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RESUMO

Introducéo: Pacientes com doenca renal cronica (DRC) em hemodialise
(HD) apresentam um aumento prejudicial do estresse oxidativo (EO). A
deficiéncia no consumo de nutrientes e suas perdas durante a HD afetam
diretamente 0 aumento do EO, particularmente, pela insuficiéncia no
consumo de antioxidantes. Como intervencao nutricional, as proteinas do
soro do leite (PSL) apresentam fungdo protetora ao EO, devido ao seu
aminoéacido cisteina ser o precursor na sintese enddgena da glutationa, tiol
nado proteico mais abundante e de maior a¢do antioxidante em humanos.
Dentre suas acOes, a glutationa influencia diretamente a reciclagem da
molécula de vitamina C, aumentando sua acdo protetora no EO. Até o
momento, a suplementacdo de PSL e/ou vitamina C em biomarcadores do
EO ainda ndo foi descrita em pacientes com DRC em HD. Obijetivo:
Avaliar o efeito da suplementacdo de PSL e da vitamina C em
biomarcadores do EO em pacientes com DRC em HD. Métodos: A
amostra foi formada por pacientes de duas clinicas de dialise (clinica A e
B) em Florianépolis, Brasil. Os participantes eram de ambos 0s sexos,
com idade > 19 anos e realizavam HD > 2 meses, 2 ou 3 vezes por semana.
Os pacientes foram randomizados e estratificados pela frequéncia de HD
em trés grupos na razdo de 1:1:1. A suplementacdo foi oferecida em
sachés idénticos contendo: médulo de PSL em p6 (20,00 g) com ou sem
vitamina C em p6 (0,25 g) ou placebo (20,00 g de farinha de arroz branca)
com vitamina C em pé (0,25 g) diluidos em 50 mL de &gua filtrada. Todos
0S grupos receberam a suplementacao 3 vezes por semana, apos a Sessao
de HD por 8 semanas. Os pacientes e 0 pesquisador (responsavel pela
analise estatistica) foram cegados. Os pacientes foram caracterizados no
momento basal pelos indicadores nutricionais: avaliacdo subjetiva global
de 7 pontos, indice geriatrico de risco nutricional, indice de massa
corporal (IMC), protein energy wasting (PEW) e pela forca do aperto da
mé&o. Como desfecho, analisaram-se 0 EO (nos momentos: basal e final)
com os biomarcadores: glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada
(GSSG) no sangue total, seguido da razdo GSH:GSSG; Glutationa
peroxidase-1 (GPx-1) no hemolisado; E malondialdeido (MDA) e
vitamina C no plasma. Os resultados foram expressos como a medida de
efeito score mean difference (SMD). Resultados: A clinica B ndo
conseguiu uma estratificacdo adequada pela frequéncia da HD devido as
perdas durante o seguimento do estudo (40,9%, n= 9), portanto, esta
clinica foi excluida das andlises finais. A Clinica A completou o estudo
com 6 pacientes por grupo, um total de 18,2% (n = 4) de perdas na
amostra. Dentre os indicadores nutricionais no momento basal, houve



diferenca entre os grupos no diagndstico de desnutricdo do IMC e PEW (
p < 0,05), devido aos Unicos pacientes (n=3) diagnosticados pertencerem
ao grupo PSL. Apds 8 semanas de suplementacdo, todos os grupos
aumentaram as concentracbes de GSSG, porém, apenas aquele
suplementado com PSL + vitamina C mostrou aumento estatistico (p <
0,01). Houve inclinagdo ao aumento da GSH em todos os grupos, mas a
razdo da GSH:GSSG nos grupos suplementados com vitamina C ficou
menor (grupo PSL + vitamina C: - 16,4 SMD; grupo vitamina C: - 11,8
SMD), enquanto o grupo PSL apresentou uma relagdo GSH:GSSG maior
apos a suplementacédo (+ 3,8 SMD) (ndo estatisticamente significativos).
Todos os grupos apresentaram inclinagdo ao aumento da atividade da
GPx-1, mas o grupo PSL teve aumento mais expressivo (+ 16,8 SMD)
guando comparado aos demais (grupo vitamina C: + 12,7 SMD e grupo
PSL + vitamina C: + 12,0 SMD). A vitamina C teve aumento estatistico
nos grupos suplementados com esta vitamina (p < 0,05). Houve
inclinacdo para a diminuicdo de MDA em todos 0s grupos, mas aqueles
suplementados com PSL tiveram valores mais expressivas (grupo PSL: -
15,3 SMD e grupo PSL + vitamina C: - 15,8 SMD) em comparagao ao
grupo vitamina C (- 4,4 SMD). Conclusdes: Os resultados nao
demonstraram um melhor controle do EO no grupo suplementado com
PSL + vitamina C, e sugerem um efeito pro-oxidante da vitamina C
devido ao aumento significativo da concentracdo de GSSG neste grupo.
Este foi o primeiro estudo a mostrar o efeito de tal suplementagdo em
biomarcadores do EO nesta populacdo. Mais estudos controlados,
multicéntricos, maiores e de longo prazo sdo necessarios.

Palavras-chave: Hemodialise. Proteinas do soro do leite. Acido
ascorbico. Vitamina C. Estresse oxidativo. Glutationa.



ABSTRACT

Introduction: Chronic kidney disease patients (CKD) on hemodialysis
(HD) show a damaging increase in oxidative stress (OS). Deficiency in
nutrients intake and their losses during HD filtration can impact directly
OS, particularly, for antioxidants deficiency. As nutritional intervention,
whey protein has antioxidant property by its amino acid cysteine, which
enhances the biosynthesis of glutathione, the most abundant antioxidant
thiol (non-protein) in humans. Among its actions, glutathione influences
vitamin C recycling and increases its protective effect on OS. Thus far,
the effect of whey protein and/or vitamin C supplementation on OS
biomarkers in CKD patients on HD has not been described. Objective:
To assess the effect of whey protein and/or vitamin C supplementation on
OS biomarkers in CKD patients on HD. Methods: Patients from two
dialysis clinics (A and B) in Florianépolis (Brazil) enrolled in this pilot,
randomised, double-blind trial. Individuals were > 19 years-old, on HD >
2 months and a HD frequency of 2 or 3 times/week. Patients were
randomised into three groups (1:1:1) and stratified by HD frequency.
Groups received sachets containing protein powder module (20.00 g) with
or without vitamin C powder (0.25 g) or placebo (20.00 g of white rice
flour) with vitamin C powder (0.25 g), diluted in 50 mL of filter water.
Participants and investigator (responsible for statistical analyses) were
blinded. Patients were characterized at baseline by nutritional indicators:
7-point subjective global assessment, geriatric nutritional risk index, body
mass index (BMI), protein energy wasting (PEW), and the handgrip
strength. The groups were supplemented after HD session, 3 times per
week for 8 weeks. The outcome was OS, assessed by reduced glutathione
(GSH), oxidized glutathione  (GSSG), GSH:GSSG ratio,
malondialdehyde (MDA), vitamin C and glutathione peroxidase-1 (GPx-
1) activity at baseline and final moment. Results: Clinic B did not achieve
a properly stratification by HD frequency due to losses during follow-up
period (40,9%, n=9), thus this clinic was excluded for final analyses.
Clinic A completed the study with 6 patients per group, a total of 18.2%
(n=4) of losses during follow-up. Among the nutritional indicators, there
were differences between groups on malnutrition status by BMI and PEW
at baseline (p <0.05), since all patients (n = 3) diagnosed belonged to the
whey protein group. Groups were inclined to increase GSH concentration,
however GSH:GSSG ratio in vitamin C-treated groups were lower (whey
protein + vitamin C group: - 16,4 SMD; Vitamin C group: - 11,8 SMD)
than whey protein group (+ 3,8 SMD) (non-statistically significant). All
groups were inclined to increase GPx-1 activity, yet whey protein group



increased + 16.8 SMD, while groups supplemented with vitamin C
showed about + 12.0 SMD. Plasmatic vitamin C had statistical increased
in vitamin C-treated groups (p < 0.05). All groups decreased non-
statistically MDA levels, but groups supplemented with whey protein had
a better decrease than vitamin C group (whey protein group: -15.3 SMD;
whey protein + vitamin C group: — 15.8 SMD; vitamin C group: - 4.4
SMD). Conclusions: These results did not demonstrate a better OS
control in whey protein + vitamin C group, as well, suggest a pro-oxidant
effect of vitamin C due to the statistically significant GSSG increase. This
was the first study to show the effect of such supplementation on OS
biomarkers in HD patients. Larger, long-term, multicenter controlled
trials are necessary.

Keywords: Hemodialysis. Whey protein. Ascorbic acid. Vitamin C.
Oxidative stress. Glutathione.
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1 INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

A doenca renal cronica (DRC) é considerada um problema de
salde publica e caracteriza-se pela perda progressiva das funces
regulatérias, excretérias e enddcrinas dos rins, essenciais a0 organismo;
estando associada as altas taxas de morbimortalidade (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NEFROLOGIA et al, 2011; NKF-KDOQI, 2002).

Mundialmente a DRC encontra-se em 11 a 13% da populagdo
(HILL et al, 2016). Em ambito nacional ndo ha estimativa precisa acerca
da prevaléncia, pois estudos que tiveram representatividade da populacao
apresentaram falhas na determinacdo da doenca, e aqueles com
confirmacdo de diagndstico apresentavam amostras limitadas
(MARINHO et al, 2017). Contudo, estudo brasileiro de coorte com
14.636 individuos mostrou a presenca da DRC em 8,9% da populagéo,
sendo o diagnodstico estabelecido conforme os critérios da Sociedade
Internacional de Nefrologia (BARRETO et al, 2016).

Nos estagios finais da doenca inicia-se a terapia renal substitutiva,
objetivando compensar parte do funcionamento renal e melhorar o
progndstico desta populacdo (BELINO et al, 2017; BRASIL, 2014;
VECCHIO; LOCATELLI; CARINI, 2011). Os tratamentos dialiticos
representados pela hemodialise (HD) e dialise peritoneal sdo os mais
comuns. Em 2017, as estimativas nacionais das taxas de prevaléncia de
pacientes em tratamento dialitico por milhdo da populagdo no Brasil
foram 610 (variacdo: 473 na regido Norte e 710 no Centro-Oeste),
apresentando aumento na incidéncia anual de 51% de 2002 a 2007,
32,6% de 2007 a 2012 e 29,7% de 2012 a 2017 (SESSO et al, 2018).
Segundo o udltimo Inquérito Brasileiro de Dialise Cronica, a HD €é o
tratamento mais utilizado com 93,1% dos pacientes, sendo a maioria do
sexo masculino (58%) (SESSO et al, 2018).

A HD baseia-se no processo de depura¢do sanguinea por um
equipamento denominado hemodialisador que possui uma membrana
semipermedvel responsavel pelo contato do sangue com o dialisato
(solucdo do hemodialisador). A partir deste contato, ocorre o controle da
volemia e a eliminagdo de solutos de retencdo urémica, também
denominados de toxinas urémicas, que em condicdes fisioldgicas normais
sdo excretados pelos rins. De acordo com o grupo responsavel pela
definic&o e caracterizacao destes solutos de retencéo urémica, o Grupo de
Trabalho Europeu em Toxinas Urémicas, existem 152 substancias
catalogadas, dentre as quais se encontram o &cido Urico, o fosfato
inorgénico e as guaninas (BARRETO et al, 2014).
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Deste modo, o mecanismo de HD consiste na retirada do sangue
para 0 meio extracorpGreo, por meio de um acesso arteriovenoso para o
hemodialisador, onde ocorre a filtragdo. Apds 0 processo, 0 sangue
retorna ao paciente. O objetivo principal da HD € restaurar o equilibrio
hidrico entre os meios intra e extracelular do paciente e retirar 0s
metabdlitos sanguineos em excesso (toxinas urémicas), reestabelecendo
o equilibrio hidroeletrolitico (HIMMELFARB; IKIZLER, 2010; NKF-
KDOQI, 2006).

Deve ser destacado que, apesar de a HD ser essencial aos pacientes
com DRC e possibilitar o0 aumento da sobrevida (BELINO et al, 2017;
VECCHIO; LOCATELLI; CARINI, 2011), esta populagdo apresenta um
grave declinio no estado nutricional, o qual associa-se ao catabolismo
proteico desencadeado pela DRC e potencializado pelo préoprio
tratamento dialitico (HA; QIAN, 2017).

Em estudo prospectivo de 10 anos observou-se que metade dos
individuos incidentes no tratamento de HD apresentou sinais de
desnutricéo principalmente como deplecdo muscular e uma sobrevida de
45 anos (DE ARAUJO et al, 2006). Outro estudo mostrou associagio
entre desnutricdo e a progressdo da doenga, indicando que entre 732
pacientes com DRC sem tratamento dialitico: 2%, 16% e 31%
apresentavam desnutricdo em estagios iniciais, intermedidrios e finais da
doenca, respectivamente. Além disso, no mesmo estudo foi referido que
44% dos 299 pacientes em HD estavam desnutridos (DAI et al, 2017).
Assim, a manutencéo do estado nutricional durante o tratamento dialitico
torna-se desafiador.

Os individuos em estagios finais da doenca e aqueles em HD séo
caracterizados por condic@es clinicas e nutricionais determinantes para o
aumento de morbimortalidade e a reducdo da qualidade de vida
(EPIFANIO et al, 2018a; NKF-KDOQI, 2005). Diante disso, deve-se
atentar as condigdes relacionadas ao avango da doenga, a fim de retardar
seu agravo. Neste contexto aliado ao declinio do estado nutricional, ha o
aumento do estresse oxidativo (EO) (EPIFANIO et al, 2018a;
LIAKOPOULOS,2017; NKF-KDOQI, 2005).

Originalmente, o EO definiu-se como o desequilibrio entre
mecanismos antioxidantes e agentes oxidados no organismo. Contudo,
compreendia-se que este desequilibrio era essencial para a manutencao da
vida, tratando-se de um processo natural e necessario para a sobrevivéncia
humana, como na sinalizacdo da defesa celular, durante o processo
inflamatdrio e na reparagdo tecidual (BABIOR, 1992). No entanto, 0 EO
esta fundamentado na literatura por estudos analisando o mecanismo de
sinalizacdo de oxirreducédo, seja com a administracdo de antioxidantes
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e/ou andlises dos biomarcadores especificos, assim, o conceito
contemporaneo do EO baseia-se na disfuncao da sinalizacéo e controle de
reacOes de oxirreducdo (JONES, 2006).

Observa-se um aumento no EO em diferentes doencas crbnicas
(ICHIISHI et al, 2016), com destaque a DRC associada a HD
(LIAKOPOULOS, 2017).

Estudos observacionais demonstraram que o aumento do EO esta
presente desde os estagios iniciais da DRC e que gradualmente progride
com a doenca (EPIFANIO et al, 2018; LIAKOPOULOS et al, 2017;
LOCATELLLI et al, 2003). Além disto, a National Kidney Foundation
evidencia a relacdo entre o EO, desnutricdo e inflamacdo, considerando-
0os como fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV), relacionadas com a alta mortalidade desta
populagdo (HILL et al, 2016; DE ARAUJO et al, 2006; NKF-KDOQI,
2005).

Um dos fatores determinantes na HD para o aumento do EO e
deficiéncias nutricionais € o processo da passagem de componentes do
sangue ao dialisato, sendo eliminadas, além de toxinas urémicas,
nutrientes hidrossoltveis como a vitamina C (LIAKOPOULOS,2017;
COVENEY et al, 2011; RAIMANN et al, 2013) e aminoacidos
(BORRELLLI, et al, 2011).

A vitamina C é considerada a vitamina hidrossoltvel de maior
abundéncia e atividade antioxidante em seres humanos saudaveis e
apresenta carater essencial no organismo, pois, como ndo é sintetizada
endogenamente, é obtida pela dieta (PALLESCHI et al, 2016; ZHANG,
2012). Observou-se que a concentracao plasmética de vitamina C pode
diminuir em até 50% apds uma sessdo de HD (FEHRMAN-EKHOLM et
al, 2009; MORENA et al, 2002; BOHM et al, 1997), sendo que demais
estudos quantificaram esta eliminagdo entre 80 a 333 mg por sessdo
(FOUQUE et al, 2007b; MORENA et al, 2002; BOHM et al, 1997). A
revisdo da literatura acerca da suplementacdo de vitamina C em pacientes
realizando dialise enfatizou a deficiéncia desta vitamina especialmente
em pacientes em HD, destacando a importancia da suplementacéo devido
ao seu potencial antioxidante, bem como, a propriedade de interferir em
processos inflamatorios. Entretanto, alertou-se para o cuidado com doses
aumentadas desta vitamina (> 500 mg/dL), a fim de evitar o efeito
colateral do acimulo plasmaético de oxalato (oxalose), um dos produtos
do metabolismo da vitamina C, envolvido com o processo de litiase renal
(KNIGHT et al, 2016; ZHANG, 2014).

Contudo, compreende-se que a perda da vitamina C no mecanismo
atual de HD ¢é esperada por ser um micronutriente hidrossoltvel, de baixo
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peso molecular e por ndo apresentar ligacdo com moléculas maiores,
deste modo, sua eliminagdo pelo hemodialisador € inevitavel
(RAIMANN et al, 2013).

Em relacdo as perdas de aminoéacidos durante a HD, verificou-se
uma variacdo entre 6 a 8 g por sessdo (BORRELLI, et al, 2011). Esta
eliminagdo estimula a deplecdo muscular devido ao aumento do
catabolismo proteico ser necessario para a restauracdo do pool de
aminoacidos plasmaticos perdido no dialisato (RAJ et al, 2008; RAJ et al,
2004). Além disso, o catabolismo muscular possibilita a sintese de
proteinas de fase aguda, especialmente, aquelas responsaveis pelo estado
inflamatdrio (DEGER et al, 2017).

Os aminoacidos sdo considerados substratos fisiologicamente
ativos na promocdo do anabolismo proteico, aumentando a sintese
principalmente no tecido muscular (WOLFE, 2000). Desta maneira, a
eliminacdo de aminoacidos durante a HD contribui para o declinio do
estado nutricional (RAJ et al, 2008; RAJ et al, 2004). Destaca-se que, Vaz
e colaboradores (2014) observaram inadequagdo no consumo proteico em
39% de 118 pacientes em HD. Corroborando, outro estudo que objetivou
avaliar o consumo habitual de pacientes em HD, observou o consumo
maximo de 75% do valor recomendado de proteina, com média diaria de
0,9 g/kg (STARK et al, 2011).

Deste modo, pacientes em HD devem consumir quantidades de
vitamina C e proteinas superiores ao recomendado para individuos
saudaveis, a fim de minimizar a deficiéncia destes nutrientes agravada
pelo tratamento. Em relacdo a vitamina C, sugere-se a suplementacéo de
75 a 90 mg/dia, evitando quantidades acima de 500 mg/dia devido ao
risco para oxalose (FOUQUE et al, 2007b). Quanto as proteinas, a
National Kidney Foundation recomenda o consumo proteico diario de 1,2
g/kg (NKF-KDOQI, 2000).

Em contrapartida, o tratamento dietoterapico especifico para a HD
apresenta severas restricdes alimentares, principalmente pelo controle no
consumo dos minerais potassio (K) e fosforo (P), os quais estdo presentes
nas principais fontes alimentares de antioxidantes, como da vitamina C
(frutas, vegetais e legumes) e de proteinas (carnes, leguminosas, leite e
derivados) (VAZ etal, 2014; STARK et al, 2011). Deste modo, restri¢cbes
dietoterdpicas podem agravar simultaneamente o EO e o estado
nutricional  particularmente na HD (LIAKOPOULOQOS, 2017;
LOCATELLI et al, 2013; VECCHIO; LOCATELLI; CARINI, 2011).
Neste contexto, a alimentagéo é considerada um fator modificavel, devido
ao potencial de amenizar o déficit nutricional de pacientes em HD por
meio de condutas nutricionais especificas (LIAKOPOULOS, 2017).
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Considerando o baixo consumo proteico e de vitamina C (VAZ et
al 2014; STARK et al, 2011), aliado as perdas de amino&cidos
(BORRELLLI, et al, 2011) e ao declinio nas concentracdes plasmaticas de
vitamina C decorrentes do tratamento (BORRELLI, etal, 2011; ZHANG
etal, 2011; MORENA et al, 2002; WANG et al, 1999; BOHM et al, 1997;
JACKSON et al, 1995), recomenda-se a suplementacdo de proteina e
vitamina C aos pacientes em HD (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NUTRICAO ENTERAL E PARENTERAL; ASSOCIA(}AO
BRASILEIRA DE NUTROLOGIA, 2011; FOUQUE et al, 2007b).

Em revisdo sistematica, cujo objetivo foi verificar os potenciais
efeitos da suplementacgdo nutricional oral em pacientes realizando dialise,
concluiu-se que o uso de suplementos proteicos/aminoacidos ou
hipercaléricos melhoraram o estado nutricional, sem influenciar
significativamente as concentracfes séricas de P e K dos pacientes.
Também, destacou-se que dentre 15 (n=589) estudos analisados, 10
utilizavam suplementos proteicos/aminoacidos (LIU et al, 2018).

A suplementacdo proteica apresenta-se como uma estratégia
eficiente no tratamento dietoterapico por ter facil administracdo, possuir
alta ades@o e atenuar a deplecdo muscular durante a sessdo de HD
(SOHRABI et al, 2016; TOMAYKO et al, 2015; KALANTAR-ZADEH
etal, 2011; SUNDELL et al, 2009; PUPIM et al, 2006; VEENEMAN et
al, 2003; PUPIM et al, 2002). A suplementacdo com proteinas do soro do
leite (PSL) ou whey protein demonstrou propriedade anabdlica,
particularmente, por apresentar alto teor de BCAA (branched-chain
amino acids, aminoacidos de cadeia ramificada) (BUMRUNGPERT et al
2018; LANDAS et al, 2010; SILVA et al, 2010), com efeito na melhora
do estado nutricional (SAHATHEVAN et al, 2018, SOHRABI et al,
2016; TOMAYKO et al, 2014) e no estado funcional pelo desempenho
fisico (TOMAYKO et al, 2014). Além disto, as PSL demonstram ter
propriedades antioxidantes devido ao aminoacido cisteina ser precursor
da sintese endégena da glutationa (WINTER et al, 2017; CHENG et al,
2017; FALKOWSKI et al, 2018; IGNOWSKI et al, 2018;
MCPHERSON; HARDY, 2011; MORENO et al, 2005; KENT,;
HARPER; BOMSER, 2003), o tiol ndo proteico mais abundante e de
maior acdo antioxidante em mamiferos (LU, 2013; MEISTER;
ANDERSON, 1983; RICHMAN; MEISTER, 1975).

Compreende-se que quando a cisteina per se é suplementada,
preferencialmente, ela sera direcionada ao cdlon, estbmago, pancreas e
baco, sugerindo que a cisteina contida em peptideos e proteinas (como
nas PSL) apresentam maior efetividade no aumento de sua concentracéo
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em funcles especificas de seu metabolismo, como na biossintese da
glutationa (MCPHERSON; HARDY, 2011).

Dentre suas funges, a glutationa em sua forma reduzida (GSH),
contribui diretamente para a acéo antioxidante da vitamina C, pois devido
a doagdo de um &tomo de hidrogénio (H) pela GSH, ocorre a regeneracéo
da molécula de vitamina C (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009;
RIMBACH et al, 2002; MAY; QU; MORROW, 2001; PACKER,;
WEBER; RIMBACH, 2001). Entretanto, estudos com pacientes em HD
suplementados somente com vitamina C e avaliando o EO apresentaram
resultados contraditorios, ndo havendo um consenso na efetividade do
efeito dose-dependente desta vitamina (KHALIL et al, 2016;
COOOMBES; FASSETT, 2012; ABDOLLAHZAD et al, 2009;
WASHIO et al, 2008; RAMOS; MARTINEZ-CASTELAO, 2008;
VRIESE et al, 2008; FUMERON et al, 2005; CANDAN et al, 2002).

Até a presente data, somente um estudo administrou PSL
associadas a um antioxidante, a vitamina E, em pacientes com DRC em
HD e mostrou resultados positivos e significativos na melhora do estado
nutricional, inflamatério e do EO (SOHRABI et al, 2016). Contudo, em
ambito de EO compreende-se que a relacdo entre a glutationa e vitamina
E ¢ intermediada pela vitamina C, mediante a influéncia direta da GSH
na renovacdo da molécula de vitamina C, o que torna possivel a doagdo
de um atomo de H pela vitamina C para a regeneracdo da molécula de
vitamina E e assim, possibilitar sua redugdo e acdo antioxidante
(FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009; RIMBACH et al, 2002; MAY; QU;
MORROW, 2001; PACKER, WEBER, RIMBACH, 2001). Até o
momento, o efeito da suplementacéo de PSL associada ou ndo a vitamina
C em biomarcadores do EO ainda néo foi descrito.

Assim, considerando o declinio do estado nutricional e 0 aumento
do EO, associados as restricdes dietoterapicas, ao padrao insuficiente de
consumo, a diminuigdo do apetite e as perdas de aminoacidos e vitamina
C durante o processo de HD, questionou-se: qual é o efeito da
suplementacdo de PSL e/ou da vitamina C em biomarcadores do EO de
pacientes com DRC em HD?

1.1 ESTRUTURA DO DOCUMENTO
O presente trabalho estrutura-se basicamente em seis capitulos:
(1) Introducdo e justificativa;
(2) Objetivos;
(3) Referencial tedrico;
(4) Metodologia;
(5) Resultados: manuscrito;
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(6) ConsideracGes finais;

Este projeto de dissertagéo esta inserido no grupo de pesquisa de
avaliagdo do estado nutricional, localizado no Laboratério de Nutricdo
Clinica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementagéo de proteinas do soro do leite e
vitamina C em biomarcadores do estresse oxidativo em pacientes com
doenca renal crénica em hemodidlise.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Awvaliar o efeito da suplementacéo de proteinas do soro do leite
e/ou da vitamina C em biomarcadores do estresse oxidativo
relacionados a acdo da glutationa (glutationa reduzida (GSH)
e oxidada (GSSG) no sangue total, e razdo GSH:GSSG;
atividade da glutationa peroxidase-1 no hemolisado;
malondialdeido e vitamina C no plasma);

(2) Caracterizar o0s pacientes por maultiplos indicadores
nutricionais (avaliagdo subjetiva global de 7 pontos, indice
geriatrico de risco nutricional, indice de massa corporal,
protein energy wasting e pela forca do aperto da mao).

3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 DOENCA RENAL CRONICA E HEMODIALISE

Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia (2011) cujas
diretrizes baseiam-se em recomendagdes da National Kidney Foundation,
dos Estados Unidos (NKF-KDOQI, 2002), a DRC é diagnosticada
mediante: (1) indicador anatémico ou estrutural como marcador de dano
renal; (2) indicador funcional baseado na taxa de filtracdo glomerular
(TFG) e (3) indicador temporal.

Assim, um individuo é caracterizado como portador de DRC
guando apresentar, por um periodo maior ou igual a 3 meses, TFG < 60
mL/min/1,73 m2 ou TFG > 60 mL/min/1,73 m2 com acréscimo de um
indicador renal, evidenciado por anormalidades histopatoldgicas ou de
marcadores de lesdo renal, incluindo alteraces sanguineas ou urinarias,
ou ainda por exames de imagem (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEFROLOGIA, 2011; NKF-KDOQI, 2002).
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Os fatores de risco para o desenvolvimento da DRC sdo as doengas
sistémicas como o diabetes mellitus e hipertensdo arterial sistémica,
doencas renais primarias (glomerulonefrites cronicas,
pielonefrites/nefropatias  tubulointersticiais crbnicas causadas por
infeccbes, etc), doencas obstrutivas cronicas (calculose, fibrose
retroperitoneal, etc) e malformacdes congénitas e doencas autoimunes
(DRAIBE; AJZEN, 2011; NKF-KDOQI, 2002).

No Brasil as morbidades mais relacionadas ao diagndstico
primario da DRC sdo: hipertensdo arterial sistémica (34%), seguido de
diabetes mellitus (31%), glomerulonefrite cronica (10%), outros
diagndsticos (10%), causa indefinida (10%) e rins policisticos (4%)
(SESSO, 2018), sendo que hipertensdo e diabetes mellitus corroboram o
panorama global (NKF-KDOQI, 2012).

A DRC tem caréter progressivo independentemente da presenga do
fator causal, devido a capacidade funcional adaptativa dos rins. Deste
modo, as fungdes renais mantém-se estaveis e mascaram 0s sintomas,
resultando no diagndstico e estadiamento tardio da doenca (quadro 1)
(AMMIRATI, 2013).

Quadro 1. Estadiamento da doenga renal cronica segundo a National Kidney
Foundation.

EztggR'cg (mL /m-li—r|1:/?,73m2) Classificacédo Albumindria
Lesdo renal, com TFG
1 290 normal ou aumentada Presente
Lesdo renal com
2 60 - 89 diminuicéo leve da Presente
TFG
Lesdo renal com
3A 45 -59 diminuicdo moderada = Presente/ausente
da TFG
Lesdo renal com
3B 30-44 diminuicdo moderada = Presente/ausente
da TFG
Lesdo renal com
4 15-29 diminuicdo grave da | Presente/ausente
TFG
Insuficiéncia renal
5 <15 terminal ou fase Presente/ausente
dialitica

DRC: Doenga renal cronica; TFG: taxa de filtracdo glomerular
Fonte: adaptada de NKF-KDOQI, 2002; KDIGO, 2012.
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Com a evolugdo da DRC ocorre a perda da seletividade nos
capilares glomerulares dos rins, responsaveis pela filtracdo sanguinea.
Este desequilibrio desencadeia a passagem indevida de macromoléculas,
principalmente de proteinas, contribuindo para o desenvolvimento de
distarbios hidroeletroliticos, metabolicos e hormonais dos pacientes.
Como consequéncia, ha um impacto direto no estado nutricional,
principalmente, naqueles em estagios mais avancados caracterizados pelo
catabolismo proteico do tecido muscular (CUPPARI et al, 2011).

Nos estdgios 4 e 5 da doenca (estagios finais) ocorre o
comprometimento vital das fungdes renais para manutencdo do
organismo, nesse momento inicia-se a terapia renal substitutiva, que pode
ser o transplante renal, a dialise peritoneal e a HD, sendo a HD o
tratamento mais comum (SESSO et al, 2018).

A HD convencional ocorre 3 vezes na semana, tem duracdo média
de 4 horas e possui um protocolo individualizado para cada paciente com
base em suas necessidades fisiologicas (MARTINS; SATO; RIELLA,
2013). Em revisao sistematica, Slinin et al (2015) identificaram que a HD
com maior frequéncia e duracdo, quando comparada a HD convencional,
ndo esta associada a uma melhor condi¢éo clinica do paciente, e sim, ao
maior risco de complicacfes durante procedimentos da HD. Neste
contexto, a National Kidney Foundation sugere a diminui¢do da
frequéncia de didlise por semana naqueles pacientes que ainda
apresentam fungdo renal residual, desde que, esta seja monitorada
frequentemente para evitar uma inadequacao da didlise (NKF-KDOQI,
2015).

Durante o tratamento, a composicdo do dialisato, o tempo de
didlise, os tipos de membrana e a taxa de fluxo de sangue do
hemodialisador podem variar. O procedimento consiste basicamente em
dois mecanismos: a osmose e a difusdo, que ocorrem no dialisato, com o
contato do sangue por uma membrana semipermeavel. A osmose é
responsavel pela passagem do liquido pela diferenca de concentragdes das
solucoes e a difusdo refere-se ao movimento de particulas de uma solucéo
de uma éarea de maior para uma &rea de menor concentragdo.
Consequentemente, hd a remog¢do do excesso de liquido, das impurezas
do sangue, como metabdlitos e de minerais em excesso, propiciando a
restauracdo do equilibrio hidroeletrolitico dos pacientes (MARTINS;
SATO; RIELLA, 2013).

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO NA HEMODIALISE
A molécula de oxigénio (O2) é vital aos seres humanos, entretanto,
concomitantemente possui potencial danoso via reagdes de oxirreducéo,
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formadoras das espécies reativas de oxigénio (EROs). O mesmo processo
ocorre com o nitrogénio e a formacao de espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) (BABIOR, 1992). Como consequéncia da disfungdo na
sinalizacdo ou controle das reac6es de oxirreducdo, denominado de EO,
ha o dano tecidual (SIES, 1997).

A avaliagdo do EO pode ser realizada pela quantificagdo de seus
produtos oxidados decorrentes dos danos gerados no organismo. Para esta
analise utilizam-se biomarcadores provenientes da oxidagao de proteinas,
lipidios, carboidratos e &cidos nucleicos (quadro 2) (LIAKOPOULOS,
2017). As proprias moléculas de EROs e ERNs nédo sdo quantificadas
devido a meia-vida rapida, o que torna seus produtos da oxidacdo mais
faceis de serem avaliados (SPITLE et al, 2001).

Quadro 2. Biomarcadores utilizados na avaliagdo do estresse oxidativo na
doenca renal cronica.

Fonte Produto de oxidagéo
Malondialdeido (MDA), lipoproteina de baixa
Lipidios densidade oxidada, alcanos exalados, produtos finais

da peroxidacéo lipidica avancada
Derivados do
acido F.isoprostanos, isolevuglandinas
araquidonico

. Aldeidos reativos, carboidratos reduzidos (ascorbato,
Carboidratos

ribose, etc)
Oxidacao de tiol, formag&o de carbonil, produtos finais
Proteinas da oxidag&o avancada de proteinas, 3-nitrotirosina,

produtos finais da glica¢do avancada
Cisteina/cistina, homocisteina’homocistina, 3-
clorotirosina, 3-nitrotirosina
Acidos nucleicos 8-hidroxi-2-deoxiguanosina
Fonte: adaptada de HIMMELFARB et al, 2002

Aminoécidos

Outro modo para analisar o EO é pela concentracdo ou atividade
de substancias protetoras dos danos teciduais, denominados
antioxidantes. As fungdes protetoras baseiam-se na prevencdo da
formag&o das EROs e ERNs, por meio do bloqueio da cadeia de reacéo
ou pelo reparo tecidual (REDDY et al, 2012).

Os antioxidantes podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos
(quadro 3). Os enziméticos estdo presentes principalmente no meio
intracelular, e sdo responsaveis por catalisar as reacfes de neutralizago
dos radicais livres e 0s ndo enzimaticos sao representados por compostos
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de baixo peso molecular como a vitamina C e a GSH (BIRBEN et al,
2012).

Quadro 3. Tipos de antioxidantes utilizados na avaliagdo do estresse oxidativo
na doenca renal cronica.

Tipo Antioxidante
Superoéxido dismutase (SOD)
Catalase (CAT)
Glutationa peroxidase (GPx)
Tioredoxina (TRx)
Peroxiredoxina (PRx)
Glutationa transferase (GST)
Vitamina A
Vitamina C

N&o enzimaticos Vitamina E
Betacaroteno
Glutationa (GSH)

Enzimaticos

Fonte: adaptado de BIRBEN et al, 2012.

Os pacientes com DRC sdo caracterizados pelo aumento dos
produtos de oxidacdo e declinio do sistema antioxidante instalado no
inicio da doenca e agravado com seu progresso (PUTRI; THAHA, 2014).
Além disto, as EROs podem contribuir para a formacdo da lesdo
glomerular renal e na sinalizagdo da morte celular, potencializando o
processo inflamatdrio, a progressdo do dano renal e do EO (HAUGEN;
NATH, 1999).

Uma revisdo sistematica demostrou que as alteragdes nos
biomarcadores do EO estdo mais acentuadas nos pacientes em HD quando
estes sdo comparados aqueles diagnosticados com DRC sem o tratamento
dialitico (LIAKOPOULOQOS, 2017). Na figura 1 podem ser observados os
fatores que interferem no agravo do EO, particularmente, de pacientes em
HD.
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Figura 1. Fatores que influenciam no pool de biomarcadores do estresse
oxidativo no paciente renal crénico em hemodialise.

Aumento do pool de biomarcadores do EO
durante o tratamento de HD

Insuficiénciano
mecanismo antioxidante

[Eliminagdo de nutrientes no
dialisato

Restricoes na dieta

Declinio do estado
nutricional

EO: estresse oxidativo; HD: hemodia’llise.
Fonte: do autor e adaptada de EPIFANIO et al, 2018a; LIAKOPOULOS,2017;
SPITTLE et al, 2001

O estado urémico é caracteristico de pacientes com DRC e esta
associado ao declinio da funcdo renal. Define-se como o acimulo de
solutos de retencdo urémica que gradativamente aumentam sua
concentragcdo com a progressdo da doenga. Assim, quando o paciente
inicia o tratamento de HD seu estado urémico encontra-se aumentado,
ocasionando efeitos negativos em diversas funcBes bioldgicas
(BARRETO et al, 2014) como no aumento do EO e da inflamacéao
(VARAN et al, 2010).

A relacdo entre inflamacdo e EO na HD estd evidenciada na
literatura. Uma revisdo sistematica indicou que a disfuncdo endotelial,
presente no mecanismo inflamatério e de EO, promove complicagdes
envolvendo DCV e morte de pacientes em HD (LIAKOPOULOS, 2017).
Assim, foi proposto que o EO pode atuar como precursor da inflamacéo,
assim como, a inflamacéao crénica pode influenciar negativamente o EO
com o aumento de produtos oxidados (LIAKOPOULOS, 2017; NKF-
KDOQI, 2005).

Além disso, eventos relacionados & HD como a
biocompatibilidade da membrana semipermeével, o tipo de dialisato, a
duracgdo do tratamento, o uso de medicamentos e a dosagem de heparina
variam conforme caracteristicas de cada paciente e podem contribuir para
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0 agravamento do EO (LIAKOPOULQOS,2017; MARTINS; SATO;
RIELLA, 2013).

Por fim, sintomas como a saciedade precoce, aversdo aos
alimentos, alteragdes no paladar e olfato sdo comuns entre pacientes em
HD e estdo associados diretamente a diminuicdo do apetite (BOSSOLA
et al, 2011), assim como, o préprio estado inflamatério cronico presente
nos pacientes (KALANTAR-ZADEH et al, 2003). Somado a este
panorama desfavoravel, aliam-se as restricbes dietoterapicas que
propiciam um consumo insuficiente de alimentos fontes de antioxidantes
e contribuem para deficiéncias nutricionais, as quais sdo agravadas com a
eliminacgdo constante de nutrientes hidrossolUveis na HD.

Deste modo, pacientes em HD apresentam aumento do EO
(LIAKOPOULOS,2017), declinio do estado nutricional e a piora da
gualidade de vida (VAZ et al, 2014; STARK et al, 2011; RAIMUNDO et
al, 2006).

3.3 ESTADO NUTRICIONAL E HEMODIALISE

Para pacientes em dialise, recomendam-se analises de maltiplos
indicadores nutricionais, pois nenhum método isolado é suficiente para
avalia-los nutricionalmente (NKF/KDOQI, 2000).

3.3.1 Indice de massa corporal

O indice de massa corporal (IMC) é um indice antropométrico que
analisa de modo geral o estado nutricional, pois ndo considera
especificamente a distribuicdo da composicdo corporal, mas sim a relacéo
peso e altura do paciente. Apesar disso, & um indice comumente utilizado
na pratica clinica devido a sua facil e rapida aplicabilidade (NUTTALL,
2015).

Ao contrario da populacdo geral, maiores valores de IMC em
pacientes com DRC foram referidos como prote¢do (FOUQUE et al
2007a). Em uma metanalise em que foram analisados 4 estudos com um
total de 81.423 pacientes em HD, foi demonstrado que maiores valores de
IMC (= 25 kg/m?) estavam associados as baixas taxas de todas as causas
de mortalidade (WANG; ZHOU; YUAN, 2012). Além disso, estudo
prospectivo de 5 anos com 121.762 pacientes evidenciou este paradoxo
da obesidade, verificando que um elevado IMC (> 45 kg/m?) foi protetor
para todas as causas de mortalidade, especificamente na populacdo em
HD (KALANTAR-ZADEH et al, 2010).

Corroborando o paradoxo da obesidade, estudo prospectivo e
multicéntrico com 6.797 pacientes em HD, constatou em 3 anos uma forte
associacdo entre a perda e o ganho de peso com elevadas taxas de
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mortalidade e sobrevida, respectivamente. E ap0s a estratificacdo por
IMC, pacientes > 30 kg/m? mostraram taxas atenuadas de mortalidade
associadas a perda de peso, indicando que valores elevados de IMC foram
benéficos nesta populacdo em HD (CABEZAS-RODRIGUEZ et al
2013).

A Sociedade Internacional de Nutricdo e Metabolismo Renal, do
inglés International Society of Renal Nutrition and Metabolism (ISRNM)
estabeleceu um ponto de corte especifico do IMC para pacientes com
DRC, indicando que aqueles com IMC < 23 kg/m? podem ser
considerados desnutridos (FOUQUE et al, 2007a).

Diante disto, o IMC caracteriza-se como um indicador de avaliacdo
do estado nutricional geral e pouco especifico, porém, mostra-se eficaz
na avaliagdo de pacientes com DRC em HD.

3.3.2 Avaliacéo subjetiva global de 7 pontos

O método de avaliacdo subjetiva global (ASG) é um questionario
desenvolvido com objetivo de diagnosticar o estado nutricional em
pacientes hospitalizados (DETSKY et al 1987), além de ser considerado
0 melhor instrumento para detectar precocemente a desnutricdo, quando
comparado a outros questiondrios com o mesmo proposito (DA FINK;
DE MELLO; DE MELLO, 2015).

Dentre 0s métodos subjetivos aplicados em pacientes em HD, a
ASG e o indice de desnutricdo e inflamacdo (do inglés malnutrition
inflammation score - MIS) eram os mais utilizados na pratica clinica
segundo revisdo sistematica de 2004 (STEIBER et al, 2004). A avaliacdo
subjetiva global de 7 pontos (ASG-7p) € uma adaptacdo da ASG validada
e reprodutivel & populagcdo com DRC em HD (STEIBER et al, 2007) e
mostra-se mais sensivel as mudancas nutricionais do que a versao original
do instrumento (LIM; LIN; DANIELS, 2015).

Um estudo longitudinal de 12 meses com 104 pacientes em HD
demonstrou que mudancas nos fatores antropométricos, como
composicdo corporal e nos fatores bioquimicos estdo associadas as
alteragdes no diagnostico da ASG-7p e do MIS. Contudo, a ASG-7p
mostrou-se uma ferramenta mais eficaz em comparacéo ao MIS quando
associada a predicdo no risco de hospitalizacdo e duracdo de internacédo
(SANTIN et al, 2018).

Estudo recente realizado com 170 individuos demonstrou que o
diagndstico de desnutricdlo com a ASG-7p na HD foi associado
significativamente ao declinio da for¢ca muscular e ao estado de
sarcopenia (GIGLIO et al, 2018), caracterizando estes individuos com
perda progressiva e generalizada de massa e forca muscular
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(CEDERHOLM et al, 2017). Além disto, estudo com 133 pacientes
mostrou a ASG-7p como método sensivel para a detecgdo da desnutri¢do
energético proteica (do inglés protein energy wasting - PEW) em
pacientes em HD (SUM et al, 2017). Ainda, em estudo multicéntrico
prospectivo com 914 pacientes foi verificado que as mudancas no
diagndstico nutricional no primeiro ano de dialise pela ASG-7p estavam
associadas com todas as causas de morte, indicando ser um instrumento
sensivel para o diagnostico nutricional desde o inicio do tratamento
(KWON et al, 2016).

Assim, a ASG-7p foi considerada um instrumento efetivo na
determinacdo de mudancas no estado nutricional, principalmente
tratando-se da deplecdo muscular em pacientes em HD (SUM et al, 2017).

3.3.3 Protein energy wasting

O protein energy wasting (PEW) é um diagnéstico proposto pela
ISRNM e refere-se as modificacdes do estado nutricional e catabolico,
gue estdo associadas a morbimortalidade dos pacientes com DRC e que
podem ndo apresentar relagdo exclusiva com a reducdo do consumo
alimentar, tratando-se de um diagnostico complexo (CARRERO et al,
2013; FOUQUE et al, 2007a).

O PEW possibilita um diagnostico nutricional mais fidedigno do
paciente com DRC, pois baseia-se nas caracteristicas especificas da
doenca (FOUQUE et al, 2007a). O carater multifatorial do PEW envolve
composicdo corporal, dados bioguimicos, consumo alimentar e massa
muscular, com énfase na perda de apetite, reducdo no consumo alimentar
e deplecdo muscular como fatores determinantes do diagnéstico
(SABATINO et al, 2017; FOUQUE et al, 2007a).

Um estudo observacional em Marrocos com 126 pacientes em HD
diagnosticou o0 PEW em 36,5% (ESSADIK et al, 2017). Na Espanha,
pesquisadores observaram em 122 pacientes um aumento na prevaléncia
do PEW ao longo do tratamento de HD com valores de: 37,0%, 40,5% e
41,1% no inicio, no 12° e no 24° més de estudo, respectivamente
(GRACIA-IGUACEL et al, 2013). Na Coreia, Dai e colaboradores
(2017) diagnosticaram a presenca de PEW em 44% de 299 pacientes em
HD. Em 2018, uma metandlise identificou em 90 estudos de 34 paises
com pacientes em HD e didlise peritoneal (n=16.434), uma grande
variagdo de 28 - 54% (intervalo interquartil 25 - 75) na prevaléncia do
PEW (CARRERO et al, 2018).

3.3.4 Indice geriatrico de risco nutricional

O indice de risco nutricional (IRN), que antecedeu o indice
geriatrico de risco nutricional (IGRN), é calculado com base no valor de



40

albumina e peso usual do paciente, e tem por objetivo predizer o aumento
do risco nutricional com o declinio da sua pontuacdo. Originalmente, o
IRN foi criado para pacientes cirargicos (Veterans Affairs Total
Parenteral Nutrition Cooperative, 1991).

Um estudo com 56 pacientes realizando diélise peritoneal
identificou que a taxa de peritonite (inflamacao do peritonio) é alta nesta
populacdo, principalmente, quando associada ao diagnostico de
desnutricdo. Neste contexto, foi observado que o risco nutricional
calculado pelo IRN apresentou associagao significativa com a presenca
de peritonite (p=0,02), e assim, concluiu-se que o IRN pode contribuir
para predizer a ocorréncia desta inflamacdo em pacientes realizando a
dialise peritoneal (PRASAD et al, 2007).

Contudo, a versdo modificada do IRN para a populagio idosa
denominado de IGRN (BOUILLANNE et al, 2015) vem destacando-se
em estudos com pacientes em HD (MATSUKUMA et al,
2018;FUKUMA et al, 2017; OLIVEIRA et al, 2015; EDALAT-NEJAD
et al, 2015).

Foi considerado que, a substituicdo do peso usual pelo peso ideal
no IGRN, evita o viés de memoria encontrado principalmente em idosos
(BOUILLANNE et al, 2005) e em pessoas com declinio cognitivo
significativo, o0 que pode ocorrer em pacientes em HD (DREW et al,
2017).

Em estudo prospectivo de 13 anos com 6.230 pacientes em HD, o
IGRN foi associado com a concentragdo sanguinea de P e todas as causas
de mortalidade, concluindo-se que este indice deve ser utilizado quando
0 impacto da concentracdo de P na mortalidade for considerado
(FUKUMA et al, 2017). Em uma coorte de 4 anos (n=564) o IGRN foi
fator independente de todas as causas de mortalidade em pacientes em
HD (MATSUKUMA et al, 2018).

O Unico estudo brasileiro que utilizou 0 IGRN na HD detectou em
136 pacientes a associacdo significativa do indice com a falta de apetite,
deste modo, a reducdo do consumo alimentar estaria associada ao risco
nutricional calculado pelo IGRN (OLIVEIRA et al, 2015). Além disto,
foi observada associacdo entre o IGRN e outras ferramentas de
diagndstico e rastreamento nutricional como a ASG-7p e 0 MIS em
pacientes realizando a diélise peritoneal (SZETO et al, 2010).

3.3.4 Indice geriatrico de risco nutricional

O indice de risco nutricional (IRN), que antecedeu o indice
geriatrico de risco nutricional (IGRN), é calculado com base no valor de
albumina e peso usual do paciente, e tem por objetivo predizer o aumento
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do risco nutricional com o declinio da sua pontuacdo. Originalmente, o
IRN foi criado para pacientes cirdrgicos (Veterans Affairs Total
Parenteral Nutrition Cooperative, 1991).

Um estudo com 56 pacientes realizando diélise peritoneal
identificou que a taxa de peritonite (inflamacao do peritonio) é alta nesta
populacdo, principalmente, quando associada ao diagndstico de
desnutricdo. Neste contexto, foi observado que o risco nutricional
calculado pelo IRN apresentou associacao significativa com a presenca
de peritonite (p=0,02), e assim, concluiu-se que o IRN pode contribuir
para predizer a ocorréncia desta inflamaco em pacientes realizado a
didlise peritoneal (PRASAD et al, 2007).

Contudo, a versdo modificada do IRN para a populacdo idosa
denominado de IGRN (BOUILLANNE et al, 2015) vem destacando-se
em estudos com pacientes em HD (MATSUKUMA et al,
2018;FUKUMA et al, 2017; OLIVEIRA et al, 2015; EDALAT-NEJAD
et al, 2015).

Foi considerado que, a substitui¢cdo do peso usual pelo peso ideal
no IGRN, evita o viés de memoria encontrado principalmente em idosos
(BOUILLANNE et al, 2005) e em pessoas com declinio cognitivo
significativo, o que pode ocorrer em pacientes em HD (DREW et al,
2017).

Em estudo prospectivo de 13 anos com 6.230 pacientes em HD, o
IGRN foi associado com a concentragdo sanguinea de P e todas as causas
de mortalidade, concluindo-se que este indice deve ser utilizado quando
0 impacto da concentracdo de P na mortalidade for considerado
(FUKUMA et al, 2017). Em uma coorte de 4 anos (n=564) o IGRN foi
fator independente de todas as causas de mortalidade em pacientes em
HD (MATSUKUMA et al, 2018).

O Unico estudo brasileiro que utilizou 0 IGRN na HD detectou em
136 pacientes a associagao significativa do indice com a falta de apetite,
deste modo, a reducdo do consumo alimentar estaria associada ao risco
nutricional calculado pelo IGRN (OLIVEIRA et al, 2015). Além disto,
foi observada associacdo entre o IGRN e outras ferramentas de
diagndstico e rastreamento nutricional como a ASG-7p e 0 MIS em
pacientes realizando a dialise peritoneal (SZETO et al, 2010).

3.3.5 Forca do aperto da méo

A forca do aperto da mao (FAM) é um indicador efetivo para
verificar a perda de fungdo muscular na sarcopenia, desnutricdo e
fragilidade do paciente (DODDS et al, 2016; NORMAN et al, 2011).
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Em estudos avaliando a FAM antes e apds uma sessdo de HD,
verificou-se um declinio significativo da forca apds a sessdo em ambos
0s sexos, indicando que a FAM é um método relevante para avaliar a forca
muscular desta populacdo durante o tratamento (DELANAYE et al, 2017;
PINTO et al, 2015). Em outro estudo realizado com 111 pacientes houve
um declinio médio de forca absoluta de — 4 kg apds uma sessdo de HD
(DELANAYE et al, 2017).

Em uma revisdo sistemdtica acerca da utilizacdo da FAM
avaliando o estado funcional de pacientes em tratamento dialitico, sugere-
se que esta ferramenta € efetiva na avaliacdo continua e complementar de
for¢a muscular, considerando o estado nutricional de pacientes em diélise
(LEAL et al, 2011).

3.4 DIETOTERAPIA NA HEMODIALISE E ESTRESSE OXIDATIVO

Piccoli e colaboradores (2017) apontam trés focos de abordagens
referentes as condutas nutricionais: (1) o controle de K; (2) o controle de
P e (3) a desnutri¢do; sendo que, a desnutri¢do tem merecido destaque nos
Gltimos anos devido as elevadas taxas de mortalidade observadas em
pacientes desnutridos em HD (PICCOLI et al, 2017; DE ARAUJO et al,
2006).

Os objetivos da terapia nutricional de pacientes em HD séo:
recuperar e/ou manter o estado nutricional, minimizar o catabolismo
proteico, manter o equilibrio acidobasico, hidroeletrolitico, de minerais e
de vitaminas e, consequentemente, melhorar o prognostico do paciente
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE NUTRICAO ENTERAL E
PARENTEAL; ASSOCIAQAO BRASILEIRA DE NUTROLOGIA,
2011).

A National Kidney Foundation recomenda aos pacientes em HD o
consumo de energia similar ao de individuos saudaveis (35 kcal/kg/dia),
porém com 0 aumento do aporte proteico para 1,2 g/kg/dia. Desta
maneira, uma dieta hiperproteica tem por objetivo amenizar o
catabolismo muscular presente nestes pacientes (NKF-KDOQI, 2000).
Em contrapartida, o consumo hidrico deve ser controlado, assim como, a
ingestdo dos minerais: potassio (K), fosforo (P) e sédio (Na) (FOUQUE
et al, 2007b).

Em relagdo ao K, deve-se prevenir o aumento da sua concentragao
sanguinea denominada hipercalemia, principalmente em pacientes
andricos, pois a impossibilidade da excrecao deste mineral estd associada
as alteracBes cardiovasculares como a arritmia cardiaca (PALMER;
CLEGG, 2017) e a elevada taxa de mortalidade na HD (FERREY et al,
2018; NOORI et al, 2010). O consumo de K esta relacionado a eliminagéo
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urinaria e, consequentemente & sua concentracdo sanguinea (NKF-
KDOQI, 2006). Dessa forma, recomenda-se 0 controle da ingestdo de
alimentos fontes deste mineral (hortalicas, frutas, leguminosas e
oleaginosas) (NOORI et al, 2010). Por sua vez, o controle no consumo de
alimentos fontes de K ocasiona uma diminuicdo na ingestéo alimentar de
antioxidantes (WHITNEY; ROLFES, 2008) e abranda os efeitos dos
mecanismos protetores do EO (LIAKOPOULOS,2017).

Do mesmo modo, atenta-se para o controle alimentar do P devido
a hiperfosfatemia (excesso de P sanguineo) estar associada ao
desenvolvimento do hiperparatireoidismo secundario, doencas dsseas e
calcificacdo vascular levando a elevadas taxas de mortalidade
(FUKAGAWA et al, 2014). Contudo, a limitacdo na ingestdo diaria de P
(800 a 1000 mg) (FOUQUE et al, 2007b) inviabilizaria a recomendagdo
aumentada no consumo proteico (1,2 g/kg/dia), pois alimentos ricos em P
também sdo importantes fontes proteicas na dieta (carnes de frango,
porco, boi, pescada branca, ovo, leite e derivados lacteos, soja e feijao)
(DE CARVALHO; CUPPARI, 2011).

A fim de viabilizar o aporte proteico na dieta e ndo prejudicar a
concentracdo sanguinea de P recomenda-se o uso de quelantes de P que
se ligam ao mineral impedindo a sua absorcéo intestinal (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NUTRICAO ENTERAL E PARENTEAL;
ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NUTROLOGIA, 2011). Entretanto, 0
uso dos quelantes deve ser controlado, pois em sua maioria, sdo a base de
célcio (Ca), outro mineral controlado na dieta devido aos depdsitos de
fosfato de Ca nas artérias estarem associados & mortalidade nesta
populacdo (CARVALHO; CUPPARI, 2011; TENTORI et al, 2008).

Assim, compreende-se que pacientes em HD apresentam
importantes restricdes alimentares que aliadas a diminuicdo do apetite,
dificultam um padrdo alimentar equilibrado e propiciam um consumo
insuficiente de frutas, hortalicas, vegetais e de alimentos proteicos como
leite e produtos lacteos, ovos, leguminosas e carnes. Contudo, 0 consumo
de antioxidantes e proteinas sdo necessarios para um adequado estado
nutricional (VAZ etal, 2014; STARK et al, 2011) e uma melhor qualidade
de vida na HD (RAIMUNDO et al, 2006). Além disso, 0os mecanismos
antioxidantes ndo-enzimaticos obtidos pela alimentacdo (quadro 3) tém
potencial de amenizar o efeito tdxico deletério do EO e assim, atenuar o
avanco da DRC como o de outras doengas (PHAM-HUY; HE; PHAM-
HUY, 2008; WILLCOX; ASH; CATIGNANI, 2004).

Desta maneira, objetivando suprir a insuficiéncia alimentar durante
a HD, é recomendada a suplementacdo nutricional (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NUTRICAO ENTERAL E PARENTEAL;
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ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NUTROLOGIA, 2011; FOUQUE et
al, 2007b). Um estudo longitudinal com 2.700 pacientes em HD mostrou
que a suplementacdo nutricional e 0 uso de suplementos proteicos estédo
associados a diminui¢do de todas as causas de mortalidade. Além disto,
concluiu-se que a implementagédo de suplementos proteicos por via oral
propiciou potencial beneficio, principalmente para pacientes em estado
catabolico severo (WEINER et al, 2014).

Considerando o estado de deplecdo muscular associado a HD € a
insuficiéncia no consumo de proteinas, a suplementacdo proteica é
recomendada e apresenta efeito na melhora do estado nutricional
(SOHRABI et al, 2016; SOCIEDADE BRASILEIRA DE NUTRICAO
ENTERAL E PARENTEAL; ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NUTROLOGIA, 2011; SUNDELL et al, 2009; FOUQUE et al, 2007b) e
funcional do paciente em HD (TOMAYKO et al, 2015), além de
influenciar na diminuicdo do EO (SOHRABI et al, 2016; SIEFKER;
DISILVESTRO, 2006).

Do mesmo modo, em relacdo ao EO, recomenda-se suplementacéo
de vitamina C em pacientes em HD (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NUTRICAO PARENTERAL E ENTERAL; ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NUTROLOGIA, 2011; FOUQUE et al, 2007b) devido
a diminuigdo da concentracdo plasmatica de vitamina C, em consequéncia
das perdas no dialisato durante o tratamento e pelo baixo consumo de
alimentos fontes de vitamina C (ZHANG et al, 2011).

3.5 SUPLEMENTACAO PROTEICA NA HEMODIALISE

O tipo de suplemento proteico pode ser determinante na eficacia
do produto em diferentes propositos de pesquisas (TOMAYKO et al,
2015). As proteinas diferenciam-se mediante a qualidade dos
aminoacidos  constituintes, digestibilidade e biodisponibilidade
(FAO/WHO Expert Consulation 1991).

Segundo  revisdo  sistematica, a  suplementacdo de
proteinas/aminoacidos estad presente na maioria dos ensaios clinicos
randomizados com suplementacdo nutricional oral em pacientes em
didlise (66,6%, n=10). Dentre os estudos avaliados, 3 (20%) utilizaram
proteinas do soro do leite (PSL), 3 (20%) proteina de soja, 2 (13,3%)
aminoécidos, 1 (6,6%) albumina e 1 (6,6%) colageno (LIU et al, 2018).

Estudos com suplementos proteicos em pacientes com DRC em
HD séo escassos e diferem quanto ao tipo de aminoacidos e desfecho
estudado. Em questdo ao prognostico nutricional, estudo com 26
pacientes em HD mostrou que a suplementacdo de um mddulo
hipercalérico e hiperproteico diminuiu o risco de hospitalizacdo
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relacionado ao indice de prognostico nutricional (STEIBER et al, 2003).
Ja em estudo utilizando colageno hidrolisado, ndo foram encontrados
resultados consistentes quanto ao seu beneficio, mas observou-se uma
tendéncia em melhorar o estado nutricional de pacientes em HD
(MORETTI; JOHNSON; KEELING-HATHAWAY, 2009).

Quanto ao anabolismo muscular e fungéo fisica, pesquisadores
observaram que tanto a proteina de soja quanto as PSL mostraram
beneficios durante a HD (TOMAYKO et al, 2015). Entretanto, entende-
se que a maioria das proteinas de origem vegetal possui baixo teor de
leucina, deste modo, seus efeitos anabolicos podem ser limitados quando
comparados a um suplemento de origem animal, como as PSL (VAN
VLIET; BURD; VAN LOON, 2015).

As PSL apresentam em média 21,2% de BCAA representados pela
leucina, isoleucina e valina, além de 42,7% de outros aminoacidos
essenciais (ETZEL, 2004). Com isto, as PSL destacam-se por
apresentarem elevada concentracéo de proteinas de alto valor biolégico
(CHOLEWA et al, 2017; VAN VLIET; BURD; VAN LOON, 2015;
DODD; TEE, 2012) e de ter facil digestdo e rapida liberacdo de
aminoacidos na corrente sanguinea (DEVRIES; PHILLIPS, 2015),
mostrando beneficios no estado nutricional em diferentes individuos e
doencas (BUMRUNGPERT et al 2018; SOHRABI et al 2016; LANDAS
et al, 2010; SILVA et al, 2010).

Atribuiu-se as PSL agdo antioxidante pela presenca do
aminoacido cisteina (SOHRABI et al, 2016; HASSAN;ABDEL-
AZIEM;ABDEL-WAHHAB, 2012; PETYAEV et al 2012) e acdo
anabolica por sua constituicdo de aminoacidos essenciais e de cadeia
ramificada, em especial a leucina (GAUDEL et al, 2013), que podem
contribuir para a melhora do estado nutricional (SOHRABI, et al 2016) e
funcional referente ao desempenho fisico do paciente em HD
(TOMAYKO et al, 2015).

3.5.1 Proteinas do soro do leite

As PSL sdo extraidas da porcdo aquosa do leite durante a
fabricacdo do queijo, sendo que 9 L de proteinas sdo provenientes de 10
L de leite (MANSO; LOPEZ-FANDINO, 2004).

As PSL possuem beneficios funcionais em sua constituicdo com
sua atividade antioxidante, solubilidade, viscosidade, emulsificacdo,
formacéo de espuma e aeracdo e propriedades de adesdo dentre outros
fatores (BURRINGTON, 2007). Estas caracteristicas sdo importantes
para a alta adeséo do produto tornando-o mais palatavel para diferentes
publicos, desde recém-nascidos até individuos com necessidades
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nutricionais diferenciadas (LUHOVYY; AKHAVAN; ANDERSON,
2007), como pacientes em HD.

Diante das técnicas de processamento na separacao das proteinas
do leite, existem trés formas comercializadas do produto que se
diferenciam principalmente pelo teor proteico, sdo elas: whey powder,
whey concentrado e whey isolado (quadro 4). Especialmente o whey
isolado pode ter sua concentracdo de gordura e lactose reduzidas e, assim,
seu percentual proteico aumentado, sendo que este produto geralmente é
direcionado aos individuos com intolerancia a lactose (GEISER, 2003).

Quadro 4. Composicdo das trés formas, comumente comercializadas, de
proteinas do soro do leite.

Componente Whey powder Whey concentrado = Whey isolado
Proteina
(%) 11-145 25-89 >90
Lactose (%) 63-75 10-55 0,5
Gordura do
leite (%) 1-15 2-10 0,5

Fonte: adaptada de GEISER, 2003

Dentre os tipos de PSL, Jeloka e colaboradores (2013) observaram
efeitos colaterais como nausea, inchaco e vomito em pacientes em HD
utilizando a forma concentrada, o que comprometeu os resultados
esperados na pesquisa. Em contrapartida, outros estudos utilizando o
mesmo tipo de PSL em pacientes em HD, apresentaram poucos efeitos
adversos (HASSAN, 2017; SOHRABI et al 2016). Contudo, pesquisas
gue utilizaram o whey isolado constataram unanimidade na elevada
adesdo e relatos minimos de efeitos colaterais (SAHATHEVAN et al,
2018; TOMAYKO et al, 2014), possivelmente pela sua maior propor¢do
de proteinas totais, e menor teor de lactose e gordura.

As PSL sdo constituidas de peptideos, sendo que a beta-
lactoglobulina representa a maior por¢do de peptideos com 45 a 57%, o
equivalente a 3,2 g/L. Caracteriza-se por ser um peptideo resistente aos
acidos e enzimas proteoliticas responsaveis pela digestdo estomacal,
propiciando a sua absorcao no intestino delgado. Assim, atribui-se as PSL
caracteristicas de rapida e facil absorcdo (DE WIT, 1998; BOIRIE et al,
1997).

Além disto, a beta-lactoglobulina é o peptideo que apresenta o
maior teor de BCAA (SOUZA et al, 2012) com 25,1% da sua constituicdo
(DE WIT, 1998). Os BCAA séo os principais estimulantes do anabolismo
proteico, pois servem de substrato para a sintese proteica e apresentam
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efeito inibitorio na protedlise, com destaque a acdo do aminoacido leucina
(HOLECEK, 2018).

O potencial antioxidante das PSL estad contemplado no segundo
peptideo em maior quantidade, denominado de alfa-lactaloumina. Este
peptideo é o responsavel pela concentracdo do aminoécido cisteina
(SOUZA et al, 2012), que participa na sintese enddgena do tripeptideo
glutationa, o tiol ndo proteico mais abundante e de maior agdo
antioxidante em mamiferos (LU, 2013; MEISTER; ANDERSON, 1983;
RICHMAN; MEISTER, 1975). Estudos in vitro evidenciam a relagédo de
PSL com a forma reduzida da glutationa (GSH), preservando ou
aumentando significativamente sua concentracdo (WINTER et al, 2017;
CHENG et al, 2017; KENT; HARPER; BOMSER, 2003). Além disso,
em experimentos com ratos e camundongos foi observado o mesmo efeito
das PSL como estimulante da sintese enddgena da glutationa
(FALKOWSKI et al, 2018; IGNOWSKI et al, 2018).

Em ensaios clinicos, os resultados corroboram os achados in vitro
e experimentais. Em criancas portadoras do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), observou-se que as PSL, além de estimular a sintese de
glutationa, possivelmente estariam associadas a menor ocorréncia de
outras infec¢des (MORENO et al, 2005). Com a suplementacdo em
pacientes com céncer, também houve aumento nas concentragdes de GSH
e melhora do estado nutricional e imunol6gico durante o tratamento
quimioterapico (BUMRUNGPERT et al, 2018). Além disso, na fibrose
cistica também foi verificado o0 aumento de GSH e a diminuic&o do efeito
deletério do EO em pacientes suplementados (GREY et al, 2009).

Por sua vez, em pacientes com DRC em HD néo h4 estudos que
analisaram a suplementacéo de PSL e biomarcadores do EO relacionados
diretamente a glutationa. Contudo, compreende-se que a cisteina obtida
pela suplementacdo de PSL estimule a sintese enddgena da glutationa,
aumentando a concentracdo de GSH em pacientes com doencas cronicas,
em geral (MCPHERSON; HARDY, 2011). At¢é o0 momento, 0 Unico
estudo analisando a suplementacdo de PSL no EO em pacientes em HD
avaliou a diminuicdo do malondialdeido (MDA), um produto de
peroxidacéo lipidica (SOHRABI et al, 2016), cujo efeito possivelmente
estaria atribuido a acdo da indireta da GSH.

Poucos estudos analisaram o efeito da suplementagdo de PSL em
individuos em HD (HASSAN, 2017; AFAGHI et al, 2016; SOHRABI et
al, 2016; JELOKA et al 2013). A administracdo destas proteinas tanto
em pacientes realizando a HD quanto em didlise peritoneal pode ser
observada no quadro 5.
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Quadro 5. Estudos de intervengdo com suplementagdo de proteinas do soro do leite em
pacientes com doenga renal cronica em tratamento dialitico.
Tipo

Autor, ano n de Dose (g) Dure}gao Indicador/resultado
PSL (més)
SAHATHEVA 37 | 15 IMC, PNA, ﬁ Estado
N et al, 20182 6 (2x/dia) DC nutricional
HASSAN 3 Alb, PNA 1} Estado
’ 19 C 25% de s ' ’ e
b
2017 1,2g/kg (diéria) LTI nutricional
SOHRABI et al (3x/§ema MDA, @Esl,ztaodo
b 92 C 15 . ASG, MIS, .
2016 na apos IL-6 nutricional
HD) 4} Inflamagzo
AFAGHI et al, - o Adequacdo da
2016° 22 | Individual Diaria KtV ﬁ dialise
@3 x/gema Testes de
TOMAYK? et I 27 na desempenh {}Estado funcional
al, 2014 durante 0 I1:‘)|(s:||go, @ Inflamac&o
HD)
Baixa adeséo
0,74g/kg pelos efeitos
‘]EL?OTQE'[ al 20 C (recomenda (dié?ria) Alb,BIA adversos
¢do) (resultados

comprometidos)
a: pacientes em diélise peritoneal; ®: pacientes em hemodialise; PSL: proteinas do soro do leite;
C: concentrado; I: isolado; EO: estresse oxidativo;ﬁmelhora;@diminuigéo; Alb: albumina;
MDA: malondialdeido; IL-6: interleucina-6; ASG: avaliagdo subjetiva global; MIS:
malnutrition inflammation score; LTI: lean tissue mass index; PNA: taxa de aparecimento do
nitrogénio; IMC: indice de massa corporal;DC: dobras cutineas; PCR: Proteina C-reativa;
BIA: impedancia bioelétrica.

Diferentes formas e dosagens de PSL, assim como, a variabilidade
no tempo e 0 momento da administracdo sdo caracteristicas dos estudos
realizados no tratamento dialitico (quadro 5). Contudo, observa-se o
potencial beneficio destas proteinas em diferentes aspectos,
particularmente no paciente em HD, incluindo a diminui¢do do EO
(SOHRABI et al, 2016), melhora do estado nutricional (HASSAN, 2017;
SOHRABI et al, 2016), funcional e diminuicdo da inflamacéo
(TOMAYKO et al, 2014, SOHRABI et al, 2016).
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3.5.1.1 Propriedade antioxidante

A cisteina compbe o tripeptideo glutamil-L-cisteinil-glicina,
conhecido como glutationa. A forma reduzida da glutationa (GSH) é a
responsavel pela acdo antioxidante, sendo sintetizada a partir de reacdes
de adicdo sequencial da cisteina no glutamato, seguido da juncdo com a
glicina (figura 2) (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009).

Figura 2. Sintese da glutationa dependente de ATP com os aminoacidos cisteina,
glutamato e glicina.

N,

ATP ADP
"MyN,
(o] \_/ NH
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o g o
/ glutamato-cisteinaligase .,

SH o

Nyt ) o

v-glutamil-cisteina
o. o N
Glutamato ;
Q

o o

Glutationa
(GSH)

Fonte: adaptada de FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009

As PSL constituem-se também de outros aminoécidos como a
glicina e glutamato (anexo 1), porém apenas a cisteina desempenha acéo
limitadora essencial na sintese da GSH, pelo controle da atividade da
enzima glutamato-cisteina ligase (LU, 2013; MEISTER; ANDERSON,
1983; RICHMAN; MEISTER, 1975). Além de ser portadora de grupo
sulfidril (-SH), responsavel pelas reacdes de reducdo e conjugacdo, as
quais séo consideradas desencadeadoras da funcdo antioxidante da GSH
(MEISTER, 1992) (figura 3).
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Figura 3. Esquema ilustrativo referente a sintese da glutationa a partir da oferta
de cisteina presente nas proteinas do soro do leite.
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Fonte: adaptada de WINTER et al, 2017

3.5.1.1.1 Acdo antioxidante da glutationa

A GSH esta presente no meio intracelular em quantidades de 1 a
10 mM, sendo que na maioria das células, em circunstancias fisiologicas
normais, sua concentragdo esta entre 1 e 2 mM (MEISTER, 1988). Este
tripeptideo apresenta relevancia também no meio extracelular,
principalmente tratando-se do processo respiratério (FORMAN;
ZHANG,; RINNA, 2009).

As concentragdes de GSH no sangue de pacientes com DRC em
HD variaram consideravelmente entre os estudos, apresentando-se
elevados, diminuidos ou iguais aos da populagéo controle (ZACHARA et
al, 2006). Estudo com 73 pacientes em HD apresentou concentragdo de
4,17 £ 0,7 umol/g Hb de GSH no sangue total (OGUNRO et al, 2014),
sendo o dobro deste valor, concentra¢do de 8,72 umol/g Hb, encontrado
por Khazim et al (2013) em 33 pacientes analisados. Deste modo,
considera-se que padrdes bioquimicos de populacdes em HD podem
apresentar diferencas expressivas.

E necessaria a utilizagio da familia enzimatica da glutationa
peroxidase (GPx) para a agdo antioxidante da GSH, e estas enzimas
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caracterizam-se como dependentes de selénio (Se), necessitando da
presenca deste mineral para o seu funcionamento (BRIGELIUS-FLOHE,
1999). Existem duas formas predominantes de GPx identificadas no
sangue, a GPx celular ou GPx-1 encontrada nas hemacias e a GPx
extracelular ou GPx-3 presente no plasma (ARTHUR; BECKETT, 1994)
sendo que esta Ultima é predominantemente sintetizada nos tabulos
proximais renais (AVISSAR et al, 1994). O efeito do Se proveniente da
dieta na GPx-1 tem duracéo de 100 a 120 dias, periodo que corresponde
a meia vida das hemacias e sugere-se que 0 Se presente particularmente
na GPx-1, é incorporado a enzima durante a eritropoiese (ZACHARA et
al, 2006). Assim, considerou-se que alteracdes recentes de Se na dieta nao
influenciariam a atividade desta enzima.

Em revisao sistematica referente a pacientes com DRC, a atividade
da GPx-3 caracterizou-se como diminuida quando comparada aos grupos
controles (ZACHARA et al, 2006), sendo que a medida que a doenga
progredia este valor diminuia, possivelmente, porque parte desta enzima
é sintetizada nos rins (AVISSAR et al, 1994). Entretanto, nas hemacias
de pacientes com DRC, a GPx-1 pode apresentar-se com menor ou maior
atividade, quando comparada a populacdo geral, ndo havendo consenso
(ZACHARA et al, 2006). Estudo com 50 pacientes em HD mostrou
atividade média da GPx-1 de 3,77 U/mg Hb (EL-FAR et al, 2005), sendo
valor similar de 3,54 + 1,56 U/mg Hb encontrado por Drai et al (2001)
em 10 pacientes.

A GPx possui funcdo catalisadora na reducdo da espécie reativa
H202 (peroxido de hidrogénio) realizada pela GSH, resultando na
formagdo de H20 (agua) e GSSG (glutationa oxidada). O aumento na
concentracdo de GSSG no meio intracelular tem potencial citotdxico,
deste modo o citosol apresenta elevada concentracdo da enzima glutationa
redutase (GR), cuja funcéo é a reducdo da GSSG em GSH por meio da
oxidacdo do NAD(P)H em NAD(P)*+ H* para a prevencdo do acumulo
da GSSG e para a manuten¢do da acdo antioxidante da GSH (FORMAN;
ZHANG; RINNA, 2009; PACKER; WEBER; RIMBACH, 2001) (figura
4).
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Figura 4. Acdo antioxidante da glutationa reduzida sob a espécie reativa de
oxigénio: perdxido de hidrogénio com a enzima glutationa peroxidase resultando
em sua oxidagdo e formacdao de gua para posteriormente, ser reduzida pela agdo
da enzima glutationa redutase.
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GSSG: Glutationa oxidada; GSH: glutationa reduzida; H202: per6xido de hidrogénio;
H20: molécula de dgua; GR: glutationa redutase; GPx: glutationa peroxidase.

Fonte: do autor e adaptada de FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009; PACKER,;
WEBER; RIMBACH, 2001

Ainda que, a GSH seja caracterizada como uma molécula de baixo
peso molecular sintetizada endogenamente com maior agéo antioxidante,
h& compostos de origem dietética, além da cisteina, que podem auxiliar
no seu mecanismo de agdo antioxidante como as vitaminas C e E
(FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009). A vitamina C age na regenera¢do
da molécula alfa-tocoferol (vitamina E) que atua na prevencdo da
peroxidacdo lipidica; entretanto, a molécula de vitamina C precisa ser
reduzida novamente ap6s atuar na regeneracdo da vitamina E, e esse
processo de renovacdo pode ser realizado pela GSH (figura 5)
(FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009; RIMBACH et al, 2002; MAY;
QU;MORROW, 2001; PACKER; WEBER; RIMBACH, 2001). Assim, a
GSH possivelmente esta envolvida na manutencgéo das concentracoes de
vitamina C e E (SHANG et al, 2003).



53

Figura 5. Mecanismo antioxidante de interacdo entre glutationa reduzida,

vitamina C e vitamina E.
GSSG

NAD(PH -

GSSG: Glutationa oxidada; GSH: glutationa reduzida; H202: peroxido de hidrogénio;
H20: molécula de dgua; GR: glutationa redutase; GPx: glutationa peroxidase.
Fonte: do autor e adaptada de PACKER; WEBER; RIMBACH, 2001.

3.6 SUPLEMENTACAO DE VITAMNA C NA HEMODIALISE

A nomenclatura “vitamina C” € referente a um grupo de andlogos
do &cido ascorbico (AA) que podem ser moléculas sintéticas ou naturais.
O AA é um cristal branco, sélido e hidrossollvel, que realiza fungdes
vitais ao organismo como a biossintese do colageno, por ser um cofator
de enzimas essenciais no processo (MANELA-AZULAY et al, 2003).
Além disto, destaca-se sua participacdo no controle do EO pelo
envolvimento em reacBes de oxirredugio (FIGUEROA-MENDEZ;
RIVAS-ARANCIBIA, 2015).

A nomenclatura “acido L-ascorbico” (L-AA) é o termo mais usual
para tratar-se de vitamina C e também por ser o nome bioquimico aceito
pela International Union of Pure e Applied Chemistry—International
Union of the Biochemistry and Molecular Biology (FIGUEROA-
MENDEZ; RIVAS-ARANCIBIA, 2015).

O L-AA é uma molécula com carga neutra que pode ser protonada
ou transformam-se em ascorbato, devido a possibilidade de perdas de ions
de H propiciada pelo pH do meio (FIGUEROA-MENDEZ; RIVAS-
ARANCIBIA, 2015). As formas de L-AA em pH plasmético (pH 7)
podem ser observadas na figura 6.
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Figura 6. Formas predominantes de vitamina C em pH 7 (proximo ao
plasmético).

Acido Ascorbato Ascorbato
ascorbico Mono-&nion Di-anion
OH OH OH
HO (¢} o] HO 0. o HO ° o
H* -H"
—_— —_—
— +H +1
HO OH -0 OH -0 -0
pH7 ‘ Baixa concentracio | Alta concentragao ‘ Baixa concentragéo

Fonte: adaptado de FIGUEROA-MENDEZ; RIVAS-ARANCIBIA, 2015

O ascorbato é a principal forma de vitamina C encontrada no corpo
humano, além de ser considerada aquela com maior acdo antioxidante,
devido a sua habilidade de agente redutor (RUMSEY; LEVINE, 1998) e
por apresentar radical livre intermediario (radical ascorbil) relativamente
estavel com uma meia vida de 10-5 segundos (PADAYATTY et al, 2003;
BUETTNER, 1993). Além disso, seu produto de oxidacdo, o acido
deidroascérbico, pode ser facilmente reduzido novamente a ascorbato em
meio intracelular, caracterizando-o como de fécil regeneracdo e
reutilizacdo (LINSTER; SCHAFTINGEN, 2007). As formas reduzidas e
oxidadas estdo apresentadas na figura 7.

Figura 7. Reac0es de oxidacao do &cido ascorbico.

®CHsOH CH,0H CH,OH (|3H20H
5
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HY__2 +H* H\ — FeT, +HY K\ .../ te- H
OH OH OH O~ o o o O
Acido ascérbico Ascorbato Radical Acido
(protonado) (ionizado) ascorbil deidroascorbico

Fonte: adaptada de RUMSEY; LEVINE, 1998

A rapida reutilizacdo do ascorbato tem por consequéncia
minimizar sua perda no metabolismo. Os mecanismos intracelulares
responsaveis por este processo sdo desencadeados pela GSH ou pela
reabsorcdo ativa nos rins (MICHELS; FREI, 2012). Destaca-se 0
mecanismo da GSH, por ser 0 mais importante antioxidante de menor
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peso molecular produzido endogenamente pelos humanos (FORMAN;
ZHANG; RINNA, 2009) e ter relacdo direta com as concentragdes de
ascorbato e acido deidroascérbico, evidenciando sua fungdo como agente
redutor na regeneracgdo do ascorbato (MAY; QU; MORROW, 2001).

A atividade antioxidante do ascorbato baseia-se na doacdo de
elétrons, envolvendo 4 diferentes acfes: (1) age na neutralizacdo de
radicais livres oriundos do oxigénio, nitrogénio ou enxofre; (2) reage com
componentes facilmente reativos, mas ndo caracterizados como radicais
livres; (3) atua na regeneracdo de moléculas, como da vitamina E e (4)
reage com metais de transicdo de ferro e cobre, evitando a formacéao de
espécies reativas (PADAYATTY et al, 2003; DEICHER; HORL, 2003).
Destaca-se sua acdo antioxidante na regeneracdo do alfa-tocoferol
(vitamina E) (figura 8), que age principalmente na membrana celular
possibilitando a agdo indireta do ascorbato na inibicdo de produtos da
peroxidacéo lipidica (LOCATELLI et al,2003; YOUNG; WOODSIDE,
2001; PACKER; WEBER; RIMBACH, 2001).

Figura 8. (1) O ascorbato é regenerado por meio da GSH (glutationa reduzida)
pela doacéo de H+ a éacido deidroascérbico e a GSH transforma-se em GSSG
(glutationa oxidada). (2) O ascorbato doa H+ para o radical alfatocoferoxil que
se regenera o alfa-tocoferol e continua sua agdo antioxidante direta prevenindo a
peroxidacéo lipidica.

M, M )
woe O, o Radical e Acido

MAAAATN Y JF ascorbil +e deidroascérbico
Alfa-tocoferol YV {v T V'\ ) S 4 w5,
" y \o

CHy CHy CHMC s

GSH NADP
N,V'Os "‘z; .
AAAAPS ) il e
“"V"\/\I/\/\/ /x"_( ’ B W Ascorbato 0 GSSG NADPH

N4
) —
I\ Yo

Hy / \

Radical alfatocoferoxil
CH, CH, O

Fase lipidica Fase aquosa

GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada.
Fonte: adaptado de CARR; ZHU; FREI, 2000

Os pacientes com DRC em tratamento dialitico apresentam
deficiéncia no mecanismo de acdo da vitamina C, possivelmente devido
ao declinio da concentracdo plasmatica desta vitamina (ZHANG et al,
2012; ZHANG et al, 2011; CANAUD et al, 1999). Este declinio é
influenciado pelas restricbes dietoterdpicas de alimentos fontes de K que
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simultaneamente também sdo fontes de vitamina C (VAZ et al, 2014;
RAIMANN et al, 2013). Vaz e colaboradores (2014) observaram que
entre 118 pacientes em HD, 39,8% (n=47) estavam com insuficiéncia no
consumo de vitamina C quando comparados aos valores de referéncia da
European Best Practice Guidelines on Nutrition (EBPG) que recomenda
a suplementacdo de 75 a 90 mg/dia de vitamina C (FOUQUE et al,
2007b). Outro fator que diminui o0 mecanismo antioxidante da vitamina C
(figura 8) pode ser atribuido & insuficiéncia no consumo de vitamina E
nesta populacdo (STARK et al, 2011; GALLI et al, 2004).

As concentracfes plasmaticas de vitamina C nos pacientes em HD
estdo frequentemente < 10 umol/L (WANG et al, 1999; JACKSON et al,
1995). Destaca-se que a deficiéncia severa da vitamina C, denominada
escorbuto, é diagnosticada com concentragdes < 11 umol/L (INSTITUTE
OF MEDICINE, 2000). Estudo transversal com 284 pacientes em HD
observou concentragbes < 22,8 pmol/L em 64,4% dos individuos
(ZHANG et al, 2011), deste modo, conclui-se que a maioria da populagédo
estava no limite inferior da adequacéo plasmaética de vitamina C (valores
normais: entre 22 e 85 pmol/L) (INSTITUTE OF MEDICINE, 2000).
Ainda, estudo com 91 pacientes indicou que concentragdes plasmaticas
baixas de vitamina C foram significativamente associadas a presenca de
comorbidades e mortalidade na HD (DASHTI-KHAVIDAKI et al, 2011).

Para individuos (> 19 anos de idade) considerados saudaveis, a
recomendacdo de consumo diario de vitamina C é de 75 mg (para
mulheres) e 90 mg (para homens), fumantes devem receber 35 mg/dia a
mais do recomendado (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006). Para os
pacientes em HD, visto a inadequacdo desta vitamina, existe a
recomendacdo para a sua suplementacdo (RAIMANN et al 2013;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE NUTRICAO PARENTERAL E
ENTERAL; ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NUTROLOGIA, 2011;
COVENEY et al, 2011; FOUQUE et al, 2007b).

Entretanto, ha controvérsias quanto a dose diaria necessaria de
vitamina C durante o tratamento hemodialitico, ndo havendo consenso na
recomendacdo para estes pacientes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NUTRIQAO PARENTERAL E ENTERAL,; ASSOCIAQAO
BRASILEIRA DE NUTROLOGIA, 2011; BRENNER, B.M., RECTOR,
F.C, 2008; FOUQUE et al, 2007b). Contudo, sugere-se uma
suplementacdo de 75 a 90 mg/dia (FOUQUE et al, 2007b) a fim de
precaver a oxalose (KNIGHT et al, 2016; ZHANG, 2014).

Quantidades significantemente elevadas de oxalato foram
encontradas no plasma em pacientes realizando HD quando intervengdes
com 500 a 1000 mg de vitamina C foram administradas, em 3 ou mais
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vezes por semana (SIROVER; SIDDIQUI;BENZ, 2009; TOON et al,
1990; TOMSON et al, 1989; PRU; EATON; KIJELLSTRAND, 1985).
Assim, alerta-se para serem evitadas doses acima de 500 mg/dia,
especificamente nestes pacientes (FOUQUE et al, 2007b).

Além disto, a biodisponibilidade da vitamina C no corpo varia de
forma dose-dependente. Sugere-se que intervencgdes de até 200 mg/dia
tém 70 a 90% de absorc¢do, porém doses acima deste valor apresentariam
um declinio gradativo na absorc¢éo, sendo observado em valores acima
1250 mg/dia uma absorc¢do de ~33% (KNIGHT et al, 2016; LEVINE et
al, 1996; KALLNER; HARTMANN; HORNIG, 1977).

Os estudos de intervencdo objetivando controlar o EO com a
suplementacdo oral de vitamina C em pacientes em HD demostraram
resultados contraditérios, quanto ao efeito dose-dependente (quadro 6).

Quadro 6. Estudos de intervencdo com suplementacdo oral de vitamina C e andlise do estresse
oxidativo em pacientes adultos em hemodialise.

Tempo = Momento da

Autor, ano n Dose o . ~ Biomarcador/Resultado
(més) intervencéo @
MDA
KHALIL . =
etal 2016 10 0,50 g 1 2x/dia  {} Vitamina C Ieo
ABDOLL @ MDA
AHZADet 21 0,25 g 3 3x/semana  {} Vitamina C JEo
al, 2009
419 més:
0,20 ¢? 3x/semana &
WASHIO b22 mgs: (antes da oD @
et al, 2008 16 0,40 g° 3 sessiode  {Nitamina C2be EO
€3°més:1 g° HD)
RAMOQOS;
MARTIN
EZCASTE 17 0,25 g 12 Diariamente @ MDA QEO
LAO, 2008
a3
328365:0’12 3x/semana ﬁM DA2D
VRIESE et 5 ) (apésa . ab ﬁ
al, 2008 109 b3 meses: 9 sessio de {IVitamina C @EO
0,509 HD
63 . )
meses:

wash-out
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(Continuacdo) Quadro 6. Estudos de intervengdo com suplementacéo oral de vitamina C e
andlise do estresse oxidativo em pacientes adultos em hemodialise.

Tempo = Momento da

Autor, ano n Dose Biomarcador/Resultado

(més) intervencéo
3x/semana
POl o | s , (@pésa  JGssGiesH  fTEO
et al, 29 sessdo de {}Vitamina C 0
2005
HD)
CANDAN . @MDA EO
et al, 2002 15 0259 2 Diariamente ﬁ Vitamina C @

Vit.: vitamina; EO: estresse oxidativo; MDA: malondialdeido; GSSG:GSH: razdo entre
glutationa oxidada e reduzida; SOD: enzima superoxido dismutase; HD: hemodialise; MDA:
malondialdeido avaliado junto com outras substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS); @sem modificago; fraumento; @diminuigéo; a,b: diferenca estatistica entre os
grupos a e b; a,b,c diferenca estatistica entre os grupos a, b e c.

A andlise de diferentes biomarcadores e metodologias, aliada a
influéncia do estado inflamatorio e nutricional de cada individuo no EO
podem ser fatores determinantes para a variacdo dos resultados
encontrados na  suplementacdo  isolada de vitamina C
(LIAKOPOULOS,2017).

3.6.1 Avaliacéo da vitamina C

A avaliacdo da concentracdo de vitamina C no plasma reflete
valores referentes ao consumo recente (CHAZOT; KOPPLE, 2013).
Numa revisdo sistematica em que foram analisados 26 estudos (n=
26.631) com o propdsito de investigar a relagdo entre o consumo dietético
de vitamina C (avaliado por diferentes métodos) com a sua concentracéo
plasmatica, concluiu-se que a determinacdo no plasma desta vitamina é
um método seguro e positivamente associado a ingestdo dos individuos
(DEHGHAN et al, 2007).

A analise plasmatica é uma das medidas mais comuns para avaliar
a vitamina C, mas este método ndo fornece um panorama fiel das reservas
de vitamina C nos tecidos (VANNUCCHI; ROCHA, 2012). E, como ja
referido, pacientes em HD apresentam declinio nas concentracdes
plasmaticas de vitamina C (ZHANG et al, 2011; WANG et al, 1999;
JACKSON et al, 1995) aliado ao seu baixo consumo alimentar (VAZ et
al 2014; RAIMANN, J et al 2013) e a sua constante eliminacdo durante o
tratamento (MORENA et al, 2002; BOHM et al, 1997), propondo-se que,
a anélise plasmatica possa ser um método eficiente para 0 monitoramento
dessa vitamina.
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Dentre os métodos de avaliagdo laboratorial, aquele que apresenta
as maiores vantagens no ambito de especificidade, sensibilidade e
reprodutibilidade é o high performance liquid chromatography (HPLC)
(WASHKO et al, 1992; JACOB, 1990); posto que, nas Ultimas duas
décadas vem sendo considerado o método preferencial para analise de
vitamina C (KNIGHT et al, 2016), como observado na populacdo em HD

(quadro 7).

Quadro 7. Estudos que analisaram a vitamina C plasmatica no estresse oxidativo em
pacientes em HD, por meio de high performance liquid chromatography.

Autores, ano

PALLESCHI et
al, 2016

ZHANG et al,
2012

ZHANG et al,
2011

MORENA et al,
2002

WANG et al,
1999

n Obijetivo
Comparar a atividade
antioxidante de vitaminas
plasméticas com 0 EO em
diferentes membranas de HD
Verificar o efeito na
concentracdo plasmatica de
vitamina C de pacientes
realizando a HD e diélise
peritoneal
Analisar a associacdo da
concentracdo de vitamina C
plasmética com marcadores
inflamatérios

41

382

284

Analisar as perdas de
19  vitamina C plasmatica durante
0 processo de HD

Verificar a  concentragdo
19 | plasmética de vitamina C, sua
depuracéo e cinética

EO: Estresse oxidativo; HD: hemodialise.

Conclusao
As diferentes membranas
séo equivalentes quanto a
atividade de vitaminas e 0
EO

A deficiéncia de vitamina
C esta mais presente em
pacientes submetidos a
HD

A baixa concentragdo de

vitamina C foi associada

ao agravamento do estado
inflamatdrio.

A hemofiltracdo com
membranas de elevada
permeabilidade foi
associada
significantemente com
perdas de vitamina C
Alta prevaléncia de
deficiéncia da vitamina C,
bem como perdas durante
aHD

3.6.2 Avaliacao do malondialdeido e outras substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico

O malondialderido (MDA) é produto secundério da peroxidacdo
dos acidos graxos poli-insaturados apresentando efeitos mutagénicos e
citotdxicos, com envolvimento de seu aumento na progressao de doencas
(RUSU et al, 2016; CHEN et al, 2011), como a DRC (SUNG et al, 2013).
Existem dois tipos de MDA: o fMDA (do inglés free MDA) que se associa
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aos danos recentes no organismo e 0 bMDA (do inglés bound MDA) que
é indicador de lesGes mais antigas, sendo excretado pelos rins (VECCHI
et al, 2009; DRAPER; CSALLANY; HADLEY, 2000; DRAPER et al;
1988). Um estudo longitudinal de 9 anos com pacientes em HD
identificou o bMDA como biomarcador de forte predicdo de
sobrevivéncia, além de estar associado a mortalidade por DCV (RUSU et
al, 2016).

O método de avaliagdo da concentragdo de MDA era
frequentemente determinado por espectrofotometria como reativo ao
cido 2-tiobarbitarico para medir sua absorbéncia (CHEN et al, 2011).
Entretanto, este método foi criticado pela falta de especificidade na
reacdo, pois o acido ndo reage apenas com o MDA, mas também com
outras substéncias reativas ao acido tiobarbitlrico conhecidos como
TBARS, trazendo uma analise imprecisa deste biomarcador (DEL RIO et
al, 2005).

O avanco da ciéncia analitica e 0 maior destaque de estudos
associando o EO com doencas desencadearam, gradativamente,
inovacGes no desenvolvimento de métodos mais fidedignos e validos do
MDA, todavia, a aplicabilidade destes novos testes ainda é limitada,
possivelmente porque sdo de alto custo, de longa duragdo e requerem
treinamento especializado para sua analise (DEL RIO et al, 2005).

Assim, a maioria dos estudos que analisa 0 MDA utiliza o método
insuficientemente sensivel e impreciso, como em estudos com pacientes
em HD, observados no quadro 8.

Quadro 8. Métodos de avaliacdo da concentragdo de malondialdeido em pacientes em

hemodidlise.
Au;g;es, n Objetivo Anélise Concluséo
Associar a variagdo do NO
EPIFANI com indicadores de Sem correlagéo
Oetal, 85 adiposidade, estresse TBARS significativa entre
2018b metabolico, inflamatério e NO e MDA sérico
oxidativo
Avaliar a eficacia de uma Diminuicéao
nova bebida de soro de leite significativa em
SOHRABI
92 fermentado em marcadores TBARS todos os grupos de
et al, 2016 e Lo . .
nutricionais, oxidativos e intervengdo do MDA
inflamatorios sérico
Verificar a atividade A suplementacéo
KHALIL 10 antioxidante da vitamina C TBARS oral de vitamina C
et al, 2016 em atenuagdo ao EO durante pode atenuar o de

a progressdo da DRC

MDA sérico
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(Continuagdo) Quadro 8. Métodos de avaliagdo da concentragdo de malondialdeido em
pacientes em hemodidlise.

Autores,
ano

ROEHRS
etal, 2011

ABDOLL
AHZAD et
al, 2009

RAMOS;
MARTIN
EZCASTE
LAO, 2008

CANDAN
et al, 2002

29

21

17

15

Objetivo

Auvaliar se antioxidantes
exogenos e/ou enddgenos
podem afetar a peroxidacao
lipidica, colesterol ou
lipoproteinas do colesterol,
envolvidos na aterosclerose
em pacientes em HD.

Avaliar os efeitos da
vitamina C sobre os perfis
lipidicos e marcadores de

peroxidacao lipidica

Avaliar o efeito da HD e da
suplementagdo de vitamina
C nos perfis de oxidagéo
lipidica e lipoproteica

Verificar o efeito da
suplementagdo de vitamina
C e zinco na fragilidade
osmotica e peroxidagao
lipidica

Analise

TBARS

TBARS

TBARS

TBARS

Concluséao

O MDA plasmatico
e a GSH nos
eritrécitos estavam
significativamente
aumentados nos
pacientes em HD em
comparagdo com
individuos saudaveis
A suplementacéo
diminuiu 0o MDA
sérico e melhorou o
perfil lipidico de
pacientes em
hemodialise

As TBARS
plasméticas e 0s
lipoperdxidos
aumentaram em
pacientes apds um
ano de hemodiélise
A suplementagdo
devitamina C e a de
zinco diminuiram a
fragilidade osmotica
e MDA nos
eritrocitos

TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitlrico; NO: dxido nitrico; HD:hemodidlise,
EO:estresse oxidativo; MDA: malondialdeido; GSH: glutationa reduzida; DRC: doenca renal

cronica

3.7 SUPLEMENTACAO DE PROTEINAS DO SORO DO LEITE COM
ANTIOXIDANTE NA HEMODIALISE

Estudos com suplementacéo de PSL utilizaram distintos métodos
de avaliacdo para diferentes desfechos (quadro 5). De acordo com a
literatura, as PSL atuam como precursoras no anabolismo proteico,
particularmente em pacientes em HD (SAHATHEVAN et al, 2018;
HASSAN, 2017; SOHRABI et al, 2016; TOMAYKO et al, 2014). Em
contrapartida, tratando-se do EO ndo ha evidéncias acerca da relacdo de
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PSL nas concentragdes de GSH, GSSG, vitamina C e atividade da GPx-1
nestes pacientes, entretanto ha evidéncia de que a suplementagéo de PSL
atue na peroxidacdo lipidica pela diminuicdo na concentragdo de MDA
(SOHRABI et al, 2016).

Considerando estudos acerca do EO com a suplementacdo de
vitamina C na HD (quadro 6), observa-se uma maior presenca da analise
de MDA e da propria vitamina C (KHALIL et al, 2016;
ABDOLLAHZAD et al, 2009; WASHIO et al, 2008; RAMOS;
MARTINEZ-CASTELAO, 2008; VRIESE et al, 2008; FUMERON et al,
2005; CANDAN et al, 2002), havendo apenas um estudo mostrando a
relagdo com a glutationa, pela razdo GSSG:GSH (FUMERON et al,
2005).

Neste contexto, somente Sohrabi et al (2016) avaliaram o efeito da
suplementacdo de PSL (15 g) associada a um antioxidante, a vitamina E
(600 1U) por 8 semanas. Neste estudo, foram avaliados o EO, estado
nutricional e inflamatorio de 92 pacientes com DRC em HD. Os pacientes
foram divididos em grupos: (1) whey concentrado associado com
vitamina E, (2) whey concentrado, (3) vitamina E e (4) grupo controle
(sem intervengdo). Como resultado os trés grupos suplementados
apresentaram melhora significativa no EO, estado nutricional e estado
inflamatorio. No desfecho EO, o biomarcador avaliado foi apenas 0 MDA
(TBARS), cujos valores diminuiram significativamente nos trés grupos
com intervencao e aumentaram no grupo controle. Ainda, a ASG e o MIS
tiveram decréscimo em suas pontuacBes, resultando numa melhora
significativa do estado nutricional nos trés grupos suplementados
(SOHRABI et al, 2016).

Deste modo, prop&e-se avaliar o efeito da suplementacéo de PSL
e/ou da vitamina C biomarcadores do EO.

4 HIPOTESE

A intervencdo com 20 g de PSL associadas a 0,25 g de vitamina C
propiciara efeito sinérgico, mostrando aumento da razdo GSH:GSSG,
com aumento na concentragdo da GSH sanguinea. Consequentemente,
haverd aumento da atividade da GPx-1 e da concentracéo de vitamina C,
com declinio do MDA plasmatico.

5 POPULACAO E METODOLOGIA
5.1 PROTOCOLO DA PESQUISA

O estudo consistiu na suplementacdo de 20,0 g de mddulo de PSL
associadas ou ndo a 0,25 g de vitamina C, 3 vezes por semana por 8
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semanas. Os grupos foram previamente estratificados de acordo com a
frequéncia de HD semanal (2 e 3 vezes na semana). Deste modo, 0s
pacientes foram randomizados na razdo 1:1:1.

Para cada dia de suplementacéo, foram entregues sachés contendo:
PSL (17,6 g) associado ou ndo a 0,25 g de vitamina C, ou placebo (20,0
g de farinha de arroz branca) com 0,25 g de vitamina C. Os grupos foram
suplementados com: (1) somente PSL; (2) placebo e vitamina C ou (3)
PSL + vitamina C. Os grupos receberam a suplementacdo imediatamente
apos a sessdo de HD, com excecdo daqueles que realizavam HD 2 vezes
por semana, aos quais foram entregues sachés referentes ao 3° dia de
suplementacdo para serem administrados em casa.

No momento de recrutamento os participantes foram orientados
pelas pesquisadoras a alcangarem a recomendacgdo do consumo proteico
proposto pela National Kidney Foundation de 1,2 g/kg/dia, por meio da
alimentacdo. Deste modo, no inicio e ao decorrer das 8 semanas, 0S
participantes foram incentivados a manterem o consumo alimentar
recomendado anteriormente. Foram avaliados biomarcadores do EO no
momento basal e ao final da suplementacdo, além disto, durante as 8
semanas foi realizada a monitorizacdo das concentracBes sanguineas de
K e P para observar possiveis alteracdes durante a suplementacao.

5.2 DELINEAMENTO E LOCAL DE ESTUDO

Este estudo caracterizou-se como um ensaio clinico, piloto,
randomizado e duplo cego. A coleta de dados foi realizada em duas
clinicas de dialise localizados no Hospital Universitario da UFSC e no
Hospital Governador Celso Ramos em Floriandpolis.

5.3 POPULACAO DE ESTUDO
A populacédo estudada foi composta por pacientes diagnosticados
com DRC e em HD por no minimo dois meses, considerando o inicio do
recrutamento do estudo. Os pacientes participantes do estudo obedeceram
aos critérios de inclusdo e ndo inclusdo (quadro 9).
Quadro 9. Critérios de inclusdo e ndo inclusdo do estudo.
Critérios de incluséo

v Idade igual ou superior a 19 anos;

v Diagnéstico de doenca renal cronica;

v Realizar hemodialise 3 ou 2 vezes por semana num periodo maior

ou igual a 2 meses;
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(Continuacgdo) Quadro 9. Critérios de inclusao e ndo inclusédo do estudo.
Critérios de ndo inclusdo

v' Ter utilizado (2 meses antes do estudo) antioxidantes (vitamina C ou
E); aminoécidos, suplementos de proteina, cetoécidos,
imunossupressores ou n-acetilcisteina
Ter alergia a proteina do leite;
Ser portador do virus HIV;
Apresentar diagnostico de cancer, insuficiéncia cardiaca avancada,
doenca pulmonar crénica ou doenca hepatica;
Estar internado, estar grvida ou amamentando;
Impossibilidade fisica e/ou psicolégica de mensuragdo dos
parametros;
v" N&o ter capacidade de entendimento ou comunicagao.

ANV

AN

No momento do recrutamento, pacientes elegiveis foram
esclarecidos quanto ao protocolo do estudo e, apds concordancia com ele,
o termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado (Apéndice 1).

5.3.1 Amostragem
A amostra estudada foi obtida por conveniéncia durante o periodo
de recrutamento, conforme critérios de elegibilidade.

5.3.2 Randomizacéo

A randomizacdo ocorreu de forma proporcional considerando a
frequéncia de HD por semana na amostra total, deste modo foram criados
dois estratos na populagéo: (1) trés vezes na semana e (2) duas vezes na
semana. Este critério foi escolhido, pois identificaram-se padrbes
bioguimicos distintos entre estas duas populacdes (HWANG et al, 2016).
As informag0es acerca da frequéncia de HD foram coletadas durante o
periodo de recrutamento.

Posteriormente, foram gerados nimeros sequenciais para cada
participante no programa Microsoft Office Excel®.

Apobs a obtencdo da prevaléncia dos dois estratos na populacéo
estudada, foram criados trés grupos com equivaléncia em distribuicdo de
pacientes. A selecdo dos individuos de cada estrato nos trés grupos foi
realizada de forma randémica, por uma ferramenta desenvolvida no
Microsoft Office Excel®, que utiliza a linguagem de programacdo VB
(Visual Basic) e sorteia os individuos randomicamente dentro dos valores
minimo e méaximo de cada estrato.
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5.3.3 Cegamento

Duas etapas configuraram este estudo como duplo-cego: (1) o
cegamento dos participantes pela utilizacdo de sachés idénticos e pela
similaridade dos suplementos quanto a cor e textura e (2) o cegamento do
pesquisador responsavel pela analise estatistica por desconhecer a
distribuicdo dos codigos randomicamente em cada grupo (figura 9).

Figura 9. Esquema do cegamento.

y g
@

Codificagao dos pacientes

Randomizagéo estratificada

|

Codificagdo dos sachés

idénticos
Placebo PSL
PSL
Vitamina C Vitamina C ﬂ
L/
Suplementagdo
O ﬂ
Analise estatistica

Grupos

PSL: Proteinas do soro do leite
Fonte: do autor

A administracdo dos suplementos foi priorizada para ser realizada
nas clinicas de didlise, utilizando-se copos de coloragdo escura €
preenchidos com 50 mL de &4gua filtrada para a diluicdo da
suplementacéo; sendo todos os suplementos hidrossolUveis e equivalentes
em coloracgdo. Os sachés eram laminados e flexiveis, sendo o interior de
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coloracdo escura e o exterior metalizado, deste modo a influéncia da luz
foi minima, para manter a estabilidade da vitamina C (CHANG; ISMAIL;
DAUD, 2016).

5.4 INTERVENCAO

5.4.1 Proteinas do soro do leite

A suplementagdo proteica foi oferecida por meio do mddulo
Fresubin Protein Powder cuja composicao de aminoacidos encontra-se no
quadro 10, cada dose de intervencao foi de 20 g do mddulo (4 colheres de
medida do produto), devidamente pesada em balanca analitica.

Quadro 10. Composicdo de aminoacidos das proteinas do soro do leite em
20 g do mddulo Fresubin Protein Powder.

Aminoacidos indispensaveis (essenciais) Quantidade (g)
Lisina 1,80
Treonina 1,40
Metionina 0.40
Fenilalanina 0,56
Triptofano 0.36
Valina 1.16
Leucina 200
Isoleucina 1,32
Condicionalmente indispensaveis
Tirosina 056
Cisteina 048
Taurina 0,00
Histidina 0,36
Arginina 0,36
Glutamina 1,08
Dispensaveis (ndo-essenciais)
Glicina 0,32
Alanina 0,96

Prolina 1,28
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(Continuagdo) Quadro 10. Composicdo de aminoacidos das proteinas do
soro do leite em 20 g do médulo Fresubin Protein Powder.

Dispensaveis (nao-essenciais) Quantidade (g)
, Serina 1,00
Acido Glutdmico 232
Acido Aspartico e Aspargina 208
Fonte: adaptado de acordo com a ficha técnica: Fresubin® Protein Powder

(Anexo 1)

Visto a escassez de estudos com PSL nesta populacédo, a dose de
20,0 g do modulo foi estabelecida baseada em estudo prévio com
delineamento similar a presente pesquisa, que propiciou resultados
positivos no EO e estado nutricional (SOHRABI et al, 2016).

Como placebo das PSL, foram administrados 20,0 g de farinha de
arroz branca. A farinha de arroz foi da marca RisoVita® que, conforme
especificacdo do fabricante, ndo apresenta em sua composicdo 0sS
minerais: Na, P, K e as vitaminas: C e E, além de ter equivaléncia
energética quando comparado ao mddulo proteico (quadro 11).

Quadro 11. Composicédo nutricional das proteinas do soro leite (Fresubin®
Protein Powder) e da farinha de arroz branca (RisoVita®).

Composicio Proteinas do soro do Farinha de arroz

nutrl?cior%al leite- Fresubin® Protein branca —-RisoVita®
Powder (20g) (209)
Energia (kcal) 72,00 73,20
Proteina (g) 17,60 1,36
Lipideos (g) 0,20 0,14
Carboidrato (g) 0,20 16,40
Fibra alimentar (g) 0,00 0,08
Ca (mg) 12,00 0,00
P (mg) 48,00 0,00
Na (mg) 110,00 0,00
K (mg) 240,00 0,00
Vitamina C (mg) 0,00 0,00
Vitamina E (mg) 0,00 0,00

Fonte: adaptado de ficha técnica: Fresubin® Protein Powder e RISOVITA, 2018
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Possiveis efeitos colaterais foram avaliados durante todo o estudo,
por meio de um questionario (Apéndice 2).

5.4.2 Vitamina C

A vitamina C utilizada foi da empresa Biodora® que declarou
comprovacdo de pureza de 95% por meio do laudo do farmacéutico
responsavel (Anexo 2)

A dose de 0,25 g foi escolhida baseada em estudos prévios
mostrando resultados contraditdrios (quadro 6), porém sem prejudicar a
populacdo por ser considerada uma dose segura (< 500 mg/dia) a fim de
precaver a oxalose (FOUQUE et al, 2007b). Neste contexto, como nao ha
evidéncias sobre a suplementacdo de PSL associada a vitamina C,
considerou-se esta dose segura e de potencial beneficio.

5.5 ETAPAS DA PESQUISA
A presente pesquisa esta dividida em trés etapas: recrutamento,
momento basal e momento final da suplementacdo (figura 10).

Figura 10. Fluxograma das etapas da pesquisa

Recrutamento

v’ Caracterizagdo dos pacientes
l v’ 12 Coleta do consumo alimentar ,

1

Randomizagdo estratificada ]

“ m Vitamina C

1 Momento basal
v’ 12 coleta de sangue

v’ Coleta dos indicadores nutricionais
v' Comeco da suplementagdo

Sseuewas

° Momento final
v’ 22 coleta de sangue

v’ 22 coleta do consumo alimentar
PSL.: Proteinas do soro do leite.
Fonte: do autor
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5.6 INSTRUMENTOS E TECNICAS DE COLETA DE DADOS

5.6.1 Caracterizacdo da populagédo do estudo

Os pacientes foram caracterizados no momento do recrutamento
por um questionario que aborda dados de identificacdo e clinicos
(diagnéstico primario da DRC, tempo de HD, qualidade da dialise (Kt/V),
tabagismo e comorbidades associadas etc.) (Apéndice 3). Os
questionarios de caracterizacdo foram preenchidos com dados coletados
dos prontudarios e por conversa com a equipe de salde e os proprios
pacientes.

5.6.1.1 Indicadores nutricionais
No momento basal houve a caracterizagdo dos pacientes por
multiplos indicadores nutricionais.

5.6.1.1.1 indice de massa corporal

O célculo do indice de massa corporal (IMC) considera o valor do
peso em kg e a altura ao quadrado em metros (m), para utilizar a formula
de Quételet, que pioneiramente foi utilizada em estudo realizado por Keys
etal (1972).

Formula de Quételet: IMC = peso (kg) / (altura)?

Apos o célculo do IMC, foi realizado o diagndstico nutricional
conforme classifica¢do da ISRNM (quadro 12).

Quadro 12. Classificacdo da Sociedade Internacional de Nutricdo e
Metabolismo Renal referente aos valores do indice de massa corporal para
doenca renal crénica.

Classificacédo do estado nutricional IMC (kg/m?)
Desnutricéo <23
Sem desnutri¢cdo >23

Fonte: FOUQUE et al, 20072

Para o calculo do IMC, foi obtido o peso pds-HD aferido na prépria
balanca pertencente as clinicas estudadas. Para a afericdo da medida, o
participante permaneceu em posicao ereta na plataforma e com roupas
leves (WHO, 1995).
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A altura foi avaliada com o estadiémetro portatil Alturaexata®. O
paciente ficou na posicéo ereta, descalgo, com os pés unidos e 0 peso
distribuido igualmente sobre a superficie da plataforma, os bragos
pendentes ao lado do corpo e com a superficie posterior do corpo (cabega,
costas, nadegas e calcanhares) encostada a escala de medida do
instrumento. Para a aferigdo correta, a cabega estava posicionada de
maneira em que a visdo do individuo ficou perpendicular ao corpo. No
momento da afericdo foi orientado ao participante inspirar e manter-se na
posicdo, até que a régua mdvel foi levada ao ponto mais alto da cabeca,
fazendo forca contraria a cabeca e ndo ao mastoide (WHO, 1995).

Caso o paciente no dia da afericdo estivesse impossibilitado de
permanecer em pé, a altura foi estimada considerando a altura do joelho
(AJ) (quadro 13). Para a aferi¢do da AJ, o paciente permaneceu sentado,
com a perna direta posicionada no angulo de 90° entre o joelho e o
tornozelo (CHUMLEA et al, 1988). Uma fita métrica inelastica com
graduacdo de 0,1 cm foi utilizada.

Quadro 13. Equacdo de estimativa de altura pela afericdo da altura do joelho.

Idade/ etnia Equacbes
Mulheres
Negras
19 a 60 anos A=68,10 + (1,86 x AJ) — (0,06 x idade)
Mais de 60 anos A=58,72+ (1,96 x AJ)
Brancas
19 a 60 anos A=70,25 + (1,87 x AJ) — (0,06 x idade)
Mais de 60 anos A=75,00 + (1,91 x AJ) — (0,17 x idade)
Homens
Negros
19 a 60 anos A=73,42 + (1,79 x AJ)
Mais de 60 anos A=9579 + (1,37 x AJ)
Brancos
19 a 60 anos A=71,85+ (1,88 x AJ)
Mais de 60 anos A=59,01 + (2,08 x AJ)

A: Altura; AJ: Altura do joelho.
Fonte: adaptada de CHUMLEA, 1985 e 1994,

5.6.1.1.2 Avaliagdo subjetiva global de 7 pontos

A ASG utilizada foi a versdo modificada para 7 pontos, proposta
para individuos submetidos a dialise (CANUSA, 1996) e validada
especificamente para a populacdo em HD (STEIBER et al., 2007). O
modelo utilizado do documento da ASG-7p foi proveniente da adaptacéo
transcultural para o portugués realizada por Fetter et al. (2014) (Anexo 3).



71

A ASG-7p apresenta-se em categorias para avaliacdo:
peso/mudanca de peso, ingestdo alimentar, sintomas gastrointestinais,
capacidade funcional e doengas e comorbidades relacionadas com
necessidades nutricionais. Para cada categoria, foi dada uma pontuacgdo
variando de 1 a 7 pontos (CANUSA, 1996). Além disto, o instrumento
consta com a categoria de exame fisico que serviu como complemento na
reflexdo para o diagndstico final.

Cada categoria destinada a pontuacdo foi avaliada de forma
subjetiva, levando em consideracdo a experiéncia clinica do aplicador
(previamente treinado), e a sua percepcdo do estado nutricional do
paciente. Para a defini¢do do diagndstico foi dada maior énfase a mudanca
de peso, a ingestao alimentar e aos sintomas gastrointestinais.

Ao fim da aplicacdo do instrumento, foram analisadas as
pontuacdes de cada se¢do concomitantemente com o exame fisico, para
posterior diagnostico, conforme mostra o quadro 14.

Quadro 14. Pontuacdo para diagnostico nutricional pela avaliagdo subjetiva
global de 7 pontos.

Pontuacéo geral Diagnostico
(na maioria das categorias)
6ou7 Risco muito leve para desnutricéo a
bem nutrido
3,40ub Desnutricdo leve a moderada, sem

sinais evidentes de desnutricdo severa
ou de estado nutricional normal
lou2 Desnutricdo grave
Fonte: adaptada de FETTER et al, 2014

5.6.1.1.3 Indice geriatrico de risco nutricional

O indice geriatrico de risco nutricional (IGRN) foi calculado para
o0s participantes utilizando a equacdo de Bouillanne e colaboradores
(2005), para tal, necessitaram-se dos valores de albumina sérica, peso
atual e peso ideal do participante.

IGRN= (1,489 x albumina (g/L) + (41,7 x (peso atual/peso ideal))
BOUILLANNE et al, 2005

O valor de albumina sérica foi obtido do prontuario de cada
paciente, de acordo com metodologia aplicada em cada laboratdrio que
presta atendimento as clinicas de didlise.
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Para o peso atual do participante, foi considerado o peso ap6s HD.
O peso ideal foi estimado pela férmula de Lorentz.

Férmula de Lorentz
Sexo masculino = (Altura -100) — [(altura -150)/4]
Sexo feminino = (Altura -100) — [(altura -150)/2,5]

A pontuacdo obtida foi classificada conforme estudo anterior
realizado com a populacdo idosa em HD no Brasil (OLIVEIRA et al,
2015), cuja pontuacdo estabelecida para desnutricdo moderada foi de 82
a 92, e para desnutri¢do grave, < 82 pontos. Os individuos com pontuacdo
entre 92 a 98 foram considerados com risco baixo de desnutricdo e
aqueles > 98, sem desnutricéo.

5.6.1.1.4 Protein energy wasting

Para o diagnostico do PEW foram considerados os critérios
estabelecidos por Fouque et al (2007a). Os critérios baseiam-se em quatro
categorias avaliativas que consideram dados bioquimicos, massa
corporal, massa muscular e consumo alimentar (quadro 15).

Quadro 15. Critério para diagnostico de protein energy wasting na doenca

renal cronica.
Categorias
avaliativas para o
diagnostico do
PEW

Consumo alimentar

Massa muscular

Dados bioquimicos

Massa corporal

Critérios de avaliagdo

Consumo ndo intencional por pelo menos 2 meses de
< 0,8 g/kg/dia de proteina OU < 0,25 kcal/dia de
energia.

Diminuicéo na massa muscular de 5% em 3 meses
OU 10% em 6 meses; OU diminui¢do da area
muscular do brago > 10% referente ao percentil 50 da
populacéo referéncia; OU clearance de creatinina.
Albumina sérica < 3,8 g/100mL OU pré-albumina
sérica < 30 mg/100 mL OU colesterol sérico < 100
mg/100 mL
IMC <23 kg/m2 OU % total de gordura corporal
<10% OU perda ndo intencional de peso de 5% em 3
meses OU 10% em 6 meses.

PEW: Protein energy wasting
Fonte: adaptada de FOUQUE et al, 20072
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O participante é diagnosticado com PEW quando se enquadra, no
minimo, em trés categorias avaliativas, sendo obrigatoriamente incluido
um indicador dos dados bioquimicos (FOUQUE et al, 2007a). Para o
presente estudo o consumo alimentar ndo foi utilizado como critério de
diagndstico, devido a falta de dados alimentares referentes aos 2 meses
anteriores a pesquisa.

Massa muscular

Para a categoria de massa muscular estimou-se a area muscular do
brago (AMB) de cada participante utilizando a formula abaixo
(BLACKBURN; THORNTON, 1979) para posterior compara¢do com o
percentil 50 da populagdo referente em idade e sexo (FRISANCHO,
1974).

AMB (cm2)
Sexo masculino: [circunferéncia braquial (cm) - & x prega cutanea triciptal
(mm) /10]2-10/4n
Sexo feminino: [circunferéncia braquial (cm) -  x prega cuténea tricipal
(mm)/10]2-6,5/4n

A circunferéncia do brago foi aferida com uma fita ineléstica em
aco plano Cescorf® (Cescorf Equipamentos para Esporte Ltda — Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil), com tolerancia de 0,1 mm em 1 m,
estando o cotovelo flexionado a 90°. A marcagdo do ponto médio foi feita
na parte lateral do brago sobre o musculo triceps (WHO, 1995).

A prega cuténea tricipital foi aferida com um adipémetro cientifico
Lange®, com resolucdo de 1 mm, mola de presséo constante a 10 g/mm?2
a qualquer abertura, conforme as instrugdes de Lohman et al (1988).

Dados bioquimicos

Para o diagndstico do PEW, foi obtido o valor de albumina de cada
paciente, conforme laboratério especifico que presta atendimento a cada
clinica de dialise.

Massa corporal
Para a avalicdo do PEW referente & massa corporal, foi calculado
0 IMC conforme descrito no item 5.6.4.1.

5.6.1.1.5 Forga do aperto da méo
A forca do aperto da mao (FAM) foi mensurada na méo do brago
gue ndo possuia a fistula arteriovenosa e foi obtida por meio de um
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dinamdmetro manual da marca Saehan® modelo SH 5001 (Saehan 4
Corporation - Yangdeok-Dong, Masan, Korea) com escala de até 90 kg
ou 180 libras.

Para a aferi¢cdo o paciente foi orientado conforme descrito por
Schliissel e colaboradores (2008), na posicdo sentada, com joelhos e
quadris flexionados no angulo de 90°, 0 ombro aduzido junto ao tronco, o
cotovelo flexionado a 90° com o antebraco em posi¢do neutra (entre
pronacdo e supinacdo) e o punho entre 0° e 30° de extensdo e 0° a 15° de
desvio ulnar.

Primeiramente, houve a apresentacdo do instrumento para o
participante, para que em seguida houvesse o incentivo verbal, realizado
pelo pesquisador, a fim de estimular a medida de maior forca palmar no
dinamdmetro. Foram realizadas trés avaliacGes, e a de maior valor da
FAM (kg) foi utilizada para analise.

Os pontos de corte foram baseados em estudo anterior do grupo de
pesquisa, cujos valores da FAM associados a desnutricdo em homens e
mulheres foram valores < 28,5 kg e < 18 kg, respectivamente (GARCIA
et al, 2013).

5.6.2 Coleta e preparo de materiais bioldgicos

O acesso da fistula ou cateter foi utilizado para a coleta o sangue.
O sistema de coleta foi a vacuo (Vacuntainer®, BD Biosciences, e dois
tubos (4 mL cada) com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e um
com heparina (4 mL) foram utilizados. A coleta foi realizada por
enfermeiros/técnicos de enfermagem habilitados.

Posteriormente, as amostras de sangue foram transportadas em
isopor com gelo (até 1h ap6s a coleta) e armazenadas em microtubos em
triplicata no freezer a -80 ° C. O armazenamento ndo excedeu 2 semanas
e, especialmente para a vitamina C, as analises foram realizadas 1 dia ap6s
a coleta de sangue.

O sangue total foi utilizado para a analise de GSH e GSSG, o
plasma para 0 MDA e a vitamina C ¢, por fim, o hemolisado para analise
GPx-1. Para GSH e GSSG, o sangue total foi dividido em aliquotas em
microtabulos contendo 100 pul de N-etilmaleimida (NEM) 310 mM por
mL / sangue. O plasma foi obtido por centrifugagdo (1000 g durante 10
min, a 4°C). Para o hemolisado, foram utilizados 100 uL de hemacias e 1
mL de solucdo hemolisada (4 nM MgSO4 e 1 nM de 4cido acético). O
mesmo protocolo foi seguido para a analise do material biol6gico de
ambas as clinicas de dialise, no momento basal e final da suplementag&o.
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A aliquotagem e anélise do sangue foram realizadas no Laboratorio
de Pesquisa de Lipideos, Antioxidantes e Aterosclerose da Universidade
Federal de Santa Catarina.

5.6.2.1 Controle bioquimico

Os valores de K, P e albumina foram obtidos do prontuario do
paciente, durante todo periodo de intervencdo, e referem-se a analise do
laboratério especifico que presta atendimento para cada clinica de dilise.

5.6.3 Avaliacdo do estresse oxidativo

5.6.3.1 Glutationa reduzida e oxidada

A GSH e a GSSG foram analisadas no sangue total conforme
descrito por Giustarini et al (2013). O sangue foi coletado em tubos com
EDTA e posteriormente armazenado em eppendorffs de 1 mL com 100
pL de N-Ethylmaleimide 310 para conservagéo.

A GSH foi analisada por HPLC UV-Visivel DAD SPD-M20A
(Shimadzu, Kyoto, Japan), com software LC Solutions. Apos analise, o
calculo da concentracdo de GSH foi baseado em sua curva padrdo e na
equacao da reta: Y=a+bx, sendo o resultado expresso em pumol/g Hb

Para o célculo da concentracdo de GSSG foi utilizado o método
cinético no espectrofotdmetro UV-1800 - Shimadzu® (Kyoto, Japan),
seguido da férmula: GSSG =S x [GSSG]/St x 49,5 x 2, sendo o resultado
expresso em nmol/g Hb.

5.6.3.2 Glutationa peroxidase-1

A atividade da GPx-1 foi determinada pelo método de Wendel
(1981) que utiliza o peréxido de tert-butila como substrato da reacéo,
realizando a oxidacdo da GSH pela GPx-1 e gerando GSSG, a qual é
convertida em GSH pela GR, consumindo nessa rea¢do uma molécula de
NADPH.

A cinética da reacdo foi acompanhada em 340 nm em leitor de
microplacas (Epoch-Biotek Instruments®, Winooski, Vermont, USA),
utilizando o software GEN 5®. Para o célculo da atividade foi utilizado o
coeficiente de absortividade molar do NADPH em 340 nm, 6,22 x 103
L.mol-1.cm-1. Uma unidade de GPx-1 equivaleu & quantidade de enzima
que hidrolisa 1 pmol de substrato por minuto, por mg de proteina. Os
resultados foram expressos em U/mg Hb.
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5.6.3.3 Malondialdeido e outras substancias reativas ao 4cido
tiobarbitdrico

A avaliagdo da peroxidacdo lipidica foi analisada pela
concentracdo de fMDA plasmatica conforme procedimento descrito
previamente por Domijan et al (2014). As andlises foram realizadas em
HPLC com injetor manual e detector UV-Visivel DAD SPD-M20A
(Shimadzu, Kyoto, Japan), com software LC Solutions. Para fazer os
célculos da concentracdo de fMDA no plasma foi utilizada a curva padréao
de MDA e a equacdo da reta Y=a+bx. Com a equacéo da reta obteve-se a
concentragdo expressa em pmol/L.

5.6.3.4 Vitamina C

A andlise foi realizada conforme Emadi-Konjin (2005), em HPLC
com injetor manual e detector UV-Visivel DAD SPD-M20A (Shimadzu,
Kyoto, Japan), com software LC Solutions. O HPLC é um método
isocratico, e a analise do comprimento de onda 245 nm foi feita com fluxo
de 1 mL/min. Para fazer os célculos da concentracdo de AA no plasma
foi utilizada a curva padrdo de AA e a equacdo da reta Y=a+bx. Com a
equacdo da reta obteve-se a concentragdo expressa em pmol/L.

5.6.4 Consumo alimentar para controle da intervengao

Segundo a National Kidney Foundation, a avaliacdo do consumo
alimentar de pacientes em HD deve contemplar a variabilidade entre os
dias (com HD, sem HD e de final de semana) (NKF-KDOQI, 2000).
Inicialmente, houve a tentativa de coleta em trés dias alimentares,
conforme recomendagdo acima, entretanto diante da dificuldade de
contato telefbnico, esta tentativa foi ineficaz. Assim, em ordem de
padronizar a coleta do consumo alimentar e garantir maior assertividade,
optou-se pela padronizacdo de dois dias alimentares.

Aplicaram-se dois recordatorios de 24h (R24h) para cada momento
de avaliacdo (figura 11), deste modo, obtiveram-se dados para o controle
de energia (kcal) e proteina (g) no recrutamento e na Gltima semana de
suplementacéo.
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Figura 11. Avaliacdo do consumo alimentar habitual para controle da
intervencao.

.:. Intervencao
o o semanas °

Fonte: do autor

Naqueles realizando HD trés vezes por semana (segunda, quarta e
sexta-feira) obtiveram-se: um R24h referente ao final de semana e do dia
sem HD. J& naqueles realizando HD duas vezes na semana (ter¢a e quinta-
feira), obtiveram-se um R24h do dia sem HD e um R24h do final de
semana ou do dia com HD, por ligagdo telefénica. Quando o contato
telefonico foi ineficaz com o paciente, tentava-se realizar um registro
alimentar ou, em Gltimo caso, fazia-se outro R24h referente ao dia sem
HD.

O R24h é utilizado na prética clinica, pois € de rapida aplicagdo,
pode ser utilizado em qualquer faixa etaria e em iletrados, além de ser de
baixo custo. Entretanto, como todo método de avaliacdo de consumo
alimentar, apresenta desvantagens em sua utilizagdo com a necessidade
da memoria do entrevistado e da capacidade do entrevistador ter uma boa
comunicacao e evitar a indugéo de respostas (FISBERG; MARCHIONI;
COLUCCI, 2009).

No momento da aplicacdo do R24h, foi aplicado o método de
multiplas passagens, proposto pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos da América. Este método contempla 5 passos: (1) a
listagem répida dos alimentos e bebidas, (2) revisdo da listagem para
prevenir itens esquecidos, (3) nomeacdo das refeicdes e horarios, (4) ciclo
de detalhamento (quantidade ingerida) e (4) revisdo geral do recordatério
(CONWAY et al, 2003). Além disto, o tamanho de medidas caseiras foi
exemplificado com auxilio de fotografias do livro de Zabotto (1996), o
qual possibilitou uma melhor fidedignidade dos dados coletados
(FISBERG; MARCHIONI; COLUCCI, 2009).
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Por fim, os dados dos R24h de cada paciente foram tabulados e
analisados no  software online de nutricdo  DietBox®
(https://dietbox.me/pt-BR/), cuja avaliagdo da composigéo nutricional de
cada alimento é baseada na Tabela Brasileira de Composi¢do de
Alimentos dentre outras tabelas brasileiras e internacionais.

Entretanto, ao final das andlises, os pacientes obtiveram consumo
energético menor que a taxa metabolica basal calculada e, quando os
valores de proteinas consumidas foram ajustados por energia, a
distribuicdo dos valores de proteinas distorceu expressivamente, ndo
representando a realidade da populacédo estudada (lowa State Universtiy,
2001). Houve, entdo, uma possivel subestimag¢do no consumo alimentar,
indicando dados com baixa fidedignidade. Assim, optou-se por ndo 0s
utilizar como controle alimentar durante o estudo.

5.7 MODELO DE ANALISE

As variaveis, seus indicadores e suas classificagdes tedricas estdo
descritas no quadro 16. Os itens idade, sexo, tabagismo, causa da DRC,
tempo de HD, frequéncia de HD e indicadores nutricionais foram
utilizados como caracterizacdo da amostra. A adequagdo de didlise,
albumina, fésforo e potassio séricos foram usamos como controle
bioquimico antes e apds suplementagdo. As varidveis “uso da
suplementag@o” foram tratadas como exposigoes. E biomarcadores do EO
como desfechos.

Quadro 16. Variaveis, suas caracteristicas e indicadores para 0 modelo de andlise.

Tipo Variavel Indicadores Classificagdo
Idade Anos Int_JIep'endentel
guantitativa continua
N Independente,
Feminino; o .
Sexo . qualitativa nominal
Masculino. N
dicotbmica
Atualmente; Independente,
Tabagista Ex-fumante; qualitativa nominal
Caracterizacéo Nunca. politbmica
HAS;
DM; Independente,
Causa da DRC HAS e DM; qualitativa nominal
Outras; politbmica

Desconhecidas.

Independente,

Tempo de HD Meses guantitativa continua
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(Continuagdo) Quadro 16. Variaveis, suas caracteristicas e indicadores para 0 modelo de

andlise.
Tipo Variavel

Frequéncia de
HD

IMC

ASG-7p

Caracterizagéo

PEW

IGRN

FAM

Indicadores

3 vezes/semana;
2 vezes/semana;

<23 kg/m? -
desnutrigdo.

kg/m2

lou2-
Desnutricdo grave;
3,40u5 -
Desnutricdo leve a
moderada;

6 ou 7 - Risco
muito leve de
desnutri¢do a bem
nutrido.

Pontos
Sim;
Néo.
> 98 - Sem
desnutricdo
92 a 98 - Baixo
risco de desnutri¢do

< 92 - Desnutri¢do
moderada a severa.

Pontos

kg

Homem < 28,5 kg -
Desnutrido
Mulher < 18 kg -
Desnutrida

Classificagéo
Independente,

qualitativa nominal

dicotdmica
Independente,

qualitativa dicotbmica

Independente,

guantitativa continua

Independente,

qualitativa politdmica

Independente,

guantitativa discreta

Independente,

qualitativa dicotbmica

Independente,

qualitativa politdmica

Independente,
guantitativa discreta
Independente,

quantitativa continua

Independente,

qualitativa dicotbmica
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(Continuacdo) Quadro 16. Varidveis, suas caracteristicas e indicadores para 0 modelo de
analise.

Tipo Variavel Indicadores Classificagéo
Adequacéo da KU\ Dependente,
didlise quantitativa continua
Fdsforo ma/dL Dependente,
Controle sanguineo g quantitativa continua
bioquimico Potassio mEa/L Dependente,
sanguineo g quantitativa continua
Albumina gldL Dependente,
quantitativa continua
Dependente,
GSH nmol/g Hb guantitativa continua
Dependente,
GSSG nmol/g Hb guantitativa continua
) Dependente,
o GSH:GSSG i quantitativa continua
Estresse Oxidativo
GPx-1 nmol/g Hb D_epgndente,,
quantitativa continua
MDA umol/L D.Epe.ndeme’,
quantitativa continua
Vitamina C pumol/L Dependente,

quantitativa continua
HD: hemodialise; DRC: doencas renal cronica; HAS: hipertensdo arterial sistémica; DM:
Diabetes Mellitos; GSH: glutationa reduzida; GPx: glutationa peroxidase; MDA:
malondialdeido; IMC: indice de massa corporal; ASG-7p: avaliacdo subjetiva global de 7
pontos; PEW: protein energy-wasting; IRN: indice de risco nutricional; IGRN: indice
geriatrico de risco nutricional; FAM: forca do aperto da méo.

Fonte: do autor.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a finalizacdo deste projeto de dissertacdo, a mestranda visitou
0 centro de pesquisa da Divisdo de Medicina Renal e Baxter Novum,
localizado no Karolinska Institutet e Hospital Universitario Karolinska
em Estocolmo, Suécia.

Durante sua estada de 29/04/2019 a 07/06/2019, a mestranda
realizou: anélise estatistica e interpretacdo dos dados, iniciando a escrita
do manuscrito. Neste periodo, em especial, 0s pesquisadores: Bengt
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Lindholm, Abdul Rashid Qureshi e Carla Maria Avesani auxiliaram no
desenvolvimento das atividades citadas.

5.8.1Processamento e analise dos dados

Inicialmente, os dados coletados foram digitados no programa
Excel®, para posterior transferéncia ao software estatistico Stata 15.1 ®
(Stata Corporation, College Station, Estados Unidos).

Para as analises estatisticas, o teste ndo paramétrico ANOVA foi
utilizado para detectar diferencas entre os trés grupos no momento basal
e intragrupo no momento final, seguido pelo p6s-teste ndo paramétrico de
comparacao multipla de Dunn, cujo objetivo foi verificar diferencas em
uma amostra pequena. Os valores foram expressos como score mean
difference (SMD), indicando a diferenca entre subgrupos do momento
basal (t0) e final (t1) de cada um dos trés grupos suplementados, assim,
ele expressa uma medida de efeito pela média do escore de classificacdo
das observacdes do subgrupo tO menos a do subgrupo t1, de cada grupo
(DUNN, 1961).

O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar mudanca no controle
bioguimico e indicadores nutricionais intragrupo para variaveis
guantitativas e o teste de qui-quadrado de McNemar paras as variaveis
qualitativas. intragrupo. Para a comparagao entre as clinicas de dialise (A
e B), foi utilizado o teste de Mann-Whitney nas variaveis quantitativas.

A andlise das diferencas intra e intergrupos em variaveis
gualitativas foi realizada pelo teste qui-quadrado de Pearson. As variaveis
quantitativas foram expressas como mediana e intervalos interquartis
(1Q25; 1Q75) e as quantitativas como valor absoluto e percentual.

Os resultados foram exibidos como graficos boxplot, e nestes, 0
grupo vitamina C foi destacado diferente dos demais grupos, pois durante
0 processo de randomizacdo cega, sua codificagdo foi o grupo 1 (o
primeiro grupo), deste modo, o pés-teste comecou as analises intergrupos
pelo grupo vitamina C no momento inicial.

O valor de p < 0,060 foi adotado como estatisticamente
significativo.

5.9 PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CAAE:
76599817.6.0000.0121; nimero do parecer: 2.537.090) e pelo Comité de
Etica Médica dos dois hospitais; E esta inscrito no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos sob o nimero RBR-65b8f4.
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6 RESULTADOS
O presente projeto de dissertagdo sera submetido a revista
cientifica Clinical Nutrition.

6.1 MANUSCRITO
Titulo: Suplementacdo com PSL e vitamina C aumentam a
glutationa oxidada em pacientes em hemodialise crénica.

Resumo
Introducéo & objetivos: Pacientes com doenca renal cronica (DRC) em
hemodidlise (HD) apresentam um aumento prejudicial do estresse
oxidativo (EO). A deficiéncia no consumo de nutrientes e suas perdas
durante a HD afetam diretamente o aumento do EO, particularmente, pela
insuficiéncia no consumo de antioxidantes. As proteinas do soro do leite
(PSL) apresentam funcdo protetora ao EO, devido ao seu aminoacido
cisteina ser o precursor na sintese enddgena da glutationa, o antioxidante
tiol ndo proteico mais abundante em humanos. Dentre as suas ac¢les, a
glutationa influencia diretamente a reciclagem da molécula de vitamina
C, aumentando a sua acdo protetora no EO. Até o momento, a
suplementacéo de PSL e/ou vitamina C em biomarcadores do EO néo foi
descrita em pacientes com DRC em HD. O objetivo do presente estudo é
avaliar o efeito da suplementacdo de PSL e/ou da vitamina C em
biomarcadores do EO em pacientes com DRC em HD. Métodos: A
amostra foi formada por pacientes de duas clinicas de didlise (A e B) em
Floriandpolis, Brasil. Os participantes eram de ambos os sexos, com idade
> 19 anos e realizavam HD > 2 meses, 3 ou 2 vezes por semana. Os
pacientes foram randomizados e estratificados pela frequéncia de HD (3
ou 2 vezes por semana) em trés grupos na razdo de 1:1:1. A
suplementacdo foi oferecida em sachés idénticos contendo: moédulo de
PSL (20,00 g) com ou sem vitamina C (0,25 g) ou placebo (20,00 g de
farinha de arroz branca) com vitamina C (0,25 g) diluidos em 50 mL de
agua filtrada. Todos os grupos receberam suplementacdo 3 vezes por
semana, apos a sessdo de HD por 8 semanas. Os pacientes e pesquisador
(responsavel pela anélise estatistica) foram cegados. Como desfecho,
analisaram-se 0 EO (nos momentos: basal e final) com os biomarcadores:
glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) no sangue total,
seguido da razdo GSH:GSSG; glutationa peroxidase-1 (GPx-1) no
hemolisado; e malondialdeido (MDA) e vitamina C no plasma. Os
resultados foram expressos como medida de efeito score mean difference
(SMD). Resultados: A clinica B ndo conseguiu uma estratificacdo
adequada pela frequéncia da HD, devido as perdas durante o seguimento
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do estudo, portanto, foi excluida das analises finais. A Clinica A
completou o estudo com 6 pacientes por grupo, havendo um total de
18,2% (n = 4) de perdas na amostra. Ap6s 8 semanas de suplementacéo,
todos o0s grupos aumentaram as concentracGes de GSSG, porém, apenas
aquele suplementado com PSL + vitamina C mostrou aumento estatistico
(p < 0,01). Houve inclinagdo ao aumento da GSH em todos 0s grupos,
mas a razdo da GSH:GSSG nos grupos suplementados com vitamina C
ficou menor (grupo PSL + vitamina C: - 16,4 SMD; grupo vitamina C: -
11,8 SMD), enquanto o grupo PSL apresentou uma relagdo GSH:GSSG
maior apos a suplementacdo (+ 3,8 SMD) (resultados sem significancia
estatistica). Todos 0s grupos apresentaram inclina¢cdo ao aumento da
atividade da GPx-1, mas o grupo PSL teve aumento mais expressivo (+
16,8 SMD) quando comparado aos demais (grupo vitamina C: + 12,7
SMD e grupo PSL + vitamina C: + 12,0 SMD). A vitamina C teve
aumento estatistico nos grupos suplementados com esta vitamina (p <
0,05). Houve inclinacdo para a diminuicdo de MDA em todos 0s grupos,
mas aqueles suplementados com PSL tiveram valores mais expressivos
(grupo PSL: - 15,3 SMD e grupo PSL + vitamina C: - 15,8 SMD) em
comparacao ao grupo vitamina C (- 4,4 SMD). Conclus6es: Os resultados
ndo demonstraram um melhor controle do EO no grupo suplementado
com PSL + vitamina C, e sugerem um efeito prd-oxidante da vitamina C
devido ao aumento significativo da concentracdo de GSSG, neste grupo.
O presente estudo foi o primeiro a mostrar o efeito de tal suplementacdo
em biomarcadores do EO nesta popula¢do. Mais estudos controlados,
multicéntricos, maiores e de longo prazo sdo necessarios.

Palavras-chave: hemodiélise, suplementacéo proteica, proteinas do soro
do leite, acido ascorbico, vitamina C, estresse oxidativo.

1. Introducéo

Os pacientes com doenca renal crénica (DRC) em hemodidlise (HD) sdo
caracterizados por um aumento prejudicial do estresse oxidativo (EO), o
qual esta relacionado ao agravamento progressivo da funcéo renal e
maiores taxas de morbimortalidade (EPIFANIO et al, 2018;
LIAKOPOULOS et al, 2017)

Além de restabelecer o equilibrio hidroeletrolitico, a filtragdo por HD
remove antioxidantes e nutrientes menores sollveis em agua, como a
vitamina C (LIAKOPOULOS, 2017) e os amino4cidos (BORRELLI et
al, 2011). Aliado a isto, a dietoterapia para pacientes em HD possui
diversas restricbes alimentares visando controlar, particularmente, a
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ingestdo de potassio e fosforo. E, fontes alimentares desses minerais
também sdo ricas em antioxidantes (LIAKOPOULOS,2017) e nutrientes
como vitamina C (frutas, vegetais e legumes) e proteina (carnes,
leguminosas, ovos, leite e produtos lacteos) (VAZ et al, 2014). Do mesmo
modo, a inflamacdo, a uremia, 0 proprio mecanismo de HD
(LIAKOPQULOS,2017) e a perda de apetite (BOSSOLA et al, 2011) séo
fatores que contribuem progressivamente para o agravamento do EO.
Assim, as intervencdes nutricionais podem ser estratégias eficientes para
controlar o EO (LIAKOPOULGQS, 2017). Neste contexto, o antioxidante
tiol ndo proteico mais abundante e de maior acdo antioxidante presente
em todos os tecidos de mamiferos é a glutationa (LU et al, 2013).

A sintese endégena de glutationa ocorre no citosol e é regulada pela
disponibilidade do aminoacido precursor, a cisteina (LU et al, 2013;
MEISTER; ANDERSON, 1983; RICHMAN; MEISTER, 1975). Deste
modo, a suplementacéo de proteinas do soro do leite apresenta um papel
importante como interven¢do nutricional no controle do EO,
particularmente, devido a presenca de cisteina. (FALKOWSKI et al,
2018; IGNOWSKI et al, 2018; BUMRUNGPERT et al, 2018; WINTER
et al, 2017; CHENG et al, 2017; MORENO et al, 2005; GREY et al,
2003).

Além disso, outros compostos dietéticos podem contribuir indiretamente
para a acdo antioxidante da glutationa, realizada pela sua forma reduzida
(GSH), como a vitamina C (FORMAN; ZHANG RINNA, 2009). A
vitamina C é considerada a vitamina hidrossolGvel mais abundante com
acdo antioxidante e atua na reciclagem da molécula de vitamina E,
prevenindo a peroxidacdo lipidica. No entanto, para manter sua acdo
antioxidante, a vitamina C precisa ser renovada e esse processo €
realizado pela oxidagdo da GSH (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009)
Assim, a GSH possivelmente estd envolvida na manutencdo das
concentracdes da vitamina C e E (SHANG et al, 2003).

Até 0 momento, o efeito da suplementacéo de proteinas do soro do leite e
da vitamina C em biomarcadores de EO ndo foi descrito em pacientes em
HD. Assim, o principal objetivo deste estudo piloto é avaliar o efeito das
proteinas do soro do leite com / sem vitamina C em biomarcadores do EO
em pacientes com DRC em HD.

2. Materiais e métodos
2.1 Delineamento de estudo

Este ensaio clinico foi um estudo piloto, randomizado e duplo-cego, com
duracdo de 8 semanas em 2 clinicas de dialise (A e B) localizadas em
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hospitais em Floriandpolis, Brasil. A coleta de dados ocorreu de
dezembro de 2018 a abril de 2019.

2.2 Pacientes

Os pacientes tornaram-se elegiveis com base nos critérios de incluséo: (1)
idade > 19 anos, (2) diagnostico de DRC, (3) estar em HD por um periodo
> 2 meses ¢ (4) frequéncia de HD de 2 (terga-feira e quinta-feira) ou 3
vezes por semana (segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira). Além dos
critérios de ndo inclusdo: (1) alergia a proteina do leite; (2)
suplementagdo, antes do estudo (< 2 meses), de antioxidantes (vitamina
C ou E), aminodcidos/proteinas, n-acetilcisteina, cetoacidos ou
tratamento com imunossupressores, (3) infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), (4) diagnostico de cancer, insuficiéncia
cardiaca avancada, doenca pulmonar cronica ou doenca hepética, (5)
hospitalizagdo, gravidez ou amamentacdo, (6) impossibilidade fisica ou
psicolégica para participar € (7) ndo ser capaz de compreender ou
comunicar-se.

As caracteristicas clinicas e demogréaficas foram coletas e registradas em
um formuldrio no momento do recrutamento (1 més antes da
suplementacéo). Todos os dados de caracterizacdo foram obtidos a partir
de prontuarios, dialogos com os profissionais da clinica e com os préprios
pacientes.

2.3 Intervencéo nutricional
A suplementacdo foi administrada nas clinicas de dialise 3 vezes por
semana (logo apds a sessdo de HD). Os pacientes que realizavam HD 2
vezes por semana foram orientados a consumir o contetdo referente ao
terceiro saché semanal de suplementacdo em casa (final de semana).
Nas clinicas, os pesquisadores (MLM, ATS, RPM e CM) diluiram os
suplementos em um copo escuro contendo 50,0 mL de agua filtrada.
Todos os suplementos eram sollveis em agua, equivalentes em coloracdo
e foram embalados em sachés idénticos. Os sachés eram metalizados no
exterior e opacos no interior, minimizando a influéncia da luz para manter
a estabilidade da vitamina C (CHANG; ISMAIL; DAUD, 2016).
Os grupos receberam um saché contendo 20 g de modulo de PSL (grupo
PSL), ou 20 g de placebo (farinha de arroz branca) com 0,25 g de vitamina
C (grupo vitamina C), ou 20 g de médulo de PSL com 0,25 g de vitamina
C (grupo PSL + vitamina C).
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2.3.1 Proteinas do soro do leite (PSL)

O médulo proteico utilizado foi de proteinas isoladas do soro do leite, e
cada dose para intervencdo teve 20,0 g do mddulo, equivalente a 19,8 g
aminoacidos (tabela suplementar 1). Esta dose foi baseada em um estudo
anterior, no qual observaram-se resultados favoraveis a diminuicéo do EO
(SOHRABI et al, 2016). Como placebo, foram administrados 20,0 g de
farinha de arroz branca. O placebo ndo continha Na, P, K, vitaminas C e
E, e seu valor energético por dose foi equivalente ao das PSL
suplementadas (tabela suplementar 2).

2.3.2 VitaminaC

A vitamina C usada neste estudo apresentou 95% de pureza, segundo
laudo do farmacéutico responsavel. A dose de 0,25 g foi escolhida com
base em estudos anteriores com resultados contraditérios, porém sem
prejuizo aos pacientes em HD (ABDOLLAHZAD et al, 2009;
WHASHIO et al, 2008; RAMOS; MARTINEZ-CASTELAO, 2008;
FUMERON et al, 2005). Além disso, para prevenir a oxalose, esta dose
foi considerada segura (< 0,50 g / dia) (FOUQUE et al, 2007a).

2.3.3  Aderéncia
Para garantir a aderéncia, priorizou-se diluir e administrar os suplementos
logo apds a sessdo de HD, na clinica de dialise. Os pacientes em HD 2
vezes por semana receberam orientacdo semanalmente para preparar e
ingerir o contetido do terceiro saché de suplementagdo em casa.

2.4 Controle bioguimico
Os indicadores bioquimicos (Kt/V, albumina, fésforo e potassio sérico)
foram retirados dos prontuarios dos pacientes.

2.5 Indicadores nutricionais
A populacdo foi caracterizada no momento basal por mdltiplos
indicadores nutricionais.

indice de massa corporal (IMC)

O IMC foi calculado pela equacéo: IMC = peso (kg) / [altura (m)] 2 O
peso foi obtido apds a sessdo de HD do segundo dia de HD semanal, e foi
aferido em balancas calibradas das clinicas de diélise. A estatura foi
avaliada pelo estadiémetro Alturaexata®. As medidas foram aferidas de
acordo com recomendagdes da Organizacdo Mundial de Saide (WHO,
1995). Para os pacientes impossibilitados de se levantar, a estatura foi
estimada pela altura do joelho (CHUMLEA et al, 1988), aferida por fita
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inelastica (Cescorf Equipamentos para Esporte Ltda - Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brasil). Por fim, considerou-se o IMC < 23 kg/m? para o
diagndstico de desnutricdo (FOUQUE et al, 2007b).

Avaliacao subjectiva global de 7 pontos (ASG-7p)

Este estudo considerou a ASG-7p proposta para individuos em dialise
(CANUSA, 1996), validada especificamente para pacientes em HD
(STEIBER et al, 2007) com adaptacdo para o portugués por Fetter et al
(2014).

A ASG-7p contém informacdes sobre: peso/alteracdo de peso, consumo
alimentar (proteina e energia), sintomas gastrointestinais, capacidade
funcional e doencas e comorbidades relacionadas ao estado nutricional.
Para cada categoria, uma pontuacéo variando de 1 a 7 pontos foi obtida.
Além disso, o instrumento inclui exame fisico que serve como
complemento na reflexdo para o diagnostico final. Cada categoria foi
avaliada subjetivamente, considerando a experiéncia dos pesquisadores
previamente treinados.

Apo6s a aplicacdo da 7p-SGA, as pontuacbes de cada item foram
analisadas concomitantemente com o exame fisico, para o diagnostico
final.

O diagnostico obedece a pontuacdo: 1 a 2, desnutricdo severa; 3 a 5,
desnutricdo leve a moderada; 6 a 7, risco muito leve de desnutri¢do a bem
nutrido (CANUSA, 1996).

indice geriatrico de risco nutricional (IGRN)

O IGRN foi calculado pela equacdo: IGRN = (1,489 x albumina (g /L) +
(41,7 x (peso atual / peso ideal) (BOUILLANNE et al, 2005). Como
diagndstico, o IGRN < 92 foi considerado desnutricdo moderada a grave;
IGRN de 92 a 98, baixo risco nutricional e IGRN > 98, sem risco
nutricional (OLIVEIRA et al, 2015).

Forca do aperto da méo (FAM)

A FAM foi aferida ap6s a sessdo de HD usando um dinamémetro
Saehan® (SH 5001, Saehan 4 Corporation - Yangdeok-Dong, Masan,
Coreia do Sul). As avaliac@es foram feitas no braco oposto ao do acesso
vascular. Os pacientes estavam sentados, com os bragos em aducao e o0s
cotovelos flexionados em um &ngulo de 90 graus. E, foram aconselhados
a realizar a forca maxima apertando o dinamdmetro, apds incentivo
verbal. O valor méximo atingido apds trés medicoes foi considerado na
analise (SCHLUSSEL et al, 2008). Os pontos de corte da FAM foram
escolhidos com base em um estudo prévio com pacientes em HD que
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demonstrou a associagdo com a desnutricdo < 28,5 kg para homens e <
18,0 kg para mulheres (GARCIA et al, 2013).

Protein energy wasting (PEW)

Para o diagnodstico de PEW, os pacientes devem corresponder a, no
minimo, trés dos quatro critérios: exame bioquimico, massa corporal,
massa muscular e consumo alimentar (FOUQUE et al, 2007b). No
presente estudo, o critério de consumo alimentar ndo foi considerado
devido a falta dessa informacdo, referente aos 2 meses anteriores a
suplementacéo.

Para o critério bioquimico, foram considerados os valores de albumina <
3,8 g/dL, e para o de massa corporal, IMC < 23 kg/m2. Por fim, a area
muscular do braco (AMB) foi considerada para o critério de massa
muscular (BLACKBURN; THORNTON, 1979), quando diminuida em >
10%, comparando ao percentii 50 da populagdo referéncia
(FRISANCHO, 1974). A AMB foi calculada pela equacdo de Blackburn
e Thornton (1979). A circunferéncia do braco foi aferida com fita
inelastica (Cescorf Equipamentos para Esporte Ltda - Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brazil) e a prega cuténea triciptal pelo adipdmetro
Lange® (Beta Technology Incorporated Cambridge, Maryland). Ambas
as aferi¢des foram realizadas conforme descrito por Lohman et al (1988).

2.6 Desfechos
O EO foi o desfecho, especificamente, os biomarcadores relacionados a
glutationa: glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSH),
relacgdo GSH:GSSG, glutationa peroxidase (GPx-1), malondialdeido
(MDA\) e vitamina C. Para este propdsito, as amostras de sangue foram
coletadas antes do paciente se conectar a maquina de HD, no momento
basal e final do estudo (sempre na 22 sessdo de HD da semana).

Coleta de sangue

O acesso da fistula ou cateter foi utilizado para coletar o sangue. O sangue
foi coletado em dois tubos (4 mL cada) com é&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e um com heparina (4 mL), por
enfermeiros/técnicos de enfermagem habilitados.

Decorrido até 1 hora da coleta, as amostras de sangue foram transportadas
em isopor com gelo e armazenadas em microtubos em triplicata no freezer
a — 80 °C. O armazenamento ndo excedeu 2 semanas e, especialmente
para a vitamina C, as andlises foram realizadas 1 dia apds a coleta de
sangue.
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O sangue total foi utilizado para a analise de GSH e GSSG, o plasma para
0 MDA e a vitamina C e, por fim, o hemolisado para analise de GPx-1.
Para GSH e GSSG, o sangue total foi dividido em aliquotas em
microtubos contendo 100 uL de N-etilmaleimida (NEM) 310 mM por
mL/sangue. O plasma foi obtido por centrifugacdo (1000 g durante 10
min, a 4°C). Para o hemolisado, foram utilizados 100 uL. de hemadcias e 1
mL de solucdo hemolisada (4 nM MgSO4 e 1 nM de acido acético). O
mesmo protocolo foi seguido para a andlise do material bioldgico de
ambas as clinicas de dialise, no momento basal e final da suplementacéo.
A aliquotagem e as anélise do sangue foram realizadas no Laboratorio de
pesquisa de Lipideos, Antioxidantes e Analises de Aterosclerose na
Universidade Federal de Santa Catarina.

Glutationa reduzida (GSH)

A GSH foi determinada no sangue total por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), segundo Giustarini et al (2013). Aliquotas do sangue
total com EDTA tratado com NEM foram desproteinizadas pela adicéo
de &cido tricloroacético a 15% e centrifugadas a 14.000 g a temperatura
ambiente durante 2 min. O conteido de GSH foi quantificado através de
uma curva padrdo e analise de regressdo linear. Os resultados foram
expressos em pmol/g/Hb.

Glutationa oxidada (GSSG)

A GSSG foi determinada no sangue total por espectrofotometria UV-
1800 - Shimadzu® (Kyoto, Japdo), de acordo com os procedimentos
descritos por Giustarini et al. (2013). Aliguotas do sangue total com
EDTA tratado com NEM foram desproteinizadas e centrifugadas como
descrito na metodologia da GSH. A cinética da reacdo foi monitorada a
412 nm a temperatura ambiente. Os resultados foram expressos como
nmol/g/Hb.

Razéo GSH:GSSG
A razdo GSH:GSSG foi calculada pela formula: GSH (umol/g/Hb) /
GSSG (nmol/g/Hb).

Glutationa peroxidase (GPx-1)

A atividade de GPx-1 foi analisada de acordo com Wendel (1981),
monitorizando a oxidacdo do fosfato de dinucleétido de nicotinamida
adenina (NADPH) na presenca do perdxido de hidrogénio. A absorbancia
foi medida a 340 nm em um leitor de microplacas (Epoch-Biotek
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Instruments®, Winooski, Vermont, EUA), usando o software GEN 5®.
Os resultados foram expressos como U/mg Hb.

Malondialdeido (MDA)

O MDA foi analisado em aliquotas do plasma em EDTA de acordo com
Domijan et al (2014). As analises foram realizadas em CLAE com injetor
manual e detector UV-Visible DAD SPD-M20A (Shimadzu, Kyoto,
Japdo). A quantificacdo de MDA foi feita por meio da curva padrédo e
analise de regressao linear. Os resultados foram expressos em pmol/L.

Vitamina C

A vitamina C foi analisada em aliquotas do plasma em heparina de acordo
com Emadi-Konjin (2005). As analises foram realizadas em CLAE com
injetor manual e detector UV-Visible DAD SPD-M20A (Shimadzu,
Kyoto, Japéo). O teor de vitamina C foi quantificado por curva padréo e
analise de regressao linear. Os resultados foram expressos em pmol / L.

2.7 Amostragem
A amostragem foi ndo probabilistica por conveniéncia, de acordo com 0s
critérios de elegibilidade.

2.7.1 Randomizacdo e estratificacdo
Os pacientes foram randomizados em trés grupos (1: 1: 1) e estratificados
de acordo com a frequéncia de HD, separadamente em cada clinica. Essa
caracteristica de estratificacdo foi escolhida, pois identificaram-se
padrdes biogquimicos distintos entre os dois grupos de frequéncia de HD
(HWANG et al, 2016).
Os pacientes elegiveis foram separados em dois estratos: (1) HD 2 vezes
por semana e (2) HD 3 vezes por semana. Em seguida, blocos
equivalentes em ambos os estratos foram criados em cada grupo.
Posteriormente, cédigos sequenciais foram gerados para cada paciente no
programa Microsoft Office Excel® pelas pesquisadoras MLM e ATS.
Por fim, os pacientes foram designados para cada grupo por uma
ferramenta desenvolvida no Microsoft Office Excel®, que usa linguagem
de programacéo VB (Visual Basic) e seleciona aleatoriamente individuos
de cada estrato, dentro do valor minimo e maximo.

2.7.2  Cegamento
Duas etapas configuraram este estudo como duplo-cego: (1) o cegamento
dos participantes pela utilizacdo de sachés idénticos e pela similaridade
dos suplementos quanto a cor e textura e (2) o cegamento do pesquisador
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responsavel pela andlise estatistica por desconhecer a distribuicdo dos
cédigos randomicamente em cada grupo.

2.8 Etica
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CAAE:
76599817.6.0000.0121, nimero do parecer: 2.537.090) e pelo Comité de
Etica Médica dos dois hospitais. E, esté inscrito no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos sob o nimero RBR-65b8f4.

2.9 Andlise estatistica
Para as analises estatisticas, o teste ndo paramétrico ANOVA foi utilizado
para detectar diferengas entre os trés grupos no momento basal e
intragrupo no momento final, seguido pelo pds-teste ndo paramétrico de
comparacdo multipla de Dunn, cujo objetivo foi verificar diferencas em
uma amostra pequena. Os valores foram expressos como score mean
difference (SMD), indicando a diferenca entre subgrupos do momento
basal (t0) e final (t1) de cada um dos trés grupos suplementados, assim,
ele expressa uma medida de efeito pela média do escore de classificacdo
das observagGes do subgrupo t0 menos a do subgrupo t1, de cada grupo
(DUNN, 1961).
O teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar mudanca no controle
bioguimico e indicadores nutricionais intragrupo para Vvariaveis
guantitativas e o teste de qui-quadrado de McNemar paras as variaveis
qualitativas. Para a comparacdo entre as clinicas de dialise (A e B), foi
utilizado o teste de Mann-Whitney nas varidveis quantitativas.
A andlise das diferencas intra e intergrupos em variaveis qualitativas foi
realizada pelo teste qui-quadrado de Pearson. As variaveis quantitativas
foram expressas como mediana e intervalos interquartis (1Q25; 1Q75) e
as quantitativas como valor absoluto e percentual.
Os resultados foram exibidos como graficos boxplot, e nestes, o grupo
vitamina C foi colorido diferentemente dos demais grupos, pois durante
0 processo de randomizacéo cega, sua codifica¢do era grupo 1 (o primeiro
grupo), deste modo, o pds-teste comecou as analises intergrupos pelo
grupo vitamina C no momento inicial.
Todas as andlises foram realizadas no programa estatistico Stata 15.1 ®
(Stata Corporation, College Station, Estados Unidos) e valores de p <
0,050 foram considerados como estatisticamente significativos.
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3. Resultados

3.1 Pacientes

A Clinica A completou o estudo com 6 pacientes por grupo (fig. 1),
apresentando 18,2% (n = 4) de perdas durante o seguimento. A Tabela 1
mostra as caracteristicas basais nos trés grupos, com amostra total de 18
pacientes. Na clinica A, a maioria dos pacientes era do sexo feminino
(72,2%, n = 13), com idade média de 55 (50 - 62) anos e 0 amostra foi
estratificada adequadamente nos grupos pela frequéncia de HD (tabela 1).
Na amostra total (n=18), 44,0% (n = 8) apresentaram nefropatia
hipertensiva e 33,3% (n = 6) nefropatia hipertensiva + diabética, como as
principais causas primarias de DRC.

Figura 1. Fluxograma da amostra na clinica A.

Elegiveis parainclusio (n=22)

Randomizacio
Perdas no seguimento: Perdas no seguimento: Perdas no seguimento:
Razdes pessoais (n=1) Razdes pessoais (n=1) Sintomas gastrointestinais
Sintomas gastrointestinais (=1)

@=1)

PSL Vitamina C PSL + vitamin C
ﬂ (=6) (0=6) (n=6)

PSL.: proteinas do soro do leite

A clinica B ndo conseguiu uma estratificacdo adequada pela frequéncia
de HD no grupo PSL e PSL + Vitamina C, devido as perdas durante o
seguimento (fig. 2). Assim, esses grupos concluiram o estudo com 80,0%
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(n = 4) dos pacientes em HD 3 vezes por semana e 75,0% (n = 3) em HD
2 vezes por semana, respectivamente (tabela suplementar 3).

Figura 2. Fluxograma da amostra na clinica B.

Elegiveis para inclusio (n=22)

Randomizaciio
v
Vitamina C
(n—7) (n=7)
| A A
a Perdas no seguimento: Perdas no seguimento: Perdas no seguimento:
‘E. Condigéo clinica (n=2) Razdes pessoais (n=2) Razdes pessoais (0= 1)
@ Outro (n=1) Sintomas gastrointestinais
< (=3)
P
3
=2
<
g
£
w
®
PSL Vitamina C PSL + vitamina C

E (n=3) (n=4) (n=4)

PSL: proteinas do soro do leite

Como a estratificacdo foi priorizada neste protocolo de estudo, a clinica
B foi excluida das anélises finais, razes de exclusdo e caracteristicas
basais estdo disponiveis em materiais suplementares (tabelas
suplementares 3 e 4). Além disso, houve diferenca significativa em
indicadores bioquimicos entre a clinica A e B no inicio do estudo (tabela
suplementar 5), o que inviabilizou a soma das amostras provenientes das
duas clinicas.

3.2 Dados basais
A Tabela 1 mostra as caracteristicas basais entre os trés grupos da clinica
A. Ndo houve diferengas nas caracteristicas clinicas entre 0s grupos.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e nutricionais no momento basal da amostra.

Sexo
Feminino
Idade (anos)

Tabagismo
Ex-fumante

Fumante
Nunca fumou
Causa primaria da DRC
Nefropatia hipertensiva

Nefropatia diabética

Nefropatia hipertensiva +
diabética
Outro
Tempo em HD (meses)
Frequéncia de HD (semanal)
2 vezes
3 vezes
Indicadores nutricionais
IMC (kg/m?)
< 23 kg/m2

ASG-7p (pontos)

Risco muito leve de desnutrigédo
a bem nutrido (6 ou 7)
Desnutricéo leve a moderada (3
ab)

Desnutricdo severa (1 ou 2)

Grupos
PSL Vitamina C vitaprfihe:-c
&) (n=6) i
4 (66,7%) 4 (66,7%) 5 (83,3%)
610 (27,0-66,0)  °H0(53.0- 56,0 (50,0-62,0)
55,0)
2 (33,3%) 3 (50,0%) 2 (33,3%)
0 (0,0%) 1(16,7%) 0 (0,0%)
4(66,7%) 2 (33,3%) 4(66,7%)
1(16,7%) 2 (33,3%) 5 (83,3%)
1(16,7%) 0 (0,0%) 0(0,0%)
3 (50,0%) 2 (33,3%) 1(16,7%)
1(16,7%) 2 (33,3%) 0(0,0%)
11,5 (7,0-
22,0 (12,0-28,0) A 23,0 (15,0-31,0)
3 (50,0%) 4(66,7%) 3 (50,0%)
3 (50,0%) 2 (33,3%) 3 (50,0%)
244(190-316) 284250 28,7 (26,2-37,0)
31,8)

3 (50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
55 (50-7.0) 50 (50-6,0) 50 (5,0-6,0)8
3 (50,0%) 2 (33,3%) 2 (33,3%)

3 (50,0%) 4(66,7%) 4 (66,7%)

0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Valor de p

0,758%

0,727°

0,5442

0,220°

0,130°

0,799%

0,484°

0,027%*

0,753°

0,792°
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(Continuacao) Tabela 1. Caracteristicas clinicas e nutricionais no momento basal
da amostra.

Grupos
. . PSL +
PSL Vitamina C Lo
- - vitamina C Valor de p
(n=6) (n=16) (n=6)
IGRN (pontos) 97,5 104,0 b
(87,4-107,7) (100,8-106,7) 104,2 (95,7-120,1) 0,547
S isco de d tricdo (> 98
em risco de desnutrigéo (> 98) 3 (50,0%) 5 (83,3%) 4(66.6%)
Baixo risco de d tricdo (92
T rigo (922 ) (16,7%) 0 (0,0%) 1(16,7%) 0,736°
Desnutricdo moderada a severa 0 o 0
< 92) 2 (33,3%) 1 (16,7%) 1 (16,7%)
22,0 24,0 24,0 b
FAM (ko) (16,0-22,0)° (24,0-36,0) (20,0-24,0) 0,280
Mulheres < 18.0 kg 1(16,7%) 0 (0,0%) 1 (16,7%) 0,8012
Homens < 28.5 kg 1 (16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
PEW 3(50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0,020%*

Nota: Valores para varidveis categoricas foram estdo expressos com valor absoluto
(porcentagem); valores de variaveis quantitativas sao expressos como mediana (intervalo
interquartil 25-75), 8: dado de 1 paciente faltando. Abreviac&o: PSL: Proteinas do soro
do leite; DRC: Doenca renal cronica; HD: hemodialise; IMC: indice de massa corporal;
ASG-7p: Avaliacdo subjetiva global de 7 pontos; IGRN: indice geriatrico de risco
nutricional; FAM: Forga de aperto da médo; PEW: Protein energy wasting. Analise
estatistica: ®: Qui-quadrado de Pearson; > ANOVA n&o paramétrica; * p < 0.050.

De acordo com indicadores nutricionais, a amostra total (n = 18)
apresentou mediana do IMC de 28,47 (24,98-31,76) kg/m?2 e a maioria dos
pacientes estavam > 23,0 kg/m? (83,3%, n = 15). A pontuacdo mediana
da ASG-7p foi de 5,0 (5,0-6,0), destes, 61,1% (n = 11) foram
diagnosticados com desnutrigdo leve a moderada e 38,9% (n = 7) com
risco muito leve de desnutri¢do a bem nutrido.

A pontuagdo mediana do IGRN foi de 103,38 (91,84-107,73), dos quais,
66,7% (n = 12) ndo apresentaram risco de desnutricdo, 11,1% (n = 2)
estavam com baixo risco e 22,2% (n = 4) apresentavam desnutri¢do
moderada a severa. A mediana da FAM foi de 32,0 (30,0-36,0) kg e 22,0
(20,0-24,0) kg em homens e mulheres, respectivamente. Além disso, o
PEW foi diagnosticado em 3 pacientes (18,8%). A Tabela 1 mostra
diferencas significativas entre os grupos no diagnéstico de desnutri¢do
pela classificagdo do IMC (p = 0,027) e PEW (p = 0,020), devido a 50,0%
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(n = 3) dos pacientes do grupo PSL apresentarem caracteristicas de
desnutricdo nas duas condigdes.

A tabela 2 mostra os indicadores de controle bioquimico (Kt/V, albumina,
fosforo e potassio séricas) e biomarcadores do EO (GSH, GSSG,
GSH:GSSG, GPx-1, MDA e vitamina C) no momento basal.

Tabela 2. Indicadores basais de controle bioquimico e biomarcadores do estresse oxidativo
em pacientes por grupo.

(18,71-21,35)

(18,97-21,56)

(18,73-20,88)

Grupos
PSL Vitamina C ) P_SL + Valor de p
(n=6) (n=6) vitamina C(n=6)
Controle bioquimico
Adequagcéo de diélise (Kt/V) 1,49 (1,27-1,68) 1,38 (1,33-1,48) 1,49 (1,27-1,68) 0,308
Albumina (g/dL) 3,3(3,3-3,5) 3,3(3,1-3,6) 3,4 (2,9-3,5) 0,930
Fésforo (mg/dL) 5,45 (4,7-5,8) 5,7 (5,2-5,9) 6,65 (5,5-7,0) 0,132
Potéssio (MEg/L) 5,5 (5,0-5,8) 4,55(3,9-5,1) 5,35 (4,8-6,0) 0,259
Biomarcadores do EO
Sangue total
GSH (umol/g Hb) 6,65 (6,21-6,91) 6,38 (5,56-7,10) 5,77 (5,04-6,37) 0,103
GSSG (nmol/g Hb) (10,;%3,97) (8,710‘{’11;85) (2,38113,25) 0.074
GSH:GSSG 0,35 (0,30-0,63) 0,45 (0,40-0,78) 0,75 (0,40-2,40) 0,100
Hemacias
GPx-1 (U/mg Hb) 3,45 (2,15-4,38) 4,18 (2,43-5,96) 5,12 (1,83-7,91) 0,587
Plasma
MDA (M) 0,79(0,73-0,90) 0,78 (0,75-0,83) 0,81 (0,78-0,90) 0,552
Vitamina C (uM) 19,7 20,21 19,30 0,692

Nota: Valores para variaveis categoricas estdo expressos com valor absoluto
(porcentagem); valores de varidveis quantitativas sdo expressos como mediana
(intervalo interquartil 25-75). Abreviacao: PSL: proteinas do soro do leite; EO:
estresse oxidativo; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; Hb:
hemoglobina MDA: malondialdeido; GPx-1: glutationa peroxidase-1. Analise
estatistica: ANOVA ndo paramétrica.

Entre a amostra total (n = 18), a mediana de Kt/V foi 1,44 (1,33 - 1,69) e
de albumina: 3,35 (3,20 - 3,50) g/dL. Valores medianos de fosforo e
potassio séricos foram de 5,75 (5,20 - 6,40) mg/dL e 5,20 (4,70 - 5,80)
mEQ/L, respectivamente. Nos biomarcadores da GSH, a amostra total (n
= 18) apresentou medianas no MDA de 0,80 (0,76-0,84) uM; vitamina C
de 19,72 (18,91-21,06) uM, GSH de 6,31 umol/g Hb (5,60-6,88); GSSG
de 11,84 (9,19-18,15) nmol / g Hb; razdo GSH:GSSG de 0,45 (0,40-0,70)
e GPx-1: 3,82 (2,32-5,94) U / mg Hb. Néao houve diferencas estatisticas
intergrupos nas caracteristicas basais de controle bioguimico de EO
(tabela 2).
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3.3 Perdas no seguimento

A tabela 3 e a tabela suplementar 4 apresentam os motivos para a exclusao
de pacientes ao longo das 8 semanas de suplementacdo, na clinica A e B
(respectivamente). Os pacientes da clinica A e B foram somados no
momento basal perfazendo, no total, 44 individuos (22 em cada clinica).
Os principais motivos para a exclusdo de pacientes em ambas as clinicas
durante o seguimento foram: condicéo clinica (h = 2) no grupo PSL,
razdes pessoais (n = 3) (principalmente devido ao sabor, n = 2) no grupo
da vitamina C e sintomas gastrointestinais (n = 4) no grupo PSL +
vitamina C.

Tabela 3. Razdes para a exclusdo de pacientes durante a suplementacéo de 8 semanas
na clinica A.

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C
(=2 (=1 (=1
Pessoal
Sabor 1 (50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Auséncia na coleta de sangue 0 (0,0%) 1 (100,0%) 0(0,0)
Sintomas gastrointestinais
Nausea e vomito 1 (50,0%) 0 (0,0%) 1 (100,0%)

Nota: Valores para varidveis categoricas foram estdo expressos com valor
absoluto (porcentagem). Abreviagdo: PSL: proteinas do soro do leite.

3.4 Indicadores nutricionais
Como esperado, os indicadores nutricionais ndo mostraram mudancas
significativas apds 8 semanas de suplementacdo (tabela suplementar 6).

3.5 Controle bioguimico
A tabela suplementar 7 mostra os parametros de controle bioguimico
(kt/V, albumina, fosforo e potassio) apds 8 semanas de suplementacéo.
N&o foram observadas mudangas significativas.

3.6 Desfechos
A Tabela 4 demonstra o efeito da suplementacdo em biomarcadores de
EO nos pacientes por grupo. De acordo com o SMD, todos 0s grupos
tiveram uma inclinagcdo para aumentar as concentraces de GSSG e GSH
no momento final (figura 3), mas entre eles, apenas o grupo PSL +
vitamina C apresentou resultado estatistico no aumento do GSSG (p =
0,005) (figura 3B).
Além disso, os grupos PSL + vitamina C e vitamina C mostraram uma
razdo GSH:GSSG menor (- 16,4 SMD e - 11,8 SMD, respectivamente),
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enquanto o grupo PSL apresentou uma relacdo maior da GSH:GSSG ap06s
a suplementacdo (+ 3,8 SMD) (fig. 4A) (tabela 4). Todos 0s grupos
apresentaram aumento ndo significativo na atividade da GPx-1, mas o
grupo PSL mostrou melhor resultado quando comparado aos demais
grupos (ndo significativo) (fig. 4B) (tabela 4).

Ainda, todos o0s grupos apresentaram aumento na concentracdo
plasmatica de vitamina C (figura 5A), mas somente 0s grupos PSL +
vitamina C e vitamina C aumentaram significativamente (tabela 4). Por
fim, todos os grupos diminuiram as concentracdes de MDA, mas 0s
grupos suplementados com PSL tiveram resultados mais expressivos
(grupo PSL.: -15,3 SMD e grupo PSL + vitamina C: -15,8 SMD) do que
0 grupo vitamina C (- 4,4 SMD) (n&o significativos) (figura 5B, tabela 4).



Tabela 4. Efeito da suplementacdo em biomarcadores do estresse oxidativo na amostra.
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Momento

Sangue total
GSH
(umol/g Hb)

GSSG
(nmol/g Hb)

GSH:GSSG

Hemécias
GPx-1
(U/mg Hb)
Plasma

MDA
(™)
Vitamin C
(™)

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C
(n=6) (n=16) (n=6)
Basal Final SMD p Basal Final SMD p Basal Final SMD p
6,65 15,95 6,38 8,20 577 13,10
G269 (22818200 TP OB gsera0  gasi21e P 0T goaeay  ssosey MO OO
1822 28,20 14,13 33,50 8.15 39,20
(1031:22.97)  (2045-4677) 98 1000 751885 (21,754348) 48 0221 (oa0l325) (27926050 *2L8  0.005%
0,35 0,55 045 0,30 - 075 0,30
(0,30-0,63) (0,35-0,65) *38 1000 049078 (025043 118 785 (040-240) (018050 64 0101
345 11,90 418 11,05 512 15,40
(215-438)  (5502180) ‘168 0085 3506 (rasa37e) P27 086 183791y (503_2650) ‘120 0728
0,79 0,40 078 0,50 0,81 0,35
(0,73-0,90) (0,38-0,50) 183 0110 (475.0,83) ©4017) 44 L0005 78.0.90) (025065 158 0139
19,75 32,45 s ouTs 20,21 35,40 82 00ur 19,30 33,40 200 0012+

(18,71-21,35)

(29,37-36,30)

(18,97-21,56)

(31,15-40,80)

(18,73-20,88)

(30,18-49,35)

Nota: valores de varidveis quantitativas sdo expressos como mediana (intervalo interquartil 25-75). Abreviacdo: PSL: proteinas do soro do
leite; SMD: score mean diference; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; Hb: hemoglobina MDA: malondialdeido; GPx-1:
glutationa peroxidase-1. Analise estatistica: ANOVA ndo paramétrica, seguida do teste de comparagdo multipla de Dunn; * p < 0,050.
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Figura 3. Grafico boxplot das concentragfes de glutationa reduzida (GSH, A) e
oxidada (GSSG, B) nos trés grupos, nos momentos basal (t0) e final (t1).
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Nota: O grupo da vitamina C (V) no inicio do estudo (t0) esta colorido diferente dos
demais grupos e momentos, pois quando o pos-teste foi aplicado, este grupo no t0 foi
considerado para iniciar as comparagdes. Abreviaturas: PSL: proteinas do soro do
leite; V: vitamina C. Andlise estatistica: pds teste de compara¢do multipla de Dunn; *

Figura 4. Grafico boxplot da razdo glutationa reduzida e oxidada (GSH:
GSSH, A) e da atividade da glutationa peroxidase (GPx-1, B) nos trés grupos,
nos momentos basal (t0) e final (t1).
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Nota: O grupo da vitamina C (V) no inicio do estudo (t0) esta colorido diferente
dos demais grupos e momentos, pois quando o pds-teste foi aplicado, este grupo
no t0 foi considerado para iniciar as comparagdes. Abreviaturas: PSL: proteinas
do soro do leite; V: vitamina C. Analise estatistica: pds teste de comparagao
maltinla de Dunn.
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Figura 5. Grafico boxplot das concentracbes de vitamina C (A) e do
malondialdeido (MDA, B) nos trés grupos, nos momentos basal (t0) e final (t1).

s
=
= 10 TS ~
= i3] 2 = ]
05 @
00
0 t 0 t1 10 t
PSL v PSL+V PSL v PSL+V

Nota: O grupo da vitamina C (V) no inicio do estudo (t0) esta colorido diferente
dos demais grupos e momentos, pois quando o pos-teste foi aplicado, este grupo
no t0 foi considerado para iniciar as comparagfes. Abreviaturas: PSL: proteinas
do soro do leite; V: vitamina C. Andlise estatistica: pos teste de comparacdo
multipla de Dunn; * p <0,050.

4. Discussdo

Este estudo clinico piloto foi bem tolerado por pacientes em HD na clinica
A e anossa hipotese da acdo sinérgica positiva da suplementacéo de PSL
e da vitamina C em biomarcadores do EO ndo foi confirmada.

O grupo PSL + vitamina C néo apresentou uma razdo GSH:GSSG maior
gue os demais grupos apos 8 semanas de suplementacéo, pelo contrario,
aumentou significativamente a concentracdo de GSSG e demonstrou
inclinagdo para diminuir a razdo GSH:GSSG. Entretanto, destaca-se que
este grupo apresentou uma razdo GSH:GSSG superior aos demais no
momento basal (grupo PSL + vitamina C: 0,75; grupo PSL: 0,35; grupo
vitamina C: 0,45), o que pode indicar um melhor controle do EO (LU,
2013). Deste modo, mesmo com o maior controle do EO na GSH:GSSG,
0 grupo PSL + vitamina C apresentou a maior diminui¢do desta razéo
apos a suplementacdo (- 16,4 SMD), assim, sugere-se 0 possivel efeito
pré-oxidante da vitamina C em biomarcadores do EO neste grupo (fig. 6).
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Figura 6. Mecanismo hipotético da suplementagéo de proteinas do soro do leite (PSL) e vitamina C em pacientes com doenca renal cronica em hemodialise: (1) As PSL
fornecem cisteina, que é instavel extracelularmente, onde se auto oxida a cistina. Apds a entrada na célula, a cistina é rapidamente hidrolisada para formar duas moléculas
de cisteina. Em seguida, ocorrem as reagdes sequenciais para adicionar cisteina e glutamato pela glutamato-cisteina ligase, seguida pela adigéo de glicina, catalisada pela
glutationa sintetase para formar a glutationa (GSH). (2) A concentracdo de GSH pode aumentar e melhorar a sua agéo antioxidante local, por meio de duas glutationa (2
GSH) inibindo diretamente uma molécula de peréxido de hidréxido (H202) e formando 2 moléculas de dgua (2 H20) e 1 de glutationa oxidada (1 GSSG), reacéo catalisada
pela glutationa peroxidase (GPx). (3) A GSSG é reduzida novamente a 2 GSH, pela enzima glutationa redutase (GR) usando a molécula NADP(H). (4) A suplementacido
de vitamina C melhora a concentragdo plasmaética dessa vitamina, o que pode aumentar o seu mecanismo de reciclagem pela oxidacéo de GSH, produzindo mais GSSG.
No entanto, a reciclagem de vitamina E e a atividade de GR podem n&o estar aumentando proporcionalmente, resultando em um pequeno decréscimo na concentracdo de
malondialdeido (MDA) e uma razdo mais oxidada de GSH:GSSG, devido a uma formagao excessiva de GSSG.
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PSL: Proteinas do soro do leite; GR: glutationa redutase; GPx: glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; MDA: malondialdeido.
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A sintese enddgena da GSH in vivo ocorre por duas etapas sequenciais,
com atividade enzimatica, na (1) formagao de y-glutamilcisteina a partir
de glutamato e cisteina e, (2) forma¢do de GSH a partir de vy-
glutamilcisteina e glicina. Na primeira etapa, a enzima responsavel, a
glutamato-cisteina ligase, tem sua atividade modulada pela
disponibilidade de cisteina, que desempenha a¢do limitadora essencial na
sintese da GSH (LU, 2013; MEISTER; ANDERSON, 1983; RICHMAN;
MEISTER, 1975).

As PSL fornecem cisteina, que € instdvel no meio extracelular onde se
auto oxida prontamente & cistina. Apds a entrada na célula, a cistina é
rapidamente hidrolisada para formar duas moléculas de cisteina, que
podem, entdo, participar da biossintese de GSH (FALKOWSKI et al,
2018; IGNOWSKI et al, 2018; BUMRUNGPERT et al, 2018; WINTER
et al, 2017; CHENG et al, 2017; MCPHERSON; HARDY, 2011;
MORENO et al, 2005; KENT; HARPER; BOMSER, 2003; GREY et al,
2003).

Quando a cisteina é suplementada de forma isolada, ela ¢
preferencialmente utilizada como substrato pelo colon, estémago,
pancreas e baco, sugerindo que a cisteina dietética contida nos peptideos
e proteinas (como nas PSL) seja mais efetiva no aumento do metabolismo
da cisteina e de suas fungdes especificas, como a biossintese GSH
(MCPHERSON; HARDY, 2011).

A acdo antioxidante direta da GSH é desempenhada pela a atividade da
GPx. Esta enzima catalisa a neutralizacdo do peroxido de hidrogénio e
gera agua e GSSG, que é posteriormente reduzida novamente a GSH pela
acdo da glutationa redutase (LU, 2013; MEISTER; ANDERSON, 1983;
RICHMAN; MEISTER, 1975).

Estudos in vitro evidenciam a relacdo de PSL com a GSH, preservando
ou aumentando significativamente a sua concentracdo (WINTER et al,
2017; CHENG et al, 2017; KENT; HARPER; BOMSER, 2003). Além
disso, em experimentos com ratos e camundongos foi observado o mesmo
efeito (FALKOWSKI et al, 2018; IGNOWSKI et al, 2018). Em ensaios
clinicos, os resultados corroboram os achados in vitro e experimentais.
Em criangas portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
observou-se que as PSL, além de estimular a sintese de GSH,
possivelmente estariam associadas a menor ocorréncia de outras
infeccfes (MORENO et al, 2005). Com a suplementacdo em pacientes
com cancer, também houve aumento nas concentracdes de GSH e
melhora do estado nutricional e imunoldgico durante o tratamento
quimioterapico (BUMRUNGPERT et al, 2018). Além disso, na fibrose
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cistica foi verificado o aumento de GSH e a diminui¢do do EO em
pacientes suplementados (GREY et al, 2009).
Por sua vez, em pacientes com DRC em HD ndo ha estudos que
analisaram a suplementacdo de PSL e biomarcadores da glutationa.
Portanto, compreende-se que a cisteina obtida pela suplementacéo de PSL
pode, também, aumentar a sintese enddgena de GSH em outras doencas
crénicas (MCPHERSON; HARDY, 2011).
Todavia, no presente estudo, o grupo da vitamina C também aumentou a
concentracdo de GSH (+11,8 SMD), mas esse aumento foi menor do que
nos grupos suplementados com PSL (cerca de +16,0 SMD). Essa elevacéo
da GSH no grupo vitamina C, pode ter ocorrido em funcdo da maior
disponibilidade dessa vitamina aumentar sua reciclagem pela acdo da
GSH, o que pode ter influenciado positivamente esse acréscimo na
concentracdo da GSH (SHANG, 2003).
Observou-se também uma inclinagdo a diminuir a relagio GSH:GSSG
nos grupos suplementados com vitamina C (grupo PSL + vitamina C = -
16,4 SMD; grupo vitamina C = - 11,8 SMD), o que n&o foi encontrado no
grupo PSL (+3,8 SMD).
Essa condigdo foi apresentada em estudo similar com pacientes em HD,
guando foi suplementado: 0,25 g de vitamina C, 3 vezes por semana, apos
a sessdo de HD por 8 semanas, € observou-se a mesma tendéncia de
diminuir a razo GSH:GSSG, além de, aumentar discretamente a
concentracdo de deidroascorbato (forma oxidada de vitamina C)
(FUMERON et al, 2005). Portanto, os possiveis efeitos pro-oxidantes da
vitamina C néo sdo excluidos.
A vitamina C age como um pré-oxidante devido a reacdo de Fenton, que
converte o Fe** em Fe?* e catalisa a formacédo de espécies reativas de
oxigénio (HERBERT, 1996; MINETTI et al, 1992). Entre os pacientes
em HD, a administracdo intravenosa de compostos com ferro é uma
pratica comum para o tratamento da anemia, sendo bem reconhecida a sua
relacdo com o EO (LIAKOPOULOS et al, 2017). No presente estudo,
nenhum paciente recebeu esse tratamento intravenoso nos dias de coleta
de sangue (no momento basal e final).
Foi observada uma maior tendéncia ao aumento da atividade da GPx-1 no
grupo de PSL (+16,8 SMD) quando comparado aos grupos
suplementados com vitamina C (cerca de +12,0 SMD) (n&o significativo
estatisticamente), o que sugere uma inclinagdo para uma melhor resposta
na acdo antioxidante direta da GSH, uma vez que, essa enzima atua
especificamente na neutralizagdo do peroxido de hidrogénio (LU, 2013).
Como esperado, o0s grupos suplementados com vitamina C
apresentaram um aumento significativo na concentracdo plasmatica desta
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vitamina, porém, o grupo PSL mostrou aumento expressivo desta
vitamina (ndo estatistico), o que pode ter refletido o aumento no consumo
recente de alimentos fontes de vitamina C (CHAZOT; KOPPLE, 2013;
DEHGHAN et al, 2007). Os trés grupos iniciaram o estudo com
concentragdes de vitamina C plasmatica abaixo de valores consideraveis
adequados de 22 a 85 umol/L (INSTITUTE OF MEDICINE, 2000). O
grupo PSL apresentou mediana de 19,75 pmol/L, grupo vitamina C de
20,21 pumol/L e grupo PSL + vitamina C de 19,30 umol/L. Entretanto,
compreende-se que pacientes em HD podem mostrar frequentemente
valores < 10 pmol/L de vitamina C plasmatica (WANG et al, 1999;
JACKSON et al, 1995). Ainda, estudo com 91 pacientes indicou que
concentracdes plasmaticas baixas de vitamina C foram significativamente
associadas a presenca de comorbidades e mortalidade na HD (DASHTI-
KHAVIDAKI et al, 2011). Ap6s 8 semanas de suplementacdo, todos 0s
grupos ficaram dentro do intervalo consideravel adequado com mediana
de 32,45 pumol/L, 35,40 pmol/L e 33,40 umol/L nos grupos PSL, vitamina
C e PSL + vitamina C (respectivamente).

No entanto, o grupo vitamina C apresentou uma menor inclinagdo para
diminuir a concentracdo de MDA (- 4,4 SMD) quando comparado aos
grupos suplementados com PSL (cerca de -15,0 SMD), sugerindo uma
tendéncia ao aumento da a¢do antioxidante da vitamina E (indiretamente)
pela reciclagem de vitamina C (diretamente), quando houve a
suplementacéo com as PSL. Além disso, a suplementacdo de vitamina C
poderia estar facilitando reagdes de oxidacdo na auséncia da vitamina E
(GIULIVI; CADENAS, 1993).

Ensaios clinicos com a suplementacdo oral de vitamina C analisando o
EO em pacientes em HD, mostraram resultados contraditorios em relagéo
ao efeito dose-dependente, duracdo e momento da suplementacdo
(LIAKOPQULOS et al, 2017). Abdollahzad et al (2009) administraram
0,25 g de vitamina C, 3 vezes por semana por 12 semanas e observaram
uma diminuicdo da concentracdo de MDA e aumento na vitamina C
plasmatica. O mesmo resultado foi observado no estudo de Candan et al
(2002), quando 0,25 g de vitamina C foi suplementada diariamente por 8
semanas. No entanto, Ramos e Martinez-Castelao (2008) ndo mostraram
mudanca na concentracdo de MDA ap6s suplementacdo diaria de 0,25 g
de vitamina C por 1 ano.

Em contrapartida, uma diminui¢do nas concentragdes de MDA, pela
suplementacdo de PSL, foi observada originalmente em 2016, quando 23
pacientes em HD foram suplementados com 15,0 g PSL, 3 vezes por
semana, apos a sessdo de HD por 8 semanas. No mesmo estudo, 0 grupo
suplementado com PSL + vitamina E também mostrou uma diminuicéo
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significativa do MDA, quando comparado ao grupo controle (SOHRABI
et al, 2016). Até o0 momento, ndo ha evidéncias sobre a suplementacéo
simultanea de PSL, vitamina C e E em pacientes em HD.

O presente estudo apesenta diversas limitacdes. Primeiramente, deve ser
considerado um estudo piloto com um pequeno tamanho amostral, 0 que
impede a extrapolagdo dos resultados encontrados. Da mesma forma, o
estudo teve a aderéncia subdtima da suplementacdo, uma vez que alguns
pacientes (aqueles em HD 2 vezes por semana) administraram um saché
semanalmente em casa. Além disso, a auséncia de um grupo controle deve
ser considerada como fator limitante deste ensaio clinico.

Outra limitacdo importante foi a impossibilidade de controlar o consumo
alimentar seguindo as recomendacdes da National Kidney Foundation
(NKF-KDOQI, 2000). A NKF-KDOQI (2000) recomenda 3 dias de
registro alimentar em diferentes dias, entretanto, os pacientes deste estudo
mostraram baixa adesdo para registrar a ingestdo alimentar. Contudo, 0s
pesquisadores aplicaram dois recordatérios alimentares de 24 horas em
dias diferentes a fim de viabilizar o controle do consumo alimentar. Em
seguida, quando os dados de ingestdo alimentar foram analisados, a 0s
pacientes apresentaram uma ingestdo energética abaixo de suas taxas
metabolicas basais. Ainda, quando os valores de proteinas consumidas
foram ajustados por energia, a distribuicdo dos valores de proteinas
distorceu expressivamente, ndo representando a realidade da populacéo
estudada (lowa State Universtiy, 2001). Demonstrou-se, entdo, que 0
valor energético ndo estava relacionado ao consumo proteico, 0 que
indica uma avaliacdo ineficaz, resultando em dados néo fidedignos.

A auséncia de analises do estado inflamatério, aliada a falta de dados de
consumo e bioquimicos de outros antioxidantes importantes como o Se,
cuja sintese de GPx é dependente, sdo limitacfes importantes neste
estudo. Assim como, a auséncia da dosagem da glutationa redutase,
enzima fundamental para complementar o mecanismo hipotético (fig.6).
Ainda, a suplementacdo proteica teve padronizacdo de 20 g para todos 0s
pacientes, independentemente do peso e estado nutricional de cada um,
deste modo o resultado encontrado pode ndo transparecer o mesmo efeito
para todos nos grupos PSL, devido as diferencas dose-dependentes
individuais. Entretanto, ndo houve diferenca dos valores de IMC entre 0s
grupos no momento basal. No entanto, considerou-se segura a
suplementacdo de PSL, devido as poucas perdas por sintomas
gastrointestinais nos grupos suplementados com esta proteina (grupo
PSL: 1 perda e grupo PSL + vitamina C: 1 perda).

Apesar das limitagdes, o estudo pode ser caracterizado como original e
relevante, devido ao seu propésito pioneiro de mostrar o efeito da
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suplementacédo de PSL e vitamina C em biomarcadores do EO, uma vez
que a literatura ndo dispde de dados quanto a essa intervencdo. Destaca-
se que, para minimizar os vieses metodoldgicos, aplicaram-se:
randomizacdo, estratificacdo e duplo-cegamento.

5. Conclusdo

Em conclusdo, estes resultados sugerem um efeito pro-oxidante da
vitamina C quando 0,25 g de vitamina C foram administradas com 20,0 g
de PSL, 3 vezes por semana, durante 8 semanas.

Este foi o primeiro estudo a mostrar o efeito de tal suplementacdo em
biomarcadores do EO em pacientes com DRC em HD. Futuros ensaios
clinicos controlados, multicéntricos e de longo prazo sdo necessarios para
esclarecer os resultados encontrados.
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Material suplementar

Tabela suplementar 1. Composi¢do de aminoacidos do modulo proteico.

Aminoacidos essenciais (g) 1 dose (20 g) 3 doses (60 g)

Lisina 1,80 5,40

Treonina 1,40 4,20

Metionina 0,40 1,20

Fenilalanina 0,56 1,68

Triptofano 0,36 1,08

Valina 1,16 3,48

Leucina 2,00 6,00

Isoleucina 1,32 3,96

Aminoacidos condicionalmente essenciais

@

Tirosina 0,56 1,68

Cistefna 0,48 1,44

Histidina 0,36 1,08

Arginina 0,36 1,08

Glutamina 1,08 3,24

Aminoacidos ndo-essenciais (g)

Glicina 0,32 0,96

Alanina 0,96 2,88

Prolina 1,28 3,84

Serina 1,00 3,00

Acido glutamico 2,32 6,96
Acido aspartico/Asparagina 2,08 6,24

Fonte: Ficha técnica do Fresubin® protein powder.
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Tabela suplementar 2. Composicdo nutricional de 20 g do modulo
proteico e seu placebo (farinha de arroz branca).

Composicio nutricional Moédulo proteico Placebo
Energia (kcal) §22?0g) %(,ng)
Proteina (g) 17,6 14
Lipidios (g) 0,2 0,1
Carboidrato (g) <0,2 16,4
Fibra (g) 0,0 0,1
Ca (mg) 12,0 0,0

P (mg) 48,0 0,0
Na (mg) 110,0 0,0
K (mg) 240,0 0,0
Vitamina C (mg) 0,0 0,0
Vitamina E (mg) 0,0 0,0

Fonte: Ficha técnica do Fresubin® protein powder e da farinha de arroz branca
da RisoVita®.
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Sexo
Masculino
Idade (anos)

Tabagismo
Ex-fumante

Fumante
Nunca fumou
Causa primario da DRC
Nefropatia hipertensiva
Nefropatia diabética
Nefropatia hipertensiva + diabética
QOutro

Desconhecida

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C
(n=5) (n=4) (n=4)
3(60,0%) 3 (75,0%) 3(75,0%)

56,0 (28,0-60,0)

1(20,0%)

0 (0,0%)

4 (80,0%)

0 (0,0%)
0 (0,0%)
3 (60,0%)
2 (40,0%)

0(0,0%)

58,0 (50,0-61,0)

2 (50,0%)

0 (0,0%)

2 (50,0%)

1 (25,0%)
1 (25,0%)
2 (50,0%)
0 (0,0%)

0(0,0%)

61,0 (53,0-71,0)

2 (50,0%)

0 (0,0%)

2 (50,0%)

1(25,0%)
0 (0,0%)
2 (50,0%)
0 (0,0%)

1 (25,0%)

Valor de p

0,850°

0,341°

0,557%

0,3422
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(Continuacao) Tabela suplementar 3. Caracteristicas clinicas e nutricionais da amostra no momento basal (clinica B).

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C valor de
(n=5) (n=14) (n=4) p
Tempo em HD (meses) 12,0 (9,0-23,0) 19,0 (8,5-79,0) 7,5 (6,5-40,0) 0,591°
Frequéncia de HD (semanal)
2 vezes 1 (20,0%) 2 (50,0%) 3(75,0%) 0,254%
3 vezes 4 (80,0%) 2 (50,0%) 1 (25,0%)
Indicadores Nutricionais
IMC (kg/m2) 24,7 (23,5-25,0) 25,0 (23,8-28,3) 23,9 (23,1-25,5) 0,862°
< 23 kg/m2 1 (20,0%) 0 (0,0%) 1 (25,0%) 0,579%
ASG-7p (pontos) 4,0 (4,0-6,0) 6,5 (5,5-7,0) 5,0 (4,0-6,0) 0,254°
Risco muito leve de desnutrigdo a bem
nutrido (6 ou 7) 2 (40,0%) 3 (75,0%) 1 (25,0%)
Desnutricédo leve a moderada (3 a 5) 3(60,0%) 1 (25,0%) 3 (75,0%) 0,3442

Desnutricéo severa (1 ou 2) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
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(Continuacao) Tabela suplementar 3. Caracteristicas clinicas e nutricionais da amostra no momento basal (clinica B).

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C valor de
(n=5) (n=12) (n=4) P
IGRN t
GRN (pontos) 104,5 (103,3-110,4) 109,7 (105,9-111,1) 104,5 (100,1-107,5) 0,252
S isco de d trigdo (> 98
em risco de desnutricdo (> 98) 2 (40,0%) 3 (75.0%) 1(25,0%)
Bai i trica 2 t
aixo risco de desnutrigéo (92 to 98) 3 (60.0%) 1(25.0%) 3 (75.0%) 0.344°
Desnutricdo moderada/severa(< 92) 0 (0,0%) 0(0.0%) 0 (0,0%)
FAM (kg) 22,0 (18,0-24,0) 22,0 (20,5-28,5) 22,5 (16,0-28,5) 0,765°
Mulheres < 18,0 kg 1 (20,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0,0712
Homens < 28,5 kg 3(50,0%) 2 (50,0%) 2 (50,0%)
PEW 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,08

Nota: Valores para varidveis categoricas foram estdo expressos com valor absoluto (porcentagem); valores de variaveis
quantitativas sdo expressos como mediana (intervalo interquartil 25-75). Abreviagéo: PSL: Proteinas do soro do leite; DRC:
Doenga renal cronica; HD: Hemodialise; IMC: indice de massa corporal; ASG-7p: Avaliagio subjetiva global de 7 pontos; IGRN:
indice geriatrico de risco nutricional; FAM: Forca de aperto da m&o; PEW: Protein energy wasting. Analise estatistica: a: Qui-
quadrado de Pearson; b: ANOVA ndo paramétrica; * p < 0.050.
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Tabela suplementar 4. RazBes para exclusdo de pacientes durante a
suplementagdo de 8 semanas na clinica B.

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C
(n=2) (n=3) (n=4)
Pessoal
Sabor 0 (0,0%) 2 (66,7%) 1(25,0%)
Sintomas gastrointestinais
Nausea e vomito 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (50,0%)
Dor abdominal e diarreia 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (25,0%)
Condigéo clinica
Tranferéncia de clinica 1 (50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Hospitalizagao seguida de morte 1 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Outro 0 (0,0%) 1 (33,3%) 0 (0,0%)

Nota: Valores para variaveis categoricas foram estdo expressos com valor
absoluto (porcentagem). Abreviacdo: PSL: proteinas do soro do leite.
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Tabela suplementar 5. Comparacdo das caracteristicas clinicas, nutricionais e do estresse oxidativo entre as clinicas A e B.

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C
Clinicas A B A B A B
(n=6) (n=5) P (n=6) (n=4) P (n=6) (n=4) P
Sexo
- 4 2
Feminino (66.7%) (40.0%) 0,39! 4 (66,7%) 1(25%) 0,261 5 (83,3%) 1(25,0%) 0,12t
61,0 56,0 54,0 58,0 56,0 61,0
Idade (anos) (27,0660)  (28,0-60,0) 0.412 (53,0-55,0) (50,0-61,0) 0,392 (50,0-62,0) (53,0-71,0) 0452
Tabagismo
Ex-fumante 2 (33,3%) 1 (20%) 3 (50,0%) 2 (50%) 2 (33,3%) 2 (50,0%)
Fumante 0 (0%) 0 (0%) 0,571 1(16,7%) 0 (0%) 0,65¢ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0,55¢
Nunca fumou 4 (66,7%) 4 (80%) 2 (33,3%) 2 (50%) 4 (66,7%) 2 (50,0%)
Causa primario da DRC
Nefropatia hipertensiva 1(16,7%) 0 (0%) 2 (33,3%) 1 (25%) 5 (83,3%) 1 (25,0%)
Nefropatia diabética 1(16,7%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Nefropatia +
hipertensiva + diabética 3(50,0%) 3 (60,0%) 0,52t 2(33,3%) 2 (50%) 0,60t 1 (16,7%) 2 (50,0%) 0,19
outro 1(16,7%) 2 (40,0%) 2 (33,3%) 0 (0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Desconhecida 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0,0%) 1(25,0%)
22,0 12,0 , 115 19,0 . 23,0 75 ,
Tempo em HD (meses) (12,0-28,0) (9,0-23,0) el (7,0-15,0) (8,5-79,0) 0.39 (15,0-31,0) (6,5-40,0) B
Frequéncia de HD
(semanal)
2 vezes 3 (50,0%) 1(20,0%) 0,341 4 (66,7%) 2 (50,0%) 0,54t 3 (50,0%) 3 (75,0%) 0,45!
3 vezes 3 (50,0%) 4 (80,0%) 2 (33,3%) 2 (50,0% 3 (50,0%) 1(25,0%)
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(Continuacdo) Tabela suplementar 5. Comparagéo das caracteristicas clinicas, nutricionais e de estresse oxidativo entre as clinicas A e B.

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C
Clinicas A B p A B p A B p
Indicadores Nutricionais
MC (kgim) 4,38 éggz 0,89 2843 25,04 0257 28,67 23,88 000
g (18,97-31,60) 5499) : (25,0-31,75) (23,77-28,25) : (26,22-37,0) (23,1-25,46) :
< 23 kg/m? 3 (50%) 1 (20%) 0,35t 0 (0%) 0 (0%) 10t 0 (0%) 1(25,0%) 0,40t
ASG-7p (pontos) 55 4,0 0,222 L 65 0,222 5,0(5,0-6,0) S 0,452
(5,0-7,0) (4,0-6,0) ' (5,0-6,0) (5,5-7,0) ' R (4,0-6,0) '
Risco muito leve de
desnutrigéo a bem 3 (50%) 2 (40%) 2 (33,3%) 3 (75%) 2 (33,3%) 1(25,0%)
nutrido (6 ou 7)
Dﬂfgg;‘;‘g;‘ge;’z; 3 (50%) 3 (60%) 0,61 4 (66,7%) 1 (25,0%) 0,26 4 (66,7%) 2 (50,0%) 0,76
Des”“tr'ga"z)se"era (ou 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
19,0 22,0 24,0 22,0 24,0 22,5
FAM (ko) 150270)  (80240)  O8F (24,0-36,0) (205-285) 0:35 (00240) (60285 %
Mulheres < 18,0 kg 1(16,7%) 1(20,0%) 0,261 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0,0532* 1 (16,7%) 0 (0,0%) 013t
Homens < 28,5 kg 1(16,7%) 3 (50,0%) 0 (0,0%) 2 (50,0%) 0 (0,0%) 2 (50,0%)
IGRN (pontos) 97,47 éggég_ 0082 103,96 109,70 0,202 104,15 104,5 072
(67.39107.73) 100 ' (100,82-106,69)  (105,90-111,10) ’ (95,70-120,1)  (100,1-107,5) '
Sem risco de o o o o o o
desmutricio (> 68) 3 (50,0%) 5 (100%) 5 (83,3%) 4/(100,0%) 4.(66,7%) 4 (100%)
Baixo risco de o 0 q o o a 0 0 a
desnutricao (92 a 98) iL{@er0) 0 (0%) 0.17 0 (0%) 0 (0%) 0,38 1(16,6%) 0 (0%) 0,43
Desnutri¢do
moderadalsevera (< 92) 2 (33,3%) 0 (0%) 1(16,%) 0 (0%) 1(16,7%) 0 (0%)
PEW 3 (50%) 0 (0%) 0,321 0 (0%) 0 (0%) 1,0 0 (0%) 0 (0%) 10
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(Continuacdo)Tabela suplementar 5. Comparagdo das caracteristicas clinicas, nutricionais e de estresse oxidativo entre as clinicas A e B.

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C
Clinicas A B p A B p A B p
Controle bioquimico
Adequacdo de dialise 1,49 1,44 0.892 1,38 1,22 0702 1,60 131 008
(KiV) (1,27-1,68) (1,29-1,54) : (133-148) (0,88-1,63) ' (140-185)  (1,20-1,35) ’
. 33 41 33 a1 34 385
Albumina (g/dL) (3.3-3.5) (3.9-4.3) <00 3136 (3,8-4,25) <0,02 2.9-35) (3.75-41) 0,012
, 545 68 57 455 6,65 65
Fosforo (mgfdL) 4758) (417, b (525.9) (40-78) e (55-7.0) (52-82) R
» 55 50 , 455 56 , 535 53 ,
Potdssio (MEg/L) (50'5.8) (4.9'5.3) 0.41 (39°5.1) (5.256,3) 0.09 (4.86,0) (4,8-5,45) 052
Biomarcadores do EO
6,65 339 637 317 5,77 295
GSH (umolfg Hb) (6,27-6,90) (2.13-354) <001 (5,60-7,03) (2,50-3,90) <001 (512634) (200336 00
18,21 2731 1412 22,74 8,14 37,49
GSSG (nmolfg Hb) (10,38-21,08) a993150) 00" (9641815) (17,84-37,04) 0.06° (2341195)  (542-42,74) 00
. ) 01 , 010 075 0.10
GSH:GSSG (0.3-0,6) (0,1-0,1) <00 (0,40-0,70) (0,10-0,15) <0,01* (040-240) (007020 <00
) 345 911 " 4,17 975 " 5,11 503 ,
GPx-1 (Uimg Hb) (2:32-4,28) @es12oy O (e3sgm) (841-11,30) <00t (193743  (@ge-iLes) O
0,80 077 , ) 0,68 , 081 0,62 .
MDA (M) (0.73-0.84) (74078 04 079(076082) (0,42-0,82) e (079088)  (0,31-0,84) Oy
. 19,75 11,13 20,21 11,07 19,30 11,03
Vitamina C (uM) (887-21,14)  (1092-11,14) 00" (1943%1,51) (10,95-11,32) 0,00 (1890-20,82)  (10,89-11,55) <00

Nota: Valores para variaveis categoricas estdo expressos em valor absoluto (porcentagem); valores de varidveis quantitativas sdo expressos como
mediana (intervalo interquartil 25-75). Abreviagdo: PSL: Proteinas do soro do leite; DRC: Doenga renal cronica; HD: Hemodialise; IMC: indice
de massa corporal; ASG-7p: Avaliacio subjetiva global de 7 pontos; IGRN: indice geriatrico de risco nutricional; FAM: Forca de aperto da mao;
PEW: Protein energy wasting; EO: estresse oxidativo, GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; Hb: hemoglobina MDA:
malondialdeido; GPx-1: glutationa peroxidase-1. Analise estatistica: 1: Qui-quadrado de Pearson; 2: Mann-Whitney; * p < 0.050.
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Tabela suplementar 6. Efeito da suplementacdo em indicadores nutricionais na clinica A.

Grupos
PSL (n= 6) Vitamina C (n= 6) PSL + vitamin C (n= 6)

Momento Basal Final p Basal Final p Basal Final p
IMC (kg/m?) 24,4 (19,0-31,6) 24,6 (18,7-31,6) 046! 28,4 (250-31,8) 29,0(251-315) 0,341 28,7 (26,2-37,0) 27,4 (26,7-38,9) 0,60t
<23 kg/m? 3 (50,0%) 3 (50,0%) 1,002 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,002 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,002

ASG-7p (pontos) 55 (5,0-7,0) 5,0 (5,0-6,0) 0271 50 (5,0-6,0) 6,0 (5,0-7,0) 0,451 50 (5,0-6,0)° 5,5 (5,0-6,0) 0,89
Risco muito leve
de desnutrica
oo nutrido 3 (50,0%) 2 (33,3%) 2 (33,3%) 4 (66,7%) 2 (33,3%) 3 (50,0%)
(6ou?)
Desnutrigdo leve a
moderada 3 (50,0%) 4 (66,7%) 1,002 4 (66,7%) 2 (33,3%) 1,002 4(66,7%) 3 (50,0%) 1,002
(3a5)
Desnutrica
severa (104 2) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0.0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)

FAM (kg) 22,0 (16,0-22,0° 18,0 (18,0-21,0)  0,71' 24,0(24,0-360) 255(23,0-32,0) 1,000 24,0 (20,0-24,0) 18,5(16,0 - 24,0) 0,58t

Z”i‘é“éfgs 1 (16,7%) 1 (16,7%) 1,002 0 (0,0%) 1 (16,7%) 1,002 1 (16,7%) 1 (16,7%) 0,502

f;é“se’l‘(z 1 (16,7%) 1 (16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (33,3%)

IGRN (pontos) 97,5 97,0 091t 104,0 102,3 ool 104,2 1015 0,60t
(87,4-107,7) (88,4 —103,5) ' (100,8-106,7) (100,5-107,7) ' (95,7-120,1) (95,5 - 123,6) ’
Sem risco de
desnutrigio 3 (50,0%) 3 (50,0%) 5 (83,3%) 5 (83,3%) 4 (66,6%) 4 (66,6%)
(>98)
Baixo risco de
desnutricao 1 (16,7%) 0 (0,0%) 1,002 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,002 1 (16,7%) 2 (33,3%) 1,002
(92298)
Desnutrigao
moderadalsevera 2 (33,3%) 3 (50,0%) 1 (16,7%) 1 (16,7%) 1 (16,7%) 0 (0,0%)
(< 92)
PEW 3 (50,0%) 3 (50,0%) 1,002 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,002 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,002

Nota: Valores para variveis categoricas estdo expressos em valor absoluto (porcentagem); valores de variaveis quantitativas sdo expressos como mediana
(intervalo interquartil 25-75). Abreviacao: PSL: Proteinas do soro do leite; IMC: Indice de massa corporal; ASG-7p: Avaliacio subjetiva global de 7
pontos; IGRN: Indice geritrico de risco nutricional; FAM: Forca de aperto da méo; PEW: Protein energy wasting. Analise estatistica: 1Teste de
Wilcoxon; ZQui-quadrado de McNemar.
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Tabela suplementar 7. Efeito da suplementacdo em indicadores de controle bioquimico (clinica A).

Grupos
PSL Vitamina C PSL + vitamina C
(n=16) (n=16) (n=16)
Momento Basal Final p Basal Final p Basal Final p
Adequacao de 1,49 (1,27- 1,43 1,38 1,40 1,49 1,66
dialise (Kt/V) 168) (1,34-1,83) 0463 133-148)  (128-149) 0% (127168  (1.33-191) 0.917
_ 33 34 33 33 34 34
Albumina (g/dL) 3 3’3 5) (3336) 0,308 (3136) @134 0% (2935 (3334) 0,600
) 545 51 57 52 6,65 56
Fosforo (mgfdL) (4 7.58) 4.35.7) 0463 (5.2-5,9) @959 9P 5570 (5.0-5.9) 0.463
" 55 50 455 45 5,35 50
Potéssio (MEG/L) (505 8) (4.85.2) 0463 (3.95.,1) @049 997 4g60) (5.0-5.3) 0.074

Nota: Valores para variaveis categoricas estdo expressos em valor absoluto (porcentagem); valores de varidveis quantitativas
sdo expressos como mediana (intervalo interquartil 25-75). Abreviagdo: PSL: proteinas do soro do leite. Analise estatistica:
Teste de Wilcoxon.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados ndo demonstraram um melhor controle do EO no
grupo suplementado com PSL + vitamina C, mas, um efeito pro-oxidante
da vitamina C.

Observou-se em todos 0s grupos, 0 aumento na concentragdo dos
biomarcadores GSSG e GSH, porém o Unico a mostrar aumento
estatistico da GSSG foi o grupo PSL + vitamina C. Ademais, a razéo
GSH:GSSG apresentou-se mais oxidada nos grupos suplementados com
vitamina C e mais reduzida naquele suplementado apenas com PSL.
Ainda, a atividade da GPx-1 aumentou em todos 0S grupos, mas no grupo
PSL houve melhor inclinagdo ao aumento.

Contudo, os grupos suplementados com PSL mostraram melhor
inclinacdo a diminuir o MDA do que o grupo vitamina C. E, como
esperado, 0s grupos suplementados com vitamina C tiveram aumento
significado na concentracdo plasmatica desta vitamina. Ja no grupo PSL,
observou-se também um aumento, porém ndo estatistico.

O estudo teve varias limitacBes. Primeiramente, deve ser
considerado o pequeno tamanho amostral, 0 que impede a extrapolacdo
dos resultados encontrados. Da mesma forma, o estudo teve a
complacéncia sub-6tima, uma vez que alguns pacientes (aqueles em HD
2 vezes por semana) administraram um saché semanalmente em casa.
Além disso, a auséncia de um grupo controle deve ser considerada como
fator limitante deste ensaio clinico.

Outra limitagdo importante foi a impossibilidade de controlar o
consumo alimentar seguindo as recomendagbes da National Kidney
Foundation (NKF-KDOQI, 2000). A NKF-KDOQI (2000) recomenda 3
dias de registro alimentar em diferentes dias, entretanto, 0s pacientes
deste estudo mostraram baixa adesdo para registrar a ingestdo alimentar
por si mesmos. Contudo, os pesquisadores aplicaram dois recordatorios
alimentares de 24 horas em dias diferentes a fim de viabilizar o controle
do consumo alimentar. Posteriormente, quando os dados de ingestao
alimentar foram analisados, 0s pacientes apresentaram uma ingestdo
energética abaixo de suas taxas metabolicas basais e, ainda, quando
valores de proteinas (g) consumidas foram ajustados por energia, estas
ampliaram sua distribuicdo expressivamente, ndo refletindo a realidade
da populacdo estudada (lowa State University, 2001). Demostrou-se,
entdo, que o valor energético ndo estava relacionado ao consumo proteico,
0 que indica uma avaliag&o ineficaz, resultando em dados néo fidedignos.

A auséncia de andlises do estado inflamatério, aliado a falta de
dados de consumo e concentracBes sanguineas de outros importantes
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antioxidantes como o Se, cuja sintese de GPx é dependente, séo
limitagOes importantes neste estudo. Assim como, a padronizagéo da dose
da suplementacéo proteica a todos os pacientes, independentemente do
peso e estado nutricional.

Apesar das declaradas limitagdes, o estudo deve ser caracterizado
como original e relevante, devido ao seu propdsito pioneiro de mostrar o
efeito das PSL e da vitamina C em biomarcadores do EO nunca
analisados. Além disso, para diminuir os vieses metodoldgicos,
aplicaram-se: randomizacao, estratificagdo e duplo-cegamento.

Este foi o primeiro estudo a mostrar o efeito de tal suplementacao
em biomarcadores do EO em pacientes com DRC em HD. Futuros ensaios
clinicos controlados, multicéntricos, maiores e de longo prazo séo
necessarios para esclarecer os resultados encontrados.
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APENDICES
Apéndice 1. Termo de consentimento livre e esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Efeito da suplementacdo oral de proteinas do soro do leite e acido
ascorbico em marcadores do estado nutricional, parametros
inflamatorios, estresse oxidativo e qualidade de vida: ensaio clinico
randomizado em pacientes submetidos a hemodialise

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa. Por
favor, leia com atencdo as informagdes a seguir e se desejar, discuta com
sua familia e com seu médico, para fazer uma decisdo bem informada.
A pesquisadora principal é professora doutora do Programa de Pds-
Graduacdo em Nutricdo da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). O objetivo do estudo é: Avaliar os marcadores do estado
nutricional, os parametros inflamatdrios, de estresse oxidativo e a
qualidade de vida em pacientes submetidos a hemodialise antes, durante
e apos a suplementagdo de proteinas do soro do leite e/ou de &cido
ascorbico. Cabe ao senhor(a) decidir se ird ou ndo participar. Caso ndo
queira, ndo terd nenhuma desvantagem, inclusive em relacdo ao
tratamento médico e aos cuidados que tenha direito a receber. Se decidir
participar, o(a) senhor(a) ira assinar este termo de consentimento, mas
mesmo depois de assinado estara livre para sair do estudo a qualquer
momento, basta para isso informar a sua desisténcia. Isso ndo
atrapalhard de maneira nenhuma os cuidados que recebera.

Caso aceite participar, no inicio, ap6s 6 semanas € apds 12 semanas,
serdo coletados: dados do prontuario referentes a caracterizagdo, peso,
altura, quatro dobras cuténeas (bicipital, tricipital, subescapular e
suprailiaca), for¢a do aperto da méo, espessura do musculo adutor do
polegar e circunferéncia do braco, da cintura e do quadril. Além da
avaliacdo da composicdo corporal pelo equipamento de impedancia
bioelétrica e aplicacdo de questionarios para diagnostico do estado
nutricional e da qualidade de vida. O senhor (a) sera orientado a
preencher, em casa, registros dos alimentos consumidos em trés dias
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diferentes (um dia de hemodialise, um dia que vocé ndo faca
hemodialise e um dia de final de semana). Podera sentir-se cansado com
as perguntas e avaliacdes, porém se necessitar de uma pausa ou
interrupcdo tem toda a liberdade para fazé-la. Também serd retirado
uma amostra de sangue para avaliacdo biogquimica laboratorial. No
momento da coleta de sangue podera haver alguma dor decorrente da
puncdo da pele. Complicagdes de coleta de sangue rotineira sdo raras e
geralmente de pequeno porte. Se houver pequena perda de sangue no
local da puncéo geralmente ha um pequeno desconforto que desaparece
em poucos dias. Os participantes da pesquisa serdo divididos
aleatoriamente em quatro grupos. Os individuos do grupo 1 irdo
consumir 1 copo de agua (150 mL) com proteinas do soro do leite (17,3
g de proteina) e 0,25 g de vitamina C apds a sessdo de hemodialise, 3
vezes por semana, durante 12 semanas. Os pacientes no grupo 2
receberdo 1 copo de agua (150 mL) com proteinas do soro do leite (17,3
g de proteina) 3 vezes por semana, durante 12 semanas. Os pacientes no
grupo 3 receberam 1 copo de agua (150 mL) com 0,25 g de 4cido
ascorbico 3 vezes por semana durante 12 semanas, e 0s pacientes do
grupo 4 receberdo 1 copo de agua (150 mL) com farinha de arroz
durante 12 semanas imediatamente ap6s a sessdo de hemodialise. A
ingestdo dos suplementos alimentares pode gerar algum desconforto
relacionado a digestdo do alimento, porém o pesquisador e a equipe
estardo aptos a lhe dar assisténcia. O(a) senhor(a) ndo terd nenhum gasto
com a pesquisa e ndo receberd nada financeiramente por sua
participacdo. Os suplementos serdo doados pela pesquisadora, ela
também pagara os exames. Os potenciais beneficios que serdo avaliados
incluem: reducdo da inflamacdo, manutengdo ou melhora do estado
nutricional, melhora da qualidade de vida durante o tratamento.
Contudo, ndo podemos assegurar que 0s mesmos irdo ocorrer. Algumas
informacdes clinicas e de exames laboratoriais serdo coletados de seu
prontuario. As amostras de sangue coletadas serdo armazenadas até o
final da vigéncia do presente projeto em biorrepositério (biofreezer)
localizado em Laboratdrio no Departamento de Nutricdo — UFSC, para
as avaliacOes propostas neste estudo e outras avaliacGes importantes que
possam complementar os resultados desta pesquisa. Uma vez vencido
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esse prazo as amostras serdo descartadas em lixo hospitalar. Garantimos
que as informacdes fornecidas serdo confidenciais, apenas a
pesquisadora e colaboradores terdo acesso aos dados. N&o serdo tiradas
fotos, nem realizadas filmagens ou qualquer tipo de gravacdo das
avaliacfes. Caso seja do seu interesse, todos os resultados das
avaliagGes e acesso as suas amostras coletadas estardo disponiveis, ao
final da pesquisa. Para tanto, basta contatar o pesquisador responsavel,
cujo numero telefonico estd descrito a seguir, identificar-se e declarar
seu interesse nos resultados obtidos de suas avaliagdes. Esta pesquisa
esta pautada nas orientagcBes e recomendacfes da Resolugdo CNS
466/2012 e suas complementares, que trata dos preceitos éticos e da
protecdo aos participantes da pesquisa. A pesquisadora e colaboradores
sempre irdo acompanhar o consumo dos suplementos nas clinicas de
hemodialise. Em caso de alguma duvida ou dificuldade em relacéo ao
estudo, o(a) senhor(a) pode entrar em contato com a pesquisadora
responsavel: Elisabeth Wazlawik ou com a doutoranda Angela
Teod6sio da Silva e a mestranda Mayara Lopes Martins pelos seguintes
meios: telefone fixo: (48) 3721-2281 e (48) 3721-9784; telefone celular:
(48) 99951- 8247, (48)991322424; e-mail: nutri.angela@hotmail.com
ou mayara.lopes.martins@hotmail.com. Se tiver ddvidas sobre seus
direitos, o (a) senhor(a) pode entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa, coordenador Washington Portela de Souza pelo telefone
(48)3721-9206. Ou diretamente no Comité que fica localizado no prédio
da Reitoria I, 4° andar, sala 401, Rua Desembargador Vitor Lima, n°
222, Trindade, Floriandpolis, Santa Catarina.

Fone(s) para contato: ( )ecoceeervrrervniernnennenns () fui esclarecido
sobre a pesquisa: Efeito da suplementacdo oral de proteinas do soro do
leite e 4cido ascorbico em marcadores do estado nutricional, pardmetros
inflamatérios, estresse oxidativo e qualidade de vida: ensaio clinico
randomizado em pacientes submetidos a hemodialise, além de ter lido e
entendido todas as informag@es fornecidas sobre minha participacéo na
pesquisa, tive oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as
minhas ddvidas foram esclarecidas satisfatoriamente. Eu,
voluntariamente, concordo em participar deste estudo e autorizo a coleta
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de informagbGes do meu prontuario, além de autorizar a coleta, o
armazenamento e a utilizacdo de minhas amostras sanguineas pela
pesquisadora para as avaliacfes pretendidas nesta pesquisa. Ao assinar
este termo de consentimento, estou de pleno acordo com os dados a
serem coletados, podendo os mesmos ser utilizados conforme descrito
neste termo de consentimento. Entendo que receberei uma cOpia assina
da deste termo de consentimento.

Florian6polis, de de 20.

Nome e assinatura do participante ou respectivo legal

Profa. Dra. Elisabeth Wazlawik Mestranda Mayara Lopes Martins

Doutoranda Angela Teoddsio Silva
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Apéndice 2. Avaliacdo dos efeitos colaterais da suplementacéo

Semanan® 1 2 3

Clinica:

N° prontuario:

Nome:

6 7 8

Cadigo de randomizacéo:

Sexo: Fem Masc

Sintoma SIM
Dor
abdominal
Constipagao
Nausea
Enjbo
Vémito
Diarréia
Flatuléncia

Outro
(qual?)
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Apéndice 3. Questionario de pesquisa.

Dados gerais

Nome:

Dias de HD:

No prontudrio:
Endereco:
Escolaridade:
Telefone:

Data de nascimento:

Sexo: () Feminino ( ) Masculino

Braco com fistula: () direito () esquerdo

Dominancia da mao: () direito
Causa da DRC:

Tempo de HD:

Comorbidades:

Tabagista: Sim () N° cigarros/dia:

Antropometria

Peso apds HD:

IMC:

Altura:

Circunferéncia
Braquial
Dobra cutanea tricipital
Repeti¢cdes 1 2
FAM

Ne inclus&o na pesquisa:

Data da entrevista:
Turno:

Cddigo randomizagéo:

|dade:

Acesso:

() esquerdo

Nunca_( ) Ex-fumante( ) tempo?

Semana n°

Dados bioquimicos
nPCR

Albumina:

Kt/V:
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Apéndice 4. Nota de imprensa

Pesquisa mostra possivel efeito pro-oxidante de 0,25 g de vitamina
C suplementada com 20 g de proteinas do soro do leite em pacientes
com doenca renal crénica realizando hemodialise.

Pessoas no ultimo estagio da doenca renal cronica precisam de terapia
renal substitutiva (transplante, diélise peritoneal ou hemodialise), sendo
a hemodialise a mais comum no Brasil e no mundo. A hemodialise
funciona por meio de uma méaquina que retira as impurezas do sangue e
restabelece o equilibrio hidroeletrolitico, necessario para a manutencéo
da vida. Durante este processo, além de retirar impurezas, a maquina
deixa passar nutrientes menores sollveis em agua, como a vitamina C e
aminoacidos (constituintes de proteina). Deste modo, recomenda-se
aumentar o consumo alimentar de alimentos fontes destes nutrientes.

No entanto, a dietoterapia, necessaria ao tratamento de hemodialise,
apresenta restri¢cfes alimentares particulares, dentre elas, o controle dos
minerais potassio e fosforo, os quais estdo presentes em alimentos
fontes de vitamina C (frutas, vegetais e leguminosas) e proteinas (carnes
vermelhas, brancas, produtos lacteos e ovos). Desta maneira, 0
individuo em hemodialise pode apresentar declinio do estado
nutricional, e consequentemente, na defesa contra o estresse oxidativo,
devido a diminuicdo da ingestdo de alimentos antioxidantes.

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre 0 aumento dos danos
causados pela oxidacdo de proteinas, gorduras, carboidratos e do
proprio DNA nas células, aliado a insuficiéncia de antioxidantes,
aumentando prejudicialmente o estresse oxidativo e causando maior
dano celular. O controle do estresse oxidativo é importante para
diminuir o agravamento de doencas cronicas, em especial da doenca
renal, pois relaciona-se com o aumento da inflamacédo, desnutricéo,
piora da qualidade de vida e mortalidade por causa cardiovascular,
nestes individuos.

Desta maneira, a suplementacdo de proteinas e vitamina C pode ser
considerada importante para aumentar seu consumo, sem prejudicar o
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controle de potéassio e fosforo, e melhorar as defesas antioxidantes. As
proteinas do soro do leite contém aminoéacidos, entre eles, a cisteina. A
cisteina aumenta a producéo de glutationa, considerada a molécula (de
baixo peso molecular) produzida endogenamente com maior acao
antioxidante. Além da ac¢do direta no controle do estresse oxidativo, a
glutationa também age na reciclagem da vitamina C, o que pode
aumentar, também, a agdo antioxidante desta vitamina no organismo.

Neste contexto, foi desenvolvida uma pesquisa no Programa de Pds-
Graduacdo em Nutricdo da Universidade Federal de Santa Catarina, pela
mestranda Mayara Lopes Martins sob a orientagdo da Prof.2 Dr.?
Elisabeth Wazlawik, com o objetivo de verificar o efeito da
suplementacéo de 20 g de proteinas do soro do leite e 0,25 g de vitamina
C em biomarcadores do estresse oxidativo em pacientes com doenca
renal crénica em hemodialise.

Os pacientes de duas clinicas (clinica A e B) de hemodialise de
Florianépolis receberam suplementacdo com proteinas do soro do leite
com ou sem vitamina C, 3 vezes por semana, apds a sessao de
hemodidlise por 8 semanas. Os biomarcadores glutationa reduzida
(GSH), glutationa oxidada (GSSG), razdo GSH:GSSG, glutationa
peroxidase (GPx), malondialdeido (MDA) e vitamina C foram
analisados em dois momentos: antes e apds a suplementacdo. A clinica
B ndo foi analisada devido as perdas durante o estudo inviabilizarem
uma distribuicdo equivalente da amostra, quanto a frequéncia de
hemodialise dos pacientes.

Apb6s 8 semanas de suplementacdo, observou-se na clinica A um
aumento significativo da GSSG no grupo proteina + vitamina, o que
desencadeou uma inclinacdo uma menor razdo da GSH:GSSG. Além
disto, os dois grupos suplementados com a vitamina C apresentaram
menor aumento da ac¢do antioxidante da GSH, pela atividade da GPx,
quando comparado aquele suplementado apenas com proteina. Os
grupos suplementados com proteina sugeriram maior inclinagdo a
diminuir o MDA (produto de oxidacdo lipidica) do que o grupo
vitamina. E, como esperado, 0s dois grupos suplementados com
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vitamina C tiveram aumento significado desta vitamina no plasma. J&
no grupo proteina, observou-se também um aumento, porém nao
estatistico.

Os resultados indicaram uma possivel agdo pro-oxidante de 0,25 g de
vitamina C quando suplementada ou ndo com 20 g de proteinas do soro
do leite.

O estudo deve ser considerado um piloto de pequeno tamanho amostral,
0 que impede a extrapolacdo dos resultados encontrados. Da mesma
forma, o estudo teve a complacéncia sub-6tima, uma vez que alguns
pacientes (aqueles em HD 2 vezes por semana) administraram um saché
de suplementagdo semanalmente em casa. Outra limitagdo importante
foi a impossibilidade de controlar o consumo alimentar, pois quando 0s
dados de ingestdo alimentar foram analisados, a maioria dos pacientes
apresentou uma ingestdo energética abaixo de suas taxas metabdlicas
basais, o que indica dados nao fidedignos.

Apesar das declaradas limitacGes, a pesquisa deve ser caracterizada
como original e relevante, devido ao seu prop6sito pioneiro de mostrar
o efeito das proteinas do soro do leite e da vitamina C em biomarcadores
da glutationa no estresse oxidativo. Além disso, para diminuir os erros
metodoldgicos, aplicaram-se: randomizacdo, estratificacdo e duplo-
cegamento.

Este foi o primeiro estudo a mostrar o efeito de tal suplementagdo no
em biomarcadores do EO em pacientes com DRC em HD. Futuras
pesquisas clinicas controladas, multicéntricas, maiores e de longo prazo
s80 necessarias para esclarecer os resultados encontrados.

Mais informac6es: Mayara Lopes Martins,
mayara.lopes.martins@hotmail.com ou Elisabeth Wazlawik,
e.wazlawik@ufsc.br

Financiamento: Programa de Pds-Graduacdo em Nutricio da

Universidade Federal de Santa Catarina, Programa de Bolsas

Demanda Social/Coordenacgdo de Aperfeigoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES).


mailto:e.wazlawik@ufsc.br
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ANEXOS
Anexo 1. Ficha técnica do Fresubin® Protein Powder

\‘h FRESENIUS Fresubin® Protein Powder

100% PROTEINA DO
SORO DO LEITE

1 - Nutrientes

Fresubin Protein Powder®

100g Porgéo 5g*
Energia keal 360 18
Proteina 97% VCT g 87 4.4
- Nitrogénio g 13,6 0,7
- Relacao caseinal/proteina do soro do Leite g 0:100 0:100
Lipidio *** 2%VCT g 1 0,05
dos quais -TCL g 1 0,05
SFA*™
- . <0,07 <0,004
il g <0.155 <0,008
€ <0075 <0,004
CHO *** % VCT g =4 <0,05
Fibras g Né&o Contém N&o Contém
Minerais
Sédio mg 550 275
Potassio mg 1200 60
Calcio mg 60 3
Fésforo mg 240 12

* 1 colher medida = 5g

** TCL - Triglicerideos de Cadeia Longa / SFA — Acidos Graxos Saturados / MUFA — Acidos Graxos
Monoinsaturados / PUFA — Acidos Graxos Poliinsaturados

*** Sem adic@o de Lipidio ou CHO — As quantidades inft das s@o apenas

Ficha Técnica Pag 1ded Fresubin® Protein Powder
02set14 Lata 300g
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'h\ FRESENIUS Fresubin® Protein Powder

2 - Fonte de Nutriente

Proteinas 100% Proteina do Soro do Leite
I |
Carboidratos Sem Adicao — apenas residual

Lipidios Sem adi¢ao — apenas residual

3 - Outros Ingredientes
Ocasionalmente Relevantes para o Gerenciamento Dietético

Lactose -)
| |
Colesterol ()
| |
Purina )

Glaten -

- isento de

(-) clinicamente isento de

Ficha Técnica Pag2de4 Fresubin® Protein Powder
02set14 Lata 300g
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\H'\ FRESENIUS Fresubin® Protein Powder

4 - Composicao de Carboidratos

100g 5g
I D
Glicose g N.C* N.C.*
Frutose g N.C* N.C.*
Galactose g N.C.* N.C.*
Maltose g N.C* N.C*
Sacarose g N.C.* N.C.*
Lactose g =1 <0,05

*N.C.: Nao contém

5 - Perfil de Aminoacidos

Indnspensaveis (essenciais)

Treonlna g 0 35
_ [ ]
Fenilalanina g 2,78 0,14
— 009
Valina 0,29
_ — 05
Isoleucina g 0,33
— I
Condicionalmente indispensaveis
Tirosina g 270 014
Cisteina 2,35 0,12
Tauina g — [
Histidina 0,09
— 009
Glutamina g 0,27
_ I
Ficha Técnica Péag 3de4 Fresubin® Protein Powder

02set14 Lata 3009
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g

Dispensaveis (nao- essenciais)
Glicina

Alanina

Prolina

Serina

Acido Glutamico

Acido Aspartico e Asparagina

Fresubin® Protein Powder

g 1,57 0,08
g 4,79 0,24
g 6,35 0,32
g 4,96 0,25
g 15 0,58
g 10,4 0,52

6 - Modo de Preparo

Onst em local seco lnien.l
sofo ao leite, emuisificante (lecnma de soj2). NAO

m devera ser adaptada de acordo com as necessidades de cada pacie

ma do soro do leite para nutri
omm“lo ” NUTRICIONISTA E/OU MEDICO.
PROIBIDO 0 USO POR VIA PARENTERAL.

oL ;’mu“'m, (@  Adicionar essa mistura a 150 mL de liquido quente ou 150 g ge aimento
nte. sélido aquecido, no maximo 10 minutos antes de servir. Nao ferver o

30 enteral. USAR SOB  Alimentos liquidos ou sdlidos em temperatura acima de 70 °C (sem ferver):
50 u“c"'s"’" PARA (@)  dissolver 23 medidores (10-15 g) de pd em uma pequena quantidade de

liquido (25-50 mL) 3 temperatura ambiente.

nm E PREPARO: 0 produto pode ser adicionado a bebidas quentes ou frias e alimento durante ou apds a adig3o do pd.

alimentos sdlidos recém preparados, de acordo com as instrugdes abaixo:

Alimentos ou solidos em temperatura abaixo de 70 °C:
©  misturar 2-3 medidores (10-15 ) de p6 em 150 mi.de liquido ou 1509 de
alimento slido.

7 - Informacgoes adicionais

A dosagem e nimero de porg¢oes ao dia deverao ser adaptados as necessidades de cada
paciente, conforme prescri¢éo de nutricionista e/ou médico

Apos aberta a embalagem, consumir o produto no prazo maximo de 1 més.

Ficha Técnica
02set14

Pag 4 de4 Fresubin® Protein Powder

Lata 300g
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Anexo 2. Laudo do farmacéutico para a vitamina

YVIA

CERTIFICADO DE ANALISE

msume;  ViaminaCRevesbga | iData de Andlise: | 16-03-2018
LoteInterno: | 18007-BoaT-033523 Lole Fabricante: 17120308 -
Dats d Fabricagho: 03922017 Data de Valldade: | 02-12-2019
Drigem: _Ghing _ Progadéncia: Hang Korg
Condigies de Crdem da
Armazenamento; | CTPerElura Ambierse Fracionamente: faaszy
bem: | oo o | AscORE(C ACID
(13 IETIE ~Ie [176.125
Farmala Molecular: | CEHADE |
Testes Especificaga | Resultad Unidads  Feferéncias
— 1 __Cipact | Peslg f tnideds
Crescogin - Cirbrulos, DYaneD S quasn brancy | Corforma Frorcasls
——— ———— . — - —_— ]
= 1
;;:“D:;w oo (18 {8 hovas | B0 ) vacuo 1] o | Fabncarls
- - ; — — S ....i...._ |
Basdus pot lgnigho ® | == 00 | ool LY Fabiicanie
Crume * = 10,0002 Min detectady * Fabrizants
Arsbng = 00002 Feho celciads b Faorcante
Matis Prsados © <= 001 i< B i % | Fabricarte
B B S— _ | I
Fg;;-“““mil Eturol < 5000 | Carigrme | ppm | Fabriearts
T T . 1 .
Taor* 2m 87,0 ims % Fakricaris
Tesie Mersbidgico |
Cont.joal o backean | __ 4y “10 UFEig Fabrioanos ]
e - — ————— ——
Furgoy e eveduras * | == 100 <10 | UFCig | Fairicane
— ——T—— I — . -
_"__"?““ | Busenie | Muserin i Fabrizante
Samorela | Ausanie 'm Fatwicinty
e
Excrmnc ool | Busante Aostnin Fabricanis |
Tedne Ascwngl 1 |
Densidade Acamntn * | Inlormsii [$6m compesiagds) o2 | il MGI -
i |

- ’ |
FanuRacon atten e arkiass seak 2adie 0 | abeiatin e Cos e e Duaiace 5l EMPREE ROWENTOS FARLAZEUTIOOE LTDA. E 66 duria
VHER 158t conkare cerbbeaso de aniakes dg fabicanis,

Concluaba:
Agrovady )
Riprovada {)



168

Anexo 3. Avaliacdo Subjetiva Global de 7-pontos

Avaliagao Global Subjetiva - 7 pontos

Nome: Data:

HISTORIA

PESO/MUDANCA DE PESO

1. Pesoanterior (kg) _ (peso seco de 6 meses atras)

Peso atual (kg) (peso seco hoje)
Perda de peso/ultimos 6 meses (%)/ (Kg): perda desde inicio ou da ultima
AGS.

2. Mudanga de peso nas ultimas 2 semanas: () Semmudan¢a (_) Aumento (_) Redugdo

INGESTAO ALIMENTAR
Sem mudanca (adequada): Sem mudanga (inadequada)

1. Mudanga: ingesto reduzida:

( ) proteina, ( ) Kcal, (tempo observado: )

(_) Apenas liquida () Liquida hipocalérica () Jejum

SINTOMAS GASTROINTESTINAIS

Sintomas Frequéncia Duragéo
(_) Nenhum

(_) Anorexia

() Nausea

() Vomito

(_) Diarréia

Frequéncia: Nunca, diariamente, 2 a 3x/semana: 1 a 2 x/semana Duragdo: > 2 semanas/< 2

semanas
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CAPACIDADE FUNCIONAL

Descrigao Duragao

(_) Sem alteragao

(_) Com alteragao

(_) Dificuldade para deambular .
(_) Dificuldade em realizar atividades (aquelas "normais" ao paciente)
(_) Atividade leve

(_) Sentado/acamado com pouca ou nenhuma atividade

() Melhora para realizar atividades

DOENCAS E COMORBIDADES RELACIONADAS COM AS NECESSIDADES NUTRICIONAIS

Diagnéstico principal: Comorbidades:

Requerimento: (_) Normal (_)Aumentado (_) Reduzido

Estresse metabolico agudo: (_) Nenhum (_) Baixo (_) Moderado (_) Elevado

EXAME FiSICO

(_) Redugdo de gordura subcutéanea (triceps, biceps, peito, abaixo dos olhos)
Todas areas () Algumas éreas ()

(_) Redugdo de muscular (témporas, claviculas, escapulas, costela, quadriceps, panturrilha, joelho e

interésseos)
Todas areas () Algumas dreas ()

(_) Edema (relacionado a desnutricio/usar este item para avaliar mudanga de peso)

Pontuacio Geral

Risco muito leve para desnutri¢ao a bem nutrido = 6 a 7 para maioria das categorias ou com
melhora continuada ou significante.

Desnutri¢ao leve a moderada = 3, 4 ou 5. Sem sinais evidentes de desnutri¢do severa ou de
estado nutricional normal.

Desnutrigdo grave = 1 ou 2 na maioria das categorias/com sinais importantes de
desnutrigdo.



