE NEFROLOGIA

Instructions to Authors

Objectives

The Brazilian Journal of Nephrology (JBN) - ISSN 0101-2800 - is a quarterly
publication (March, June, September and December) of the Brazilian Society of
Nephrology (SBN) designed for publication of original works from all relevant areas in
the field of nephrology. The online journal has open and free access. In addition to the
regular numbers, JBN also publishes annual supplements that include JBNEducational,
primarily addressing clinical practice. The authors are free of submissions charge. For
selection of articles, originality, topic relevance, and quality of scientific methodology
are evaluated, as well as adherence to the adopted editorial regulations. All articles are
anonymously peer reviewed, and acceptance notification is normally sent within three
months of receipt by the journal. Copyright for articles will be automatically
transferred to the Brazilian Journal of Nephrology. The content of the material sent for
publication may not be previously published or submitted to other journals. To publish,
even in part, in another journal, written approval from the editors is necessary. The
concepts and declarations contained in the referred manuscripts are the complete
responsibility of the authors. Review articles, updates, or letters should be rewritten in
Portuguese or English. The article should refer to one of the various categories for
review articles.

The following are considered for publication

Editorials

An in-depth critical commentary prepared as a response to an Editors invitation and/or
submitted by a person with noteworthy experience on the subject. Editorials may
contain up to 900 words and 5 references.

Original Articles

These should present unpublished results from research, constituting complete studies
that contain all relevant information so that the reader may reproduce the study or
evaluate its results and conclusions. The manuscripts may contain up to 5,000 words.
The formal structure should contain Introduction, Methods, Results, Discussion, and
Conclusion sections. The use of subtitles is particularly recommended in the discussion
section. Clinical implications and limitations of the study should be highlighted. It is
also suggested that, when appropriate, the Methods section be detailed regarding the
study design, location, participants, clinical outcomes of interest, and intervention.
These manuscripts should contain an Abstract with an Introduction, Objective(s),
Methods, Results, and Conclusion section.

Short Communication

These are original articles, however, less substantial than the regular article, and are of
particular interest in the area of nephrology, presenting preliminary results or results of
immediate relevance. Short communications should contain up to 1,500 words. The
manuscript should have an Abstract followed by the model for original articles, and at
maximum, one Table or Figure, as well as a maximum of 15 bibliographical references.
Short communications should be sent only in Portuguese.
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Review Articles

Reviews are preferentially solicited by the Editors to a specialist in a particular area.
The objective of these articles is to express and critically evaluate the knowledge
available on a determined topic, commenting on studies from other authors and using a
broad reference base, or on occasion, responding to a spontaneous demand concerning a
specific topic. These should contain up to 6,000 words. The text should contain an
Introduction, a Discussion section, a Conclusion, and other subdivisions, when
appropriate (e.g., “Clinical Application”, “Treatment”). These manuscripts should
present an Abstract, however, not necessarily structured. A broad reference list,
however, not excessive, should appear at the end of the manuscript; preferably up to 80
references for this type of article.

Update Articles

To address current information relevant to the clinical practice, less complete than the
review articles. These should be preferentially, a response to the editors’ invitation, and
occasionally upon spontaneous demand. Updates should contain up to 2,000 words, and
present an Abstract, not necessarily structured, and preferably up to 40 bibliographical
references.

Case Reports

Presentation of professional experience, based on a study of a peculiar case and succinct
comments of interest for the practice of other professionals in the area. The report
should contain up to 1,500 words. The structure should contain at minimum the
following sections: Introduction, explaining the relevance of the case; Structured
presentation of the case (i.e., identification of the patient, complaints and previous
history, personal and familial antecedent, clinical exam), and Discussion.

Clinical Trials

All materials related to human and animal research must have prior approval from the
Institutional Review Boards - IRBs from the institution where the work was done in
accordance with the recommendations of the Declaration of Helsinki (1964 and versions
from 1975, 1983, and 1989), the International Standards for the Protection of Animals,
and the resolution 196/96 of the Brazilian National Health Council on Research
Involving Humans. Each manuscript must contain the number of this protocol.

Letters

Opinions or commentaries about the content, editorial views, or relevant scientific
topics of a journal; the text should be brief, with a maximum of 500 words. The
manuscript may be a commentary about published material, or may bring new data and
clinical observation. Only one Table and one Figure are permitted, and a maximum of 5
references. All authors (maximum of five) should sign the letter. Nephrological
Consultation in 10 Minutes: mandatory by invitation from the editors, this section was
created to offer the reader a rapid expertise on day to day topics in nephrology. The text
should contain, on average 630 words, only one Table and one Figure, and a maximum
of 5 references.

Supplements/JBNEducational

These are by invitation from the Editors. Supplements refer to specific themes relevant
to the clinical practice, composed of an editorial or a presentation of current articles, and
should contain up to 2,000 words, have an Abstract, not necessarily structured, and
preferentially up to 40 bibliographical references.
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Pro-history
Historic documentation of subjects related to nephrology, historic point of view.
Technical requirements.

Forum in Nephrology

Articles that have the objective to present informations about some issue of clinical
relevance in nephrology. Each article should have a maximum of 4.500 words and
preferably 60 references.

Technical requirements

The following should be sent:

a) Word file (.doc or .rtf), double-space type, 12 point font, margin of 3 cm on each
side, with numbered pages in numerals characters, beginning each section on a new
page, in the following sequence: title page, Abstract and key-words, text,
acknowledgements, references, Tables and Legends - images, which should be sent in
Jpg or .tiff format;

b) Permission for reproduction of manuscript;

c) Approval from the Institutional Review Board at which the study was performed,
when referring to interventions (diagnostic or therapeutic) on humans;

d) A letter signed by all authors stating a novel and unpublished study. The lack of
signature of an author will be interpreted as disinterest or disapproval of publication,
and the persons name will be, therefore, editorially excluded;

e) Complete address of the corresponding author.

Model of Copyright Transfer Letter

Dear Editor,

By the present, we, the undersigned authors, submit this manuscript (name of study),
hereby written by us and presented as an article (type — Original; Review; Update; Case
Report; etc.) to the Editorial Board of the Brazilian Journal of Nephrology for
publication. In accordance with the regulations contained in the “Authors Instructions”,
we inform that:

a) the referred study was performed at (name of institution);

b) the protocol was approved by the institution IRB;

¢) informed consent was obtained for studies that involved humans;

d) copyright transfer; we irrevocably concede to the Brazilian Society of Nephrology, in
the case of acceptance for publication, the authors rights to the study that we are hereby
submitting, recognizing that any total or partial reproduction is forbidden without prior
and necessary authorization requested in writing and obtained jointly by the SBN;

e) we have kept a copy of the present submitted manuscript; and

f) the study was supported financially by (names of the institutions that gave support for
the study).

With respect to the imperative ethics- underscoring any possible factors that may
influence or bias the results of this study- we acknowledge the following conflicts of
interest; (explain, if any, relationships that involve, profesional, financial, or direct or
indirect beneficiary conflicts of interest, or explicitly declare the inexistence of such
associations).

To facilitate correspondence exchange, the following author was designated as
correspondence author. (Name of chosen author, followed by the name of the institution,
complete postal address, telephone and, if possible, electronic address).

We presently submit and await manifestation of notification.
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Sincerely,

(Date and location, followed by signatures and respective full names)

Preparation of manuscript

Identification page: The first page should contain: a) Title of the Article, which should
be complete and concise, describing the subject to which it refers (superfluous words
should be omitted).The title in English should also be presented; b) Names of the
authors; c) Institution or sector of Institution to which each author is affiliated,
accompanied by the respective addresses (personal titles, and positions occupied should
not be specified); d) Name of the department and or institution at which the study was
performed; €) Indication of the corresponding author; f) If the study was funded, the
name of the funding agency should be indicated; g) If the study was based on an
academic thesis, the title, year, and institution at which it was presented should be
identified; h) If the study was presented at a scientific meeting, indicate the name of the
event, location and date.

Abstract and keywords: original articles, short communications, review articles, and
updates, written in Portuguese should include, on the second page an abstract in
Portuguese and English. Abstracts should identify the objectives, procedures, and
conclusions of the study (maximum 250 words for abstracts that should be structured).
Structured abstracts should present, at the beginning of each paragraph, the name of the
subdivisions that compose the formal structure of the article (Introduction, Methods,
Results, Discussion, and Conclusion). Key words, expressions that represent the
subject of the study, should be presented in numbers of 3 to 10, supplied by the author,
based on the DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude) published by Bireme, which is
a translation of MeSH (Medical Subject Headings) of the National Library of
Medicine and available on the site: http://decs.bvs.br. These should be presented in both
Portuguese and English.

Text: The text should be written in accordance with the structure designated for the
appropriate category of the article. Citations and referenced cited in the legends of table
and figures should be numbered consecutively in the order that they appear in the text
(numerical index). The references should be cited in the text without parentheses,
exponentially, following the example: Referencesl.

Figures and Graphs: All illustrations (photographs, graphs, drawings etc.) should be
submitted individually, in JPG format (in high resolution - 300 dpi). They should be
numbered sequentially in the order that they were mentioned in the text, and be clear
enough to allow reproduction. Legends for the figures should be sent in a separate file.
Photocopies will not be accepted. If any figures have been extracted from other
previously published studies, the authors should have prior permission in writing for
their reproduction. This authorization should accompany the submitted manuscript.

Statistical analysis: The authors should demonstrate that the statistical procedures
utilized were not only appropriate to test the hypothesis of the study, but also correctly
interpreted. The levels of statistical significance (e.g., p<0.05; p<0.01; p<0.001) should
be identified.

Abbreviations: The abbreviations should be indicated in the text upon the first
utilization. Thereafter, the full name should not be repeated.

Name of medication: the generic name should be used.

Citation of machines and equipment: all machines and equipment cited should include
the model and name, state and country of manufacturer.
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Acknowledgements: Should include the collaboration of persons, groups or institutions
that deserve recognition, but are not included as authors; acknowledgement for financial
support, technical assistance, etc, should appear before the references.

References: References should be numbered sequentially, in the same order that they
were mentioned in the text and identified with numerical characters. The presentation
should be based on the “Vancouver Style” format, according the following example,
and the titles and periodicals should be abbreviated according to the style presented by
the List of Journal Indexed in Index Medicus, of the National Library of Medicine
available at: ftp://nlmpubs.nlm.nih.gov/online/journals/ljiweb.pdf. The authors should
certify that the cited references in the text are contained in the list of references with the
correct dates and authors names. The accuracy of the bibliographical references is the
authors’ responsibility. Personal communications, unpublished studies, or ongoing
studies should be cited only when absolutely necessary, but should not be included in
the list of references; only mentioned in the text with a footer.

The reference list should follow the model of the examplesbelow:
Articles from periodicals (up to six authors)
Almeida OP. Authors of scientific articles: What do such authors do? Rev Bras
Psiquiatr 1998;20:113-6.
Articles of periodicals (more that six authors)
Slatopolsky E, Weerts C, Lopez-Hilker S et al. Calcium carbonate as a phosphate
binder in patients with chronic renal failure undergoing dialysis. N Engl J Med
1986;315:157-61.
Articles without the name of author
Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J 1994;84:15.
Entire books
Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2nd ed. Albany
(NY): Delmar Publishers; 1996.
Book Chapters
Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, editors.
Hypertension: pathophysiology, diagnosis, and management. 2nd ed. New York: Raven
Press; 1995. p. 465-78.
Books for which the editors (organizers) are authors
Norman 1J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New York:
Churchill Livingstone; 1996.
Theses
Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s access and utilization
[dissertation]. St. Louis (MO): Washington Univ.; 1995.
Papers presented in congresses
Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security in
medical informatics. In: Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors.
MEDINFO 92. Proceedings of the 7th World Congress on Medical Informatics; 1992
Sep 6-10; Geneva, Switzerland. Amsterdam: North- Holland;1992. p. 1561-5.
Periodical in electronic format
Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial
online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5];1(1):[24 screens]. Available from website:
URL.: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.
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Other types of references should follow the document of the International Committee of
Medical Journal Editors (Vancouver), available at the website: www.icmje.org, October
2004.

Submission of manuscript

The submissions should be done on-line at the website www.jbn.org.br. It is essential
that copyright transfer, letters of approval from the ethics committee (when referring to
interventional studies on humans-diagnostic or therapeutic), and the authors affirmation
of the novelty of the study be sent by fax to the SBN (fax number: +55 11 5573-6000)
or scanned and sent by email to jbn@sbn.org.br.

Checklist for article submission
Before sending any manuscript for publication in the Brazilian Journal of
Nephrology, authors should verify if the material complies with the following criteria:

Authors

() First and last name of the authors are presented.

() Institutions to which each author is affiliated are listed.

() Letter of presentation complies with ethical requirements signed by all authors,
mentioning existing conflicts of interest, cited funding sources and/or financial
support, etc).

Title

() Should be presented in Portuguese, English and short-title.

Type

() The article type is presented (Original, Review, Case Report, (Update, and others))
Abstract

() Abstract is structured and contains up to 250 words (Original Article, Short
Communication and Case Report).

() Contains up to 150 words (Review and Update Article).

() Abstract is in Portuguese and English (except Letter).

Keywords

() Integrates the vocabulary of Decs (Bireme-Lilacs).

() Words are presented in Portuguese and English.

References

() Follow the norms of the Vancouver group (e.g., Vega KJ, Pina I, Krevsky B. Heart
transplantation is associated with an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann
Intern Med 1996;124:980-3.

() Are numbered in the same order that they appear in the text.

() Are identified by numerals, superscript ie, “according to Johnsonl”.

() Complies, preferentially with, the limit of 40 for Original Articles, 15 for Short
Communications, 15 for Case Reports, 80 for Review Articles, and 40 for Update
Articles.

Presentation

() In the electronic version, the study is retyped into one file in .doc or .rtf format
(Microsoft Word).

() The Tables and Figures do not exceed, together, the maximum of 6 units.

() In the electronic version, the tables are presented in .doc format (Microsoft Word),
or .xIsx (Microsoft Excel).

() In the electronic version the illustrations (photographs, graphs, drawings, etc.)
should be sent individually, in .jpg format (in high resolution - 300 dpi).
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ANEXO 4 — INSTRUCOES PARA PUBLICACAO NO CLINICAL CARDIOLOGY

Clinical  Investigations and Reviews must  be  in  English. Clinical
Investigations are limited to 2,500 words, including figure legends. References are
limited to 40 and are not counted in the word limit. There is a limit of no more than 5
figures and/or tables; additional figures/tables will publish online-only as supporting
information. Authors must provide word count. Reviews are limited to 3,000 words,
including figure legends. References are limited to 40 and are not counted in the word
limit. There is a limit of no more than 5 figures and/or tables; additional figures/tables
will publish online-only as supplementary data. Authors must provide word count. Case
Reports and Images in Cardiology submissions are not being accepted as of 2010. All
appendices will publish online-only. All work must be be reviewed by a native English
speaker prior to submission for clarity. Number pages consecutively and arrange as
follows: title page, summary and key words, text, acknowledgement(s), references,
tables, figure legends, and figures. The title page should contain the title of the paper; a
short title; the name(s) and academic degrees of the author(s); the department(s) and
institution(s) at which the work was done; the full name and address, including the
direct telephone, fax, and/or e-mail of the author to whom all correspondence and
reprint requests should be mailed; and acknowledgement of disclosures/support grants.
A running title of 30 words should be supplied.

The summary is approximately 250 words. For Clinical
Investigations andReviews, structure as follows: background, hypothesis, methods,
results, conclusions.

The text begins with an introduction briefly stating what was studied and why.

Methods describes, in sufficient detail to allow replication of the work, the
methodology and technology or preparations used. In a clinical trial, patient population
should be defined. New or modified methods should be critically evaluated. For well-
known methods, references may be supplied. Chemical agents, drugs, anesthetics, and
methods of application should be identified (trademarked products require manufacturer
name, city, state and country), and route, concentration, frequency, and time of
additional doses should be described. It should be stated that investigations were in
accordance with the Declaration of Helsinki.

Results should appear in a logical order, with tables and figures.

The discussion should interpret results relative to previously published work in
the field. Hypotheses and speculations should be clearly labeled.

Conclusions: Authors are encouraged to draw conclusions from their findings
and indicate areas of future investigation.

Tables should be numbered with arabic numerals (e.g., Table 1).

Figures will be sized to journal specifications. For graphs, label zero points for
both the abscissa and ordinate. Acceptable electronic formats are Photoshop and
[Hustrator files saved as TIFF or EPS (Illustrator files cannot be outlined). Continuous
tone-type images must be saved to CMYK or Grayscale mode with a minimum
resolution of 300 pixels per inch. Images must be 300—600dpi and line art must be 600
1200dpi. Maximum submission size: 20 x 28 cm (81/2” x 117). Please remove all
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backgrounds (eg, gray, colored) that do not add value to the data; they can affect the
image's clarity and are not preferred. Your article may be unsubmitted if images or
tables are not prepared accordingly. The Editor reserves the right to remove
backgrounds to improve image clarity or resolution, as needed.

Figure legends should be separate from text and figures. All symbols and
abbreviations must be identified. For previously published figures, written permission
from the copyright holder and the author of the work must be provided at time of
submission and proper citation given in the legend.

Values should be given in mean + standard deviation (X + SD).

Citations of reference material in the text should be given by number (rather
than by author name).

References are placed at the end of the text. Type double-spaced throughout.
List up to three authors; if more than three, list three and “et al.” Arrange in a numbered
list in order of citation. Abbreviate journal titles according to the Index Medicus and
cite inclusive page numbers. Include only published work in the references.

Two Reference Examples:

1. Book

Fox SM, Haskell WL. The exercise stress test: needs for standardization. In:
Eliakim M, Neufeld HN, eds. Cardiology: Current Topics and Progress. New York, NY:
Academic Press; 1970:149-154.

2. Journal

Kim Y1, Noble RJ, Zipes DP, et al.: Dissociation of the inotropic effect of
digitalis from its effect on atrioventricular conduction. Am J Cardiol. 1975;36:459-464.

Abbreviations and acronyms that follow AMA style should be used only in
instances of long, frequently used words or phrases and must be defined at first use. For
acceptable abbreviations and usage, see the Council of Biology Editors Style Manual at
www.councilscienceeditors.org. Units, quantities, and formulas should be expressed
according to the recommendations of the International System of Units (SI). For further
information,  please  contact Latoya Fladger, Managing  Editor, at
latoya@jjeditorial.com.

Note to NIH Grantees Pursuant to NIH mandate:

Wiley-Blackwell will post the accepted version of contributions authored by
NIH grant-holders to PubMed Central upon acceptance. It is the responsibility of the
author to identify their submission as NIH-funded and alert the editorial staff that it
should be deposited to PubMed Central. This accepted version will be made publicly
available 12 months after publication. For further information, see
www.wiley.com/go/nihmandate.

Trial Designs

The Trial Design section of Clinical Cardiology intends to publish trial rationale and
design papers (also known as "methods papers™) for large cardiovascular clinical trials
and registries. Preference is given for large phase Ill randomized clinical trials, but the
editors will consider well-designed registries and large phase Il or phase IV studies.
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Manuscripts may be up to 3000 words and may include up to 40 references and 5
table/figures. Authors should include the following sections:

1. Brief trial summary (< 300 words)

2. Introduction - discussion of the trial rationale and prior relevant data.

Include the trial hypotheses and objectives.

3. Methods - trial design (please include a figure of the trial schema), entry criteria, and
statistical section that describes the key endpoints, power/sample size calculation, and
major analytic plan.

4. Discussion - place your trial in the context of prior and ongoing trials, and the
implications for future practice

Publication of baseline characteristics and baseline data are encouraged, but not
required

Appendices that list the trial organization, including major committees, countries, core
laboratories, etc. may also be included.

Quality and Outcomes section publishes original research articles focused on
cardiology quality and outcomes research. The articles will include original research
from registries, performance improvement programs, and other studies relevant to
clinical decision making and patient centered outcomes research.

Manuscripts are limited to 3,000 words, including figure legends. References are
limited to 40 and are not counted in the word limit. There is a limit of no more than 5
figures and/or tables; additional figures/tables will publish online-only as supporting
data. There is also the opportunity to publish accompanying slides as online-only
supporting materials.

Clinical Trial Updates

The Clinical Trial Updates section was created to publish new analyses from
cardiovascular clinical trials, including subgroup analyses or additional end points. We
are targeting principal investigators and their colleagues for secondary or substudy trial
analyses. Authors should place their trial data in the context of prior and ongoing trials
and detail the clinical implications for today's practicing cardiologists.

Manuscripts may be up to 3000 words and may include up to 40 references and 5
table/figures. We welcome supporting information and slide sets that can be published
online. We encourage you to contact the editors with submission queries or manuscript
ideas. Of note, if authors have had peer reviews from a prior journal and wish to submit
them with the manuscript, the editors can consider them and potentially expedite the
review and possible publication.

Benefits to Publishing Clinical Trial Designs, Outcomes, and Secondary Analyses
in CLC

- Clinical Cardiology offers authors rapid peer review and publication of major clinical
trials and other original research articles with significant findings that would benefit
cardiologists through rapid dissemination. Authors who wish to have manuscripts
considered for CLC’s rapid peer review process should email a cover letter and abstract
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of their article to Latoya Fladger, latoya@jjeditorial.com.
- Clinical Trials authors may publish supplementary materials with their articles that
include, but are not limited to, relevant slides and  graphics.
- Clinical Cardiology offers all articles free-access so there are no barriers to readers
accessing clinical trials articles in CLC.

Clinical Cardiology

Supplement and Other Special Content Policy
September 2009

1. Scientific Applicability

Requests for supplements and other special content to Clinical Cardiology will be
considered based on scientific interest and validity. The Business Development
Representative of Wiley-Blackwell will discuss the details of the proposed content with
the interested party, along with who shall provide an overview proposal of the content
to be submitted for evaluation by the Journal’s editorial staff and the WileyBlackwell
editorial staff.

2. Proposals should include the following information:
a. For Supplements:

e The title of the supplement.

e A Table of Contents that lists all authors and their affiliation and contact
information.

e A brief overview of each article with estimated length in typeset pages.

e The guest editor’s name, contact information, and written approval indicating
he/she has seen or will see and approve all manuscripts prior to submission.

e CME information, if applicable
e A list of all sponsors.

e Sponsorship text including the sponsor’s logo that will appear on the front cover
and Title Page.

b. For Other Special Content:
e As described above, and adapted based on content type (contact Editorial Office
in advance to discuss).

3. Letter of Agreement

A Clinical Cardiology Letter of Agreement (LOA) regarding the production costs of
the supplement to the journal will be developed by the Business Development
Representative and signed by both Wiley-Blackwell and the client prior to manuscript
submission. A 50% deposit will be due upon approval of the supplement by the Clinical



104

Cardiology editors. The balance will be due once the content has published and mailed.
All questions pertaining to supplements and other special content submissions should be
directed to Dave Slimm by email at (dslimm@wiley.com) or by telephone at (201) 748-
6478. All questions pertaining to manuscript submission or editorial specifications
should be directed to Phaedra Cress by email at pcress@wiley.com or by telephone at
(201) 748-6993.

The following information pertains to accepted proposals and should be reviewed
prior to manuscript submission:

1. Copyright, Disclosure, and Permissions

Copyright release forms signed by all authors, and all permissions for copy, illustrations
and artwork, must be submitted to the Editorial Office. Additionally, each manuscript
should include the following disclosure information on page one of the manuscript: 1)
whether authors received, were offered, or declined an honorarium, 2) disclosures and
conflicts of interest with industry and information concerning educational grants or
other funding, and 3) disclosure of any editorial support associated with the preparation
of the manuscripts. Indexing of sponsored content on PubMed is contingent upon the
inclusion of complete disclosure information, as outlined above, on a numbered page
within the published article. The absence of such information cannot be corrected
through publication of an erratum per PubMed’s new policy that was initiated in June
2009; it is therefore the responsibility of the authors to supply copyright, disclosure, and
permissions information with each submission.

2. Peer-Review Process

All supplement manuscripts undergo a peer-review process identical to that of regularly
submitted manuscripts. Two peer reviewers will review the supplement manuscripts and
acceptance is not guaranteed. Other special content, which may include, but is not
limited to, clinical review papers published within an issue and Expert Panel
Discussions, undergo the same peer-review process. If accepted, the articles will be
copyedited and typeset and it is the responsibility of the Guest Editor and/or
corresponding author of each article and any medical writers to carefully review the
page proofs and return them on a timely basis, generally within 48-72 hours, with
corrections and revisions to the publisher. Any outstanding signed copyright forms
and/or permissions must be submitted prior to publication. Sponsoring clients may
review final supplement manuscripts, upon request, only to ensure that all data are
correct; the authors of the supplement articles or sponsored content are responsible for
the balanced presentation of all research. Timely adherence to the above procedures
ensures delivery of the content in accordance with the anticipated time frame of 12
weeks from the time of acceptance to publication. At the time of submission of the
editorial content, an estimate of the final page count will be made. On average, it is
estimated that 3.5 manuscript pages equal one typeset page.

3. Final supplement manuscript materials should be submitted online at:
http://mc.manuscriptcentral.com/clc and should be prepared in accordance with the
Instructions ~ for  Authors (available at  www.clinical-cardiology.com).
a. Supplement manuscripts should be submitted under the article type “Supplement”
noting that if accepted, it is permissible to include a subhead of, for example, Review or
Clinical Investigation, for indexing purposes.



