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RESUMO

BALBINO, Karla Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2020.
Consumo alimentar, biomarcadores de risco cardiometabélico e mortalidade de
individuos em hemodialise (estudo NUGE-HD). Orientadora: Helen Hermana
Miranda Hermsdorff. Coorientadoras: Josefina Bressan e Leidjaira Juvanhol Lopes.

A taxa de mortalidade dos individuos em hemodialise (HD) € alta, sendo os eventos
cardiovasculares uma das principais causas de morte. A inflamacao cronica subclinica e
a hiperhomocisteinemia, comuns nessa doenca, sdo fatores associados ao alto risco
cardiovascular. Por sua vez, o consumo alimentar habitual e nutrientes especificos
exercem papel importante na regulacdo do estado inflamatério cronico e nutricional,
bem como nas concentracdes de homocisteina. Diante disso, o objetivo deste estudo foi
analisar as inter-relacdes entre o consumo alimentar habitual, biomarcadores de risco
cardiometabdlico e mortalidade em individuos em HD. Trata-se de um estudo de coorte
aberta (NUtricdo e GEnética nos Desfechos em HemoDidlise — NUGE-HD).
Participaram da primeira coleta do estudo (2014) 85 individuos (66% homens,
61,6+13,7 anos) em tratamento regular de HD, dos quais foram coletados dados
sociodemogréficos e de satde, antropométricos e de composi¢cdo corporal. O consumo
alimentar foi avaliado por meio de questiondrio de frequéncia de consumo alimentar
(QFCA). Além disso, foram determinados marcadores de controle metabdlico e o 6xido
nitrico foi utilizado como indicador do estresse oxidativo. Na segunda coleta do estudo
(2017), além dos individuos da primeira coleta (n=60) foram recrutados novos
participantes (n=77) (58,4% homens, 61,7£15,4 anos). Nessa etapa, foram coletados
dados sociodemograficos e de saide (apenas com os novos individuos), antropométricos
e de consumo alimentar, também por meio de QFCA. Além disso, realizou-se a
determinagio do potencial inflamatério da dieta pelo cdlculo do Indice Inflamatério da
Dieta (IID®), a avaliacdo do consumo alimentar de acordo com o grau de processamento
dos alimentos pela classificacgdo NOVA e a andlise da proteina C-reativa (PCR) e
homocisteina. A busca do registro dos Obitos foi feita por meio de consulta aos
prontudrios médicos no servico de HD e essas informagdes foram confirmadas no
Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM). Como resultados, durante os trés
anos de acompanhamento dos participantes da primeira coleta do estudo, 16 pacientes

(18,8%) morreram. Pela andlise de riscos proporcionais de Cox, a idade (HR=1,319;



1C95%=1,131-1,538), produto célcio-fésforo (HR=1,111; IC95%=1,031-1,205),
ferritina (HR=1,001; 1C95%=1,001-1,002), 6xido nitrico (HR=1,082; 1C95%=1,006-
1,164) e ingestdo de vitamina C (HR=1,005, IC95%=1,001-1,009) foram positivamente
associados a mortalidade. Ferro sérico (HR=0,717; 1C95%=0,567-0,907), prega cutdnea
tricipital (PCT; HR=0,704; IC95%=0,519-0,954), massa magra (MM; HR=0,863;
1C95%=0,787-0,945) e a relacdo entre gordura monoinsaturada/poli-insaturada da dieta
(HR=0,022; IC95%=0,001-0,549) foram preditores negativos da mortalidade. Apds dois
anos de seguimento dos participantes da segunda coleta do estudo, 27 pacientes (19,7%)
morreram. Pela andlise de caminhos, o IID (p=0,043) e a PCR (p=0,009) foram
positivamente associados a mortalidade, enquanto o Indice de Massa Corporal (IMC)
foi negativamente associado a mortalidade (p=0,022). Além disso, foi observada relagao
inversa entre a ingestdo de alimentos in natura e minimamente processados e o IID
(p=0,048). Por fim, pela andlise de modelagem de equagdes estruturais, a concentragao
de PCR apresentou associagdo direta e negativa (p<0,001) e a relacdo entre o consumo
de 4acidos graxos saturados/poliinsaturados associacdo direta e positiva com as
concentracdes de homocisteina (p=0,046). Ademais, identificou-se que a relacio entre a
presenca de diabetes mellitus e a homocisteina é mediada pela inflamacdo (PCR;
p=0,022). Como conclusao, os resultados do presente trabalho indicam a importancia do
estado nutricional (IMC, PCT e MM) e consumo alimentar (dcidos graxos da dieta,
vitamina C e IID), na morbimortalidade de individuos em HD, além de fatores inerentes
a Doenca Renal Cronica (metabolismo 6sseo e estresse oxidativo). Ainda, a inflamacgao

apresenta efeito direto e indireto na morbimortalidade dessa populacao.

Palavras-chave: Acidos Graxos. Dislise Renal. Estado Nutricional. Homocisteina.

Indice Inflamatério da Dieta. Inflamaco.



ABSTRACT

BALBINO, Karla Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2020.
Dietary intake, biomarkers of cardiometabolic risk and mortality of hemodialysis
subjects (NUGE-HD study). Adviser: Helen Hermana Miranda Hermsdorff. Co-
advisers: Josefina Bressan and Leidjaira Juvanhol Lopes.

The mortality rate of individuals on hemodialysis (HD) is high, and cardiovascular
events are a major cause of death. Subclinical chronic inflammation and
hyperhomocysteinemia, common in this disease, are factors associated with high
cardiovascular risk. In turn, habitual food intake and specific nutrients play an important
role in regulating chronic inflammatory and nutritional status, as well as in
homocysteine concentrations. Therefore, the aim of this study was to analyze the
interrelationships between habitual food intake, biomarkers of cardiometabolic risk and
mortality in HD subjects. This is an open cohort study (NUtrition and GEnetics in
HemoDialysis Outcomes - NUGE-HD). Participated in the first collection of the study
(2014) 85 individuals (66% men, 61.6 + 13.7 years) under regular treatment of HD,
from which were collected sociodemographic and health, anthropometric and body
composition data. Food intake was assessed by food frequency questionnaire (FFQ). In
addition, metabolic control markers were determined and nitric oxide was used as an
indicator of oxidative stress. In the second collection of the study (2017), in addition to
the individuals of the first collection (n = 60), new participants were recruited (n = 77)
(58.4% men, 61.7 £ 15,4 years). At this stage, sociodemographic and health (only with
the new individuals), anthropometric and food consumption data were collected, also
through the FFQ. In addition, the inflammatory potential of the diet was determined by
calculating the Dietary Inflammatory Index (DII®), the food consumption assessment
according to the degree of food processing by the NOVA classification and the analysis
of C-reactive protein (CRP) and homocysteine (Hcys). The search for the registration of
deaths was done by consulting medical records in the HD service and this information
was confirmed in the brazilian Mortality Information System. As a result, during the
three-year follow-up of first collection participants, 16 patients (18.8%) died. By Cox's
proportional hazards analysis, age (HR = 1.319; CI 95% = 1.131-1.538), calcium-
phosphorus product (HR = 1.111; CI1 95% = 1.031-1.205), ferritin (HR = 1.001; CI 95%
= 1.001-1.002), nitric oxide (HR = 1.082; CI 95% = 1.006-1.164) and vitamin C intake



(HR = 1.005, CI 95% = 1.001-1.009) were positively associated with mortality. Serum
iron (HR =0.717; CI1 95% = 0.567-0.907), triceps skinfold (TSF; HR = 0.704; C1 95% =
0.519-0.954), lean mass (LM; HR = 0.863; CI 95% = 0.787-0.945) and the ratio of
dietary monounsaturated/polyunsaturated fat (HR = 0.022; CI 95% = 0.001-0.549) were
negative predictors of mortality. After two years of follow-up of participants in the
second collection of the study, 27 patients (19.7%) died. By path analysis, the DII®
(p=0.043) and CRP (p=0.009) were positively associated with mortality, while the Body
Mass Index (BMI) was negatively associated with mortality (p=0.022). In addition, an
inverse relationship was observed between fresh and minimally processed food intake
and DIl (p=0.048). Finally, by analyzing structural equation modeling, CRP
concentration showed a direct and negative association (p<0.001) and the ratio of
saturated and polyunsaturated fatty acids intake had a direct and positive associated with
Hcys (p=0.046). Moreover, it was found that the relationship between the presence of
diabetes mellitus and Hcys is mediated by inflammation (CRP; p=0.022). In conclusion,
the results of the present work indicate the importance of nutritional status (BMI, TSF
and LM) and food consumption (dietary fatty acids, vitamin C and DII), in the
morbimortality of HD individuals, in addition to factors inherent to Chronic Kidney
Disease (bone metabolism and oxidative stress). Inflammation also has a direct and

indirect effect on the morbimortality of this population.

Keywords: Fatty Acids. Renal Dialysis. Nutritional Status. Homocysteine. Diet

Inflammatory Index. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Renal Cronica (DRC) € definida como um conjunto de anormalidades
da estrutura e/ou fungdo dos rins que persistem por mais de trés meses, com implicacdes
para a sadde (KDIGO, 2013). Esta enfermidade € considerada um grande problema de
saide publica mundial em decorréncia do expressivo aumento na sua prevaléncia e
incidéncia (ABREU, 2013; CRESTANI FILHO, RODRIGUES, 2013). No Brasil,
estatisticas registraram aumento gradativo do nimero de portadores de DRC, com
elevada prevaléncia de tratamento dialitico, totalizando 126.583 pacientes em 2017.
Destes pacientes em didlise cronica, 93,1% faziam tratamento por hemodidlise (HD)
(THOME et al., 2019).

Apesar dos avangos no tratamento, a mortalidade nos pacientes em HD ainda é
elevada, e a doenca cardiovascular (DCV) € a causa de morte mais comum nessa
populacdo, sendo responsdvel por cerca de 40% das mortes (WALD et al., 2012;
VERBEKE et al., 2011). A hiperhomocisteinemia, caracteristica comum nos individuos
em HD, é um fator de risco independente para o desenvolvimento de vdérias doencas,
como fibrose arterial prematura, doenga cerebrovascular e cardiaca, oclusdo
coronariana, infarto do miocardio e tromboembolismo venoso (FORD et al., 2002;
MALLAMACI et al., 2002). Além disso, a hiperhomocisteinemia pode promover danos
oxidativos aos lipidios, &4cidos nucleicos e proteinas e, consequentemente, danos
endoteliais, devido a capacidade da homocisteina em gerar espécies reativas de oxigénio
(STEED; TYAGI, 2011). Por sua vez, a inflamacao sistémica cronica, frequentemente
presente nesses individuos, ¢ também considerada um dos fatores responsdveis pela
elevada mortalidade por DCV e por todas as outras causas (OSORIO et al., 2011).

As causas dessa inflamacgdo s@o complexas e multifatoriais, incluindo o contato
repetido de células mononucleares do sangue com tubos de didlise € membranas de
dialisadores, impurezas na dgua de didlise e/ou solucdo de didlise, estresse oxidativo,
aumento da liberacdo e diminui¢do da depuracdo de citocinas inflamatdrias, infec¢do
clinica ou subclinica no acesso vascular e desnutricdo (LEMOS et al., 2012). Além
disso, a dieta desempenha papel importante na regulacdo dessa inflamacdo cronica
(ROCHA et al., 2016), uma vez que os diferentes nutrientes ingeridos, com

propriedades anti ou pré-inflamatérias, influenciam os marcadores nutricionais,



18

imunolégicos e inflamatérios (SILVEIRA et al., 2018). Um estudo com individuos em
HD mostrou que o consumo de uma dieta pré-inflamatdria, rica em lipideos e gordura
saturada (GS), foi um dos fatores associados a inflamagao (KIZIL et al., 2016). Nesse
sentido, a avaliacdo da dieta de acordo com suas propriedades inflamatérias pode ser
util para investigar a interrelacio entre dieta, inflamacdo, DCV e mortalidade. O indice
inflamatério da dieta (IID®) foi desenvolvido para avaliar o potencial inflamatério da
dieta com base nas propriedades pr6 e anti-inflamatoérias de seus varios componentes
(SHIVAPPA et al., 2014; CAVICCHIA et al., 2009).

Ao mesmo tempo, a transi¢do nutricional levou a reducao do consumo regular de
alimentos ricos em fibras, vitaminas e minerais, em contraste com o aumento do
consumo de alimentos ultraprocessados (POPKIN; ADAIR; NG, 2012). Comparados
aos alimentos in natura ou minimamente processados, os ultraprocessados sao
altamente caldricos, apresentam maior carga glicémica e sdo ricos em GS e trans,
acucar de adicdo e sédio (LOUZADA et al., 2015a; POTI et al., 2015). Devido a sua
composi¢do nutricional, esses alimentos podem interferir negativamente no
metabolismo lipidico e em outras complicacdes ja prevalentes nos individuos em HD,
além de afetarem o potencial inflamatério da dieta e, consequentemente, a inflamacao e
o risco cardiovascular (MATHUR; DEVARALIJ; JIALAL, 2002). Desta forma, torna-se
importante a avaliacdo da ingestdo alimentar destes individuos, a fim de verificar a
adesdo as orientagOes nutricionais e estabelecer relacdes do consumo alimentar com
comorbidades frequentes na DRC, além de entender melhor seu papel no controle da
progressdo da doenga e dos sintomas urémicos, na inflamacido e no risco de morte
(KOVESDY; SHINABERGER; KALANTAR-ZADEH, 2010).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como hipdtese que o consumo
alimentar habitual e de nutrientes especificos estdo associados ao controle metabdlico,
nutricional e inflamatério de individuos em HD, bem como com as concentracdes de
homocisteina. Ainda, acredita-se que o consumo alimentar e o estado inflamatério

possam ser preditores da mortalidade nessa populagdo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca Renal Cronica e Hemodialise

Segundo a National Kidney Foundation (K/DOQI, 2002) é considerado portador
de DRC qualquer adulto com idade maior ou igual a 18 anos que, por um periodo maior
ou igual a 3 meses, apresenta taxa de filtracdo glomerular (TFG) menor que 60
mL/min/1,73m?, assim como aqueles com TFG maior que 60 mL/min/1,73m? com
alguma evidéncia de lesdo da estrutura renal (anormalidade urindria: hematiria
glomerular e/ou microalbumindria/proteindria ou alteracdo em exame de imagem renal,
como calculo ou cisto).

A DRC constitui um grande problema de saude publica mundial, com elevados
custos (aproximadamente 1,4 bilhdes de reais por ano no Brasil) (KIRSZTAIJN et al.,
2011; GONCALVES et al., 2015). De acordo com o “2010 Global Burden of Disease
Study”, a DRC se situava na 27" posi¢do no indice de mortalidade global em 1990,
passando a 18* em 2010, com mortalidade anual de 16,3 mortes por 100.000 habitantes
(LOZANO et al., 2013). Segundo o “Global Kidney Disease 3”, a prevaléncia estimada
de individuos com diferentes graus de disfungdo renal em vdrios paises varia de 8 a
16%, o que representa um enorme contingente de pessoas que potencialmente
necessitardo de terapia renal substitutiva (TRS) se apresentarem progressio da DRC
para fases finais (JHA et al., 2013). No Brasil, a prevaléncia da DRC € de 8,9% na
populacdo adulta (BARRETO et al., 2016).

As principais enfermidades responsdveis pela DRC sdo a hipertensdo arterial
sist€tmica (HAS), o diabetes mellitus (DM), as glomerulopatias, a rejeicao cronica do
enxerto renal, a doenca renal policistica, as doencas autoimunes, as infeccoes
sist€émicas, as infeccdes urindrias de repeticdo, as uropatias obstrutivas e as neoplasias
(ROMAO, 2004; GUERRA-GUERRERO, SANHUEZA-ALVARADO, CACERES-
ESPINA, 2012). No Brasil, as causas primarias mais frequentes da DRC terminal em
2017 foram HAS (34%) e DM (31%), seguidos por glomerulonefrite cronica (10%) e
rins policisticos (4%) (THOME et al., 2019). A HAS e o DM sio as duas principais
causas de DRC no Brasil e no mundo, e juntos representam cerca de 60 a 70% dos casos
da doenca. Essas taxas tendem a crescer nos proximos anos, principalmente pela

persisténcia de hébitos alimentares inadequados e inatividade fisica. Ressalta-se que,



20

independente do diagndstico etiolégico da DRC, a presenca de dislipidemia, obesidade,
consumo de 4dlcool e tabagismo acelera a progressio da doenca (BRASIL, 2006;
WAKASUGI et al., 2013).

Sobre a classificagdo da DRC, segundo o KDIGO (2013), é recomendado
classificar a doenca baseado na causa, na categoria da taxa de filtragdo glomerular
(TFG) e na albumindria (Quadro 1), o que permite identificar os riscos de desfechos
adversos, relacionados ao comprometimento renal e ao ébito. E fundamental estabelecer
a causa da DRC para decidir qual serd o tratamento especifico, a fim de modificar as
projecdes de risco (KDIGO, 2013). A TFG (em mL/min/1,73m?) deve ser estimada
utilizando-se a equacdo CKD-EPI, a partir da creatinina sérica, considerada atualmente
o melhor método para o diagndstico, classificacdo e acompanhamento da progressio da

DRC. A equacdo utilizada para o célculo da TFG € a que se segue:

TFG = 141 X min (creatinina sérica (mg/dL)/k, 1)* X max (creatinina sérica (mg/dL)/k,
1)12% X idade - 0,993 X 1,018 (se mulher) X 1,157 (se negro)
Em que: k = 0,7 (mulheres); 0,9 (homens)

o =-0,329 (mulheres); -0,411 (homens)

min — minimo

max - maximo

A TFG ¢ dividida em seis categorias (Quadro 1) e sua utilizacdo, associada a
outros critérios, € necessdria para confirmar o diagnéstico da DRC.

Os marcadores de les@o renal (um ou mais), presentes por mais de trés meses,
sdo utilizados como critérios para o diagndstico da DRC. S@o eles: albuminuria (> 30
mg/24h; relagdo albumina/creatinina de 30 mg/g); anormalidades no sedimento urinério;
distdrbios eletroliticos e outros devido a lesdes tubulares; anormalidades detectadas por
exame histologico; anormalidades estruturais detectadas por exame de imagem; histéria
de transplante renal e TFG < 60 mL/min/1,73m? (categorias de TFG G3a — G5)
(KDIGO, 2013).



Quadro 1: Probabilidade para doenga renal

filtracdo glomerular e na albumintria.
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cronica, baseada na causa, na taxa de

Albuminiiria (proteiniria)**

Causa Categoria TFGe* A1(<30) A2(30-300) A3(>300)
Doenca Gl >90 - + ++
glomerular
Doenca  tibulo- G2 60-89 - + ++
intersticial
Doenca vascular G3a 45-59 + ++ +++

G3b 30-44 ++ +++ +++
Doenca congénita G4 15-29 +++ +++ +++
Doenga cistica G5 <15 +++ +++ +++

*TFGe: Taxa de filtracdo glomerular estimada em mL/min/1,73m?; **mg/g creatinina. Risco para DRC:
(-): Baixo risco (auséncia de DRC se ndo houver outros marcadores de lesdo renal); (+): Risco
moderadamente aumentado; (++): Alto risco; (+++): Muito alto risco.

Fonte: KIRSZTAIJN et al., 2014.

O tratamento da DRC compreende duas fases distintas: a fase ndo dialitica do
tratamento, também conhecida como tratamento conservador, e a fase de TRS ou terapia
dialitica (CUPPARI, 2014; GONCALVES et al., 2015). Na fase ndo dialitica, o
tratamento da DRC tem como principais objetivos retardar o ritmo de progressdao da
disfunc¢do renal, prevenir as complicacdes, tratar as comorbidades e preparar o paciente
para TRS (CUPPARI, 2014). A TRS compreende os tratamentos dialiticos, como a
hemodiélise (HD) e a didlise peritoneal, e o transplante renal. Esses métodos sao
utilizados em pacientes nos quais a funcdo renal esteja reduzida, a ponto de impedir a
manutencdo adequada da homeostase, resultando em uremia e perda da regulacdo de
liquidos e eletrdlitos, situagdo inevitavelmente fatal se ndo houver intervencao eficaz
(GONCALVES, ANDREOLI, CANZIANI, 2013; BRASIL, 2014).

O inicio do tratamento dialitico € indicado de acordo com a TFG. Pacientes que
apresentam TFG menor ou igual a 10 mL/min/1,73 m?, nos quais o tratamento
conservador ndo € capaz de manter a qualidade de vida sem prejuizo do estado
nutricional, ou aqueles que apresentam agravamento de complicagdes crOnicas da
uremia, devem ser considerados elegiveis para inicio de tratamento dialitico (NKF-
K/DOQI, 2002; NKF-K/DOQI, 2006; LUGON, STROGOFF, WARRAK, 2010).

No Brasil, o nimero total de pacientes em dialise cronica em 2017 foi estimado

em 126.583. Esse numero indica um aumento de 3.758 pacientes (3%) em um ano.
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Destes individuos em didlise cronica, 92,1% faziam tratamento por HD (THOME et al.,
2019). A HD ¢é o processo de transferéncia de massa entre o sangue e o liquido de
didlise, que ocorre com o auxilio de uma fistula arteriovenosa e¢ ¢ modulado por uma
membrana semipermedvel artificial. Nesse processo, a remog¢ao de solutos do plasma é
realizada por difusdo, baseada no gradiente de concentragdo do soluto entre o sangue € o
dialisato, embora também ocorra a difusdo de substancias do dialisato para o
compartimento sanguineo (por exemplo, o bicarbonato) (CHEUNG, 2009; MANFREDI
et al., 2011). A HD € realizada habitualmente trés vezes por semana e com duracdes
variadas de trés a quatro horas em cada sessdo, em uma rotina rigida que restringe a
independéncia do paciente (NKF-K/DOQI, 2006).

Este método € indicado preferencialmente nos pacientes com compleicao fisica
grande sem func¢do renal residual, com reducdo importante da fun¢@o renal peritoneal
documentada ou extensas aderéncias abdominais, que limitem o fluxo do dialisato, com
doencas intestinais inflamatérias ou isquémicas, ostomias, episodios frequentes de
diverticulite, hipertrigliceridemia grave, alto risco cardiovascular ou falta de estrutura
doméstica para o autocuidado (LUGON, STROGOFF, WARRAK, 2010).

A adequacdo da didlise envolve a monitoracdo das condicdes clinicas do
paciente, assim como a mensuracio da quantidade (dose) de didlise, que pode ser feita
por meio da medida dos indices de remog¢do da ureia, isto €, a taxa de reducdo da ureia
(TRU) e o Kt/V de ureia. A TRU (%) € calculada a partir dos valores séricos de ureia
pré e poés-didlise e recomenda-se obter valor minimo de 65% (GONCALVES,
ANDREOLI, CANZIANI, 2013). A razdo Kt/V, por sua vez, representa o clearance
fracional, ou seja, quantas vezes a dgua corporal de um paciente foi totalmente depurada
de um soluto. Nessa formula, K é o clearance do dialisador, t é o tempo de didlise e V €
o volume de dgua corpérea do paciente, expressando uma propor¢do de volumes e,
portanto, um valor adimensional. Geralmente, utiliza-se o Kt/V de ureia calculada pela
equacdo de Daugirdas II (NKF-K/DOQI, 2006). Recomenda-se monitorar mensalmente
se a dose de dialise prescrita foi atingida, mantendo Kt/V maior que 1,2. Na presenga de
Kt/V inferior ao recomendado, devem-se adotar medidas como aumento da superficie
da membrana, da duracdo e frequéncia das sessdes de HD, do fluxo de sangue e da

solugdo de didlise. Se o Kt/V estiver baixo, deve-se investigar a possibilidade de
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disfuncdo do acesso vascular pela presenca de recirculagdo, estenose ou vasos

colaterais, levando ao baixo fluxo (NKF-K/DOQI, 2006).

2.2 Morbimortalidade na Hemodialise

A taxa de mortalidade em pacientes em HD permanece elevada (COOPER et al.,
2010; JAGER et., 2011), apesar das considerdveis melhorias no apoio médico e técnico
a esses pacientes nos ultimos anos. No Brasil, o nimero estimado de mortes em 2017
foi de 25.187 individuos em didlise, correspondendo a uma taxa de mortalidade bruta de
19,9% durante o ano (THOME et al., 2019).

Aproximadamente uma em cada 10 pessoas em didlise morre por ano, e a DCV ¢é
considerada a causa de morte mais comum (THOMPSON et al., 2015). A patogé€nese da
DCYV nesse grupo inclui tanto fatores de risco tradicionais, como idade avancada, HAS,
DM, obesidade, tabagismo e dislipidemia (DE JAGER et al., 2009; SARNAK et al.,
2003), quanto fatores relacionados a uremia, como a presenca de varias comorbidades,
sobrecarga hidrica, hiperfosfatemia, produto calcio-fésforo elevado, anemia, hipertrofia
ventricular esquerda, inflamagdo, estresse oxidativo, disfuncdo endotelial, resisténcia a
insulina, hiperhomocisteinemia e niveis elevados de lipoproteina (a) (SARNAK et al.,
2003; STENVINKEL et al., 2008; KENDRICK, CHONCHOL, 2008).

A inflamacdo sistémica estd frequentemente presente nos individuos em HD,
desempenhando papel fundamental na desnutricio energético-proteica (DEP) e outras
comorbidades, e na mortalidade por DCV e todas as outras causas (ZARGARI;
SEDIGHI, 2015). De fato, o aumento da liberagdo ou ativacdo de citocinas pro-
inflamatérias, como interleucina-6 (IL-6) ou fator de necrose tumoral (TNF), assim
como da proteina de fase aguda (proteina C-reativa - PCR), podem suprimir o apetite,
causar protedlise muscular e hipoalbuminemia (ZARGARI; SEDIGHI, 2015).

Nesse contexto, a inflamacdo avaliada pela PCR estd presente em 30% a 60%
dos individuos norte-americanos e europeus em didlise (DON et al., 2010). A PCR esta
associada ao desenvolvimento de doencga arterial coronariana mesmo na auséncia de
dislipidemia, sendo considerada preditor de mortalidade e fator de risco independente
para DCV em pacientes em HD (PANICHI et al.,, 2008; BAZELEY et al., 2011;
NAKAGAWA et al., 2015). Bazeley et al. (2011) observaram associagdo positiva entre

PCR > 10 mg/L e morte cardiovascular nesses individuos.
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Por sua vez, a DEP é também fator de risco importante para a mortalidade nesta
populagdo, e resulta da ingestdo alimentar deficiente em consequéncia de inapeténcia,
distirbios hormonais e gastrointestinais, restricdes alimentares, uso de medicamentos
que podem interferir na absor¢ao de nutrientes, didlise insuficiente e presencga constante
de enfermidades associadas ao estado de toxicidade urémica que, por si sO, sdo
hipercatabdlicos e estdo associados a presenca de estado inflamatério (CARRERO et
al., 2013).

Por outro lado, ao contrério da populagdo geral, maior Indice de Massa Corporal
(IMC) nos individuos em HD estd associado a menor mortalidade (PARK et al., 2013;
VASHISTHA et al.,, 2014), fato apresentado como ‘“paradoxo da obesidade” na
literatura (KALANTAR-ZADEH et al., 2005).

Ademais, a presenca de estresse oxidativo também tem sido relacionada ao
aumento da mortalidade (SMALL et al., 2012), uma vez que pode desempenhar papel
importante no risco cardiovascular e na patogé€nese da aterosclerose, anemia e
desnutri¢do presentes nestes pacientes (BREITLING et al., 2011; OSORIO et al., 2011,
EPIFANIO et al., 2018a). O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre atividade
pré-oxidante e sistemas antioxidantes (LOCATELLI et al., 2003), sendo idade
avancada, DM, inflamacdo, excesso de toxinas urémicas, bioincompatibilidade de
membranas de didlise (ELKABBAJ et al.,, 2013) e a terapia com ferro intravenoso
(FISHBANE; MATHEW; VAZIRI, 2014) as principais causas do aumento da atividade
pré-oxidante (LOCATELLI et al., 2003).

Nesse sentido, o 6xido nitrico (ON) sob condi¢des de estresse oxidativo, €
depletado e o peroxinitrito (ONOQO") se acumula, o que pode resultar em vasoconstri¢ao,
inflamacdo e comprometimento da fun¢do vascular e renal (MODLINGER; WILCOX;
ASLAM, 2004).

Por fim, a hiperhomocisteinemia, definida como niveis anormalmente elevados
de homocisteina sérica (= 15 pmol/L) (JAGER et al., 2001), esta presente em 80 a
100% dos pacientes em HD (KHARLAMOVA; IL'1ICHEVA, 2013). Isso ocorre devido
ao aumento da meia-vida da homocisteina em pacientes com DRC, causada pela
reducdo significativa da sua depuracdo pelo rim (MANNS et al., 2001). A
hiperhomocisteinemia esta associada a aterosclerose e € um fator de risco independente

N

para a DCV, levando a maior mortalidade nesses individuos (MALLAMACI et al.,
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2005; JAMISON et al., 2007). Estudos mostraram que a hiperhomocisteinemia acelera a
aterosclerose e o desenvolvimento de trombose pela inibi¢do do crescimento de células
endoteliais, inflamacdo vascular, reendotelizacdo pds-lesio e biossintese de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) JJAMALUDDIN et al., 2007;
KHARLAMOVA; ILTICHEVA, 2013).

Diante do exposto, ressalta-se a importancia de se verificar a influéncia da
inflamacdo, estresse oxidativo e homocisteina como biomarcadores preditores da
mortalidade em pacientes em HD. Além disso, uma vez que a dieta habitual pode
interferir nesses biomarcadores, torna-se necessario investigar o seu papel, ja que essa

relacdo ainda € pouco estudada nessa populacdo.

2.3 Consumo Alimentar e Morbimortalidade

As doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), como as DCV, cancer, DM e
obesidade, sdo responsaveis por 40 milhdes de mortes por ano, equivalente a 70% de
todas as mortes no mundo (ISLAM et al., 2014; WHO, 2017). A dieta é um importante
fator de risco para o desenvolvimento e morte por DCNT (LIM, 2012), uma vez que
globalmente ocorreram intensas mudancas nos padrdoes de consumo alimentar da
populacio (MONTEIRO et al., 2013). Houve aumento no consumo de alimentos
ultraprocessados, com alto teor de agucar, sal e gorduras saturadas e trans, e diminuicao
na ingestdo de alimentos como frutas, hortalicas, leguminosas, grdos integrais e
oleaginosas (HYSENI et al., 2017). Desde a década de 1990, as vendas de alimentos
ultraprocessados vém se expandindo intensamente no Brasil e, de modo geral, em todos
os paises de renda média (MONTEIRO et al., 2013).

Por sua vez, uma dieta equilibrada desempenha papel importante na prevencao e
tratamento das DCNT (ROSA et al., 2015). Nesse sentido, a epidemiologia nutricional,
através dos métodos de avaliacdo do consumo alimentar, torna-se importante para
investigar a associacdo entre a dieta e os desfechos em saide, uma vez que no contexto
mundial os fatores nutricionais desempenham importante papel na morbimortalidade

das DCNT (KAC; SICHIERI, GIGANTE, 2007).
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2.3.1 Perfil de Acidos Graxos da Dieta

Hébitos alimentares sauddveis podem reduzir o risco de doengas cronicas,
mediante modulacdo do metabolismo lipidico, do estado inflamatério e do estresse
oxidativo (HERMSDORFF et al., 2010; HERMSDORFF et al., 2012), todos
relacionados ao risco de DCV. Desta forma, o perfil de 4dcidos graxos da dieta tem sido
discutido pelo seu efeito na modulacdo do metabolismo lipidico e na ocorréncia de
doencas cronicas relacionadas (BRESSAN et al., 2009; VOLP et al., 2010;
BHUPATHIRAJU, TUCKER, 2011).

Nesse sentido, o consumo excessivo de dcidos graxos saturados (AGS) estd
associado ao desenvolvimento e progressdo das DCV e aumento das concentragdes de
lipoproteinas, como a LDL, favorecendo a oxida¢do da mesma e o desenvolvimento de
placa aterosclerética (CHOW, 2008; HERMSDOREFF et al., 2012b; SANTOS et al.,
2013; XAVIER et al., 2013). Os AGS também favorecem o aumento da expressdo de
citocinas pro-inflamatérias, devido a ativacdo de receptores toll-like (TLR), em
particular, o TLR-4. Desta forma, fatores de transcri¢do, como o fator nuclear kappa B
(NF-«xB), sao estimulados, resultando na sintese de citocinas pré-inflamatérias. O
consumo desses dcidos graxos também estd associado ao estresse oxidativo, levando a
producdo de lipidios aterogénicos e LDL e fosfolipidios oxidados que, por sua vez, vao
desencadear uma resposta inflamatéria (BRESSAN et al.,, 2009; NAVARRO et al.,
2016, ROCHA et al., 2016).

Em relacdo aos 4cidos graxos monoinsaturados (AGMI), o tipo comumente
encontrado na natureza € o oleico (18:1), da série @ (6mega)-9, o qual se apresenta em
alto teor no azeite de oliva (de 55 a 85% do total de acidos graxos), sendo sua principal
fonte na alimentacdo (OI-KANO et al., 2007; SANTOS et al., 2013, LOPES et al.,
2016). O azeite de oliva e o 4cido oleico apresentam propriedades anti-inflamatdrias e
antioxidantes e tém efeitos benéficos no sistema cardiovascular, diminuindo a
inflamacdo e o estresse oxidativo (FIT(), de la TORRE, COVAS, 2007; BERMUDEZ et
al., 2011; CARRILLO, CAVIA MDEL, ALONSO-TORRE, 2012). Uma dieta rica em
azeite de oliva foi capaz de diminuir o estresse oxidativo plasmético em seres humanos
(BRUGE et al., 2012). A substituicio dos AGS por AGMI aumenta o HDL

(lipoproteina de alta densidade) e diminui o LDL e os triglicerideos, além de tornar as
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LDL menos susceptiveis a oxidacdo (GILLINGHAM et al.,, 2011; SANTOS et al.,
2013).

Por sua vez, os dcidos graxos poli-insaturados (AGPI) sdo representados,
principalmente, pelos 4cidos graxos ®-3 e ®-6. Em uma revisdo sobre os efeitos do
consumo de AGPI, foi demonstrada sua associacao a melhoras hemodinamicas cardiaca
e vascular, das concentragdes de triglicerideos e da fun¢do endotelial, além de provével
regulacdo de trombose, inflamacdo e arritmia (MOZAFFARIN; WU, 2011). O consumo
de AGPI, particularmente os de cadeia longa da série -3, é recomendado para prevenir
DCV (LICHTENSTEIN et al., 2006; ECKEL et al., 2014), devido aos seus efeitos
antitrombdéticos, antioxidantes, anti-inflamatérios e antiarritmicos nos midcitos
cardiacos (LEAF, 2001; MORI, 2004; MORI, BEILIN, 2004) e redug¢do do estresse
oxidativo (CALVIELLO et al., 2013; MOZAFFARIAN, WU, 2012). Como visto
anteriormente, a DCV € a principal causa de morte entre individuos em HD e, desta
forma, a mudanca no perfil de dcidos graxos consumidos poderia ser uma alternativa
promissora, a fim de modular o estresse oxidativo e melhorar as concentragdes

plasméticas de homocisteina e, consequentemente, reduzir a mortalidade.

2.3.2 Indice Inflamatério da Dieta

A dieta e vdrios componentes alimentares apresentam associacdo direta com o
estado inflamatério (ROCHA et al., 2016; SILVEIRA et al., 2018). Assim, a dieta
mediterranea, composta por alimentos como frutas, azeite de oliva, vinho e oleaginosas
apresenta propriedades anti-inflamatérias (SALAS-SALVADO et al., 2008; URPI-
SARDA et al., 2012), efeito também atribuido a alguns de seus compostos bioativos,
como os polifendis (MEDINA—REM()N et al., 2017). Por outro lado, o consumo
elevado de carnes vermelhas, alimentos ultraprocessados e GS apresenta caracteristica
mais pré-inflamatéria (LEY et al., 2014; HERIEKA, FARAJ, ERRIDGE, 2016).

Desta forma, a adesdo a padrOes alimentares mais sauddveis, caracterizado pelo
maior consumo de alimentos a base de plantas, como frutas e hortalicas, oleaginosas e
grdos integrais, ajuda a prevenir e diminuir o risco de DCV (GROSSO et al., 2017a;
ZHENG et al., 2018). Além disso, a ingestdao de polifendis, que sdo antioxidantes

capazes de diminuir o estresse oxidativo e a inflamacdo através da eliminacdo de
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radicais livres (HUSSAIN et al.,, 2014), estd associada a diminui¢do do risco de
mortalidade geral e relacionada as DCV (GROSSO et al., 2017b).

Nesse sentido, a caracterizacdo da dieta de acordo com suas propriedades
inflamatdrias pode ser ttil para investigar a relacdo entre dieta, DCV e mortalidade.
Desta forma, em 2009, pesquisadores da Universidade da Carolina do Sul
desenvolveram e validaram um indice para avaliar o efeito inflamatério da dieta,
denominado IID. Para isso, foi criado um score para cada alimento e constituinte dentro
de um intervalo que iria do mais anti-inflamatério ao mais pré-inflamatorio. Para essa
primeira versdo, foram utilizados 929 artigos publicados entre 1950 e 2007, que
avaliaram a associacdo entre alimentos e componentes alimentares e marcadores
inflamatérios (IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e PCR). Cada parametro alimentar era
avaliado pelo aumento (+1), diminui¢ao (—1) ou nenhum efeito (0) nestes marcadores
inflamatérios (CAVICCHIA et al., 2009).

Mais tarde, em 2014, o IID foi revisado e aperfeicoado, utilizando 1.943 artigos
publicados até 2010, baseado em 45 parametros alimentares (dcido félico, AGMI,
AGPI, 4lcool, p—caroteno, cafeina, carboidratos, chd verde/preto, colesterol, energia,
eugenol, ferro, fibras, flavonois, flavonas, isoflavonas, flavononas, flavandis,
antocianidinas, GS, gordura total, gordura trans, magnésio, ®—3, ®—6, proteinas,
riboflavina, selénio, tiamina, vitamina A, vitamina B3, vitamina B6, vitamina B12,
vitamina C, vitamina D, vitamina E, zinco, orégano, alecrim, cebola, alho, gengibre,
acafrdo, circuma e pimenta) e em um banco de dados de consumo alimentar em nivel
mundial, envolvendo 11 popula¢des. Embora o IID avalie o potencial inflamatorio da
dieta como um todo, ele foi criado utilizando artigos que avaliaram o efeito de cada
parametro alimentar de forma isolada na inflama¢dao (SHIVAPPA et al.,, 2013;
SHIVAPPA et al., 2014).

Algumas meta-andlises com populacdo ndo-dialitica observaram relagcao entre os
scores do IID e a mortalidade. Uma meta-anélise de 12 estudos encontrou um risco 23%
maior de morte por todas as causas, comparando a categoria mais alta versus a mais
baixa do IID (NAMAZI, LARIJANI, AZADBAKHT, 2018; GARCIA-ARELLANO et
al., 2018). Outra meta-andlise de quatorze estudos mostrou associa¢do entre o aumento
do potencial inflamatoério da dieta e o risco de DCV e mortalidade relacionada. Os

autores desta meta-andlise ainda apontam que aumentar a ingestdo de componentes
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alimentares sauddveis e anti-inflamatdrios, como frutas e vegetais de folhas verdes, e
diminuir a ingestdo de componentes pré-inflamatdrios, como carnes processadas e
bebidas adogadas com agucar, podem desempenhar um papel vital na reducao do risco
de DCV e mortalidade relacionada (SHIVAPPA et al., 2018).

Ainda, estudos de coorte prospectivos com individuos sem DRC também
observaram associacdo entre os scores do IID e mortalidade. Um estudo observou
aumento de 16% no risco de morte por todas as causas quando o IID era mais alto
(HODGE et al., 2018). Em outra grande coorte de adultos multiétnicos, uma dieta pro-
inflamatoria, avaliada pelo IID, foi associada a maior mortalidade por todas as causas,
DCYV e por cancer em homens e mulheres. Além disso, o risco de morte por todas as
causas aumentou em 3% por aumento de um ponto no escore do IID (PARK et al.,
2018). Por fim, em um estudo prospectivo com adultos japoneses, o aumento do
potencial inflamatdrio da dieta, demonstrado pelos maiores scores do IID, foi associado
ao aumento na mortalidade por todas as causas, DCV e doenca cardiaca corondria
(OKADA et al., 2019).

Sabe-se que individuos em HD apresentam ingestdes inadequadas de nutrientes
devido a falta de apetite, restricdes alimentares, mudancas no paladar, consumo de
varios medicamentos, depressdo e comorbidades (DUKKIPATI; KOPPLE, 2009). Ao
mesmo tempo, para o controle da hiperpotassemia, disturbio metabdlico frequente
nesses pacientes, ha necessidade de restricdes na ingestdo de alguns grupos alimentares,
os quais sdao também fontes de micronutrientes, fibras alimentares e fitoquimicos com
acdo antioxidante e anti-inflamatéria. Estudos t€ém mostrado que grande parte dos
individuos em HD apresenta deficiéncia de minerais (zinco e selénio, por exemplo) e
vitaminas (vitaminas C e E), bem como de nutrientes com a¢do antioxidante no
organismo (MAFRA, COZZOLINO, 2004; RUCKER, THADHANI, TONELLI, 2010;
TAKOULI et al., 2010; SINGER et al., 2008), o que pode impactar de forma negativa o
potencial inflamatério da sua dieta.

Esse padrao alimentar restritivo nos individuos em HD, associado ao quadro
inflamatério crénico, pode resultar em desequilibrio entre formagdo e eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio (De CASTRO et al., 2014). Portanto, a defesa
antioxidante destes pacientes fica comprometida, o que pode contribuir para aumentar o

risco de DCV (LOBO et al., 2010; RUCKER, THADHANI, TONELLI, 2010). Desta
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forma, torna-se relevante investigar o efeito de nutrientes especificos e do 1ID sobre a

alta mortalidade apresentada por esses pacientes.

2.4 Grau de Processamento dos Alimentos

O processamento de alimentos é definido como a alteracdo dos alimentos em
todo o seu estado natural para aumentar sua seguranca, tempo de armazenamento,
conveniéncia e palatabilidade (ADAMS; WHITE, 2015). Neste contexto, surge a
classificacio NOVA, proposta pela Faculdade de Saude Publica da Universidade de
Sao Paulo, em que os alimentos sdo classificados em quatro grupos, de acordo com
a extensdo e finalidade de seu processamento: alimentos in natura e minimamente
processados — Grupo 1; ingredientes culinarios processados — Grupo 2; alimentos
processados — Grupo 3; e alimentos ultraprocessados — Grupo 4 (MONTEIRO et al.,
2016).

Alimentos in natura sdo partes comestiveis de plantas ou de animais e também
cogumelos e algas e a 4dgua logo apds sua separacdo da natureza. Alimentos
minimamente processados sdo alimentos in natura submetidos a processos como
remo¢do de partes ndo comestiveis ou ndo desejadas dos alimentos, secagem,
desidratacdo, trituragdo ou moagem, fracionamento, torra, coc¢do apenas com agua,
pasteurizagdo, refrigeracdo ou congelamento, acondicionamento em embalagens,
empacotamento a vdcuo, fermentacdo ndo alcodlica e outros processos que nao
envolvem a adi¢do de substincias como sal, agicar, 6leos ou gorduras ao alimento in
natura (MONTEIRO et al., 2016).

O Grupo 2 inclui substincias extraidas diretamente de alimentos do Grupo 1 ou
da natureza e consumidas como itens de preparacOes culindrias. Os processos
envolvidos com a extracdo dessas substiancias incluem prensagem, moagem,
pulverizagdo, secagem e refino. O Grupo 3 inclui produtos fabricados com a adi¢do de
sal ou acgucar, e eventualmente 6leo, vinagre ou outra substancia do Grupo 2, a um
alimento do Grupo 1, sendo em sua maioria produtos com dois ou trés ingredientes. Os
processos envolvidos com a fabricac@o desses produtos podem envolver varios métodos
de preservacdo e cocg¢do e, no caso de queijos e de paes, a fermentacio ndo alcodlica. J&
0 Grupo 4 € constituido por formulagdes industriais feitas tipicamente com cinco ou

mais ingredientes (MONTEIRO et al., 2016).
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Os alimentos ultraprocessados apresentam um perfil nutricional desfavoravel
e impactam negativamente a qualidade nutricional da alimentacdo, uma vez que sdo
altamente caldricos e ricos em agicar de adi¢do, GS, gordura frans e sdédio
(MONTEIRO et al., 2018a). Comparado aos alimentos in natura ou minimamente
processados, a fracdo relativa a alimentos ultraprocessados apresenta 2,5 vezes mais
energia por grama, duas vezes mais acucar de adicdo, 1,5 vez mais gorduras em
geral e saturadas e oito vezes mais gorduras trans, além de teores inferiores de
fibras (3 vezes menos) e de proteinas (2 vezes menos) (LOUZADA et al., 2015a),
mostrando o potencial desses alimentos em aumentar o risco de obesidade, DM,
DCYV e alguns tipos de cancer (LOUZADA et al., 2015b).

Estudos tém demonstrado associacdo entre o consumo de alimentos
ultraprocessados e fatores de risco cardiometabdlico, como sindrome metabdlica
(TAVARES et al., 2012; LAVIGNE-ROBICHAUD et al., 2018), excesso de peso e
obesidade (MONTEIRO et al., 2018b; JUUL et al., 2018; MENEGUELLI et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2019), HAS e perfil lipidico (colesterol total e LDL)
(MENDONCA et al., 2017; RAUBER et al., 2015; RINALDI et al., 2016;
TAVARES et al., 2012) e até mesmo sua influéncia sobre a mortalidade por DCV,
acidente vascular cerebral e por todas as causas (MOREIRA et al.,, 2015;
MOREIRA et al., 2018; SCHNABEL et al., 2019).

Por outro lado, os alimentos in natura e minimamente processados tendem a
manter suas propriedades e caracteristicas nutricionais. As combina¢des benéficas
de fitoquimicos, antioxidantes, fibra e gorduras monoinsaturadas oferecidas por
frutas, legumes, hortalicas, grdos integrais e azeite de oliva, que estdo entre as
principais caracteristicas desse grupo de alimentos, podem atuar em conjunto para
diminuir o estresse oxidativo e a resposta inflamatéria, melhorar a oxidacdo de
lipideos e a sensibilidade a insulina e diminuir o risco cardiometabdlico
(ESMAILLZADEH et al., 2006; SLEETH et al., 2010; FERNANDEZ, WEST, 2005;
LOPEZ et al., 2011).

A transicdo nutricional levou a intensas mudangas nos padrdes de consumo
alimentar da populagao, visto que houve uma progressiva e rapida substituicdo dos
alimentos in natura ou minimamente processados e de ingredientes culindrios por

alimentos ultraprocessados (MONTEIRO et al.,, 2013), principalmente pela
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praticidade de consumo e baixo custo (JUUL; HEMMINGSSON, 2015). Associado
a esse quadro, em consequéncia das diversas restricdes alimentares frequentemente
recomendadas para individuos em HD, o consumo de frutas, hortalicas e graos
integrais fica limitado (KALANTAR-ZADEH et al., 2015), o que leva a uma dieta de
pior qualidade e ingestdo aumentada de alimentos ultraprocessados, refletindo no
potencial inflamatério da dieta desses individuos. Em um estudo com essa populacio,
58,8% dos pacientes avaliados relataram consumir algum tipo de alimento
ultraprocessado (WATANABE et al., 2016).

Desta forma, a utilizacdo de uma classificacdo que categoriza os alimentos
de acordo com o propdsito e extensdo do processamento torna-se relevante nessa
populagcdo, uma vez que os diferentes grupos de alimentos podem influenciar o
perfil inflamatorio da dieta. Uma vez que sdo inexistentes estudos dessa natureza na
literatura cientifica com individuos em HD, verifica-se a necessidade de explorar
essa associacdo, ja que a dieta tem efeito sobre a inflamacdo e, consequentemente,

no risco cardiovascular e na mortalidade desses pacientes.

2.4 Consumo Alimentar e Homocisteina

A homocisteina, aminodcido sulfurado formado a partir da desmetilacdo da
metionina, é metabolizada por duas vias: remetilacdo e transulfuragdo. O 4cido folico
participa da via de remetilacio através do ciclo do folato, no qual o 5-
metiltetrahidrofolato pode doar um grupamento metil para a homocisteina,
transformando-a novamente em metionina. Essa reacdo ¢ catalisada pela enzima
metionina sintetase, que tem como cofator a vitamina B12 (CARDOSO, 2009;
VANNUCCHI, MELO, 2009). Ja na via de transulfuracdo, por meio de uma reagado
irreversivel, ocorre condensacdo da homocisteina e da serina, formando assim a
cistationina, sendo essa reacdo catalizada pela enzima cistationina § sintetase, que tem
como cofator a vitamina B6. Posteriormente, a cistationina € hidrolisada em cisteina,
reagdo catalizada pela y-cistationase, que também ¢é dependente de vitamina B6

(STEED; TYAGI, 2011) (Figura 1).
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Figura 1: Metabolismo da homocisteina

Fonte: Almeida; Hermsdorff; Bressan, 2019.

Por sua vez, a deficiéncia de vitaminas hidrossoliveis é comumente encontrada
nos individuos em HD, sendo influenciada por diversos fatores, como idade, sexo,
consumo alimentar, perdas dialiticas (dependendo do tempo de didlise e tipo de
dialisadores), funcao renal residual e distirbios metabdlicos (FOUQUE et al., 2007). As
vitaminas do complexo B pertencem ao grupo das vitaminas hidrossoliveis e possuem
importante atuacdo em reagOes metabdlicas, principalmente no metabolismo de
aminodcidos, 4cidos nucleicos, carboidratos e lipideos. Por atuarem como coenzimas,
sdo indispensdveis para o funcionamento adequado do organismo e sua deficiéncia
reflete em transtornos metabdlicos (WHITNEY; ROLFES, 2008; JORDAO:;
DEMINICE; VANNUCCHI, 2008).

Dentre as vitaminas do complexo B, destacam-se as vitaminas B2, B6, B12 e
acido fdlico, uma vez que a deficiéncia das mesmas se relaciona com o aumento de
fatores de risco para DCV (WASKIEWICZ; SYGNOWSKA; BRODA, 2010). As

vitaminas B6, B12 e 4cido fdlico participam do metabolismo da homocisteina (GLIER;
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GREEN; DENVIL, 2014) e, desta forma, € possivel observar uma relagdo inversa entre
a ingestdo dessas vitaminas e as concentragdes séricas deste marcador (DAS, 2015;
FIORITO, et al., 2014).

Pelo fato de as vitaminas do complexo B (folato, vitamina B6 e B12) serem
necessdrias para o metabolismo da homocisteina, a perda dessas vitaminas durante a HD
pode levar ao aumento de suas concentragdes séricas (LEBLANC et al., 2000;
HERRMANN et al., 2001), resultando em aumento do estresse oxidativo € maior risco
de DCV. A hiperhomocisteinemia € um fator de risco independente para o
desenvolvimento de aterosclerose, doenga coronariana e tromboembolismo venoso
(DAS, 2015). Além disso, a diminui¢do nas concentracdes de dcido folico, vitaminas
B12 e B6, juntamente com o aumento das concentragdes de homocisteina, podem
contribuir para alteracdes no perfil de metilacio do DNA, o que consequentemente pode
estar ligado ao aparecimento de DCV (GLIER; GREEN; DENVIL, 2014; KIM, et al.,
2010).

No entanto, sdao escassos na literatura estudos avaliando o consumo de vitaminas
do complexo B e sua relagdo com o risco cardiovascular em individuos em HD. Yeh et
al. (2018) avaliaram a associacdo entre homocisteina e vitaminas do complexo B
(vitamina B12, B6 e folato) plasmdticas nesse grupo e verificaram que apenas a
vitamina B12 foi negativamente associada a homocisteina antes e apds o tratamento de
HD, independentemente da adequacdo ou inadequacdo dialitica. Assim, essa vitamina
parece atuar de forma importante na regulacdo das concentracdes séricas de
homocisteina nesses pacientes (YEH et al., 2018).

O perfil de 4dcidos graxos também pode interferir nas concentracdes plasmaéticas
de homocisteina. Em um estudo com populagdo norueguesa, a ingestdo de AGS foi
positiva e significativamente associada as concentragdes de homocisteina (BERSTAD
et al., 2007). Os AGS podem afetar a sintese de fosfatidilcolina, que leva ao aumento
das concentragdes plasmdticas de homocisteina (MULLER et al., 2005; NOGA et al.,
2003). Por sua vez, estudos demonstraram que a suplementacdo com AGPI ®-3
diminuiu a homocisteina plasmatica em pacientes com dislipidemia diabética (ZEMAN
et al., 2006) e com infarto agudo do miocardio (GRUNDT et al., 2003). Em uma meta-
andlise com onze estudos randomizados, placebo-controlado, a suplementagdo com

AGPI o-3 foi associada a diminui¢do significativa nas concentragdes plasmdticas de
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homocisteina em comparacdo aos individuos controle (HUANG et al., 2011). Tais
resultados estdo associados ao fato de que esses dcidos graxos modulam a expressdo
génica de enzimas envolvidas na formacdo e metabolismo da homocisteina plasmatica
(LIet al., 2007).

Diante do exposto, torna-se importante investigar a relacdo da dieta com as
concentracdes de homocisteina, a fim de elucidar outros fatores associados a
hiperhomocisteinemia, uma vez que estudos dessa natureza s@o escassos nhessa

populacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Analisar as inter-relacdes entre consumo alimentar habitual, biomarcadores de

risco cardiometabdlico e mortalidade em individuos em HD.

3.2 Objetivos especificos

e Descrever de forma detalhada a metodologia utilizada no Estudo da Nutri¢do e
Genética nos desfechos em HD (NUGE-HD) (Artigo 1);

e Identificar fatores preditores da mortalidade por todas as causas em pacientes em
HD ap6s trés anos de acompanhamento (Artigo 2);

e Avaliar as inter-relagOes entre fatores alimentares, nutricionais e inflamatdrios na
predi¢do da mortalidade por todas as causas entre individuos em HD apds dois anos
de seguimento (Artigo 3);

e Avaliar o efeito mediador da inflamacdo na associacdo entre ingestdo alimentar,
estado clinico-nutricional e homocisteina plasmaética em individuos em HD (Artigo

4).
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4 METODOLOGIA
4.1 Local e Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo de coorte aberta (Estudo da NUtri¢do e GEnética nos
desfechos em HemoDidlise — NUGE-HD), com inicio em 2014, realizado no Servico de
Nefrologia (Centro de HD) do Hospital Sdo Jodao Batista, no municipio de Vigosa-MG.
Nesse setor, os pacientes realizam trés sessoes semanais de HD, com duracao média de
quatro horas, fluxo de sangue superior a 250 mL/min e fluxo de dialisato de 500

mL/min. O delineamento do estudo é apresentado na Figura 2.

4.2 Aspectos Eticos da Pesquisa

A primeira fase do estudo foi previamente aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa (Parecer n°
701.796/2014) (ANEXO 1), pelo setor administrativo do Centro de HD e pela
nutricionista clinica do setor (ANEXO 2). A segunda fase também foi aprovada pelo
mesmo Comité (Parecer n° 1.956.089/2017) (ANEXO 3), e a autorizacdo do
responsavel legal do setor administrativo da HD e da nutricionista clinica também
foram obtidas (ANEXO 4).

Os participantes foram esclarecidos quanto aos objetivos, aos métodos da
pesquisa e ao sigilo das informagdes. Os esclarecimentos foram feitos em linguagem
acessivel e a liberdade de consentimento em participar da pesquisa foi garantida a todos
os individuos, conforme preconizado pelas Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisa envolvendo Seres Humanos do Conselho Nacional de Saide (BRASIL, 2012).
Mediante estes esclarecimentos, os individuos em HD que aceitaram participar do
projeto, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICES A e
B). Os individuos avaliados receberam orientagdes nutricionais individuais e em
grupos, através de atividades de educagdo alimentar e nutricional, e os resultados do

estudo s@o apresentados e o banco de dados disponibilizado para o Centro de HD.
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4.3 Primeira Coleta - 2014

Participaram dessa fase 85 individuos em tratamento regular de HD, cujos dados
foram obtidos em 2014, e que fazem parte do projeto “Controle Metabdlico e sua
Relagdo com a Sensibilidade ao Gliten, Ingestdo Dietética e Estado Clinico-Nutricional,
Inflamatério e de Estresse Oxidativo em Pacientes com Doenca Renal Crdnica em
Hemodialise”, registrado na Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacdo (PPG - nimero
40511467583). Foram adotados os seguintes critérios de inclusdo: idade igual ou
superior a 18 anos de idade e tempo de tratamento em HD maior que um meés. Os
critérios de nao inclusdo foram: deficiéncia auditiva (informada por funciondrios do
setor), cateteres recém-implantados (tempo de aproximadamente 1 més), instabilidade
hemodinamica (de acordo com o protocolo do servico) e impossibilidade de permanecer

de pé para aplicacio da bioimpedancia elétrica (BIA) (EPIFANIO et al., 2018b).

4.3.1 Dados Sociodemogrdficos e de Satide
Os dados foram obtidos por meio de coleta de informagdes em prontudrios e
entrevista, realizada durante a sessdo de HD. Através da aplicacdo de um questiondrio
sociodemogréifico e de saide semiestruturado, foram coletadas as seguintes
informacdes: histdrico clinico, sexo, idade, escolaridade, renda familiar, consumo de
bebidas alcdolicas e tabagismo. Dos prontudrios médicos foram coletados dados
referentes a doenca renal, como a patologia de base, histéoria de DCV ou outras

comorbidades.

4.3.2  Consumo Alimentar

O consumo alimentar foi avaliado por meio do questiondrio quantitativo de
frequéncia de consumo alimentar (QFCA), especialmente construido para estes
individuos (APENDICE C), baseado em um questionério validado para pacientes renais
(KALANTAR-ZADEH et al.,, 2010) e nas informagdes de consumo coletadas em
recordatérios de 24h previamente aplicados na populacdo estudada. Assim, foram
analisadas as porc¢des de alimentos de cada grupo conforme o Guia Alimentar para a
Populagdo Brasileira (BRASIL, 2008). O grupo das oleaginosas foi também inserido, de
acordo com o novo Guia Alimentar para a Populagdo Brasileira (BRASIL, 2014). O
grupo de frutas e hortaligas foi dividido em alto (201-300 mg/por¢do), médio (101-200
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mg/por¢ao) e baixo (<101 mg/porcao) teor de potdssio (MARTINS, 2001). Este QFCA
foi validado em outro estudo da coorte NUGE-HD (WENDLING, 2020).

O QFCA foi aplicado no Servigo de Nefrologia por pesquisadores treinados, nos
dias das sessdes de HD. Durante a aplicacdo, foi utilizado um 4lbum fotogréfico para
auxiliar o individuo na escolha das porcdes que correspondesse a sua ingestao habitual
(MONTEIRO et al., 2007). Para pacientes com qualquer sinal de comprometimento
cognitivo, as respostas foram confirmadas com os responsaveis.

O consumo didrio de calorias e nutrientes foi estimado para cada item alimentar
do QFCA, usando uma planilha do Microsoft® Excel, elaborada especificamente para
esse fim, conforme apresentado na Figura 3. A composicdo nutricional dos alimentos
presentes no QFCA foi obtida em tabelas de composi¢cdo de alimentos brasileiras
(IBGE, 2011a; TACO, 2011). Todos os macros e micronutrientes foram ajustados pela
ingestdo caldrica didria pelo método residual antes da andlise estatistica (WILLETT;

STAMPFER, 1998).

Conversao das medidas caseiras relatadas (por
mdividuo) para grama ou mililitro, usandoa
Tabela de Medidas Referidas para os Alimentos
Consumidos no Brasil (IBGE, 2011b)

$

Calculo da ingestao diaria: valor de consumo
encontrado foi dividido por 1 (frequéncia de
consumo relatada como diaria), por 7
(semanal), por 30 (mensal) e por 365 (anual)

4

Conversdo da quantidade diaria de consumo em
nutrientes, por meio de sintaxes desenvolvidas
para este fim

Figura 3: Etapas realizadas para obtencdo do consumo diario de calorias e nutrientes a

partir do Questionario de Frequéncia de Consumo Alimentar
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4.3.3 Medidas e Indices Antropométricos

As medidas e indices antropométricos avaliados foram peso, estatura, indice de
massa corporal (IMC), prega cutanea tricipital (PCT), perimetros da cintura (PC) e do
brago (PB), perimetro muscular do braco (PMB), drea muscular do brago corrigida
(AMBc) e drea de gordura do braco (AGB). A gordura corporal (%) e a massa magra
(kg) foram avaliados por meio de BIA (modelo BC150; Tanita®, Téquio, Japao), que foi
aplicada cerca de 30 minutos apds a sessdo de HD, seguindo o protocolo e as referéncias
propostas pelo fabricante.

O peso pos-dialitico, considerado o peso seco do individuo (em kg), foi aferido
em equipamento de BIA, com os individuos utilizando roupas leves, sem sapatos,
agasalhos e objetos que interfiressem no peso. Os individuos foram posicionados no
centro da plataforma em posicdo ortostatica, olhar voltado para o horizonte e com o
peso distribuido centralmente entre os pés, até a determinagdo do valor JELLIFE, 1968;
WHO, 1995).

A estatura foi aferida utilizando-se um estadidmetro vertical portatil, dividido em
centimetros e subdividido em milimetros (Alturaexata®). Para a afericdio da estatura, os
individuos ficaram descalcos, com os calcanhares juntos, em posi¢do ereta, encostados
no estadidmetro e com o olhar fixo na altura da linha do horizonte (JELLIFE, 1968;
WHO, 1995). A partir das informagdes de peso e estatura, foi calculado o IMC e o
estado nutricional classificado conforme a Organizagdo Mundial da Satde (1995/1997)
para adultos e Lipschitz (1994) para idosos.

O PC foi aferido por meio de fita métrica milimetrada, flexivel e ineldstica,
ajustada ao corpo, sem compressdo dos tecidos. A medida foi obtida na cicatriz
umbilical, sendo a leitura realizada no momento da expiragdo (COELHO; AMORIM,
2007). O PC foi analisado de acordo com os pontos de corte da Organizacao Mundial de
Saide (WHO, 1998), considerando o risco para doengas associadas a obesidade.

O PB foi aferido no ponto médio entre o processo acromio da escdpula e o
olécrano, determinado com o auxilio de uma fita métrica flexivel e inelastica. No
momento da medida, os membros superiores foram posicionados paralelamente ao
tronco do individuo. A medida foi aferida no brago sem o acesso vascular (COELHO;

AMORIM, 2007).
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A determinagdo da PCT foi realizada com um adipdmetro (Modelo MGF771,
Cescorf, Porto Alegre, Brasil) no brago contrdrio ao do acesso vascular. As medidas
foram realizadas em triplicata, sendo o resultado final expresso como a média dos
valores. A partir das medidas do PB e da PCT foram calculados o PMB, a AMBc e a

AGB. A estimativa do PMB foi realizada a partir da férmula a seguir:

PMB (cm) =PB (cm) — nt X [PCT (mm) <+ 10]
Onde: = 3,1416
A AMBc, especifica para cada sexo, foi obtida de acordo com as equagdes

propostas por Heymsfield et al. (1982):

e Homens:

AMBc (cm?) = [PB (cm) — n x PCT (cm)]> — 10
4

e Mulheres:

AMBc (cm?) = [PB (cm) — n x PCT (cm)]* - 6,5
4n

A AGB foi calculada por meio da férmula a seguir:

AGB (cm?) = PMB (cm) x [PCT (mm)/10] — z [PCT (mm)/10]>
2 4

Onde: PMB = perimetro muscular do brago

PCT = prega cutanea tricipital

4.3.4 Amostras Biologicas

As amostras de sangue sem jejum foram coletadas em 2 tubos (Vacutainer®),
contendo EDTA como anticoagulante, e 1 tubo de soro, antes do inicio da HD pela
equipe de enfermagem do proprio servico. O plasma e o soro foram separados em
centrifuga refrigerada (15 min, 3000 rpm, 4 °C) e armazenados a -80 °C para andlises

posteriores.
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4.3.5 Determinagdo do Oxido Nitrico

O soro foi utilizado para andlise do 6xido nitrico (ON), como biomarcador de
estresse oxidativo. O nitrito usado como indicador da sintese de ON foi detectado pelo
Reativo de Griess (GREEN et al., 1982), composto por 1% de sulfanilamida e 0,1 % de
naftil-etileno-diamina em 2,5 % de H3POs. Desta forma, 50 uL do soro foi adicionado
em microplacas com igual volume do Reativo de Griess e incubado a temperatura
ambiente por 15 minutos. Em seguida, foi feita leitura da placa em leitor de microplacas
(A = 540nm). A concentragdo de ON das amostras foi determinada utilizando curva
padrdo com concentracdes conhecidas de nitrito de sédio e expressas em pM mg
protefna™. A concentracio de proteinas, utilizada no cdlculo do ON, foi mensurada pelo

método de Lowry et al. (1951), usando albumina sérica bovina como padrao.

4.3.6 Marcadores de Controle Metabdlico

Os marcadores de controle metabdlico foram obtidos do prontudrio médico, na
mesma época em que foi aplicado o QFCA e realizada a avali¢cdo antropométrica, e
analisados usando-se técnicas laboratoriais de rotina. Os marcadores avaliados foram
Kt/V de ureia e concentragdes séricas de hemoglobina, hematdcrito, eritrdcitos,
creatinina, ureia pré-didlise, albumina, célcio, fésforo, paratormdnio (PTH), potéssio,
ferro, ferritina, capacidade total de ligacdo do ferro, PCR, colesterol total e
triglicerideos. Para determinar esses marcadores, amostras de sangue sem jejum foram
coletadas antes do inicio da HD. O célcio sérico corrigido para os niveis de albumina foi
calculado de acordo com a férmula: célcio corrigido = célcio sérico total + [(albumina

sérica) x 0,8].

4.4 Segunda Coleta - 2017

Participaram da segunda coleta da coorte, ocorrida trés anos depois da primeira
fase, individuos do mesmo Servico de Nefrologia: 60 que participaram da primeira
coleta do estudo e 77 novos participantes. Nesta etapa, foram adotados os mesmos
critérios de inclusdao e nao inclusdo da primeira coleta do estudo, exceto o item
relacionado a BIA, uma vez que a mesma nao foi realizada nesta fase. Entre as duas
fases do estudo, 16 individuos faleceram, 8 transplantaram e 1 passou para o tratamento

conservador.
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Para os novos participantes, foi aplicado o questiondrio sociodemografico e de
saude semiestruturado, conforme descrito anteriormente na primeira coleta, e dos
prontudrios médicos foram coletados dados referentes a doenga renal (doenga de base e
outras comorbidades).

Para todos os participantes da segunda coleta, foi aplicado o QFCA e aferidos o
PB, o peso pds-dialitico e a estatura conforme metodologia utilizada na primeira coleta
do estudo. Além disso, foram obtidos dos prontudrios médicos os marcadores de
controle metabdlico e Kt/V de ureia, e coletada amostra de sangue sem jejum, em 2
tubos (Vacutainer®) contendo EDTA como anticoagulante, e 1 tubo de soro. A coleta foi
realizada antes do inicio da HD pela equipe de enfermagem do préprio servigo. O
plasma e o soro foram separados em centrifuga refrigerada (15 min, 3000 rpm, 4 °C) e

armazenados a -80 °C para andlises posteriores de PCR e homocisteina.

4.4.1 Andlise de PCR e Homocisteina
As concentragdes plasmaticas de homocisteina foram obtidas usando o ensaio
ARCHITECT Homocysteine 1L.71 (Abbott Laboratorios, Abbott Park, IL 60064), que é
um imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA) para a
determinacdo quantitativa da L-homocisteina total no ARCHITECT iSystem. Foi
utilizado o reagente de CRP de latex do sistema Beckman Coulter AU (Beckman

Coulter, Inc.) e método turbidimétrico para determinar as concentragdes de PCR.

4.4.2 Cdlculo do IID

O calculo do IID foi realizado pelo grupo de pesquisa da University of Carolina
(EUA) que desenvolveu e atualizou o indice (SHIVAPPA et al., 2014a). As informacdes
do consumo alimentar obtidas do QFCA foram utilizadas para calcular os scores do 11D
de todos os participantes da segunda coleta, com base em 29 pardmetros alimentares, a
saber: energia, carboidrato, lipideo, proteina, fibra alimentar, dcidos graxos -3, acidos
graxos ®-6, AGPI, AGMI, AGS, acidos graxos trans, colesterol, vitamina A, tiamina,
riboflavina, niacina, vitamina B-6, folato, vitamina B-12, vitamina C, vitamina D,
vitamina E, -caroteno, retinol, magnésio, zinco, ferro, selénio e etanol. Para controlar o

efeito da ingestdo total de energia, o IID foi calculado por 1000 kcal.
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4.4.3 Consumo Alimentar de Acordo com o Grau de Processamento dos
Alimentos
Para avaliacdo do consumo alimentar de acordo com o grau de processamento,
os alimentos foram divididos e classificados em quatro grupos diferentes, como
proposto por Monteiro et al. (2016), de acordo com a classificagdo NOVA. Os alimentos
foram classificados e distribuidos baseados nas descri¢des de cada grupo:
* Grupo 1 (Alimentos in natura ou minimamente processados): os alimentos in
natura sao partes comestiveis de plantas ou de animais. J4 os alimentos
minimamente processados sdo alimentos in natura submetidos a processos como
remog¢do de partes ndo comestiveis ou ndo desejadas, secagem, desidratacdo,
trituracdo ou moagem, fracionamento, torra, coccdo apenas com agua,
pasteurizacdo, refrigeracdo ou congelamento, acondicionamento em embalagens,
empacotamento a vacuo, fermentacdo ndo alcodlica e outros processos que nao
envolvem a adicdo de substancias como sal, acgucar, 6leos ou gorduras ao
alimento in natura. Também sdo adicionados ao grupo 1 itens compostos por
dois ou mais alimentos deste grupo, como granola de cereais, nozes e frutas
secas, sem que haja adicdo de agicar, mel, 6leo, gorduras ou qualquer outra
substancia, além de alimentos deste mesmo grupo enriquecidos com vitaminas e
minerais, a fim de repor nutrientes perdidos no processamento do alimento in
natura, como, por exemplo, farinha de trigo ou de milho enriquecida com ferro e
acido fdlico. Além disso, permanecem neste grupo alimentos aos quais foram
adicionados aditivos, com o objetivo de preservar as propriedades originais do
alimento, como antioxidantes usados em frutas desidratadas ou legumes cozidos
e embalados a vdcuo, e estabilizantes usados em leite ultrapasteurizado.
* Grupo 2 (Ingredientes culindrios processados): itens de preparacdo culindria os
quais foram extraidos de alimentos do grupo 1 ou da natureza, que receberam
processos como prensagem, moagem, pulverizagdo, secagem e refino. Neste
grupo também sdo incluidos produtos compostos por duas substancias
pertencentes ao grupo (como manteiga com sal) e produtos compostos por
substancias deste grupo adicionadas de vitaminas ou minerais (como o sal
iodado). Vinagres obtidos pela fermentacdo acética do dlcool de vinhos e de

outras bebidas alcodlicas, pela semelhanca de uso com outras substincias
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pertencentes ao grupo, também foram incluidos. Neste grupo foram também
considerados ingredientes culindrios adicionados de aditivos para preservar suas
propriedades originais, como antioxidantes usados em Oleos vegetais e
antiumectantes usados no sal de cozinha, ou de aditivos que evitam a
proliferacdo de micro-organismos, como conservantes usados no vinagre.
* Grupo 3 (Alimentos processados): caracterizado pela adi¢do de sal, actcar,
6leo, vinagre ou outra substincia do grupo 2, a um alimento do grupo 1,
composto em sua maioria por dois ou trés ingredientes. Alimentos com vdrios
métodos de preservacdo e coc¢do, além da fermentacdo ndo alcodlica, no caso de
queijos e de paes. Produtos deste grupo quando adicionados de aditivos para
preservar suas propriedades originais, como antioxidantes usados em geleias, ou
para evitar a proliferacdo de micro-organismos, como conservantes usados em
carnes desidratadas, permaneceram neste grupo; assim como bebidas alcodlicas,
consideradas como parte da alimentacdo, como aquelas fabricadas pela
fermentacdo alcodlica de alimentos do grupo 1, como vinho, cerveja e cidra.

* Grupo 4 (Alimentos ultraprocessados): produtos que contém cinco ou mais

ingredientes. Permaneceram neste grupo aqueles produtos compostos apenas por

alimentos do grupo 1 ou do grupo 3, que contivessem aditivos com fungdo de
modificar cor, odor, sabor ou textura do produto final, como, por exemplo,
iogurte natural com edulcorante artificial e pdes com emulsificantes. Bebidas
alcodlicas consideradas parte da alimentacdo, como aquelas fabricadas por
fermentacdo de alimentos do grupo 1, seguida da destilacdo do mosto alcodlico

(cachaca, uisque, vodca e rum) foram também classificadas neste grupo.

As preparacdes mistas dificultam a classificagdo. Por isto, foi adotado como
critério para classificar estes alimentos, os principais ingredientes contidos na
preparagdo (aqueles em maiores quantidades). Caso a maioria dos ingredientes
utilizados nesta preparacdo pertensse ao grupo 1, este alimento/preparacdo foi
classificado(a) neste grupo. Além disso, aqueles alimentos do grupo 1 acrescidos de
ingredientes culindrios processados, que melhoram a sua palatabilidade, como sal,
acuicar e Oleos, permaneceram classificados neste grupo. Em cada um dos quatro

macrogrupos, subgrupos foram distribuidos da seguinte forma:
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* Grupo 1 (Alimentos in natura ou minimamente processados): arroz; outros
cereais; feijdo, outras leguminosas; frutas; sucos de frutas ou de hortalicas;
legumes e verduras; raizes e tubérculos; carne vermelha; aves e outras carnes;
peixes e frutos do mar; middos; ovos ao natural; leite e iogurte natural; café e
chd; dgua potdvel; nozes e sementes; cogumelos secos e frescos; especiarias,
ervas aromdticas frescas ou secas; e demais ingredientes culindrios do
macrogrupo 1.

* Grupo 2 (Ingredientes culinarios processados): sal; agicar e melado de vegetais
diversos; mel extraido de colmeias e xarope de malte; dleos vegetais; gordura
animal; amidos e féculas de milho ou de outros vegetais; e vinagre de vinho ou
de outra bebida alcodlica.

* Grupo 3 (Alimentos processados): pao francés; queijos processados; conservas
de verduras, legumes e leguminosas; carnes processadas; conserva de fruta;
bebidas alcodlicas fermentadas; e oleaginosas adicionadas de sal/actcar.

* Grupo 4 (Alimentos ultraprocessados): bolachas salgadas e salgadinhos; doces
industrializados; cereais matinais; produtos panificados; paes ultraprocessados;
queijos ultraprocessados; carnes ultraprocessadas; temperos e molhos
industrializados; refeicdes prontas; refrigerantes; sucos artificiais; bebidas

lacteas; bebidas alcodlicas destiladas; outras bebidas; e margarinas e patés.

4.5 Busca do Registro dos Obitos

Para obter informacgdes sobre os Obitos, como data e causa bdsica, foram
consultados os prontudrios médicos no servico de HD, a fim de verificar se os
participantes do estudo estavam vivos ou nao. Esses dados foram entdo checados no
Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (http://datasus.saude.gov.br/sistemas-e-
aplicativos/eventos-v/sim-sistema-de-informacoes-de-mortalidade), no qual também
foram coletadas informacdes sobre a causa basica da morte, segundo a Classificagdo
Internacional de Doengas (CID-10). Esse procedimento de verificacdo dos obitos foi
realizado apds trés anos da primeira coleta (em 2017) e apds dois anos da segunda

coleta (em 2019).
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4.6 Analise de Dados Longitudinal

Os dados de consumo alimentar, antropométricos e de composicdo corporal,
juntamente com os marcadores metabdlicos, inflamatérios e de estresse oxidativo
coletados na primeira fase do estudo, foram utilizados para determinar os preditores da
mortalidade, apds trés anos de seguimento (Artigo 2). As andlises foram realizadas
usando o software R 3.4.4. A andlise descritiva foi apresentada por meio de medidas de
frequéncia absoluta e relativa (%), média e desvio-padrdo ou mediana seguida pelo
intervalo interquatilico. A andlise de riscos proporcionais de Cox foi usada para
avaliar os preditores independentes da mortalidade. O tempo de sobrevida foi
medido em dias, a partir da data da primeira entrevista até a morte ou final do
seguimento, o que ocorresse primeiro. Os pacientes submetidos a transplante renal
foram censurados no momento do transplante e todos os pacientes vivos no final do
acompanhamento foram censurados no dltimo contato com os pesquisadores.

As variaveis explicativas testadas no modelo de Cox foram definidas a partir da
literatura (KANG, CHANG, PARK, 2017; MAGALHAES et al., 2017). O método de
selecdo de varidveis forward foi usado. A varidvel com menor valor de p na andlise
bruta foi inicialmente introduzida no modelo e esse procedimento foi repetido para
todas as demais varidveis. Todas as varidveis com valor de p < 0,05 permaneceram no
modelo final. Hazard Ratios (HR) com intervalos de confianca de 95% (IC 95%) foram
relatados. O ajuste geral do modelo foi avaliado pelo seu poder explicativo (R* do
modelo escolhido/R? do modelo saturado).

Por sua vez, os dados de consumo alimentar, antropométricos e inflamatdrios,
obtidos na segunda coleta do estudo, foram utilizados para analisar suas inter-relacdes
na predicdo da mortalidade apds dois anos de seguimento (Artigo 3). Foi utilizado o
Statistical Package for the Social Sciences for Windows, versio 21.0 (SPSS Inc.
Chicago, EUA) para caracterizacdo da amostra por meio do uso de frequéncia absoluta e
relativa e do cdlculo da média e desvio padrdao (DP) ou mediana e intervalo interquartil
(IQR). As diferencas entre sobreviventes e ndo sobreviventes para as varidveis
quantitativas foram analisadas pelo teste t de Student ou Mann-Whitney U, de acordo
com a normalidade dos dados. O teste do qui-quadrado de Pearson foi realizado para

verificar as diferencgas entre os dois grupos em relacdo as varidveis categoricas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kang%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28420212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28420212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28420212
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O software MPlus®, versao 5.0, foi utilizado para explorar as inter-relagdes
entre as varidveis de interesse na predicdo da mortalidade, usando a andlise de
caminhos. A andlise de caminhos, um subconjunto da modelagem de equacgdes
estruturais (MEE) (BENTLER; STEIN, 1992), é uma extensio da andlise de regressdao
que estima simultaneamente as associagdes lineares entre todas as varidveis de um
modelo (GAMBORG et al., 2009) e permite avaliar os efeitos totais, diretos e
indiretos de cada varidvel sobre o desfecho.

Na andlise de caminhos, as varidveis explicativas podem afetar a varidvel
desfecho de forma direta ou indireta. Os efeitos diretos representam as relagcdes diretas
entre duas varidveis, isto é, que ndo sdo mediadas por outras varidveis do modelo, e
podem ser interpretados similarmente a um coeficiente de regressdo. Os efeitos
indiretos, por sua vez, expressam uma sequéncia de caminhos com, pelo menos, uma
varidvel intermedidria ou mediadora, e sdo calculados pela multiplicacdo dos efeitos
diretos entre as varidveis pertencentes aquele caminho. Finalmente, o efeito total é
calculado a partir da soma dos efeitos diretos e indiretos (KLINE, 2004; HAIR et al.,
2009).

Os coeficientes padronizados e ndo padronizados com seus respectivos valores
de p foram estimados. Os valores da odds ratio (OR) foram obtidos a partir da
exponenciacdo dos efeitos ndo padronizados. O método de Maxima Verossimilhanca
Robusta (MLR) foi utilizado para estimar os parametros. Trata-se de um método
robusto que ndo requer o pressuposto de distribuicdo normal multivariada dos dados e
que imputa dados faltantes (KLINE, 2004).

Para verificar o ajuste do modelo, foram analisadas as seguintes medidas: o
RMSEA (Root Mean Square Error of Approximation) e o SRMR (Standardized Root
Mean Square Residual), que se baseiam nos residuos do modelo, sendo que valores
<0,06 indicam que o modelo tedrico se ajusta bem aos dados (HU, BENTLER, 1999;
HOOPER, COUGHLAN, MULLEN, 2008); e o TLI (Tucker-Lewis Index) e CFI
(Comparative Fit Index), em que valores superiores a 0,90 indicam um bom ajuste do

modelo (KLINE, 2004; BALTAR et al., 2013).
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4.7 Analise de Dados Seccional

Os dados de consumo alimentar e do estado clinico-nutricional coletados na
segunda fase do estudo foram analisados quanto as suas inter-relacdes com a
homocisteina (Artigo 4).

As andlises descritivas foram realizadas usando o Statistical Package for the
Social Sciences for Windows, versdo 21.0 (SPSS Inc. Chicago, EUA) através do cédlculo
de frequéncia absoluta e relativa e da mediana e intervalo interquartil. A normalidade da
homocisteina plasmatica foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e os testes U de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis foram utilizados para comparar os valores de homocisteina
de acordo com as categorias das varidveis estudadas.

O software MPlus®, versao 5.0, foi utilizado para analisar as inter-relacdes entre
as variaveis de interesse usando a MEE. A MEE € uma técnica multivariada que permite
compreender melhor as complexas relacdes entre as multiplas varidveis estudadas, de
modo simultadneo, por meio de procedimentos estatisticos que combinam regressao
multipla, anélise fatorial e andlise de caminhos (AMORIM et al., 2010).

O modelo tedrico é construido a priori, baseado nos elementos tedricos e nas
hipéteses de estudos anteriores acerca do fendmeno estudado, e expressa a hipétese
investigada pelo pesquisador. Este modelo € representado graficamente pelo diagrama
de caminhos que representa as relacOes de interesse (HOX; BECHGER, 1998). Um
diagrama de caminhos é composto por varidveis diretamente observadas ou medidas,
representadas por quadrados ou retdngulos, e por varidveis que ndo sdo medidas
diretamente, conhecidas como varidveis latentes ou constructos, as quais sao
representadas nos diagramas por elipses. A varidvel latente é representada por um
conjunto de varidveis diretamente observadas (HAIR et al., 2009).

Na MEE, primeiramente é criado um modelo de mensuracdo, composto pelas
varidveis latentes, e depois o modelo estrutural, que trata da relacdo entre todas as
varidveis (AMORIM et al., 2010). Em ambos os casos, um método de estimagdo dos
parametros deve ser escolhido, conforme a distribuicio e natureza das varidveis
estudadas (HAIR et al., 2009).

No modelo de mensuracao € elaborada e validada a varidvel latente por meio da
andlise fatorial confirmatéria. A partir da especificagdo dos indicadores da varidvel,

estima-se as cargas fatoriais que devem ser altas (superior a 0,50) e significantes
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(p<0,05). Além disso, as correlagdes entre os indicadores ndo podem ser
excessivamente altas, indicando a presenga de validade discriminante, uma vez que cada
indicador deve medir um aspecto diferente do construto. Além disso, recomenda-se que
a varidvel latente possua, no minimo, trés varidveis observadas (KLINE, 2004).

O modelo estrutural, por sua vez, inclui uma combinagdo de varidveis
diretamente observadas e varidveis latentes, no qual as relacdes previstas entre as
varidveis no modelo conceitual sdo especificadas e testadas (HAIR et al., 2009). Do
mesmo modo que na andlise de caminhos, na MEE as varidveis podem afetar a varidvel
de desfecho de forma direta ou indireta, sendo os efeitos estimados a partir de
coeficientes padronizados e ndo-padronizados. O uso de estimativas padronizadas
facilita a interpretacdo, pois permite verificar as associagdes em termos de unidades de
desvio padrdo, ja que cada variavel foi medida em uma unidade diferente.

Nesta etapa das andlises, os coeficientes padronizados com os respectivos erros
padrdes e valores de p foram estimados para todas as relacdes estabelecidas no modelo
tedrico utilizando o método MLR. Para verificar o ajuste do modelo, foram utilizados os
mesmos indices e critérios da andlise de caminhos: RMSEA e SRMR <0,06 (HU,
BENTLER, 1999; HOOPER et al., 2008); e TLI e CFI >0,90 (MACCALLUM et al.,
1996; KLINE, 2004; BALTAR et al., 2013).

Em todas as andlises, foi adotado como nivel de significincia estatistica (o) o

valor de 5%.
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Introducao

A Doenca Renal Cronica (DRC) é um sério problema de satde ptiblica mundial,
sendo considerada uma "epidemia" de crescimento alarmante. A DRC afeta de 8 a 16%
da populagdo mundial e no Brasil estima-se que de 3 a 6 milhdes de adultos teriam a
doenca (Lotufo, 2016; Marinho et al., 2017).

A hemodidlise (HD) € a técnica de substituicao renal mais empregada no Brasil e
no mundo e as taxas de prevaléncia e incidéncia de pacientes em didlise aumentam
constantemente. O nimero total de pacientes em didlise cronica no Brasil em 2017 foi
estimado em 126.583, indicando um aumento de 3.758 pacientes (3%) em um ano.
Destes pacientes em dialise cronica, 91,8% faziam tratamento por HD (Alcalde,
Kirsztajn, 2017; Thomé et al., 2019). Apesar dos avangos no tratamento, a mortalidade
nos pacientes em HD ainda € elevada, e a doencga cardiovascular (DCV) € a causa de
morte mais comum nessa populagdo, sendo responsédvel por cerca de 40% das mortes
(Verbeke et al., 2011; Wald et al., 2012;).

Nesse sentido, componentes especificos da dieta sdo capazes de modular o
metabolismo lipidico, o estado inflamatério e o estresse oxidativo, intimamente
relacionados ao aumento do risco para DCV (Cocate et al., 2015; Rocha et al., 2016;
Lopes et al., 2018; Ribeiro et al., 2019) e altamente prevalentes na DRC (Libetta et al.,
2011; Elkabbaj et al., 2013). No entanto, individuos em HD apresentam ingestdes
inadequadas de nutrientes devido a falta de apetite, restricdes alimentares, mudancas no
paladar, consumo de vérios medicamentos, depressdo e comorbidades (Dukkipati;
Kopple, 2009). Desta forma, torna-se importante a avaliacdo do consumo alimentar
destes individuos, a fim de verificar a adesdo as orientagdes nutricionais e estabelecer
relacOes entre o consumo de nutrientes € minerais com comorbidades frequentes em
HD, como a desnutri¢do energético-proteica, obesidade, disturbios do metabolismo
mineral e 6sseo e DCV. Além disso, conhecer o consumo alimentar destes pacientes
permite entender melhor seu papel na progressdo da doenca, dos sintomas urémicos e
sobre o risco de morte (Kovesdy; Shinaberger; Kalantar-Zadeh, 2010).

Por sua vez, fatores genéticos também estdo envolvidos na patogénese das DCV
(Ishimitsu et al., 2004). Dentro desse contexto, diversos polimorfismos de nucleotideo
unico (do inglés, Single Nucleotide Polymorphism - SNP) em genes relacionados a

inflamacdo, estresse oxidativo e fatores de risco para DCV, como dislipidemia e
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hipertensdo arterial, afetam o risco cardiovascular nos individuos em HD (Balbino;
Hermsdorff; Bressan, 2018). Por outro lado, os componentes da dieta podem ter efeito
modulador nos fendtipos dependentes da variacdo genética, efeito este considerado
como intera¢do gene-nutriente (Baye, Abebe, Wilke, 2011; Fenech et al., 2011; Camp,
Trujillo, 2014).

Ainda, o interesse cientifico pelos mecanismos epigenéticos tem crescido nos
ultimos anos, devido ao impacto de diferentes nutrientes sobre as modificagdes
epigenéticas, o que permitiria o desenvolvimento de estratégias mais personalizadas de
prevencdo e acompanhamento da progressdao de doencas, bem como para o estudo de
abordagens terapéuticas mais eficientes (Hermsdorff et al., 2013; Goni et al., 2015;
Carraro et al., 2016; Lopes et al., 2019). A metilacio do DNA € o biomarcador
epigenético mais estudado, como fator predisponente para doengas cronicas, tais como
hipertensio, aterosclerose e inflamac¢do (Kim et al., 2010). Além disso, a desregulacio
epigenética em pacientes urémicos pode resultar em alteragcdes do fendtipo
cardiovascular por meio de inflamacdo (Wierda et al., 2010), hiperhomocisteinemia
(Ingrosso; Perna, 2009) e estresse oxidativo (Chen, Wei, Chiu, 2013), levando ao
aumento da morbimortalidade cardiovascular (Stenvinkel et al., 2007). Entretanto, ainda
ndo sdo conhecidas se alteracdes metabdlicas e inflamacgdo, juntamente com o padrao
alimentar, podem alterar o fenétipo destes individuos em HD por meio de modificacdes
epigenéticas, sendo esse tema ainda pouco explorado na literatura.

Nesse sentido, devido a escassez de estudos longitudinais no Brasil que avaliem
a influéncia da alimentacdo, nutricdo e fatores (epi)genéticos nos desfechos em HD, o
estudo da NUtri¢do e GEnética nos Desfechos em HemoDidlise (NUGE-HD) foi criado,
a fim de preencher essas lacunas da literatura. No presente artigo, nds descrevemos
detalhadamente o estudo NUGE-HD, os resultados obtidos até o momento e

perspectivas futuras.

Estudo NUGE-HD

NUGE-HD € um estudo longitudinal do tipo coorte aberta, com coleta de dados
periddica, iniciado em 2014, com objetivo principal de investigar o padrdo alimentar e
fatores especificos da dieta e sua associagdo com desfechos de saide em populacdo

submetida a HD.
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Participantes do Estudo

Os critérios de inclusdo para essa coorte do tipo aberta sdo idade igual ou
superior a 18 anos e tempo de tratamento em HD maior que um més. Os critérios de nao
inclusdo sdo deficiéncia auditiva (informada por funcionérios do setor), cateteres recém-
implantados (tempo de aproximadamente 1 més), instabilidade hemodindmica no
periodo de coleta de dados (de acordo com o protocolo do servigo) e impossibilidade de
permanecer de pé para aplicagdo da bioimpedancia elétrica (BIA) (Epifanio et al.,
2018).

Participaram da primeira coleta do estudo (2014), 85 individuos em tratamento
regular de HD. Na segunda coleta (2017), apenas 60 individuos foram reavaliados, uma
vez que 16 pacientes faleceram, oito transplantaram e um passou para o tratamento
conservador. Além disso, nessa segunda fase do estudo, foram inseridos 77 novos
participantes.

O estudo NUGE-HD foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Vigosa (Pareceres n° 701.796/2014 e
1.956.089/2017). Todos os participantes leram e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Até o ano de 2018, o NUGE-HD englobava um unico setor de HD. Em 2020,
mais dois centros serdo incluidos, a fim de aumentar o tamanho amostral e possibilitar a

troca de experiéncias entre os diferentes servigos de HD.

Varidveis de Interesse

As varidaveis de interesse no NUGE-HD sdo aquelas envolvidas com
alimentacdo, nutricdo e desfechos prevalentes em saide em individuos submetidos a
HD (Tabela 1). Apesar de se manterem ao longo das coletas, algumas varidveis foram

inseridas a medida que novas hip6teses foram criadas.
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Tabela 1: Dados, aferi¢des, determinacdes e indices realizados nas fases de seguimento

(NUGE-HD).

Variaveis

Dados sociodemograficos e de satde
Antropometria e composicao corporal
Peso seco corporal e estatura

Indice de Massa Corporal

Perimetro da cintura

Perimetro do brago

Pregas cutaneas

Bioimpedancia elétrica

SARC-F

Teste de levantar da cadeira

DEXA

Forga de preensdo palmar

Escores nutricionais

ASGm

Avaliagdo Objetiva Global

MIS

Consumo alimentar

Consumo de macro e micronutrientes
Indice Inflamatério da Dieta

Grau de processamento dos alimentos
PNAn

Marcadores metabdélicos
Marcadores urémicos

Proteinas plasmaéticas

Metabolismo ésseo

Metabolismo do ferro

Perfil lipidico

Acido félico sérico

Marcadores do estresse oxidativo
Enzimas antioxidantes (SOD, GST, MDA)
Oxido nitrico

Capacidade antioxidante total
Marcadores inflamatdrios

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10

TNF

PCR

Homocisteina

Marcadores (epi)genéticos
Expressdo de genes relacionados a inflamacdo e estresse
oxidativo (IL-1, TNF, ON, etc.)
Metilagdo do LINE-1

Polimorfismo (VDR, NOX, MTHEFR, etc.)

R I I =
P ] !

>
ool

XX H XX XX X
I I R T T S e e e I -

KRR R

HKRX XXX
>
ool

XXX XX

ASGm: avaliacdo subjetiva global modificada; DEXA: densitometria por dupla emissao de raios-X; GST:
glutationa S-tranferase; IL: interleucina; LINE-1: do inglés Long Interspersed Elemnt-1; MDA:
malondialdeido; MIS: do inglés malnutrition inflammation score; MTHRF: metilenotetrahidrofolato
redutase; NOX: NADPH oxidase; PCR: proteina C-reativa; ON: 6xido nitrico, PNAn: equivalente
proteico de aparecimento de nitrogénio; SARC-F: do inglés Sarcopenia Risk Screening, SOD: superéxido
dismutase; TNF: fator de necrose tumoral; VDR: do inglés vitamin D receptor. TO: primeira coleta; T3:

segunda coleta realizado trés anos apds TO; T6: terceira coleta realizada seis anos apds TO.
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e Antropometria, Composicdo Corporal, Indices e Escores Nutricionais

As medidas antropométricas avaliadas no NUGE-HD foram peso pds-dialitico,
considerado o peso seco do individuo (em kg); estatura (cm); perimetros da cintura (PC)
e do braco (PB) e pregas cutaneas (prega cutanea triciptal — PCT; bicipital, subescapular
e suprailiaca), utilizando procedimentos padronizados (Balbino et al., 2017).

A partir dos dados de peso e estatura, foi calculado o IMC (fndice de Massa
Corporal — kg/m?), e o estado nutricional classificado conforme a World Health
Organization (WHO, 1995; WHO, 1997) para adultos e Lipschitz (1994) para idosos. O
PC foi analisado de acordo com os pontos de corte da WHO (1998), considerando o
risco para doencas associadas a obesidade. A partir da divisdo da medida do PC (cm)
pela estatura (cm), foi calculada a razdo cintura-estatura e adotado ponto de corte para
risco de DCV em individuos adultos (Ashwell; Hsieh, 2005). A partir das medidas do
PB e da PCT foram calculados o perimetro muscular do braco, drea muscular do braco
corrigida e drea de gordura do brago, cujas férmulas sdo apresentadas na Tabela 2.

A composi¢do corporal foi avaliada por meio de duas técnicas: BIA e pelo
somatério de pregas cutaneas. A BIA e todas as medidas antropométricas foram
realizadas por um unico pesquisador treinado e aproximadamente 30 minutos apds a
sessdo de HD, momento em que ha o reequilibrio hemodinamico.

Os escores nutricionais utilizados no NUGE-HD foram o modelo adaptado da
Avaliacdo Subjetiva Global modificada (ASGm) proposto por Kalantar-Zadeh et al.
(1999) e a Avaliagdo Objetiva Global (AOG), proposta por Martins (2001). A ASGm foi
aplicada por profissional especificamente treinado para tal. No primeiro momento, o
individuo respondeu, na forma de entrevista, questdes que informassem sobre alteracdes
no peso e na ingestdao alimentar, a presenga de sintomas gastrointestinais, a capacidade
funcional e comorbidades. Em seguida, foi realizado o exame fisico. A partir das
respostas, foi determinado o diagndstico nutricional: adequado (< 8 pontos), risco
nutricional/desnutri¢ido leve (9 — 23 pontos), desnutricio moderada (24 — 31 pontos),
desnutri¢do grave (32 — 39 pontos) e desnutricdo gravissima (> 40 pontos) (Kalantar-
Zadeh et al., 1999).

A AOG foi preenchida apés a obtengdo dos exames laboratoriais pertinentes
(albumina e transferrina séricas e contagem de linfécitos totais). Em seguida, foi

determinado o diagndstico nutricional: adequado (< 6 pontos), risco
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nutricional/desnutricdo leve (7 — 12 pontos), desnutricio moderada (13 — 18 pontos) e
desnutri¢do grave (> 19 pontos) (Martins, 2001).

Para a terceira coleta do NUGE-HD, serd feito o diagndstico de sarcopenia nos
participantes. Para isso, primeiro serd aplicado o questiondrio SARC-F (do inglés
Sarcopenia Risk Screening), a fim de identificar individuos com sinais caracteristicos de
sarcopenia (Malmstrom; Morley, 2013). Individuos com pontua¢do maior ou igual a 4
nesse questiondrio de triagem, passardo para o teste de For¢a de Preensdo Manual
(FPM) e o teste de levantar da cadeira. A FPM serd medida usando um dinamdmetro
hidraulico manual, no lado oposto ao acesso vascular. Os individuos com o braco
dobrado em um angulo de 90° na base horizontal, irdo segurar o dinamdmetro com 0s
dedos ao redor. Trés medidas serdo realizadas, com 30 segundos de intervalo entre cada
uma, e a média serd considerada para este estudo (Garagarza; Flores; Valente, 2018).
Para o teste da cadeira, sera solicitado ao individuo levantar e sentar de uma cadeira por
cinco vezes sem usar apoio de maos ou contar quantas vezes O paciente consegue
realizar esse movimento em 30 segundos. Apds a aplicagdo dos pontos de corte
especificos para esses dois testes, serd feito a confirmacdo da sarcopenia utilizando o
DEXA (Densitometria por Dupla Emissdo de Raios-X) (Cruz-Jentoft et al., 2019). O
DEXA serd realizado pela manh3a, em jejum, por técnico especializado, seguindo
instrucdes do fabricante. Durante o exame, o individuo permanecerd em posi¢ao supina
sobre uma maca até a finalizacdo da leitura pelo equipamento. Os individuos seguirdo
um protocolo estabelecido pelo fabricante do aparelho para realizacdo da afericdo,
sendo necessdrio estar com roupa leve, sem brinco, pulseira ou qualquer adorno de

metal.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garagarza%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29596717
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flores%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29596717
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valente%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29596717

Tabela 2: Equagdes para a obtencao dos indices antropométricos.

Indicador Equacao Pontos de corte
IMC (kg/m?) Peso corporal (kg) = Baixo peso:
(Lipschitz, 1994; WHO, 1995; WHO, 1997) Estatura” (m) Adulto: < 18,5 kg/m2

Idoso: < 22 kg/m?

= Excesso de peso corporal:
Adulto: > 25 kg/m?
Idoso: > 27 kg/m?

RCE Perimetro da cintura (cm) = Risco cardiovascular: > 0,5
(Ashwell; Hsieh, 2005) Estatura (cm)
CMB (cm) PB (cm) — 7t x [PCT (mm) + 10] = Desnutricao leve: < 70%
(Blackburn, Thorton, 1979; Frisancho, = Desnutricdo moderada: 70 - < 80%
1981) Adequacdo da CMB (%): CMB obtida (cm) X 100 = Desnutri¢do grave: < 70%
CMB percentil 50 = Excesso de peso: > 110%

AMBc (cm?) = Homem: * Desnutri¢cdo leve/moderada: p > Se < 15
(Frisancho, 1981; Heymsfield et al., 1982) [PB (cm) —t x PCT (mm)]*>— 10 = Desnutricdo grave: p <5

47

= Mulher:
[PB (cm) — nt x PCT (mm)]* - 6,5

4
AGB (cm?) CMB (cm) x [PCT (mm)/10] — n [PCT (mm)/10]? = Deplecdo nas reservas energéticas: < p25
(Coelho, Amorim, 2007; Frisancho, 1981; 2 4 = Obesidade: > p90

Rombeau et al., 1989)

AGB: drea de gordura do braco; AMBc: drea muscular do brago corrigida; CMB: circunferéncia muscular do braco; IMC: indice de massa corporal; p:

percentil; PB: perimetro do brago; PCT: prega cutanea tricipital; RCE: relac¢do cintura-estatura.

6G
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e Consumo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado por meio do questiondrio de frequéncia de
consumo alimentar (QFCA), especialmente construido para estes individuos, baseado
em um questiondrio validado para pacientes renais (Kalantar-Zadeh et al., 2010) e nas
informacdes de consumo coletadas em recordatérios de 24h previamente aplicados na
populacdo estudada. Este QFCA ja foi validado em outro estudo da coorte NUGE-HD
(Wendling, 2020).

O célculo do Indice Inflamatério da Dieta (IID®) foi realizado pelo grupo de
pesquisa da University of Carolina (EUA), que desenvolveu e atualizou o indice
(Shivappa et al., 2014). O célculo dos scores do IID dos participantes do estudo foi
baseado em 29 parametros alimentares, sendo eles: energia, carboidrato, lipideo,
proteina, fibra alimentar, 4cidos graxos n-3, dcidos graxos n-6, &4cidos graxos
poliinsaturados, dcidos graxos monoinsaturados, dcidos graxos saturados, dcidos graxos
trans, colesterol, vitamina A, tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B-6, folato,
vitamina B-12, vitamina C, vitamina D, vitamina E, B-caroteno, retinol, magnésio,
zinco, ferro, selénio e etanol.

Para avaliar o consumo alimentar de acordo com o grau de processamento, 0s
alimentos foram divididos e classificados em quatro grupos diferentes, como proposto
por Monteiro et al. (2016), de acordo com a classificagdo NOVA: alimentos in natura e
minimamente processados — Grupo 1; ingredientes culindrios processados — Grupo 2;
alimentos processados — Grupo 3; e alimentos ultraprocesados — Grupo 4 (Monteiro et
al., 2016).

O PNAn (equivalente proteico de aparecimento do nitrogénio normalizado) foi
calculado a partir do Kt/V e ureia sérica (Kopple, 2001), sendo o valor obtido

correspondente a média de resultados dos dltimos trés meses.

e Marcadores metabdlicos
Os marcadores metabdlicos foram obtidos do prontudrio médico e analisados
usando técnicas laboratoriais de rotina do proprio servico. Os marcadores avaliados
foram os urémicos (ureia pré e pds didlise, taxa de remoc¢do da ureia, creatinina),
cardiovasculares (colesterol total e fragdes, triglicerideos), proteinas plasméticas
(proteina total, albumina, globulina), do metabolismo 6sseo (fésforo, calcio, produto

célcio-fésforo, paratormonio, fosfatase alcalina), do metabolismo do ferro
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(hemoglobina, hematdcrito, eritrécitos, ferritina, ferro, saturacdo de transferrina,

capacidade latente e total de ligacdo do ferro, transferrina) e potassio.

e Marcadores inflamatdrios e do estresse oxidativo

A metodologia utilizada para determina¢do dos marcadores inflamatérios (IL-2,
IL-4, IL-6 e IL-10 e fator de necrose tumoral) e dos marcadores de estresse oxidativo
(capacidade antioxidante total; enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa S-
transferase e malondialdeido, e Oxido nitrico) foi descrita anteriormente (Santos
Epifanio et al., 2018).

As concentragdes plasmaticas de homocisteina foram obtidas usando o ensaio
ARCHITECT Homocysteine 1171 (Abbott Laboratorios, Abbott Park, IL 60064). Foi
utilizado o reagente de CRP de latex do sistema Beckman Coulter AU (Beckman
Coulter, Inc.) e método turbidimétrico para determinar as concentragdes de proteina C-

reativa (PCR).

e Marcadores (epi)genéticos

Serd coletada amostra de sangue em 2 tubos (Vacutainer®), contendo EDTA
como anticoagulante, antes do inicio da HD, no mesmo dia da coleta de rotina do setor
de HD, pela equipe de enfermagem do proprio servico. O buffy-coat sera separado em
centrifuga refrigerada (15 min, 3000 rpm, 4 °C) e a partir dele sera feita extragdo do
DNA gendmico.

O DNA gendmico das células do sangue periférico serd extraido utilizando
protocolo do fabricante do Kit FlexiGene DNA — Qiagen®. Na primeira etapa é
adicionado tampao de lise as amostras, onde os ntcleos das células e as mitocondrias
serdo sedimentadas por centrifugacdo e ressuspensas em tampdo de desnaturacdo
contendo protease. Apds digestdao da proteina, o DNA € precipitado por adicdo de
isopropanol, recuperado por centrifugacdo, lavado em alcool 70% e seco. Em seguida, o
mesmo serd ressuspenso em tampao de hidratagdo e armazenado a -20°C.

Apos a obtencdo do DNA, serd determinada sua concentragdo e grau de pureza,
através do espectrofotometro NanoDrop 2000 TermoScientific®. O grau de pureza serd
definido pela razdo entre as densidades Opticas avaliadas no comprimento de onda de
260 a 280nm. O DNA sera armazenado a -20°C para andlises posteriores dos

marcadores (epi)genéticos de interesse.
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Primeiros Resultados do NUGE-HD

As caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos participantes do NUGE-HD
sdo apresentadas na Tabela 3. Participam do NUGE-HD um total de 137 individuos
(2014 + 2017), 80 homens e 57 mulheres, com idade média de 61,7 anos e tempo em
HD variando de 1 a 293 meses.

Com relagdo ao consumo alimentar, os participantes do NUGE-HD do sexo
feminino apresentaram maior ingestdo de lipideos (p=0,046) e s6dio (p=0,024), e menor
do grupo de cereais e leguminosas (p=0,015) e alimentos in natura e minimamente
processados (p=0,020) em comparagdo com o sexo masculino. Ja os adultos
apresentaram menor consumo de potdssio (p=0,016) e fésforo (p=0,025) e maior de
calorias (p<0,001) e dos grupos cereais e leguminosas (p=0,044), frutas e hortalicas
(p=0,014), dleos e gorduras (p=0,044), alimentos in natura € minimamente processados
(p=0,021) e ultraprocessados (p=0,009) em relagdo aos idosos (Tabela 4).

Como descrito na Figura 1, os participantes do NUGE-HD apresentaram perfil
lipidico adequado, exceto para as concentracdes séricas de HDL (lipoproteina de alta
densidade-colesterol), uma vez que tanto o sexo masculino quanto o feminino
apresentaram valores abaixo do recomendado. Nao houve diferenca estatisticamente
significante (p>0,005) entre os sexos para as varidveis do perfil lipidico avaliadas
(Figural).

A maioria dos individuos do sexo masculino (62,3%) e feminino (60,4%)
apresentou alto risco cardiovascular, segundo as concentracdes de PCR (Myers et al.,
2004). Da mesma forma, ambos os sexos apresentaram concentracdes plasmdticas
elevadas de homocisteina. Nao houve diferenca estatisticamente significante (p>0,005)
no risco cardiovascular e nas categorias de classificacdo da homocisteina entre os sexos
(Figura 2).

Os artigos publicados com os resultados do NUGE-HD até o momento sio

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 3: Caracteristicas sociodemogréficas e clinicas dos participantes do NUGE-HD.

Variaveis n (%)
Etiologia da DRC (n=137)

Nefroesclerose hipertensiva 54 (39,4)
Diabetes mellitus 47 (34,3)
Doenga renal policistica 9 (6,6)
Glomerulonefrite cronica 5(3,6)
Outras causas 22 (16,1)
Renda média per capita® (n=100)

<1 salario minimo 71 (71,0)
>1 salario minimo 29 (29,0)
Cor da pele (n=137)

Branco 67 (48,9)
Pardo 37 (27,0)
Negro 33 (24,1)
Escolaridade (n=129)

Analfabeto/Fundamental incompleto 89 (69,0)
Fundamental completo/2° grau incompleto 23 (17,8)
2° grau completo/Superior completo e 17 (13,2)
incompleto

Estado civil (n=135)

Casado/Unido estavel 79 (58,5)
Vidvo 22 (16,3)
Solteiro 20 (14,8)
Separado 14 (10,4)
Profissao (n=134)

Aposentado/Do lar 87 (64,9)
Lavrador/Trabalho rural 13 (9,7)
Outras profissoes 34 (25,4)
Fumo (n=137)

Nao 108 (78,8)
Sim 19 (13,9)
Ex-tabagista 10 (7,3)
Consumo de bebidas alcoéolicas (n=137)

Nao 120 (87,6)
Sim 17 (12,4)
Atividade fisica (n=137)

Nao 120 (87,6)
Sim 17 (12,4)

2 Salario minimo em 2017: R$ 937,00.

DRC: doenga renal cronica



Tabela 4: Consumo alimentar dos participantes do NUGE-HD de acordo com o sexo e idade.

Total Homens Mulheres Idoso Adulto Valor p
Ingestao diaria n=101 n=55 n=46 Valor p n=56 n=45
Macro e micronutrientes
Ingestdo calérica 16,4 16,4 15,3 0,364 13,6 20,0 <0,001
(kcal/kg de peso) (12,0-22,2) (12,1-22,29) (11,1-22,3) (9,9-17,9) (15,4-25,5)
Carboidrato 2,4+0,6 2,3+0,6 2,5+0,6 0,257 2,3+£0,5 2,5+0,7 0,191
(g/kg de peso)
Proteina 0,6 (0,5-0,8) 0,7 (0,6-0,8) 0,6 (0,5-0,8) 0,769 0,6 (0,5-0,8) 0,6 (0,5-0,8) 0,935
(g/kg de peso)
Lipideos 0,6 (0,5-0,7) 0,6 (0,5-0,7) 0,7 (0,5-0,8) 0,046 0,6 (0,5-0,7) 0,7 (0,5-0,8) 0,054
(g/kg de peso)
Potéssio (mg) 1533,4+325,6 1548,24295,7 1515,6+360,7 0,619 1602,5+298,7 1447,3£340,4 0,016
Fésforo (mg) 584.,5 602.9 569,7 0,638 595,9 5654 0,025
(505,9-678,6) (487,2-757,1) (522,5-668,1) (538,8-690,3) (483,4-640,7)
Sédio (mg) 982.,5 927,2 1003,1 0,024 963,7 991,9 0,951
(822,6-1161,8)  (710,6-1149,1) (917,6-1237,6) (835,8-1172,7) (741,4-1131,8)
Grupos alimentares
Lacteos e carnes (g) 178,9 206,82 155,0 0,179 178,3 179,9 0,822
(79,6-273,6) (83,7-284.9) (76,0-246,0) (81,0-266,0) (77,1-322,3)
Cereais e leguminosas (g) 290,1 3153 265,2 0,015 272,6 315,0 0,044
(234,8-363,5) (249,3-381,5) (199,3-324,9) (225,0-339,8) (238,9-442.2)
Frutas e hortaligas (g) 175,1 184.,4 167,2 0,859 151,6 235,0 0,014
(126,0-316,7) (127,9-293,9) (120,9-331,1) (112,5-281,8) (150,9-345,3)
Oleos e gorduras (g) 5,1(2,4-19,0) 6,0 (2,9-16,0) 5,0 (2,2-21,2) 0,803 4,1 (2,3-10,1) 10,8 (2,9-32,9) 0,044
Bebidas (mL) 152,5 155,0 139,3 0,129 150,5 1540 0,106
(114,2-261,5) (120,0-335,7) (103,8-203,5) (100,6-221,8) (120,0-414,3)
Outros alimentos (g) 29,2 31,2 26,7 (12,0-67,9) 0,859 22,6 35,3 0,125
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(13,8-68,9) (14,2-71,6) (10,9-54,6) (16,7-72,5)

Grau de processamento dos alimentos

Alimentos in natura € 760,5 796,5 733,3 0,020 723,3 811,0 0,021
minimamente (597,0-1016,0) (689,3-1054,9) (506,9-897,8) (543,6-980,6) (683,2-1089,2)
processados (g)

Ingredientes  culindrios 2,9 (0,1-8,3) 4,0 (0,6-17,1) 2,0 (0,0-8,0) 0,166 3,0 (0,6-15,2) 2,9 (0,0-8,0) 0,339
(g

Alimentos  processados 51,2 50,7 51,4 (17,9-58,2) 0,687 50,4 52,4 (37,9-97,5) 0,102
(2) (17,8-63,0) (17,4-95,0) (10,2-59,4)

Alimentos 66,0 64,9 72,1 0,604 53,9 88,7 0,009
ultraprocessados (g) (33,0-127,0) (32,9-105,0) (34,0-156,6) (29,2-93,4) (44,0-246,5)

Dados sdo expressos como média + DP ou mediana (P25 - P75). g: grama; kcal: quilocalorias; kg: quilogramas; mg: miligramas; mL: mililitros. Valor p em negrito apresenta

diferenca estatistica (p < 0,05) pelo teste t de Student ou U de Mann-Whitney, dependendo da distribui¢do da varidvel.
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Figura 1: Perfil lipidico dos participantes do NUGE-HD.

HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade. Ndao houve
diferenca estatisticamente significante entre os sexos pelo teste de qui-quadrado de Pearson
(»>0,05).

Colesterol total adequado: < 200 mg/dL; LDL adequado: < 130 mg/dL; HDL adequado: > 60
mg/dL; triglicerideos adequado: < 150 mg/dL) (Wanner et al., 2014).
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Figura 2: PCR e homocisteina plasmaticas dos participantes do NUGE-HD.

PCR: proteina C-reativa. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os sexos pelo
teste de qui-quadrado de Pearson (p>0,05).

Valores de PCR: alto (> 3 mg/L), médio (1 - 3 mg/L) e baixo (< 1 mg/L) (Myers et al., 2004).
Homocisteina plasmética elevada > 15 umol/L (Manns et al., 2001).



Tabela 5: Artigos publicados com os resultados do NUGE-HD até o momento.

Objetivo

Principais Resultados

Avaliar o estado nutricional de pacientes
em HD, comparando diferentes métodos

A prevaléncia de desnutricdo variou de 20,0% (% de gordura corporal pela
BIA) a 95,3% (pela AOG), dependendo do indicador ou escore utilizado. Nas
andlises de curvas ROC, ASGm e AOG foram bons indicadores para o
diagnéstico de desnutri¢do, pois ambos alcancaram uma AUC > 0,5.

Avaliar a associagdo da adiposidade,
marcadores metabdlicos, inflamatorios e
oxidativos em individuos na variagdo do
ON em HD

Em um modelo de regressdo miltipla, as concentragdes de ferritina,
triglicerideos, IL-6 e SOD contribuiram para um aumento de 54,8% nas
concentracdes de ON, enquanto as concentragdes de triglicerideos e SOD
foram fatores independentes para a variacdo do ON (p<0,001).

Identificar fatores capazes de predizer a
mortalidade em pacientes em HD,
utilizando uma coorte prospectiva com
trés anos de seguimento

Durante os trés anos de acompanhamento, 16 pacientes (18,8%) morreram.
Idade, produto célcio-fésforo, ferritina, ON e ingestdo de vitamina C foram
positivamente associados a mortalidade. Ferro sérico, PCT, massa magra e a
relacdo gordura monoinsaturada/poli-insaturada da dieta foram preditores
negativos independentes da mortalidade.

Investigar o consumo de alimentos
processados e ultraprocessados e avaliar
sua relacdo com o estado nutricional e
metabdlico de pacientes em HD em um

unico centro no Brasil

Alimentos processados e ultraprocessados representaram 11% do consumo
caldrico didrio, 53% dos 4cidos graxos trans e 12,5% do sal consumido na
amostra do estudo. Os individuos que apresentaram alta ingestdo desse grupo
alimentar (> 128,4 g/dia, ingestdo mediana) apresentaram maiores valores de
fosforo sérico e ureia pré-didlise (p=0,038; p=0,013, respectivamente).

Autores Ano
Balbino et al. 2017
Santos Epifanio et 2018
al.

Balbino et al. 2019
Wendling et al. 2020
Balbino et al. 2020

Testar a hipdtese de que a inflamacgdo
medeia a associacdo entre ingestdo
alimentar, estado clinico-nutricional e
homocisteina plasmatica em individuos

em HD

A concentragdo de PCR apresentou associagdo direta e negativa (p<0,001) e a
relac@o entre o consumo de dcidos graxos saturados/poliinsaturados associa¢io
direta e positiva com as concentra¢des de homocisteina (p=0,046). Ademais, a
relagdo entre a presenga de DM e a homocisteina é mediada pela PCR
(p=0,022)

AOG: avaliacdo objetiva global; ASGm: avaliacdo subjetiva global modificada; AUC: do inglés area under the curve; BIA: bioimpedancia elétrica; HD: hemodidlise; IL:

interleucina; ON: 6xido nitrico; PCR: proteina C-reativa; PCT: prega cutinea tricipital; ROC: do inglés receiver operating characteristic; SOD: super6xido dismutase.
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Perspectivas Futuras

Para a terceira coleta do estudo NUGE-HD, pretende-se aplicar o instrumento
malnutrition inflammation score (MIS) (Kalantar-Zadeh et al., 2001), a fim de se
utilizar mais um indicador para o diagndstico da desnutricio e inflamacdo dos
participantes. Além disso, pretende-se identificar padrdes alimentares, com base no
consumo alimentar dos individuos, e verificar suas associacdes com os desfechos em
saude.

Ademais, pretende-se validar pontos de cortes especificos para a populagdo em
HD para o diagnéstico da sarcopenia, uma vez que ndo existe até o momento, essa
informacdo na literatura cientifica. A validagdo da sarcopenia, possibilitard a sua
avaliacdo e identificacdo em estdgios mais precoces, € consequentemente, diminuir o
processo de perda muscular e, desta forma, reduzir todas as complicacdes que podem
ocorrer em consequéncia da sarcopenia.

Finalmente, a partir dos resultados obtidos até o momento sobre a relagdo do
consumo alimentar, estado nutricional e mortalidade, pretende-se avaliar a possibilidade
de novas recomendacdes nutricionais e pontos de corte especificas para essa populagdo.
Além disso, propor a utilizacio de novos biomarcadores, a fim de auxiliar no
progndstico e controle de fatores de risco, melhorando a sobrevida e alta taxa de

mortalidade ainda presente em HD.
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Abstract

This study aimed to identify the factors capable of mortality prediction in patients on hemodi-
alysis, using a prospective cohort with three years of follow-up. We hypothesized that lack of
clinical-metabolic control, impairmenrt of nutritional status, and inadequate food consump-
tion are risk factors for mortality in this population. This is a longitudinal study on a non-prob-
abilistic sample of B5 adults and elderly patients undergoing hemodialysis, aged > 18 years
(66.0% male, 61.6+13.7 years). Data on anthropometric, biomarkers, body composition and
food intake were obtained. Predictors of mortality were evaluated using Cox regression
analysis. During the three years follow-up, 16 patients (18.8%) died. We observed that age
(HR = 1.319, Cl 95% = 1.131-1.538), calcium-phosphorus product (HR = 1.114, Gl 95% =
1.031-1.205), ferritin (HR = 1.001, Cl 95% = 1.001-1.002), nitric oxide (HR = 1.082, C|

95% = 1.006-1.164), and vitamin C intake (HR = 1.005, Cl 85% = 1.001-1.009) were posi-
tively associated with mortality. Serum iron (HR =0.717, Cl 85% = 0.567-0.907), triceps
skinfold thickness (HR = 0.704, Cl 95% = 0.519-0.954), lean mass (HR = 0.863, Cl 95% =
0.787-0.945), and the ratio of dietary monounsaturated/polyunsaturated fat (HR = 0.022, Cl
95% = 0.001-0.549) were independent negative predictors of mortality. Our results suggest
that dietary intake is also a predictor of mortality in patients on hemodialysis, besides nutri-
tional status, body composition, oxidative stress, inflammation, and bone metabolism, indi-
cating the importance of evaluation of these factors altogether for better prognosis.

Introduction

The prevalence and incidence of end-stage kidney disease are increasing worldwide. About
70% of people who progress to this stage of disease (approximately three million people world-
wide) are treated with hemodialysis (HD) [1,2]. Although HD is effective in increasing survival
rates, the mortality among patients undergoing HD is still high [3,4]. Cardiovascular disease
(CVD) is the leading cause of death in patients on HD [5], associated with a higher prevalence
of traditional risk factors, such as hypertension, diabetes mellitus (DM), dyslipidemia,
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smoking, and old age. In addition, water overload, hyperphosphatemia, elevated calcium-
phosphorus product, anemia, left ventricular hypertrophy, inflammation, oxidative stress,
endothelial dysfunction, insulin resistance, hyperhomocysteinemia, and elevated serum lipo-
protein (a) concentration are all prevalent conditions which increase the morbidity and mor-
tality in patients on HD [6.7].

In addition to CVD, studies have highlighted the importance of non-cardiovascular causes
of death in these patients, which was poorly evaluated until then [8]. In this context, mineral
and bone disorders are common occurrences in chronic kidney disease and are mainly due to
abnormalities in serum levels of calcium, phosphorus, and parathyroid hormone (PTH).
Changes in mineral metabolism have been shown to be associated with the morbidity and
mortality of patients on HD [9,10].

Finally, systemic inflammation and malnutrition also contribute directly to increased mor-
tality and hospitalizations and are mutually dependent [11]. Malnutrition is a result of inade-
quate food intake caused by anorexia, underlying diseases, psychosocial conditions, aging, or
by chronic inflammation itself [12]. In fact, most patients on HD consume nutrients, especially
caloric-protein, in amounts below the recommendations, throughout the treatment [13,14].
However, the impact of dietary intake on the mortality of these patients is still little studied.

We hypothesized that lack of clinical-metabolic control, impairment of nutritional status,
and inadequate food consumption are risk factors for mortality in this population. Therefore,
the aim of the present study was to identify the predictors of all-cause mortality in patients on
HD after three years of follow-up. In this study, we were able to identify these factors and
noted their importance in the prognosis and survival improvement of these patients.

Materials and methods
Studied population

“This is a longitudinal study from the cohort Nutrition and Genetics on Hemodialysis out-
comes (NUGE-HD) with 85 patients on HD treatment (56 men, 29 women, mean age: 61.6
years, SD = 13.7 years, range 19-86 years), treated at a single dialysis center. Patients under-
went three weekly sessions of HD, lasting 3-4 hours, with blood flow greater than 250 mL/min
and dialysate flow of 500 mL/min.

The inclusion criteria for the study were 18 years of age or older and a treatment time in
HD of more than one month, whereas the criteria for non-inclusion were auditory deficiency
(informed by sector employees), newly implanted catheters, instability hemodynamics
(according to the service protocol), and inability to stand for anthropometric measurements.
All individuals undergoing hemodialysis who presented these adequate criteria were invited
to participate in the study. After explanation of study’s objectives and procedures of data col-
lection, those individuals who wished to participate read and signed a written informed con-
sent in accordance with the principles of Declaration of Helsinki. The study was approved by
the Human Research Ethics Committee of the Universidade Federal de Vicosa (N* 701.796/
2014).

Follow-up

The survival time was measured in days, from the date of the first interview, which occurred
between September and December of 2014, until death or end of follow-up (October 2017),
whichever occurred first. To obtain information on the outcome, such as death dates and the
basic cause of death, medical records were consulted in the HD service in order to verify if the
patients whose data was collected at the beginning of the study were alive or not. These data
were then checked in the Mortality Information System (http://datasus.saude.gov.br/sistemas-
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e-aplicativos/eventos-v/sim-sistema-de-informacoes-de-mortalidade), in which information
on the basic cause of death (ICD-10) was also stored. Patients who underwent renal transplan-
tation were censored at the time of transplantation and all patients alive at the end of follow-
up were censored at the time of last contact with the researchers.

Sociodemographic variables

The patients were interviewed using a semi-structured sociodemographic and health question-
naire (Questionnaire in 51 File), and information on clinical history, scholarity, consumption of
alcoholic beverages, and smoking were obtained. The medical records of each patient were care-
fully reviewed and data related to underlying kidney disease, cardiovascular history, or other
comorbidities were collected. Patients with current smoking habits were considered smokers.

Biomarkers assessment

Data on serum concentrations of hemoglobin, hematocrit, erythrocytes, creatinine, pre-dialy-
sis urea, albumin, calcium, phosphorus, PTH, potassium, iron, ferritin, total iron-binding
capacity (TIBC), C-reactive protein (CRP), total cholesterol, and triglycerides were obtained
by consulting medical records and determined using routine laboratory techniques. To mea-
sure all these markers, non-fasting blood samples were collected before initiation of dialysis.
Serum calcium corrected for albumin levels was calculated according to the formula: corrected
calcium = total serum calcium + [(4-serum albumin) x 0.8]. Kt/V urea was calculated using the
equation proposed by Daugirdas II [15]. Values of Kt/V urea > 1.2 were considered indicative
of HD efficacy [15]. For other variables, the alterations were evaluated according to reference

values (Table 1).

Determination of nitric oxide

On the day of routine biochemical exams, the serum was aliquoted and stored at -80"C for
further analysis of nitric oxide (NO) using standardized protocols as previously described
[23].

Anthropometric and body composition assessment

The anthropometric and body composition assessment was performed approximately 30 min-
utes after the end of the HD session. Body weight (BW, kg), height (cm), mid-arm circumfer-
ence (MAC, cm), triceps skinfold thicknesses (TSF, mm) and waist circumference (WC) were
measured using standard techniques, as previously described [24]. From the MAC and TSF
measurements were calculated mid-arm muscle circumference (MAMC), corrected mid-arm
muscle circumference (CMAMC) and mid-arm fat area (MAFA), according to the formulas
below. Muscle mass and fat were determined by electrical bioimpedance (BIA; TANITA®,
model BC150, Tokyo, Japan). The cutoff values used to classify patients according to body
mass index (BMI), WC, and percentage of body fat are presented in Table 1.

MAMC (cm) = MAC (cm)- nx [TSF (mm) =+ 10]

n=23.1416

« Men:

. MAC (cm) — n X TSF (cm)|2
CMAMC (cma) = BMAC () ; (em)l2 _ 14
47
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Table 1. Reference values of biochemical, anthropomelric and body composition variables of patients on

hemodialysis.
Reference value

Biochemical Variables
Calcium, mmol/L [16] 2.10-2.37
Phosphorus, mmol/L [16] 1.13-1.78
Calcium-phosphorus product, mmol?/L* [16] <44
Parathormone, pmol/L [16] 16.5-33.0
Potassium, mmol/L [17] <55
Hemoglobin, g/L [18] 110.0-130.0
Iron, pmol/L [18] 9.0-26.9
Ferritin, pmol/L [18] 449.4-1123.5
Saturation of transferrin, % [18] 20.0-40.0
Albumin, g/L [19] >38.0240.0
Total cholesterol, mmol/L [20] <5.18
Triglycerides, mmol/L [21] < 1.70
C-reactive protein, mg/L [22] < 3.0

Body Mass Index [25,2
===

6]

Underweight

Adult: < 18.5 kg/m*
Elderly: < 22 ke/m®

Normal-weight

Adult: 18.5-24.9 kg/m?
Elderly: 22-27 kg/m*

Excess body weight

Adult: > 25 kg/m®
Elderly: > 27 kg}m2

Waist Circumference [27]

High risk for metabolic complications

==
Woman: > 80 cm

Men: > 94 cm

Very high risk for metabolic complications

Woman: > 88 cm
Men: > 102 cm

% Body Fat [28,29]
——

Fat shortage

‘Woman:

« 18-39 years;
+ 40-59 years
= 60-99 years:
Men:

+ 18-39 years;
* 40-59 years:
= 60-99 years:

< 21%
: < 23%
s < 34%

: < 8%
s < 11%
s < 13%

Excess fat

‘Woman:
« 18-39 years: > 33%
« 40-59 years: > 34%
« 60-99 years: < 36%
Men:

+ 18-39 years;
« 40-59 years:
» 60-99 years

: > 20%
: > 22%
: > 25%

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0226568.t001
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« Women:

MAC (em) — 2 X TSF (cm)]2
CMAMC (cm2) = IMAC (em) 4’; (ol s

_ MAMC (cm)X[TSF (mm)/10]  =[TSF (mm)/10]2

MAFA (cm2) - 1

Food consumption

To estimate food consumption, we adapted a food frequency questionnaire (FFQ) for renal
patients [30]. According to the Food Guide for the Brazilian Population [31], food portions of
food groups such as cereals, tubers and roots; fruits and vegetables; beans and vegetable foods
rich in protein; milk and dairy products; meat and eggs; fats, sugars and salt; beverages, and
oilseeds were analyzed. During routine HD sessions in the dialysis unit, the FFQ was used by
trained researchers to interview patients. For patients with any sign of cognitive impairment,
the responses were confirmed with care takers. During the interview, a photographic album
[32] with similar portions was used, so that the interviewee chose the categories of food por-
tions from the album, corresponding to the habitual intake.

To calculate dietary intake, consumption of each food item was converted to grams per day
and the daily consumption of each nutrient was calculated, according to the nutritional com-
position of Brazilian food tables [33,34], usinga Microsoft™ Excel spreadsheet, especially
designed for this. In this study, we evaluated caloric intake (kcal/kg BW), carbohydrates (g/kg
BW), protein (g/kg BW), total lipids (g/kg BW) and fatty acids profile (% of caloric intake—
CI), total cholesterol (mg), calcium (mg), phosphorus (mg), potassium (mg), sodium (mg),
iron (mg), vitamin E (IU), and vitamin C (mg) quantitatively. Ratio between monounsaturated
(g) and polyunsaturated (g; MUFA/PUFA), monounsaturated (g) and saturated (g; MUFA/
SFA) and polyunsaturated and saturated (g; PUFA/SFA) dietary fatty acids were also calcu-
lated. All the nutrients evaluated in the present study were adjusted for daily caloric intake by
the residual method [35], before statistical analysis, to minimize the effect of caloric intake on
the relationship of consumption variables with all-cause mortality outcome.

Statistical analyses

Data are presented as mean = standard deviation (SD) or median (interquartile range),
depending on the distribution of variables, as assessed by the Shapiro-Wilk test. Differences
between survivors and non-survivors were analyzed using Student’s t-test or Mann-Whitney
U test for quantitative variables. The chi-square or exact Fischer test was performed to verify
the differences between the two groups, regarding categorical variables.

Cox proportional hazard analysis was used to evaluate the independent predictors of mor-
tality. The independent variables to be tested in the Cox model were defined from the literature
[36,37]. The forward variable selection method was used. The variable with the lowest p value
in the crude analysis was initially introduced in the model and this procedure was repeated for
all the other independent variables. All variables with p values <0.05 remained in the final
model.

Hazard Ratios (HR) with 95% confidence intervals (CI) were calculated. The overall fit of
the model was evaluated by the explanatory power (R? of the chosen model/R? of the saturated
model). All analyses were performed using the software Statistical Package for Social Sciences
(SPSS 20.0 for Windows; Chicago, IL, USA) and R 3.4.4, and the level of significance (u)
adopted was 0.05.
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Resulis

There was no loss of participants during follow-up. At the end of three years, 18 patients died
(18.8%), with an average follow-up time of 995 days. Eight patients (50%) died due to cardiovascu-
lar causes, including ischemic cardiomyopathy, cerebral atherosclerosis, myocardial acute infarc-
tion, and congestive heart failure. Other causes, such as classical dengue fever, chronic respiratory
failure, and non-traumatic subdural hemorrhage were responsible for the other deaths.

The demographic, clinical, and lifestyle characteristics of the survivors and non-survivors
are shown in Table 2. Patients were on HD therapy for a median time of 3.3 years (1.5-7.0

Table 2. Sociodemographic, clinical and lifestyle characteristics of survivors and non-survivors in hemodialysis at three years of follow-up.

Total (n = 85)

Survivors (n = 69)

Non-survivors (n = 16)

Follow-up (days)

1127 (961-1141)

1134 (1122-1142)

632 (402-853)"

Sociodemographic characteristics

Age, years 61 (55-71) 60 (54-67) 77 (67-81)"
Sex, male, n (%) 56 (65.9) 46 (66.7) 10 (62.5)
Schooling, <8 years of study, n (%) 62(72.9) 52(754) 10 (62.5)
Clinical characteristics
HD time, months 40 (18-84) 36 (18-97) 63 (11-75)
Kt/V 15 (1.3-1.8) 1.5(1.2-1,8) 1.6(13-2.1)
Nitric oxide, pmol/L 4,5(2.3-15.1) 43(2.3-12.6) 8.5(24-163)
Risk factors
Consumption of alcoholic beverage, n (%) 10(11.8) 9(13.0) 1(6.2)
Smoking, n (%) 13(15.3) 13 (18.8) 0(0)
Dyslipidemia, n (%) 58 (68.2) 47 (68.1) 11 (68.8)
Etiology for CKD
Hypertensive nephrosclerosis, n (%) 35(41.2) 28 (40.6) 7 (43.8)
Diabetes mellitus, n (%) 28(32.9) 24(34.8) 4(25.0)
Glomerulonephritis, n (%) 13 (15.3) 11 (15.9) 2(12.5)
Others, n (%) 9(10.6) 6(8.7) 3(18.8)
Usual food consumplion
Caloric intake, keal/kg BW 42.0 (28.8-56.6) 42.4(27.5-60.8) 39.0(30.6-46.8)
Carbohydrate, g/kg BW 6.4 (5.5-7.4) 6.4(54-7.4) 6.4(5.7-84)
Protein, g/kg BW 1.4+0.4 1.4+0.4 1.5+0.5
Lipids, g/kg BW 16(1.3-2.0) 1.6 (1.3-1.9) 1.8(1.3-23)
Cholesterol, mg 261.9(2025-327.9) 261.8 (203.5-330.5) 244.0(191.7-309.7)
Saturated fat, % CI 10.0(6.8-15.2) 9.8 (6.5-15.2) 11.1 (8.0-16.1)

Monounsaturated fat, % CI

11.5(7.7-14.8)

10.5(7.3-15.4)

12.7 (89-145)

Polyunsaturated fat, % CI

13.1(8.1-17.8)

11.8 (7.9-17.9)

14,5 (9.0-17.5)

Sodium, mg 1718 (1234-2226) 1764 (1242-2226) 1663 (923-2133)
Calcium, mg 715.3(539.7-885.7) 717.2 (539.9-885.7) 663.3 (535.0-952.3)
Phosphorus, mg 1124 (923-1350) 1124 (905-1326) 1139 (930-1410)
Potassium, mg 29364864 2939£900 29264716
Tron, mg 21.1(9.2-31.6) 21.4(7.3-36.1) 20.0 (10.9-24.0)
Vitamin E, UI 6.6 (5.9-7.9) 6.5 (5.7-8.0) 6.7 (63-72)

Vitamin C,mg

185.4 (1279-272.6)

185.4 (129.9-262.8)

2016 (114.6-315.6)

Data are expressed as mean + SD or median (P25—P75), BW: body weight; CI: caloric intake; CKD: chronic kidney disease; g: grams; HD: hemodialysis; keal:

kilocalories; kg: kilograms; mg: milligrams.

“p <0.001 by the Mann-Whitney U test.

https:/dai.org/10.1371 /jounal.pone.0226568.1002
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years) when they were included in this study. The main causes for renal disease were hyperten-
sive nephrosclerosis (n = 35), followed by DM (n = 28), glomerulonephritis (n = 13), and other
diseases (n = 9). In addition to systemic arterial hypertension and DM (74.1%), dyslipidemia
(68.2%), smoking (15.3%), and alcoholism (11.8%) were also highlighted as cardiovascular risk
factors. There were no significant differences in the sociodemographic, clinical, and lifestyle
characteristics of survivors and non-survivors (Table 2), except for age, since patients who
died were found to be older.

Food intake above the recommended amount was observed for cholesterol (> 200 mg) in
70.2%, saturated fat (> 7% of CI) in 67.9%, polyunsaturated fat (> 10% of CI) in 57.1%, potas-
sium (> 2730 mg) in 61.9% and phosphorus (> 700 mg) in 90.5% of the subjects. The protein
intake was below 1.1 g/kg body weight in 16.7% of the participants.

Moreover, no significant difference was observed in the biomarkers, nutritional and body
composition data of the study population categorized as survivors and non-survivors
(Table 3). In 48.8% of the patients, the serum hemoglobin was below 110.0 g/L, in 27.4%, ferri-
tin was lower than 449.4 pmol/L, and the transferrin saturation rate was less than 20% in
25.0% of them, considering the recommended reference values.

Serum concentrations below the reference level were found for albumin in 20.2%, total cho-
lesterol in 60.0%, and triglycerides in 41.2% of the patients. Most patients (92.1%) had serum
CRP levels below 3.0 mg/L. Hypokalemia, hyperphosphatemia, and hyperkalemia were found
in 17.9%, 23.5%, and 47.1% of patients, respectively. Secondary hyperparathyroidism (PTH
greater than 47.7 pmol/L) was found in 31.8% of the patients.

In this study, 24.7% (n = 21) of the subjects were observed to be of underweight, 55.3%

(n = 47) of normal-weight, and 20.0% (n = 17) of excess body weight by BMIL Regarding body
composition, determined by WC, 22.4% and 23.5% of the patients presented high and very
high risk of metabolic complications associated with obesity, respectively. By the BIA, 20% pre-
sented fat shortage and 23.5% excess fat.

To identify the predictors of mortality, Cox regression analysis was performed (Table 4). Of
the three dietary fatty acid ratios evaluated (MUFA/PUFA, MUFA/SFA and PUFA/SFA), the
one with a significant p value was used in the final model, in order to avoid collinearity. In the
final model, age was an independent predictor of mortality, and one-year increase in this vari-
able was associated with a 31.9% increase in the risk of death from all causes. Serum ferritin,
calcium-phosphorus product, NO, and vitamin C intake were also positively associated with
mortality. On the other hand, the increase of one unit in the dietary MUFA/PUFA ratio was
associated with a 98.9% reduction in the risk of death. Lean mass, serum iron, and TSF were
also negatively associated with mortality. The explanatory power of the final model was 59.3%
(R? = 0.469, maximum possible = 0.791), considered a good fit for survival models [38].

Discussion

This is the first study, to our knowledge, to investigate the influence of vitamin C intake and
dietary MUFA/PUFA ratio on the mortality of patients on HD. The dietary MUFA/PUFA
ratio was negatively associated with the risk of death, that is, greater consumption of MUFA in
relation to PUFA, in this population, had a beneficial effect on mortality. Dietary MUFA have
cardioprotective benefits due to their anti-inflammatory action, since their consumption has
been associated with lower expression of pro-inflammatory genes [39,40]. In fact, meta-analy-
sis of cohort studies on the consumption of MUFA found positive effects on all-cause mortality
and cardiovascular outcomes [41].

On the other hand, health benefits of PUFA intake vary among PUFA types. The consump-
tion of n-3 PUFA has been related to a reduced risk of CVD and death due to its anti-
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Table 3. Biomarkers, nutritional and body composition data of survivors and non-survivors in hemodialysis at three years of follow-up.

Total (n = 85) Survivors (n = 69) Non-survivors (n = 16)
Metabolic variables
Creatinine, pmol/L 716.0£229.8 733.73£203.3 627.6£309.4
Pre-dialysis urea, mmol/L 46.6+12.8 46.8+12.9 46.1+12.9
Calcium, mmol/L 2.3(2.1-24) 2.3(2.1-2.4) 22(2.1-2.4)
Phosphorus, mmol/L 1.5(1.3-1.7) 1.5 (1.2-1.7) 1.5(1.4-1.8)
Ca-P product, mmol’/L” 3.2(2.7-4.0) 3.2(2.7-3.9) 3.5(2.8-4.4)
Parath pmol/L 270.9 (172.3-593.1) 270.9 (186.8-584.9) 335.2 (138.0-650.3)
Potassium, mmol/L 5.5 (5.0-6.4) 5.5 (5.1-6.4) 5.4 (4.8-6.8)
Hematological variables
Red blood cell, (x 10°/L) 4.0 (3.0-4.0) 4.0 (3.0-4.0) 3.5 (3.0-4.0)

Hemoglobin, g/L

111.0 (94.0-121.0)

111.0 (94.0-121.0)

108.0 (90.0-121.0)

Hematocrit, % 33.6 (28.7-37.3) 33.8(28.7-37.4) 332 (28.5-37.2)
Iron metabolism variables
Iron, pmol/L 10.8 (8.0-14.0) 11.1 (8.9-14.2) 8.7 (6.8-12.3)
TIBC, pmol/L 40.8 (37.2-44.7) 40.9 (37.2-44.0) 40,1 (35.7-46.5)
Inflammatory variables

Ferritin, pmol/L.

994,3 (416,4-1639.4)

977.0 (409.6-1614.7)

1025.1 (593.9-1952.0)

C-reactive protein, mg/L 0.5(0.1-1.1) 0.4 (0.1-1.1) 0.5 (0.2-1.0)
Lipid profile
Cholesterol, mmol/L 4.9+1.1 5.0+1.1 45412
Triglycerides, mmol/L 1.9(1.5-2.7) 1.8 (1.5-2.8) 2.0 (L.5-2.6)
Nutritional and body composition variables
Albumin, g/L 41.0 (39.0-43.0) 41,0 (39.0-43.0) 42,0 (40.0-44.0)
Body mass index, kgim7' 22.9 (20.6-26.0) 23.443.6 23.644.1
MAC, % standard B88+12.7 89.3+12.7 86.3£13.0
MAMC, % standard 92.5 (85.8-103.7) 92.5 (87.0-104.1) 91.3 (84.4-101.3)
CMAMA, em? 38.9 (32.6-44.9) 39.4 (33.3-44.9) 35.0 (30.0-45.2)
MAFA, cm® 10.8 (7.1-15.3) 11.3 (7.1-16.1) 8.6(7.1-11.2)
TSE, mm 9.6 (6.3-14.0) 10.3 (5.9-14.4) 7.8 (6.8-10.6)
‘Waist circumference, cm 89.6£10.0 89.619.9 89.6+10.5
Lean mass, kg 44.648.7 453484 41.749.6
Fat mass, kg 13.4(9.3-17.5) 13.7 (9.1-17.8) 11.4 (9.5-16.4)

Data are expressed as mean = SD or median (P25—P75). Ca-P product: calcium-phosphorus product; CMAMA: corrected mid-arm muscle area; MAC: mid-arm
circumference; MAFA: mid-arm fat area; MAMC: mid-arm muscle circumference; TIBC: total iron-binding capacity; TSF: triceps skinfold thicknesses,

https://doi.org/10.1371 fjournal.pone.0226568.t003

inflammatory effect [42,43], while effects of n-6 PUFA intake are still controversial because of
their pro- inflammatory and prothrombotic related-pathways [44]. It is worth mentioning that
the result found may vary according to the fatty acid profile of the diet of each population.

Therefore, evaluating and controlling the intake is important.

Still on food consumption, vitamin C intake was positively associated with mortality in this
study. Although vitamin C has antioxidant properties, depending on the environment and
conditions under which the molecule is active, it could also act as a pro-oxidant molecule [45].
In a study of 109 patients on HD, oral administration of vitamin C (360 and 1500 mg/week)
resulted in a dose-dependent increase in plasma malondialdehyde (MDA), a compound
derived from lipid oxidation and used as an oxidative stress marker [46].
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Table 4. Hazard ratios (IR)" for all-cause mortality in patients on hemodialysis at three years of follow-up.

Crude model Final model
Risk factors HR 95% CI P-value HR 95% CI P-value
Age, years 1.098 1.046-1.161 <0.001 1.319 1.131-1.538 <0.001
Ferritin, pmol/L 1.001 0.999-1.002 0.279 1.001 1.001-1.002 0.002
Ca-P product, mmol*/L* 1.163 0.743-1.819 0.509 1.114 1.031-1.205 0.007
Vitamin C intake, mg 1.000 0.998-1.002 0.743 1.005 1.001-1.009 0.007
Nitric oxide, pmol/L 1.023 0.974-1.050 0.279 1.082 1.006-1.164 0.034
Lean mass, kg 0.952 0.878-1.008 0.162 0.863 0.787-0.945 0.002
Iron, pmol/L 0.906 0.797-1.029 0.128 0.717 0.567-0.907 0.005
MUFA/PUFA ratio 0.608 0.141-2.617 0.504 0.022 0.001-0.549 0.020
TSF, mm 0.911 0.810-1.025 0.120 0.704 0.519-0.954 0.024

“HR are from Cox regression models. CI: confidence interval; Ca-P product: calcium-phosphorus product; MUFA/PUFA ratio: dietary monounsaturated/
polyunsaturated fatty acids ratio; TSF: triceps skinfold thicknesses.
P-values in bold present statistical significance (p<0.05), calculated using the Cox-proportional hazard model.

hitps://doi.org/10.1371/journal. pone.0226568.1004

We also found serum ferritin, a recognized marker of inflammation, as a positive predictor
of mortality in our study. In addition to an indicator of total iron reserves, ferritin may aggravate
oxidative stress and, consequently, contribute to a higher cardiovascular risk in HD patients. In
studies with this population, ferritin has been considered an independent risk factor for coronary
artery stenosis, especially when > 600 ng/mL [47], for arterial stiffness, and peripheral arterial dis-
ease [48,49]. In addition, after vitamin C supplementation (360 and 1500 mg/week), MDA, inde-
pendently correlated with serum concentrations of vitamin C and ferritin [46], suggesting that
increased serum ferritin could be especially vulnerable to the pro-oxidant effects of vitamin C.

At the same time, we verified that serum iron was negatively associated with the risk of
death from all causes. In fact, dialysis patients frequently receive erythropoiesis-stimulating
agents and intravenous iron administration to treat anemia. However, iron homeostasis must
be strictly regulated, since excess iron can act as a pro-oxidant factor, thus contributing to the
oxidation of molecules, such as lipid peroxidation [50,51]. Thus, adequate monitoring of both
biomarkers and careful iron administration are crucial for both adequate nutritional status
and inflammation control.

Together, the findings indicate the importance of food consumption assessment, with
emphasis on nutrients associated with cardiovascular risk, as well as the monitoring of inflam-
mation biomarkers in patients on HD.

Oxidative stress evaluated by NO was also a positive predictor of mortality in our study,
such that the increase of one pmol/L in serum NO concentration was associated with an
increase of 8.2% in mortality. The ability of NO to preserve endothelium vasodilation depends
not only on its production, but also on its rate of bioinactivation. In a reduced cell state, NO
may maintain endothelial function, eliminate low concentrations of reactive oxygen species,
and disrupt lipid peroxidation [52]. However, under oxidative stress conditions, NO is
depleted and ONOO' (peroxynitrite) accumulates, which may result in vasoconstriction,
inflammation, and impairment of vascular and renal function [53]. Beberashvili et al. [54] also
observed that chronic inflammation in HD patients, as measured by higher IL-6 (interleukin-
6) levels, coupled with high basal NO levels seems to be associated with higher all cause and
cardiovascular mortality risk.

Moreover, bone metabolism, evaluated by the calcium-phosphorus product, was another
positive predictor of mortality in patients of the present study. The presence of mineral and
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bone disorder is common with the loss of renal function and includes all disorders of mineral
and bone metabolism and their consequences, ranging from a simple alteration of serum cal-
cium to bone diseases and fractures, and extra skeletal calcifications, mainly vascular, that are
causes of the high morbimortality rate in this population [55,56].

Nutritional status and body composition were also predictors of mortality in our study,
such that the increase of 1 mm in TSF and 1 kg in lean mass reduced mortality by 29.6% and
13.7%, respectively. The prevalence of protein-energy malnutrition among patients on HD is
high [57,58] and, unlike the general population, epidemiological studies report an inverse asso-
ciation between obesity and mortality in these patients [59,60], such that a higher BMI is asso-
ciated with lower mortality, known as the obesity paradox or reverse epidemiology. However,
dry weight gain accompanied by a parallel increase in muscle mass is associated with greater
survival [61]. Thus, it is necessary to adopt nutritional strategies that promote not only the
gain of body weight, but also stimulate the increase of lean mass in these patients.

Our study has some limitations that must be considered when interpreting the results.
First, the sample size was small and included subjects from a single center, which may have
limited the study’s power to identify significant associations other than those presented in the
final model. However, we identified statistical significance in multivariate study, indicating
interrelationship between variables of the study, thus our results can be considered important
translation outcomes regarding study of determinants in HD mortality. Another limitation is
the use of the BIA to evaluate body composition, although this instrument has been considered
as a useful and complementary technique in assessing the body composition of a renal patient
[62]. A third limitation would be that the level of vitamins, vitamin C and vitamin B-complex
especially, in the plasma has not been determined. Lastly, FFQ requires cognitive skills of the
individual to remember the consumption of food items listed during determined time, reflect-
ing more habitual than actual diet [63]. However, this tool's characteristic is very useful in the
nutritional epidemiology [35].

In conclusion, our results suggest that dietary intake is also a predictor of mortality in HD
patients, in addition to nutritional status, body composition, oxidative stress, inflammation,
and bone metabolism. Thus, the evaluation of these nutritional and biochemical markers alto-

gether can be useful in the prognosis and control of risk factors, thereby improving survival in
this population. In addition, our study indicates the importance of adequate nutritional assess-
ment, including anthropometry and food intake analyses, as well as the determination of rou-
tine biomarkers for diagnosis and control in patients, as a clinical practice in the HD service.
Moreover, the use of oxidative stress and inflammation markers, in addition to the recognized
markers related to uremic syndrome and comorbidities, may help in the prognosis and
improve the survival of HD patients.

Supporting information

$1 File. Sociodemographic and health questionnaire, in the original language and English,
used to collect information from individuals on hemodialysis.
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S1 File. Sociodemographic and health questionnaire, in the original language and

english, used to collect information from individuals on hemodialysis.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

Research and Extension Centre in Renal Nutrition

Nutrition and Genetic on Hemodialysis outcomes: NUGE — HD

Sociodemographic and Health Questionnaire

Study ID number:

Collection date: Name:

Date of birth: Age: years  Sex: ( M ( )F
Occupation: Skin collor: ( ) White )Black () Brown
Escolaridade: Average income:

Date of first HD session: _ / Time on HD treatment (months or years):

Etiology (cause) of kidney disease:

There is another health problem:

Current Appetite: ( ) Excelent ( ) Good ( ) Regular

Appetite changes in the last 6months: ()Y ()N Cause:

(

) Bad

Weight loss in the last 6months: ()Y ()N Cause:

Gastric fullness sensation: ()Y () N Early Satiety: ( )Y

Chewing/Swallowing Problems: ()Y ( )N Why:

)N

Adherence to special diet: () Yes ( ) No

Intestinal Function:

Current Ethylism: ( )Y | )N Alcohol Type/Frequency:

Smoke: ( Y ( IN Frequency:

Do exercises regularly: ( )Y ( )N What/Frequency:

Former alcoholist: ( )Y ( )N

Former smoker ( )Y ( )N

Medicines in use:

Residual renal function: ()Y ( )N Urinary Volume (L or mL):

Daily water intake (mL or L):

Interdialytic Weight Gain (Monthly Average):

Height: BMI:

Current Weight: K

i)

Classification:
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Abstract

Aims: To evaluate the interrelationships between dietary, nutritional and inflammatory
factors in predicting all-cause mortality among individuals on hemodialysis (HD).
Methods: A total of 137 HD subjects (58.4% male, 61.7£15.4 years) from the NUtrition
and GEnetics on HemoDialysis outcomes (NUGE-HD) cohort participated in this study.
Sociodemographic, anthropometric, clinical data were collected. Dietary inflammatory
index (DII®) scores were calculated from a quantitative food frequency questionnaire.
Plasma C-reactive protein (CRP) was used as inflammatory marker. Data were analyzed
by path analysis. Results: During the two-year follow-up, 27 patients (19.7%) died.
Compared to survivors, non-survivors were older (p=0.01) and had lower Body Mass
Index (BMI; p=0.04). DII (p=0.04) and CRP (p=0.009) were positively associated with
mortality. As expected, BMI was negatively associated with mortality (p=0.02).
Conclusion: Most pro-inflammatory diet and systemic inflammation directly increases
the risk of mortality among HD subjects. In addition, most pro-inflammatory diet is

associated with unhealthy dietary pattern.

Keywords: body mass index; dietary inflammatory index; CRP; end-stage renal

disease; fresh and minimally processed foods; inflammation; mortality.
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Introduction

Hemodialysis (HD) subjects experience premature mortality and a life expectancy of an
average of 3—4 years once they commence dialysis (USRDS, 2017). Despite continuing
progress in HD therapy, the mortality rate of patients undergoing maintenance dialysis
is still high. Cardiovascular disease (CVD) is the most common cause of death in this
population, accounting for about 40% of deaths (USRDS, 2017; Verbeke et al., 2011).
Chronic systemic inflammation, frequently present in HD individuals, is an important
determinant of the high CVD and overall mortality (Osorio et al., 2011). C-reactive
protein (CRP) is associated with the development of coronary artery disease, even in the
absence of dyslipidemia, and is therefore both a predictor of mortality and an
independent risk factor for CVD in HD patients (Bazeley et al., 2011; Nakagawa et al.,
2015).

Diet may play a central role in the regulation of chronic inflammation (Rovha et al.,
2016), because specific foods and nutrients, have a range of anti- or pro-inflammatory
properties that influence immunological, and inflammatory markers (Silveira et al.,
2018a). In this sense, the dietary inflammatory index (DII®) has been used to quantify
the overall inflammatory potential of diet, based on the pro- and anti-inflammatory
properties of up to 45 different dietary components (Shivappa et al., 2014). A major
advantage of the DII is that the scoring is not dependent on specific population means or
recommendations of intake (Shivappa et al., 2014).

Previous work has indicated a consistent positive association between the DII score and
risk of obesity (Oliveira et al., 2019), CVD (Okada et al., 2019), metabolic syndrome,
and overall mortality (Phillips et al., 2019). In addition, the higher (i.e., more pro-
inflammatory) DII scores, which are a good indicator of unhealthy dietary patterns, are
associated with excessive body weight (Meneguelli et al., 2019; Oliveira et al., 2019).
In HD subjects the DII has shown significant associations with reliable measures of
malnutrition and inflammation and is now established as a good tool for assessing the
overall inflammatory potential of diet in this population and reducing morbidity and
mortality (Kizil et al., 2016). In another study, also with HD subjects, the obese group
had a greater inflammatory potential in the diet, assessed by the DII (Alipoor et al.,
2019).
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Until now, the effect of DIl on the mortality of individuals on HD has not been
described. Therefore, investigating the quality of the diet, especially in HD patients who
suffer from dietary restrictions, is essential in order to improve the inflammatory
profile, as well as its influence on the high mortality rate. Overall, the aim of the present
study was to evaluate the interrelationships between dietary, nutritional and

inflammatory factors in predicting all-cause mortality among HD individuals.

Materials and Methods

Design and Study Population

One-hundred thirty-seven HD subjects (80 men and 57 women; mean age, 61.7 + 15.4
years) from the NUtrition and GEnetics on HemoDialysis outcomes (NUGE-HD)
cohort participated in this study. Treatment with HD for at least one month, and age >
18 years, were the inclusion criteria. Patients with auditory deficiency, newly implanted
catheters, and unstable hemodynamics (according to the service protocol) were not
included. All participants of this study underwent HD (3 to 4 hours, three times a week)
with blood flow greater than 250 mL/min and dialysate flow of 500 mL/min. Patients
were on HD therapy for a median of 3.1 years (1.5 - 6.3 years) when they were included
in this study. The causes of chronic kidney disease were hypertensive nephrosclerosis in
54 patients (39.4%), diabetic nephropathy in 47 (34.3%), polycystic kidney disease in 9
(6.6%), chronic glomerulonephritis in 5 (3.6%) and other, or unknown, etiologies in 22
patients (16.1%). The mean urea clearance divided by the volume of the distribution of
urea (Kt/V) was 1.6 £0.3.

All patients gave informed consent before participating in the study, in accordance with
the principles of the Declaration of Helsinki. The Human Research Ethics Committee of

the Universidade Federal de Vigosa approved the study (N° 1.956.089/2017).

Food Consumption and DII

To estimate food consumption, we used a quantitative food frequency questionnaire
(FFQ) adapted for Brazilian people, based on a questionnaire developed for dialysis
patients (Kalantar-Zadeh et al., 2011) and consumption information collected in a 24-
hour recall previously applied to the studied population. During routine HD sessions in

the dialysis unit, the FFQ was used by trained researchers to interview patients. For
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patients with any sign of cognitive impairment, the responses were confirmed with care
takers. During the interview, a photographic album (Monteiro et al., 2010) with similar
portions was used, so that the interviewee chose the categories of food portions from the
album, corresponding to the habitual intake.

To calculate dietary intake, consumption of each food item was converted to grams per
day and the daily consumption of each nutrient was calculated, according to the
nutritional composition of Brazilian food tables (Brazilian Institute of Geography and
Statistics, 2011; Brazilian table of food composition, 2011) using a Microsoft® Excel
spreadsheet, especially designed for this.

To calculate DII scores, we used the method developed by Shivappa et al. (2014). The
FFQ-derived dietary information was used to calculate DII scores for all participants
(Shivappa et al., 2014) based on 29 food parameters, as follows: energy, carbohydrate,
fat, protein, dietary fiber, n-3 fatty acids, n-6 fatty acids, poly-unsaturated fatty acids,
mono-unsaturated fatty acids, saturated fatty acids, trans fatty acids, cholesterol, vitamin
A, thiamin, riboflavin, niacin, vitamin B-6, folate, vitamin B-12, vitamin C, vitamin D,
vitamin E, B-carotene, retinol, magnesium, zinc, iron, selenium and ethanol. The higher
DII score reflects the most pro-inflammatory diet, while more negative values represent
most anti-inflammatory diet. To control for the effect of total energy intake, the DII was
calculated per 1000 kcal.

To evaluate the consumption of fresh and minimally processed foods, was used the
NOVA classification proposed by Monteiro et al. (2016), which categorizes foods
according to processing degree. The foods considered for this study as fresh and

minimally processed are presented in the supplementary material (S1 File).

Other Variables

Approximately 30 minutes after the end of the HD session body weight (kg) and height
(cm) were measured using standard techniques, as previously described (Balbino et al.,
2017). Body mass index (BMI, kg/m?) was then calculated. Non-fasting blood samples
were collected before the initiation of dialysis to measure high sensitivity CRP. We
used the Latex CRP Reagent of the Beckman Coulter AU system (Beckman Coulter,
Inc.) to determine CRP concentrations. Subjects were categorized according to

cardiovascular risk based on following CRP values: high (> 3mg/L), medium (1 - 3
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mg/L) and low risk (< 1mg/L) (Myers et al., 2004). The study participants were
interviewed using a semi-structured questionnaire to obtain sociodemographic (sex, age
and scholarity) and clinical (underlying kidney disease) data. The medical records of
each patient also were carefully reviewed, and data related to underlying kidney disease

or other comorbidities were collected.

Follow-up

Study participants were followed from the date of the first interview, which occurred
between September and October of 2017, until death or end of follow-up (September
2019). To obtain information on the outcome, such as death dates and the basic cause of
death, medical records were consulted in the HD service in order to verify if the patients
whose data was collected at the beginning of the study were alive or not. These data
were then checked in the Brazilian Mortality Information System
(http://datasus.saude.gov.br/sistemas-e-aplicativos/eventos-v/sim-sistema-de-
informacoes-de-mortalidade), in which information on the basic cause of death

(International Classification of Diseases-10) was also stored.

Statistical Analyzes

Descriptive analyzes were performed using the Statistical Package for Social Sciences
for Windows, version 21.0 (SPSS Inc. Chicago, USA), by calculation of absolute and
relative frequency, mean and standard deviation (SD) or median and interquartile range
(IQR), when appropriate. Differences between survivors and non-survivors were
analyzed using Student's t-test or Mann-Whitney U test, according to normality of
quantitative variables. The Pearson's chi-square test was performed to verify the
differences between the two groups of categorical variables.

The MPlus® software, version 5.0, was used to explore the interrelations between
variables using path analysis. Path analysis, a subset of structural equation modeling
(Bentler; Stein, 1992), is an extension of regression analysis that simultaneously
estimates the linear associations between all variables in a model (Gamborg et al., 2009)
and allows for evaluating the total, direct and indirect effects of each variable on
outcome. Direct effects represent the direct relationships between two variables, that is,

those are not mediated by other model variables, and can be interpreted similarly to a


http://datasus.saude.gov.br/sistemas-e-aplicativos/eventos-v/sim-sistema-de-informacoes-de-mortalidade
http://datasus.saude.gov.br/sistemas-e-aplicativos/eventos-v/sim-sistema-de-informacoes-de-mortalidade
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regression coefficient. Indirect effects, in turn, express a sequence of paths with at least
one intermediate or mediating variable, and are calculated by multiplying the direct
effects between the variables belonging to that path. Finally, the total effect is calculated
from the sum of direct and indirect effects between two variables (Kline, 2004; Hair et
al., 2009).

Figure 1 depicts the tested theoretical model, where the main response variable is
mortality. In this model, additional adjustment was made for age, sex and scholarity.
Standardized coefficients with their respective p values were estimated. The odds ratio
(OR) values were obtained from the exponentiation of non-standard effects. The Robust
Maximum Likelihood Method was used to estimate the parameters. It is a robust
method that does not require the assumption of normal multivariate data distribution
(Kline, 2004).

To verify the fit of the model, some measurements were analyzed: Root Mean Square
Error of Approximation (RMSEA) and Standardized Root Mean Square Residual
(SRMR), which are based on model residuals, with values <0.06 indicating that the
theoretical model fits the data (Hu, Bentler, 1999; Hooper, Coughlan, Mullen, 2008);
and TLI (Tucker-Lewis Index) and CFI (Comparative Fit Index), where values above
0.90 indicate a good fit of the model (Kline, 2004; Baltar, Hu, Bentler, 1999).

In all analyzes, a value of o = 0.05 was adopted as the level for statistical significance.

Results

At the end of two years, 27 patients died (19.7%), with a median follow-up time of 708
days. Seven patients (25.9%) died due to complications of kidney disease; five patients
(18.5%) died due to cardiovascular causes, including cardiac insufficiency, cardiac
arrhythmia and cardiogenic shock; four patients (14.8%) died due to unknown causes;
and two patients (7.4%) died due to cancer. Other causes such as sepsis, pneumonitis
and chronic obstructive pulmonary disease were responsible for the other deaths.

The demographic, clinical, nutritional and food intake characteristics of the survivors
and non-survivors are shown in Table 1. Compared to survivors, non-survivors were
older (p=0.01) and had lower BMI (p=0.04). For the other variables evaluated, no

statistically significant difference was observed between the two groups (Table 1).
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Table 1. Sociodemographic, clinical, nutritional and food intake characteristics of HD

survivors and non-survivors at two years of follow-up.

Variables
Follow-up (days), Med (I1Q)

Sex, n (%)

Male

Female

Age,n (%)

Elderly

Adult

Scholarity*, n (%)
Illiterate/Fundamental
incomplete

Fundamental
complete/incomplete 2nd grade
Complete 2nd grade/Superior
complete and incomplete
BMI (kg/m?), Med (11Q)

CRP, n (%)

Low cardiovascular risk
Medium cardiovascular risk
High cardiovascular risk

DII, Média (x DP)}

Fresh and minimally
processed foods intake, n (% )7
> median (760.5 g/day)

< median (760.5 g/day)

Total
(n=137)
708
(700-715)

80 (58.4)
57 (41.6)

83 (60.6)
54 (39.4)

89 (69.0)

23 (27.8)

17 (13.2)

23.7
(20.6-26.1)

17 (13.1)
33 (25.4)
80 (61.5)
14+14

50 (49.5)
51 (50.5)

Survivors

(n=110)
708

(705-715)

65 (59.1)
45 (40.9)

61 (55.5)
49 (44.5)

71 (68.3)
18 (17.3)
15 (14.4)

24.0
(21.7-26.1)

14 (13.6)
27 (26.2)
62 (60.2)
14+14

43 (48.9)
45 (51.1)

Non-survivors

(n=27)
312
(147-538)

15 (55.6)
12 (44.4)

22 (81.5)
5(18.5)

18 (72.0)

5(20.0)

2 (8.0)

21.3
(18.6-26.2)

3(11.1)
6 (22.2)
18 (66.7)
1.0+1.3

7 (53.8)
6 (46.2)

p
value

<0.001

0.74

0.01

0.69

0.04

0.83

0.33

0.74

BMI: body mass index; CKD: chronic kidney disease; CRP: C-reactive protein; DII: dietary

inflammatory index; DP: desvio padrio; I1Q: intervalo interquartilico; Med: mediana.

Pearson's chi-square, Mann Whitney test (median and 1I1Q) and Student's t test (mean and SD). p

value in bold has statistical significance (p <0.05).

*Scholarity: missing data for 9 subjects; ¥DII and fresh and minimally processed foods intake:

missing data for 36 subjects.
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Figure 1 shows the standardized coefficients for the direct effects of the model. DII
(p=0.045) and CRP (p=0.009) were positively associated with mortality. BMI was
negatively associated with mortality (p=0.02). Finally, an inverse relationship was
observed between fresh and minimally processed foods intake and DII (p=0.048).
Consumption of fresh and minimally processed foods did not have significant direct

effects on mortality (Figure 1).
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I
0.062 :
I
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0.036 . BMI __-01:E
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Figure 1. Path model of relationships between variables and mortality among
hemodialysis subjects.

In path analysis, all variables were considered continuous, except mortality. The path
model was additionally adjusted by age, sex and scholarity. BMI: body mass index,
CRP: C-reactive protein, DII: dietary inflammatory index. Dashed lines indicate paths

with statistical significance. *p<0.05; **p<0.01.
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Table 2 presents OR for direct, indirect and total effects of variables on mortality. An
increase of one unit in the DII score was associated with a 4.3% increase in risk of death
from all causes. Similarly, a one-unit increase in CRP (mg/L) was associated with a
0.7% increase in mortality. On the other hand, the increase of one unit in the BMI
(kg/m?) was associated with 1.8% reduction in the risk of death. No significant indirect
effect of fresh and minimally processed foods intake, DII and BMI on mortality was
identified.

The path model presented satisfactory adjustment indices. The RMSEA and SRMR
were 0.0, TLI and CFI were 1.0, which suggest a good fit of the model.



Table 2. Direct, indirect and total effects of the path analysis.

Relationship Mediators Effects Standardized p value OR
coefficient

Direct -0.001 0.99 0.999

DII -0.026 0.16 1.000

Fresh and minimally processed foods intake — Mortality CRP 0.030 0.41 1.000
BMI 0.006 0.74 1.000

DII — BMI Indirect -0.001 0.67 1.000

DII — CRP -0.002 0.58 1.000

BMI — CRP 0.001 0.72 1.000

DIl - BMI — CRP 0.000 0.71 1.000

Total 0.006 0.96 1.000

Direct 0.150 0.045 1.043

DII — Mortality BMI 0.008 0.65 1.002
CRP Indirect 0.014 0.56 1.004

BMI — CRP 0.001 0.69 1.000

Total 0.172 0.046 1.049

CRP — Mortality Direct 0.249 0.009 1.007
BMI — Mortality Direct -0.194 0.023 0.982
CRP Indirect -0.023 0.41 0.998

Total -0.217 0.013 0.980

BMI: body mass index; CRP: C-reactive protein; DII: dietary inflammatory index; OR: odds ratio. p value in bold has statistical significance (p

<0.05). The path model was additionally adjusted by age, sex and scholarity.

86
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Discussion

To our knowledge, this is the first study to investigate the association of DII, as well as
to identify the interrelationships between dietary, nutritional, and inflammatory factors,
with all-cause mortality in HD individuals, by path analysis. The findings of this study
show that most pro-inflammatory diet (higher DII values) had a direct and positive
effect on mortality. Some prospective cohort studies with non-dialytic population have
reported increased mortality in participants with the highest DII scores compared to
those with the lowest scores, ranging from 8% to 34% (Hodge et al., 2018; Shivappa et
al., 2017; Shivappa et al., 2016).

A possible explanation for the direct association between DII and mortality is the effect
of pro-inflammatory diet on increasing levels of cytokines such as interleukin (IL)-1
and tumor necrosis factor (TNF) which, in turn, causes attraction and migration of
inflammatory cells into vascular tissue (Gordillo-Bastidas et al., 2013; Willerson,
Ridker, 2004). These inflammatory markers also increase the expression of cellular
adhesion molecules such as selectins and cadherins, which mediate adhesion of white
blood cells to the vascular endothelium, increasing CVD risk and related mortality
(Pasceri; Willerson; Yeh, 2000).

We also observed a direct relationship between CRP, a well-recognized inflammatory
marker, and mortality. Chronic low-grade inflammation is common feature in HD
subjects, and the causes are complex and multifactorial. These include the repeated
contact of blood mononuclear cells with dialysis tubes and dialyzer membranes,
impurities in the dialysis water and/or dialysis solution, oxidative and carbonyl stress,
increased release and decreased clearance of inflammatory cytokines, clinical or
subclinical infection of the vascular access port, malnutrition, and increased oxidative
stress (Lemos et al., 2012). Inflammatory markers such as TNF and CRP are powerful
independent predictors of risk for atherosclerosis, CVD and mortality in HD individuals
(Wang et al., 2008). Evidence suggests that elevated circulatory levels of IL-6 and CRP
are strong correlates of mortality in HD patients (Ma, Zhao, 2017; Rao et al., 2005).

In the present study, we did not observe a significant effect of DIl on CRP
concentrations. This may be due to the fact that the causes of an elevated CRP are

complex and multifactorial, and extend beyond diet. While the DII is an effective


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28341375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28341375
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measure of diet-associated inflammation, other pathophysiological processes also
influence chronic systemic inflammation.

As expected, BMI was inversely associated with mortality in our study. Higher BMI
values have been associated with longer survival in HD subjects; this is known as the
“obesity paradox” (Kalantar-Zadeh et al., 2005). Some mechanisms may explain the
protective effect of high BMI in dialysis patients. First, a high BMI reflects higher
energy stores, mainly in the form of adipose tissue. In addition, patients with higher
BMI scores have better appetites (Stenvinkel et al., 2016). When renal function
deteriorates and a uremic milieu develops, well-preserved energy stores become
increasingly important as a mortality predictor (Stenvinkel; Zoccali; Ikizler, 2013).
second, uremic toxin production is relatively higher in patients with low body weight
(Sarkar et al., 2006). Third, endothelial progenitor cell density is related to obesity
(Bellows et al., 2011) when not complicated by diabetes (Graziani et al., 2014), thus this
endogenous repair mechanism may be better preserved (Ramirez et al., 2007). Finally,
most of the individuals assessed in the present study were elderly and thus, the cutoff
point for low weight is more sensitive.

We also found that the consumption of fresh and minimally processed foods was
inversely associated with DII. This is consistent with a large body of previous work
(Phillips et al., 2019). The beneficial combinations of phytochemicals, antioxidants,
fiber and monounsaturated fats contributed by legumes, fruits, vegetables and grains
may act together to reduce oxidative stress and inflammatory response, enhance fat
oxidation, improve insulin sensitivity and decrease cardiometabolic risk (Cocate et al.,
2015; Rocha et al., 2016; Lopes et al., 2018; Ribeiro et al., 2019).

In addition, these nutrients and foods have anti-inflammatory properties, which reduces
the inflammatory potential of the diet and, consequently, DII scores. A study with
individuals with cardiometabolic risk reported that highest DII tertile (the most pro-
inflammatory) was associated with more unhealthy diets (represented by fast food and
pasta) (Meneguelli et al., 2019); while in another study using this same population, a
greater adherence to the “Healthy” pattern (characterized by a greater intake of whole
grain foods, nuts, fruits and natural juices, milk and dairy products, and a low
consumption of margarine, butter, oily sauces, alcohol, coffee, and tea) was associated

with the lower cardiometabolic risk (Silveira et al., 2018b). Similarly, a study from
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Cohort of Universities of Minas Gerais (CUME project) showed that the most pro-
inflammatory diet was associated with other unhealthy lifestyles, including physical
inactivity, smoking, and obesogenic diet (Oliveira et al., 2019). Finally, a recent review
described a balanced and varied diet, rich in natural foods and poor in processed foods,
is capable of reducing the low-grade inflammation and related diseases (Silveira et al.,
2018a).

Taken together, our results suggest that maintaining adequate nutritional status along
with the adoption of healthy dietary pattern, which includes increased intake of healthy
and anti-inflammatory dietary components and decreased intake of pro-inflammatory
components, is important for decreasing overall mortality in HD subjects, as previously
demonstrated in other populations and chronic conditions.

This is the first study to test the association between the DII and mortality in HD
subjects. Novel use of path analysis is another strength. Another strength of the present
study is the use of the DII, which is a universally applicable scoring system that has
been validated in numerous other studies (Hebert et al., 2019). Despite its strengths, this
study dietary data were collected through a FFQ, that requires cognitive skills of the
individual to remember the consumption of food items listed during determined time,
reflecting more habitual than actual diet (Heber et al., 2006), although this tool is
commonly used in nutritional epidemiology (Willett, Stampfer, 1998).

In conclusion, most pro-inflammatory diet and systemic inflammation have a positive
and effect and BMI has a negative effect on HD mortality. Not surprisingly, the
consumption of fresh and minimally processed foods is inversely associated with DII,
reinforcing its relation of most anti-inflammatory diet with healthier dietary pattern.
Altogether, our outcomes demonstrate the importance of constantly assessing the
nutritional status and dietary intake of HD patients in order to improve diet quality and

reduce the high mortality rate still present in this population.
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Supplementary Material

S1 File. Foods considered for this study as fresh and minimally processed according to

food groups.
Food groups Components
Meat and Dairy Whole and skimmed milk powder; whole and skimmed milk;

meatballs; beef steak; liver steak; roasted, cooked or ground
beef; cooked, roasted, grilled or fried chicken meat; boiled or

fried fish; boiled or fried egg; boiled, roasted or fried pork

Cereals and Legumes  cornstarch porridge; angu, polenta or pirdo; polished or whole
cooked rice; cornmeal or cassava; salted or sweet couscous;
oats, oat bran or granola; pasta; pasta soup with vegetables;
cornmeal porridge; cooked beans; cooked soy; cooked pea;

cooked lentil

Fruits jabuticaba; acerola; banana; pineapple; apple; mango; papaya;
watermelon; strawberry; guava; tangerine; lemon; grape;

avocado; melon; orange; kiwi; pear; plum

Vegetables Boiled, colored, sautéed or fried potatoes; cooked green corn;
cooked or fried cassava, yam or sweet potato; cucumber;
cress; lettuce; braised pod; raw or braised cabbage; braised
mustard; raw, boiled or braised broccoli; raw or cooked
carrot; boiled cauliflower; braised zucchini; raw or braised
cabbage; raw or braised spinach; boiled, braised or fried
eggplant; braised or fried jilo; boiled or braised chayote; raw

or cooked beets; okra stew; boiled or braised pumpkin; tomato

Drinks and Oilseeds Coffee or tea; natural fruit juice; linseed; chia; Brazil nuts or

cashews; peanuts, walnuts or almonds
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Abstract

The aim of the present study was to test the hypothesis that inflammation mediates the
association between food intake, clinical-nutritional status and plasma homocysteine
(Hcys) in hemodialysis (HD) subjects. Cross-sectional analysis with 129 HD subjects
(58.9% male, 61.8+15.5 years) from the cohort Nutrition and Genetics on HD outcomes
(NUGE-HD study). Sociodemographic, anthropometric and metabolic data were
collected, and food intake was assessed using a quantitative food frequency
questionnaire. Plasma C-reactive protein (CRP) was used as an inflammatory marker.
Data were analyzed by structural equation modeling. Regarding the direct effects,
complex B vitamins intake was negatively associated with Body Mass Index, diabetes
mellitus was positively associated with CRP. Plasma CRP also showed negative
association and the ratio of saturated and polyunsaturated fatty acids intake positive
with Hcys. Regarding the indirect effects, the results showed that the relationship
between the presence of diabetes mellitus and Hcys is mediated by plasma CRP. As
conclusion, the ratio of saturated and polyunsaturated fatty acids had a direct effect on
plasma Hcys, while inflammation has direct and mediating effect on the relationship

between Hcys and diabetes mellitus in HD subjects.

Novelty:
e In end-stage renal disease, CRP influences plasma Hcys directly and, also,
through its mediating effect.
e The quantity and quality of dietary fatty acid influences plasma Hcys

concentrations in HD subjects.

Keywords: cardiovascular risk; C-reactive protein; end-stage renal disease;

polyunsaturated fatty acids; saturated fatty acids; complex B vitamins.
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Introduction

The most common cause of death overall in the dialysis population is
cardiovascular disease (CVD); cardiovascular mortality is 10-20 times higher in dialysis
patients than in the general population (Wald et al. 2012). Risk factors for CVD in
maintenance hemodialysis (HD) patients include both traditional risk factors such as
age, hypertension, diabetes, and dyslipidemia as well as unique non-traditional risk
factors, including volume overload, mineral metabolism abnormalities, proteinuria,
malnutrition, oxidative stress, hyperhomocysteinemia, and inflammation (Kalantar-
Zadeh et al. 2003).

Homocysteine (Hcys), sulthydryl group containing amino acid, is intermediate
product during metabolism of the amino acids, methionine and cysteine (Selhub e Troen
2016). Hyperhomocysteinemia occurs in 83 to 91% of HD patients (Manns et al. 2001),
probably consequence of decreased renal excretion of Hcys, disturbance or undiagnosed
genetic abnormalities in Hcys metabolism, and insufficient intake of Hcys-related
vitamins (Sette e Almeida Lopes 2014). High Hcys concentration can decrease
formation of adenosine, important cardiac vasodilator and constrictor of the renal
vascular bed (Chen et al. 2002), which, besides enhancing pro-oxidizing effects,
decreases nitric oxide bioavailability (Stuhlinger et al. 2001). In this sense, increase in
Hcys have been positively associated to overall mortality and to mortality from CVD in
HD patients (Jamison et al. 2007).

Inflammation is also common in these individuals and, nearly 30-60% of HD
subjects exhibit persistent inflammation, caused by multiple factors, including vascular
access infections, malnutrition, chronic infections, and further aggravated by uremic
immune dysfunction, inadequate renal removal of cytokines, and inflammatory response
to dialysis (Jankowska et al. 2017). The release of inflammatory mediators during HD
treatment is indicated as an aggravating factor for the increase in morbidity, mortality,
and decline in the subjective perception of overall quality of life (Lai et al., 2016).

Furthermore, the C-reactive protein (CRP), an acute phase protein, stands out as
an important marker for the identification and control of inflammation. In addition,
serum CRP has shown as a strong independent risk factor for CVD (Panichi et al. 2008).
Elevated levels of serum CRP in HD subjects is linked to the development of coronary

artery disease, even in the absence of dyslipidemia (Bazeley et al. 2011).
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Overall, we tested the hypothesis that inflammation mediates the association

between dietary intake, clinical-nutritional status and plasma Hcys in HD subjects.

Materials and Methods

Design and Study Population

This cross-sectional study consisted of 129 HD patients (76 men and 53 women; mean
age, 61.8 = 15.5 years) from the cohort Nutrition and Genetics on HD outcomes
(NUGE-HD). Treatment with HD for at least one month, and age > 18 years, were the
inclusion criteria. Patients with auditory deficiency (informed by sector employees),
newly implanted catheters, and instability hemodynamics (according to the service
protocol) were excluded. All patients included in the study underwent HD (3 to 4 hours,
three times a week) with blood flow greater than 250 mL/min and dialysate flow of 500
mL/min. The causes of chronic kidney disease were hypertensive nephrosclerosis in 49
patients (38.0%), diabetic nephropathy in 43 (33.3%), polycystic kidney disease in 8
(6.2%), chronic glomerulonephritis in 5 (3.9%) and other, or unknown, etiologies in 24
patients (18.6%). The mean urea clearance divided by the volume of the distribution of
urea (Kt/V) was 1.6 £ 0.3.

All patients gave informed consent before participating in the study, in accordance with
the principles of the Declaration of Helsinki. The Ethics Committee of our university

approved the study (N° 1.956.089/2017).

Blood Measurements

Non-fasting blood samples were collected before the initiation of dialysis to measure
Hcys and high sensitivity CRP. The plasma Hcys level was assayed using the
ARCHITECT Homocysteine 1171 assay (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL 60064),
which is a chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA) for the quantitative
determination of L-Hcys in the ARCHITECT iSystem. We used the Latex CRP Reagent
of the Beckman Coulter AU system (Beckman Coulter, Inc.) to determine CRP
concentrations. Subjects were categorized according to cardiovascular risk based on
following CRP values: high (> 3mg/L), medium (1 - 3 mg/L) and low risk (< 1mg/L)

(Myers et al. 2004). Subjects were also categorized based on Hcys levels as having
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hyperhomocysteinemia (Hcys > 15 pumol/L) or not (Hcys < 15 umol/L) (Manns et al.
2001).

Anthropometric Assessment

The anthropometric assessment was performed approximately 30 minutes after the end
of the HD session. Body weight (kg) and height (cm) were measured using standard
techniques, as previously described (Balbino et al. 2017). Body mass index (BMI,
kg/m?) was then calculated and used the cut-off points of the World Health Organization
(WHO, 2000) for adults and Lipschit (1994) for the elderly to classify the nutritional

status.

Food Consumption

To estimate food consumption, we used a quantitative food frequency questionnaire
(FFQ) based on a questionnaire developed for patients with chronic kidney disease
(Kalantar-Zadeh et al. 2011). During routine HD sessions in the dialysis unit, the FFQ
was used by trained researchers to interview patients. For patients unable to respond, the
questions were addressed to the care takers. During the interview, a photographic album
(Monteiro et al. 2010) with similar portions was used, so that the interviewee chose the
categories of food portions from the album, corresponding to the habitual intake.

To calculate dietary intake, consumption of each food item was converted to grams per
day and the daily consumption of each nutrient was calculated, according to the
nutritional composition of Brazilian food tables (Research of Family Budgets 2008-
2009; Brazilian table of food composition, 2011) using a Microsoft® Excel spreadsheet,
especially designed for this. In this study, we evaluated caloric intake (kcal), fatty acids
profile (g), and complex B vitamins (mg/mcg) quantitatively. To calculate the ratio
between saturated (g) and polyunsaturated (g) fatty acids (SFA/PUFA), the
consumption of SFA (g) was divided by the consumption of PUFA (g) for each
individual assessed. The median value (1.86) of this relationship in the population
studied was calculated. From this value, individuals were categorized according to

consumption above (> 1.86) or below (<1.86) the median.
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All the nutrients evaluated in the present study were adjusted for daily caloric intake by
the residual method (Willett e Stampfer 1998), before statistical analysis, to minimize

the effect of caloric intake on the relationship of consumption variables.

Other Variables

The patients were interviewed using a semi-structured questionnaire to obtain
sociodemographic (sex and age), clinical (underlying kidney disease) and lifestyle
(smoking habit) data. The medical records of each patient also were carefully reviewed,

and data related to underlying kidney disease or other comorbidities were collected.

Statistical Analyzes

Statistical analyzes were performed using the Statistical Package for Social Sciences for
Windows, version 21.0 (SPSS Inc. Chicago, USA) for sample characterization through
absolute and relative frequency distribution and calculation of the median and
interquartile range (IQR). Plasma Hcys normality was assessed by the Shapiro-Wilk
test, and the Mann-Whitney U and Kruskal Wallis tests were used to compare the Hcys
medians according to the study variable categories.

The MPlus® software, version 5.0, was used to analyze the relationship between plasma
Hcys and CRP, and investigate mediating role in relationships involving food intake and
clinical-nutritional status, using structural equation modeling (SEM). SEM is a
multivariate technique that allows simultaneous exploration of the complex
relationships between the multiple variables studied through statistical procedures that
combine multiple regression, confirmatory factor analysis (CFA) and path analysis
(Amorim et al. 2010).

The structural equation model includes both directly observed and latent variables.
Figure 1 shows the tested theoretical model, where the main response variable is plasma
Hcys, a continuous variable directly observed. The SEM begins by constructing a
measurement model composed of latent variables (or constructs), which are estimated
from directly observed variables or indicators; then the structural model is estimated,
which deals with the relationship between all variables (Amorim et al. 2010).

The measurement model is estimated by CFA, based on the specification of indicator

variables, which should present loads higher than 0.50 and significant (p < 0.05),
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indicating the presence of convergent validity. In addition, the loads should not be
excessively high and discriminant validity should exist as each indicator must measure a
different aspect of the construct (Kline 2004). For the present study a latent variable was
estimated. The indicators of the latent variable complex B vitamins consumption were
dietary intake of vitamin B6 (pyridoxine), B2 (riboflavin) and folate. In SEM, latent
variables are represented by circles or ellipses. The directly observed variables, in turn,
are represented by squares or rectangles (Figure 1).

In SEM, explanatory variables may affect the outcome variable directly or indirectly.
Direct effects represent the direct relationships between two variables, that is, which are
not mediated by other model variables, and can be interpreted similarly to a regression
coefficient. Indirect effects, in turn, express a sequence of paths with at least one
intermediate or mediating variable, and are calculated by multiplying the direct effects
between the variables belonging to that path. Finally, the total effect is calculated from
the sum of direct and indirect effects between two variables (Kline 2004, Hair et al.
2009). It is important to clarify that, in this study, the term “effect” is used in the sense
of association, not causality.

The standardized coefficients (SC) with their respective standard error (SE) values and
p value were estimated. The SC indicates the effect, expressed in units of standard
deviation (SD), in the response variable in relation to the variation of one SD in the
explanatory variable. In SEM, as each variable is measured in a different unit, the use of
standardized estimates facilitates the interpretation and comparison of results. The
Robust Maximum Likelihood Method was used to estimate the parameters. It is a robust
method that does not require the assumption of normal multivariate data distribution
(Kline 2004).

In the evaluation of the variables associated with Hcys, additional adjustment was made
for age, sex and smoking, identified as predictors of its concentration (Ganji e Kafai
2003). To verify the fit of the model, some measures were analyzed. RMSEA (Root
Mean Square Error of Approximation) and SRMR (Standardized Root Mean Square
Residual), which are based on model residuals, with values <0.06 indicating that the
theoretical model fits the data (Hu e Bentler 1999, Hooper et al. 2008). Moreover, TLI
(Tucker-Lewis Index) and CFI (Comparative Fit Index), where values above 0.90
indicate a good fit of the model (Kline 2004, Baltar et al. 2013).
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Results

The median Hcys and CRP level was 20.6 umol/L (IIQ: 15,9 — 27,0) and 4.2 mg/L (11Q:
1.8 — 13.5), respectively. Among participants, 79.1% had hyperhomocysteinemia and
62.0% had high cardiovascular risk by CRP values.

Hcys median values were not statistically different (p>0.05) according to

sociodemographic, clinical-nutritional and food consumption variables (Table 1).

Table 1 - Median values of plasma homocysteine according to sociodemographic,

clinical-nutritional and food intake variables of hemodialysis subjects (n = 129).

Plasma homocysteine

Median Interquartile
Variables n (%) (umol/L) range p value
Sex
Male 76 (58.9) 21.0 16.1 -27.0
Female 53 (41.1) 19.9 15.0-26.1 0.461
Age
Elderly 78 (60.5) 20.6 16.4 —24.9
Adult 51 (39.5) 20.7 154-28.2 0.704
Smoker/Former Smoker
No 100 (77.5) 20.7 16.4 -27.6
Yes 29 (22.5) 19.9 14.5-233 0.133
DM presence
No 81 (62.8) 20.7 16.3-27.0
Yes 48 (37.2) 20.5 15.1-26.6 0.607
BMI
Low weight 28 (21.7) 18.8 15.7-229
Eutrophy 66 (51.2) 21.2 16.8 —28.1 0.201
Overweight 35(27.1) 21.1 15.8-23.9
CRP
Low cardiovascular risk 17 (13.2) 20.5 15.5-23.1
Medium cardiovascular risk 33 (25.6) 23.2 19.2 -28.8 0.068
High cardiovascular risk 79 (61.2) 19.9 14.8-25.9
SFA/PUFA*
> median (1.86) 51 (50.5) 21.0 17.2-26.1
<median (1.86) 50 (49.5) 20.9 15.1-274 0.761
Vitamina B2 intake*
> median (1.26 mg/day) 51 (50.5) 19.9 159-25.1
< median (1.26 mg/day) 50 (49.5) 21.7 16.6 —31.0 0.151
Vitamina B6 intake*
> median (1.07 mg/day) 51 (50.5) 20.0 15.6-252
< median (1.07 mg/day) 50 (49.5) 21.6 17.4-284 0.245
Folate intake*
> median (233.81 mcg/day) 51 (50.5) 20.1 15.9-24.5
< median (233.81 mcg/day) 50 (49.5) 22.1 17.0-29.3 0.086

SFA/PUFA: relationship between intake of saturated and polyunsaturated fatty acids; DM: diabetes
mellitus; BMI: body mass index; CRP: C-reactive protein.
“Food intake variables: missing data for 28 subjects.
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The factor loadings of the indicators of the latent variable complex B vitamins intake
were statistically significant, with the lowest load observed for folate intake (0.521) and
the highest for vitamin B2 intake (0.715) (Table 2). The SEM presented satisfactory
adjustment indices. The RMSEA was 0.014, SRMR 0.050, CFI 0.992 and TLI 0.983,
which suggest a good fit of the model (Table 2).

Table 2 - Standardized coefficients for the latent variable and adjustment indices of the

structural equation model.

Standardized coefficient Standard error p value
Complex B vitamins intake
Folate 0.521 0.114 <0.001
Vitamin B2 0.715 0.119 <0.001
Vitamin B6 0.653 0.110 <0.001
Final model adjustment
RMSEA (CI 95%) 0.014
SRMR 0.050
CFI 0.992
TLI 0.983

CI: confidence interval. RMSEA: Root Mean Square Error of Approximation; SRMR: Standardized Root
Mean Square Residual; TLI: Tucker-Lewis Fit Index; CFI: Comparative Fit Index.

Figure 1 shows the SC for the direct effects of the SEM. CRP and Hcys were negatively
associated (SC = -0.334; p<0.001), indicating that the variation of one SD in CRP was
associated with a 0.334 SD reduction in Hcys. The SFA/PUFA ratio, in turn, was
positively associated with Hcys (SC = 0.126; p=0.046). Positive association was also
observed between the presence of diabetes mellitus (DM) and CRP (SC = 0.263;
p=0.004). Finally, an inverse relationship was observed between complex B vitamins
intake and BMI (SC = -0.308; p=0.008). Consumption of complex B vitamins, BMI and
DM presence did not have significant direct effects on Hcys (Figure 1).

Table 3 presents, in addition to the direct effects, the indirect and total effects for the
relationships of the variables of food intake, clinical-nutritional status and inflammation
with Hcys. Significant indirect effect was observed only for PCR-mediated relationship
between DM presence and Hcys (SC = -0.088; p=0.022). The SFA/PUFA ratio had only
a direct effect on Hcys (SC = 0.009; p=0.046). Clinical-nutritional status and complex B
vitamins intake did not, in turn, have significant direct, indirect and total effects on

Hcys.
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Figure 1. Structural equation model for the relationship between food intake, clinical-
nutritional status, inflammation and plasma homocysteine in hemodialysis subjects.

In structural equation modeling, all variables were considered continuous, except for the
presence of diabetes mellitus. Associations with homocysteine were further adjusted for
age, sex and smoking. BMI: body mass index, CRP: C-reactive protein, DM: diabetes
mellitus, Heys: homocysteine. Dashed lines indicate paths with statistical significance.

p<0.05; *p<0.01;%*%p<0.001.



Table 3 - Direct, indirect and total coefficients for the mediation relations of the structural equation model.

Relationship Mediators Eftects Standardized coefficient Standard error p value
Direct -0.012 0.093 0.901
BMI -0.004 0.012 0.716
DM presence —» Plasma Hcys CPR Indirects -0.088 0.038 0.022
BMI —» CRP 0.005 0.006 0.402
Total -0.099 0.091 0.278
Direct -0.213 0.134 0.113
Complex B vitamins intake —» Plasma Hcys BMI 0.011 0.028 0.702
CRP Indirects 0.005 0.061 0.934
BMI —» CRP -0.013 0.013 0.325
Total -0.210 0.142 0.139
Direct 0.126 0.063 0.046
BMI 0.000 0.002 0.986
SFA/PUFA — Plasma Hcys CRP Indirects -0.078 0.048 0.102
BMI —» CRP 0.000 0.003 0.986
Total 0.048 0.050 0.340
Direct -0.035 0.090 0.697
BMI — Plasma Hcys CRP Indirect 0.042 0.040 0.304
Total 0.007 0.096 0.945

BMI: body mass index; CRP: C-reactive protein; DM: diabetes mellitus; Hcys: homocysteine; SFA/PUFA: ratio of saturated and polyunsaturated fatty acids. p
value in bold has statistical significance (p <0.05).

81T
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Discussion

The study of the factors that trigger Hcys increase is a great challenge, due to several
causes related to this condition. The investigation of the mechanisms involved to Heys’
increment is relevant for the development of early intervention strategies and,
consequently, decreased cardiovascular risk, highly prevalent in this population (Wald
et al. 2012).

This is the first study to investigate the role of inflammation in the relationship between
clinical and nutritional factors and plasma Hcys. As a first result, CRP, a recognized
inflammatory marker, was inversely associated with Hcys. This result can be attributed
to closely and inversely relation between malnutrition and inflammation (Zhang et al.
2016). Persistent low grade systemic inflammation increases levels of circulating
inflammatory markers such as CRP, interleukin-6, and tumor necrosis factor-a (Dai et
al. 2017), and subsequently, elevated CRP levels could inhibit albumin synthesis in HD
patients (Kaysen 2009). In addition, more than 70% of plasma Hcys bonds to protein,
and albumin is the main Hcys-binding protein. Hence the level of serum albumin is a
strong determinant of Hcys level in HD patients (Suliman et al. 2004). In fact, the
CRP/albumin ratio showed a significant inverse association (standardized coefficient =
-0.322; p value = 0.002) with Hcys, that is, the higher the CRP, the lower the albumin
and, consequently, the lower the Hcys.

This inverse association between Hcys and inflammation has also been observed in
other studies with HD patients. Akgul et al. (2008) found that the CRP concentration
was significantly higher in the group with the lowest Hcys level. Suliman et al. (2004)
demonstrated that before the initiation of dialysis, subjects with end stage renal disease
with inflammation diagnosis had lower Hcys and serum albumin levels than those
without inflammation, and that CRP levels correlated negatively with Hcys level.
Ducloux et al. (2006) reported that the effect of Hcys is dependent on a patient’s
nutritional and inflammatory status, and that those factors cannot be analyzed
separately.

In fact, in our sample, the prevalence of hyperhomocysteinemia and high CRP, as in
other studies, were high. In this sense, our results together suggest that inflammation

and Hcys should be considered as important cardiovascular risk factors in these
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individuals. In addition, Hcys should be interpreted with caution and cannot be used in
isolation without considering other factors, such as inflammation.

In addition to the direct effect, our results show that the impact of the DM presence on
plasma Hcys was mediated by inflammation. Controversial findings still exist about the
impact of diabetes on Hcys levels, ie Hcys has been shown to be elevated or lower in
diabetic subjects as compare to non-diabetics (Audelin, Genest. 2001; Moraba et al.
2013). Moreover, chronic hyperglycemia in diabetes causes oxidative damage and
activates inflammatory signaling cascades (Brownlee 2001), in addition to increase pro-
inflammatory cytokines (Wellen e Hotamisligil, 2005), and by infiltrated macrophages
(Derosa et al. 2013), thereby leading to a local and systemic inflammation. Thus, we
found that such controversial results on DM and Hcys may be related to better or worse
glycemic control in these patients, affecting the inflammatory state, and consequently,
on Hcys.

Another important and inedited result of our study is the direct relation between of
dietary SFA/PUFA ratio and plasma Hcys. Although mechanisms are not fully
understood, a potential mechanism may be explained by n-3 PUFA, especially 22:6 n3,
would modulate gene expression of enzymes involved in the formation and metabolism
of plasma total Hecys (Li et al. 2006). Huang et al. (2012) conducted a study with the
cell culture to examine the nutritional regulation of n-3 PUFA (22:6n-3, DHA; 20:5n-3,
EPA; 18:3n-3, ALA) on the mRNA expression of the genes encoding the key enzymes
involved in Hcys metabolism. They observed that n-3 PUFA up-regulates cystathionine-
y-lyase and 5-methyltetrahydrofolate reductase mRNA expression and down-regulate
the mRNA expression of methionine adenosyltransferase involved in Hcys metabolism.
The authors suggested that this regulatory effect on gene expression is associated with
decreased Hcys concentration. In addition, methionine synthase, enzyme responsible for
Hcys remethylation, is susceptible to indirect oxidative inactivation, via inactivation of
the cofactor cobalamin (Chen e Banerjee 1998). As studies evaluating food intake
association in HD outcomes are scare, our results reinforce the importance of dietary
assessment in this population for better clinical-metabolic and nutritional control.
Finally, the consumption of B-complex vitamins was inversely associated with BMI.
Studies with children (Gunanti et al. 2014) and adults (Pereira et al. 2019) also observed

a negative association between consumption of these vitamins and excess body
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weight/adiposity. B-complex vitamins play important roles in energy homeostasis,
thermoregulation, and bio-energy metabolism (Huskisson et al. 2007, Depeint et al.
2006). Deficiencies in biotin, niacin, folate, and vitamins B-6 and B-12 may affect
energy metabolism, leading to increased production of reactive oxidants and increased
inflammatory responses, and may also promote lipogenesis, leading to increased
adiposity (Ullegaddi et al. 2004, Folsom et al. 2003). However, it is not known whether
these associations result from alterations in the physiology and metabolism of B-
complex vitamins because of increased fat mass or result from increases in adipogenesis
among individuals with preexisting vitamin B deficiencies or vitamin B—deficient diets
(Gunanti et al. 2014). Thus, further studies are needed to elucidate this issue, especially
in HD individuals, who as previously seen may have low consumption and deficiency
of these vitamins is common.

As positive points, we can highlight that we did not find studies that used the SEM in
this thematic, being a differential of this study the evaluation of the mediating effect of
inflammation in the relationship between food intake, clinical-nutritional status and
Hcys plasma. However, we have limitations such as the cross-sectional design of the
present study does not allow to ensure the temporal direction of the investigated
associations. Moreover, FFQ requires cognitive skills of the individual to remember the
consumption of food items listed in the instrument, distinguishing the frequency of
consumption over a previous period of time, so that the response reflects the usual diet
(Heber 2006).

In conclusion, the SFA/PUFA ratio had a direct effect on plasma Hcys, while
inflammation has a direct and mediating effect on the relationship of Hcys with DM in
HD subjects. The direct relationship SFA/PUFA with plasma Hcys indicates the
importance of assessing food intake and adopting strategies for food and nutrition
education in order to promote improvements in the quantity and quality of ingested

nutrients and reduce the high cardiovascular risk present in this population.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A idade, produto cdlcio-fésforo, ferritina, 6xido nitrico e consumo de vitamina C
foram positivamente associados a mortalidade. Ferro sérico, prega cutanea tricipital,
massa magra e a relagio AGMI/AGPI da dieta foram preditores negativos da
mortalidade. Dietas mais pré-inflamatdrias e a inflamacgao sist€mica tém efeito positivo
direto e o IMC tem efeito negativo sobre a mortalidade nessa populacdo. Por sua vez, o
consumo de alimentos in natura e minimamente processados foi inversamente
associado ao IID, reforcando a relagdo entre dietas mais anti-inflamatérias e o padrao
alimentar mais saudavel. Por fim, a relacio AGS/AGPI apresentou efeito positivo direto
na homocisteina plasmadtica, enquanto a inflamacio (PCR) tem efeito negativo direto e
mediador na relagdo da homocisteina com o DM nesses individuos.

Dessa forma, a avaliacdo clinico-nutricional adequada e constante, incluindo
indicadores antropométricos e de qualidade da ingestdo alimentar, bem como o uso de
marcadores de risco cardiometabdlico ndo convencionais (inflamacdo e estresse
oxidativo), além dos reconhecidos marcadores relacionados a sindrome urémica e
comorbidades da DRC, podem auxiliar no progndstico e controle de fatores de risco,
melhorando a sobrevida e reduzindo a alta taxa de mortalidade ainda presente nessa
populacdo. Assim, a adoc¢do de estratégias de educacao alimentar e nutricional, a fim de
promover melhorias na quantidade e qualidade dos nutrientes ingeridos, ¢é

imprescindivel na melhora do estado inflamatdrio cronico e na reducdo do alto risco

cardiovascular dos individuos em HD.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DA PRIMEIRA COLETA DO ESTUDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA y

DEPARTAMENTO DE NUTRIGCAO E SAUDE .
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DA NUTRICAO

Av. P.H. Rolfs, s/n - Campus Universitdrio - 36570-000 — Vicosa, MG — Brasil

FONE: (31) 3899-2899  Fax: (31) 3899-3176 E-mail: ppgenut@mail.ufv.br

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Eu estou sendo convidada(o) a participar da pesquisa

intitulada: Prevaléncia de Doenca Celiaca entre Pacientes com Doencas Renais Crénicas e Implementacio de
Estratégias Dietéticas do Departamento de Nutricdo e Satde da UFV. A pesquisa serd realizada por Andreza de Paula
Santos (andrezauba@hotmail.com). Karla Pereira Balbino (karla.balbino@ufv.br). Rita de Cassia Stampini Oliveira
Lopes (rita.lopes@ufv.br)sob a orientacdo das professoras Ana Vladia Bandeira Moreira. Sénia Machado Rocha Ribeiro

¢ Heércia Stampini Duarte Martino (telefones para contato: 31 3899- 3730: e 31 9389 0514). Fui informado sobre o
significado e importancia do projeto e os objetivos do estudo. Fui informado que ao participar da pesquisa terei que
responder questionarios sobre sintomas relacionados a doenga celiaca e ingestdo alimentar: terel que realizar exames
bioquimicos. cujo sangue serd obtido no mesmo momento em que realizo os exaies de rotina na nefrologia: mmha altura
¢ peso corporal serdo avaliados e receberel intervencdo dietética. atendimento nuiricional e orientacdo dietética por
profissionais nutricionistas qualificados. Ao participar da pesquisa auforizo que as informacdes registradas em meu
prontudrio sejam disponibilizadas para as pesquisadoras. Também fui informado que a pesquisa ndo acarretard nenhum
onus financeiro para mim e para minha familia. Estou esclarecido que as informacoes coletadas serdo mantidas em sigilo
¢ que dados obtidos poderdo ser divulgados em frabalhos cientificos. sem que haja identificagdo das pessoas que
participaram do estudo. Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou refirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar. e se eu sair da pesquisa. ndo sofrerei qualquer prejuizo ou
penalidade. Estou ciente de que. este termo foi redigido conforme determina a Resolucdo CNS 466/2012 e caso eu tenha
divida ou sinta prejudicado. poderei. imediatamente, recusar-me a participar ou a continuar fazendo parte da pesquisa.
Receberei assisténcia durante toda pesquisa bem como me € garantido o livie acesso a todas as informacdes e
esclarecimentos sobre o estudo. antes. durante e depois da minha participacdo. Fui informado de que nao ha nenhum
valor econ6mico a receber ou pagar por minha participagao.

As pesquisadoras do estudo me ofertaram uma copia deste Termo de Consentimento Livre Esclarecido, conforme

recomendacdes da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Andreza de Paula Santos Karla Pereira Balbino
(Doutoranda, Pesquisadora) (Mestranda. Pesquisadora)
Rita de Cassia Stampini O. Lopes Hércia Stampim Duarte Martino
(Doutoranda, Pesquisadora) (Docente, Pesquisadora, Onentadora)
Sonia Machado Rocha Ribeiro Ana V1idia Bandeira Moreira
(Docente, Pesquisadora, Orientadora ) (Docente, Pesquisadora, Co-Orientadora)

Assinatura do Participante
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DA
SEGUNDA COLETA DO ESTUDO

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

O Sr.(a) esta sendo convidado(a) como voluntdrio(a) a participar da pesquisa
“Dieta habitual e marcadores epigenéticos, inflamatérios e do estresse oxidativo na
morbimortalidade de individuos em hemodidlise”. Nesta pesquisa pretendemos analisar
a morbimortalidade, usando dieta, marcadores metabdlicos, inflamatérios e do estresse
oxidativo como fatores de risco e também avaliar marcadores epigenéticos em
individuos em hemodiélise.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: serd aplicado um
questiondrio sobre ingestdo alimentar durante a sessdo de hemodidlise com duragdo de
45 minutos. Também serd feita uma coleta de sangue (2 tubos de 6 mL), que serad
realizada no mesmo momento em que os exames de rotina na nefrologia sao realizados,
ou seja, pelo mesmo técnico e com mesmos procedimentos higi€nico-sanitarios. Quanto
aos riscos do estudo, a extracdo de sangue pode ser dolorosa e causar hematomas (roxo)
no local da puncio (picada) na dobra do cotovelo, como qualquer outra coleta de sangue
que vocé possa ter feito no passado. Para minimizar qualquer risco e/ou desconforto, a
coleta de sangue serd realizada por profissional treinado, em ambiente tranquilo e
adequado, de forma individual. Em relacdo ao questiondrio, caso o Sr.(a) se sinta
constrangido com alguma questio, poderad se negar a responder sem nenhum prejuizo.
Para minimizar qualquer desconforto ou constrangimento, as instrucdes para
preenchimento serdo dadas de forma individual, por profissional qualificado.

A pesquisa contribuird para a validacdo de um questiondrio de frequéncia
alimentar especifico para a populagdo brasileira em hemodidlise, a fim de avaliar com
maior precisdo a ingestao habitual destes individuos. Além disto, serd possivel verificar
a influéncia de marcadores epigenéticos, inflamatorios e do estresse oxidativo na alta
morbimortalidade apresentada por estes pacientes.

Para participar deste estudo o Sr.(a) ndo terd nenhum custo, nem recebera
qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados
danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizac¢do. O
Sr.(a) tem garantida plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem necessidade de comunicado prévio.

A sua participagdo € voluntéria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer
penalidade ou modificagc@o na forma em que o Sr.(a) € atendido(a) pelo pesquisador. Os
resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢cdo quando finalizada. O(A) Sr.(a) ndo sera
identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar. Este termo de consentimento
encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma serd arquivada pelo
pesquisador responsavel e a outra serd fornecida ao Sr.(a).

Os dados, amostras e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados
com o pesquisador responsdvel e poderdo ser utilizadas em pesquisas futuras,
relacionadas ao objetivo central de conhecer o efeito da alimentacdo e outros fatores de
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risco em pacientes da hemodidlise. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo e confidencialidade, atendendo a legislagado brasileira, em
especial, a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Sadde, e utilizardo as
informacdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , contato
, fui informado(a) dos
objetivos da pesquisa “Dieta habitual e marcadores epigenéticos, inflamatérios e do

estresse oxidativo na morbimortalidade de individuos em hemodialise” de maneira clara
e detalhada, e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar
novas informacdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar. Declaro
que concordo em participar e autorizar o uso de dados e amostras em estudos futuros.
Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada
a oportunidade de ler e esclarecer minhas ddvidas.

Pesquisador Responsavel: Prof*. Dra. Helen Hermana M. Hermsdorff
Endereco: Departamento de Nutri¢do e Saide — DNS/UFV

Telefone: 3899-1269

E-mail: helenhermana@ufv.br

Pesquisadora: Karla Pereira Balbino

Rua Francisco Machado, 342/501 — Bairro de Ramos
(31) 3892-9619/9 9745-2212

Karlabalbino0905 @ gmail.com

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, voce
poderd consultar o CEP/UFV — Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos -
Universidade Federal de Vigosa. Edificio Arthur Bernardes, piso inferior
Av. PH Rolfs, s/n — Campus Universitario. CEP: 36570-900, Vigcosa/MG.
Telefone: (31) 3899-2492
Email: cep@ufv.br
www.cep.ufv.br

Vicosa, de de 20 .

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador


mailto:helenhermana@ufv.br
mailto:cep@ufv.br
http://www.cep.ufv.br/

APENDICE C - QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO ALIMENTAR

Data da entrevista: /]
Nome:

TURNO: ()M ()T ( )N

Nome do aplicador:

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR QUANTITATIVO

“Agora vamos falar sobre a sua alimentacdo habitual dos iltimos 12 meses. Gostariamos de saber o que

o(a) Sr(a) come e bebe por dia, por semana ou por més, como estd nesse cartdo.

Vou ler alimento por alimento. Diga quais o(a) Sr(a) come ou bebe e em que quantidade.
Para auxiliar na quantificacdo dos alimentos e bebidas, vamos utilizar esses dlbuns fotogrdficos e

(Apresente o cartdo)

utensilios.

Arroz, paes, massas, batata e
mandioca
1 porcao: 150 kcal

Quantidade consumida por vez

Unidade

S M

Mingau de maisena

Colher de sopa

Angu/polenta/pirdo

Colher de sopa

Arroz branco/integral cozido

Colher de sopa

Batata Cozida/corada/souté

Colher de sopa

Batata frita/congelada Colher de servir
Batata palha Colher de sopa
Biscoito tipo cream Unidades
cracker/agua e sal

Biscoito tipo maisena/Maria Unidades
Biscoito recheado Unidades
Bolo comum/recheado Fatias

Pio francés/ Pao de forma/Pao
doce/Caseiro

Unidades ou
Fatias

P3o integral/centeio

Unidades ou Fatia

P3o de queijo

Unidade

Farinha de mandioca/farinha de
milho

Colheres de sopa

Farofa/cuscuz

Colher de servir

Aveia/granola/farelos/outros
cereais

Colher de sopa ch

Cereal matinal

Colher de sopa

Barra de cereal Unidade
Milho verde cozido (espiga) Unidade
Pipoca Xicaras de Cha
Mandioca/inhame/batata doce Colher de sopa ou
cozida/frita Pedacos
Pizza Fatia
Macarrdo, ravidli, capeleti, Pegador ou

nhoque, lasanha

Colher de servir




Macarrdo instantaneo Unidade
Salgados assados (esfirra, Unidade
empada, empanados, pastel de

forno)

Salgado frito (coxinha, croquete Unidade
de milho, quibe, pastel de feira)

Sopa de fubd,canjiquinha Concha
Sopa de macarrdo com legumes Concha
Sopa pronta Pacotes

“Agora vou listar os alimentos do grupo das hortalicas e leguminosas. Por favor, refira sobre o seu
consumo habitual dos ultimos 12 meses”

Verduras e Legumes Quantidade consumida por vez Unidade
1 porc¢ao — 15 keal S M
Pepino Colher de sopa
Agrido Folhas
Alface Folhas
Vagem Colher de sopa
Repolho comum cru Colher de sopa
Mostarda Cozida Colher de sopa
MEDIOS EM K: 101 - 200 mg
Brocolis cozido Colher de sopa
Repolho cozido Colheres sopa
Cenoura crua/cozida Colher de servir
Couve flor cozida Ramos
Almeirio refogado Colher de sopa
Abobrinha Colher de sopa
Couve Colher de servir
Espinafre cozido Colher de sopa
Berinjela cozida Colher de sopa
Jil6 cozido Colher de sopa
Chuchu cozido Colher de sopa
RICAS EM K: 201-300mg
Beterraba cozida Fatias
Quiabo cozido Colher de sopa
Abdbora Moranga Colher de sopa
Tomate Fatias
LEGUEVIINOSAS Quantidade consumida por vez Unidade
1 porcao: 55 kcal
S M

Feijao
preto/vermelho/carioquinha
cozido

Concha média rasa

Soja cozida

Colher de servir

Ervilha seca cozida

Colher de sopa

Lentilha cozida

Colher de sopa
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““Agora vou listar os alimentos do grupo das frutas e Oleaginosas. Por favor, refira sobre o seu

consumo habitual dos altimos 12 meses”

Frutas e Oleaginosas Quantidade consumida por vez Unidade
S M A
Jabuticaba unidade
Acerola unidade
Banana maca unidade
Médios em K:101-200mg
Abacaxi fatia
Maga unidade
Manga unidade
Mamaio unidade
Melancia fatia
Morango unidade
Goiaba unidade
Mexerica unidade
Uva unidade
Abacate unidade
Ricas em K >201mg
Melao fatias
Laranja unidade
Kiwi unidade
Bananas (prata, ouro, nanica) unidade
Péra unidades
Ameixa unidades
Oleaginosas
Castanha Brasil/Caju unidades
Amendoim/Nozes/Améndoas unidades

“Agora vou listar os alimentos do grupo das Carnes e ovos e leites. Por favor, refira sobre o seu
consumo habitual dos tltimos 12 meses”

Carnes e ovos Quantidade consumida por vez Unidade
1 porcao: 190 kcal S M A
Almodndegas unidades
Atum/sardinha (enlatados) Colher de sopa
Bife de boi Unidade
Bife de figado Unidade
Carne bovina assada/cozida/moida Colheres de sopa
Ou pedagos
Carne seca Colheres de sopa
Ou Pedagos
Bife de hamburguer unidade
Frango assado/frito/grelhado Filés ou
pedacos
Linguica de porco Gomos
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Peixe cozido/frito Filés ou

pedacos
Mortadela/salame/presunto Fatias
Ovo cozido/frito Unidade
Salsicha Unidade
Carne de porco assado/frito/cozido Fatia

Leite, queijos e iogurtes
1 porcao: 120 kcal

Quantidade consumida por vez

Unidade

Togurte integral/desnatado

Copo de requeijao

Leite em p6 integral/desnatado

Colher de sopa

Leite integral/desnatado

Copo de requeijdo

Queijo tipo minas/frescal Fatia
Queijo Mugarela Fatia
Ricota Fatia
Requeijdo cremoso Colher de sopa

“Agora vou listar os alimentos do grupo dos 6leos e gorduras. Por favor, refira sobre o seu

consumo habitual dos ultimos 12 meses”

Oleos e Gorduras
1 porcao: 73 kcal

Quantidade consumida por vez

Unidade

S

M

Azeite de oliva

colher de sopa

Bacon (gordura)

fatia

Banha de porco

colher de sopa

Margarina/manteiga

colher de sopa

Oleo vegetal de canola

colher de sopa

Oleo vegetal de girassol

Oleo vegetal de milho

Oleo vegetal de soja

“Agora vou listar os alimentos do grupo dos Molhos e Temperos. Por favor, refira sobre o

seu consumo habitual dos dltimos 12 meses”

Molhos e Temperos

Quantidade consumida por vez

Unidade

M

A

Catchup/ mostarda

Sachés ou colher de sopa

Maionese

Sachés ou colher de sopa

Vinagre, limao

colher de sopa

Sazon, Caldo Knor

Saché ou tabletes

Molho pronto para salada

Colher de sopa

Molho inglés/shoyu

colher de sopa

Orégano/salsa/manjericio/coentro

colher de sopa
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“Agora vou listar os alimentos do grupo de Bebidas. Por favor, refira sobre o seu consumo
habitual dos dltimos 12 meses”

Bebidas Quantidade consumida por vez Unidade
D S M A

Bebidas alcoolicas

Cerveja Copos ou latinhas
Vinho/licor Tagas
Pinga/uisque/conhaque Doses
Bebidas nao alcodlicas

Café ou cha Copo americano ou xicaras
Suco em p¢ industrializado Copo americano
Suco de caixinha Copo americano
Refrigerante normal Copo americano
Refrigerante diet/light 8 Copo americano

Agora vou listar os alimentos do grupo de doces e sobremesas. Por favor, refira sobre o seu
consumo habitual dos tltimos 12 meses”

Doces e Sobremesas Quantidade consumida por vez Unidade
1 porcao — 110 kcal D S M A
Actcar cristal/refinado Colher de sopa
Acucar Mascavo/rapadura Colher de sopa
Achocolatado Colher de sopa
Mel Colher de sopa
Doce de leite cremoso ou barra Colher de sopa ou pedacos
Arroz doce, pudim, flan Colher de sopa ou pedacos
Doce de fruta (coco, goiabada, Colher de sopa
figo, péssego,
etc)calda/cristalizada
Bombom, chocolate Unidade ou tabletes
Sorvete, picolé, sundae Bolas ou unidades
Enlatados Quantidade consumida por vez Unidade
D S M A
Palmito em conserva Colher de sopa ou unidade
Azeitona unidade
Milho verde enlatado Colher de sopa
Ervilha em conserva Colher de sopa

Liste outros alimentos ou preparagdes importantes que vocé costuma comer ou beber pelo menos UMA
VEZ POR SEMANA que ndo foram mencionados.

Uso de suplemento:
Dose e frequéncia:
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ANEXOS
ANEXO 1 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA NA PRIMEIRA COLETA
DO ESTUDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
VICOSA - UFV %MI

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PREVALENCIA DE DOENCA CELI'ACA"ENTRE PACIENTES COM DOENCAS
RENAIS CRONICAS E IMPLEMENTACAO DE ESTRATEGIAS DIETETICAS

Pesquisador: Sénia Machado Rocha Ribeiro

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 27364314.8.0000.5153

Instituicao Proponente: Departamento de Nufricdo e Salde
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 701.796
Data da Relatoria: 04/07/2014

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo prospectivo para avaliar a prevaléncia de doenca celiaca entre pacientes com
doenca renal crénica e implementar estratégias nutricionais e dietéticas com intuito de corroborar para
qualidade de vida e diminuir possiveis complicagdes clinicas associaveis entre ambas patologias.Espera-se
conhecer a problematica relacionada entre a doenca celiaca e a doencga renal em tratamento hemodialitico
para a implementacéo de protocolos e rotinas de atendimento nutricional, visando a melhoria da condicéo
clinico-nutricional dos pacientes atendidos na referida unidade hospitalar.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a associacdo entre doenca celiaca e a doenca renal em pacientes submetidos ao tratamento
hemodialitico e implementar estratégias dietéticas.

Objetivos Secundarios:

Avaliar a presenca das principais manifestacdes clinicas relacionadas & DC em pacientes portadores de
DRC em tratamento hemodialitico;

Investigar pardmetros bioquimicos séricos e bidpsia de mucosa intestinal sugestivos de intolerancia a
gliadina;

Calcular a prevaléncia de portadores de exames positivos para DC;

Enderego: Universidade Federal de Vicosa, prédio Arthur Bernardes, piso inferior

Bairro: campus Vicosa CEP: 36570-000
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3899-2492 Fax: (31)3899-2492 E-mail: cep@ufv.br

Pagina 01 de 03
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CEP "¥  UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
{rf.f‘\uhf!i'!'.iﬂ,::f'ns;\'i VI(;OSA - UFV M

Continuagdo do Parecer: 701.796

Correlacionar os resultados encontrados para Anti-endomisio IgA anticorpos EMA com os exames
bioguimicos de: PCR, IL-6, Potassio, Fésforo, Calcio, Albumina, Glicemia de jejum, Hemoglobina
glicada,Hematécrito, Hemoblobina, Ktv.

Avaliar o estresse oxidativo dos participantes.

Avaliar o estado nutricional e a ingestéo alimentar dos participantes.

Realizar a intervencéo dietética com o uso de probiodtico.

Analisar os exames marcadores de DC e de controle metabdlico da DRC apés a intervenc&o dietética.
Realizar avaliacdo antropométrica dos participantes antes e apés a intervencéo dietética para a retirada de
glaten.

Oferecer acompanhamento nufricional no programa pré-celiaco (atividade de extensao da UFV) para os
participantes com exames positivos para DC.

Elaborar receitas de baixo custo adaptadas para fins especiais da doenca renal crénica e doenca celiaca.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Descritos de forma adequada.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Todas as alteracdes solicitadas foram atendidas.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Apresentados de forma adequada. Foi anexado aos documentos um parecer técnico do servico de
Nefrologia e um parecer técnico do servico de Gastroenterologia do Hospital Sdo Jodo Batista esclarecendo
todas as pendéncias identificadas anteriormente.

Recomendacoes:

Quando da coleta de dados, o TCLE deve ser elaborado em duas vidas, rubricadas em todas as suas
paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por ser representante
legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s) por ele delegada(s), devendo as
paginas de assinaturas estar na mesma folha. Para a submisséo, ndo & necessaria a assinatura do TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o ha.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, prédio Arthur Bernardes, piso inferior

Bairro: campus Vigosa CEP: 36570-000
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3899-2492 Fax: (31)3899-2492 E-mail: cep@ufv.br
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EEPE'_’;‘;:;Z;*;;‘N‘“ UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plabaforma
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Continuagdo do Parecer: 701.796

Necessita Apreciacao da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Ao término da pesquisa & necessaria a apresentacéo do Relatério Final e apos a aprovacao desse, deve ser
encaminhado 0 Comunicado de Término dos Estudos.

Projeto analisado durante a 3% reuniao de 2014.

VICOSA, 27 de Junho de 2014

Assinado por:
Patricia Aurélia Del Nero
(Coordenador)

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, prédio Arthur Bernardes, piso inferior

Bairre: campus Vigosa CEP: 36.570-000
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3899-2492 Fax: (31)3899-2492 E-mail: cep@ufv.br

Péagina 03 de 03
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ANEXO 2 - APROVACAO DO ESTUDO PELO HOSPITAL SAO JOAO
BATISTA NA PRIMEIRA COLETA DO ESTUDO

FUNDACAO ASSISTENCIAL VICOSENSE - FAY
HOSPITAL SAO JOAO BATISTA

ENTIDADE FILANTROPICA DE UTILIDADE PUBLICA
CNPD 17989157 0001-09

Rua Senhor dos Passos, * 1000 - Fone: (31) 389 1-3806-

CEP, 36570-000 VICOSA « MG - BRASIL

Vigosa, 17 de Dezembro de 2013

Da: Comiasfo de Ensino Pesquisa e Extensdo - HSJB
Para Andreza de Paula Santos

Oficio n® 14/2013
Ref Aprovagéo de Projeto

Venho Comunicar que o projelo de pesquisa encaminhado pelo
Departamente de Nulngdo e Salde da Universidade Federal de Vigosa (UFV), da
doutoranda Andreza de Paula Santos, sob orientagao das Professoras Ana Viadia
Moreira Bandewa e Sdnia Machado Rocha Ribeiro, com o titulo:

"PREVALENCIA DE DOENCA CELIACA ENTRE PACIENTES COM DOENCAS
RENAIS CRONICAS E IMPLEMENTACAO DE ESTRATEGIAS DIETETICAS”
Fol aprovato pelo servigo de nefrologia, Diretor Técnico e Comissao de Ensino,
Pesquisa e Extensdo - CEPE do Hospital Sao Jodo Batista. Aguardamos a
liberagac do Comié de Etica em Pesquisa da UFV para inicio das ativiadades

Atenciosamente,
"Na'da s
" MU Ly
\ - N
D Marcia Gaecia Gouveia Dr Sétgio Norfino Pinto

) Responsivel Téenica do Servigo de Nefrologia Diretor Tecnico « HSJB

L o

Carla lamin Gomide
Presidente do CEPE
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ANEXO 3 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA NA SEGUNDA COLETA
DO ESTUDO

CEP pmiefasisEs NIVERSIDADE FEDERAL DE 4 PlobaRorma
(S0 s HEmen -
Uemvervadade Federal de Yinu VIC}OSA - URV %Oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DIETA HABITUAL E MARCADORES EPIGENETICOS, INFLAMATOR\OS E DO
ESTRESSE OXIDATIVO NA MORBIMORTALIDADE DE INDIVIDUOS EM
HEMODIALISE

Pesquisador: HELEN HERMANA MIRANDA HERMSDORFF
Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 64753617.1.0000.5153

Instituigdo Proponente: Departamento de Nutricdo e Saude
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUamero do Parecer: 1.956.089

Apresentacdo do Projeto:

O presente projeto pertence a Grande Area 4. Ciéncias da Saude e tem por titulo "DIETA HABITUAL E
MARCADORES EPIGENETICOS, INFLAMATORICS E DO ESTRESSE OXIDATIVO NA
MORBIMORTALIDADE DE INDIVIDUOS EM HEMODIALISE". Seré realizado um estudo longitudinal e
transversal no ambulatério de doenca renal do hospital S&o Jodo Batista no municipio de Vigcosa-MG, que
possui 110 pacientes em tratamento dialitico. Na fase longitudinal do estudo participardo 85 individuos em
tratamento regular de hemodialise (HD), dos quais ja foram coletados dados no ano de 2014. Na fase
transversal, participardo do estudo pacientes em idade superior a 18 anos, que manifestarem interesse em
participar do estudo. Os dados ja coletados que serdo utilizados para avaliacédo da predicdo de risco sdo
indicadores antropométricos e marcadores inflamatorios, metabdlicos e do estresse oxidativo. Para o estudo
longitudinal, sera feito atualizac&o dos dados ja coletados por meio de consulta aos prontuarios médicos,
onde também serdo obtidos dados de mortalidade e morbidade. Na analise transversal serdo coletados
dados no prontuario medico como dados referentes & doenga renal, como a doenga de base, Kt/V de ureia,
numero de medicamentos prescritos, ganho de peso interdialitico e exames bioquimicos. Além disto, sera
aplicado novamente o questionério de frequéncia do consumo alimentar utilizado na fase basal da pesquisa,
a fim de verificar mudancas do padréo alimentar habitual destes individuos. Por fim,

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs s/n, Edificio Arthur Bermardes
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Continuagdo do Parecer: 1.956.089

sera feita a determinacéo de marcadores epigenéticos nestes individuos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar a possivel associacdo da dieta habitual com marcadores metabdlicos, inflamatoérios e do estresse
oxidative, bem como a ocorréncia de morbimortalidade em individuos em hemodialise em analises
transversal e longitudinal. durante trés anos de seguimento.

Objetive Secundario:

- Estimar mortalidade e morbidade (incidéncia) de doencas cronicas associadas;

- Validar um questionario de frequéncia de consumo alimentar para individuos brasileiros em HD;

- Determinar marcadores epigenéticos nos individuos em HD;

- Analisar a dieta, inflamacdo e estresse oxidativo e a interacéo entre elas como fatores preditivos na
morbimortalidade em 3 anos de seguimento:

- Avaliar possivel associacéo de fatores de risco (dieta, inflamacéo e estresse oxidativo) com a metilacéo do
LINE-1;

- Avaliar associacdo do LINE-1 com controle metabdlico nos individuos em HD.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
0s riscos e 0s beneficios foram adequadamente informados pelos pesquisadores:

Riscos:

Quanto aos riscos do estudo, a extracdo de sangue pode ser dolorosa e causar hematomas (roxo) no local
da puncéo (picada) na dobra do cotovelo, como qualquer outra coleta de sangue que vocé possa ter feito no
passado. Para minimizar qualguer risco e/ou desconforto. a coleta de sangue sera realizada por profissional
treinado, em ambiente tranquilo e adequado, de forma individual. Em relac&o ao questionario, caso o Sr.(a)
se sinta constrangido com alguma questdo, podera se negar a responder sem nenhum prejuizo. Para
minimizar qualquer desconforto ou constrangimento, as instru¢es para preenchimento serdo dadas de
forma individual, por profissional qualificado.

Beneficios:

A pesquisa contribuira para a validacdo de um questionario de frequéncia alimentar especifico para a
populacdo brasileira em hemodialise, a fim de avaliar com maior precisé@o a ingestdo habitual destes
individuos. Além disto, serad possivel verificar a influéncia de marcadores

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs s/n, Edificio Arthur Bernardes
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epigenéticos. inflamatérios e do estresse oxidativo na alta morbimortalidade apresentada por estes
pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa clinica relevante uma vez que visa validar um questionario de frequéncia alimentar especifico para
a populagdo brasileira em hemodiélise, a fim de

avaliar, com maior precisdo, a ingestdo habitual destes individuos, bem como verificar a influéncia de
marcadores epigenéticos, inflamatorios e do estresse oxidativo na alta morbimortalidade apresentada por
estes pacientes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Os termos obrigatérios foram apresentados: Autorizagdes, TCLE, projeto detalhado e folha de rosto.

Recomendagées:

Quando da coleta de dados, o TCLE deve ser elaborado em duas vias. rubricado em todas as suas paginas
e assinado, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa ou responsavel legal, bem como pelo
pesquisador responsavel, ou pessoa(s) por ele delegada(s), devendo todas as assinaturas constar na
mesma folha.

Né&o & necessario apresentar os TCLEs assinados ao CEP/UFY. Uma via deve ser mantida em arquivo pelo
pesquisador e a outra é do participante da pesquisa.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Ao término da pesquisa € necessario apresentar, via notificacdo, o Relatorio Final (modelo disponivel no site
www.cep.ufv.br). Apés ser emitido o Parecer Consubstanciado de aprovagéo do Relatorio Final, deve ser
encaminhado, via notificacdo. o Comunicado de Término dos Estudos para encerramento de todo o
protocolo na Plataforma Brasil.

Projeto aprovado autorizando o inicic da coleta de dados com os seres humanos a partir da data de
emisséo deste parecer.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor | Situagéo |
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Brochura
Investigador

Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 13/02/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_863208.pdf 11:12:57
Qutros autorizacao_2.pdf 13/02/2017 |HELEN HERMANA Aceito
11:01:33 |MIRANDA
HERMSDORFF
Qutros autorizacao.pdf 13/02/2017 |HELEN HERMANA Aceito
10:53:58 |MIRANDA
HERMSDORFF
Projeto Detalhado / | projeto.pdf 13/02/2017 |HELEN HERMANA Aceito

10:52:54 [MIRANDA
HERMSDORFF

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Auséncia

TCLE pdf

13/02/2017 |HELEN HERMANA Aceito
10:50:33 |MIRANDA
HERMSDORFF

Folha de Rosto

Folha_rosto.pdf

13/02/2017 |HELEN HERMANA Aceito
10:44:57 |[MIRANDA
HERMSDORFF

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

VICOSA, 09 de Margo de 2017

Assinado por:

Maria da Conceicao Aparecida Pereira Zolnier

(Coordenador)

160



161

ANEXO 4 — AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DA SEGUNDA COLETA
DO ESTUDO PELO SERVICO DE NEFROLOGIA

AUTORIZACAO

Declaro conhecer e autorizar a realizagdo do projeto de pesquisa “DIETA HABITUAL
E MARCADORES EPIGENETICOS, INFLAMATORIOS E DO ESTRESSE
OXIDATIVO NA MORBIMORTALIDADE DE INDIVIDUOS EM
HEMODIALISE”, sob a coordenago da profa. Helen Hermana Miranda Hermsdorff —
Departamento de Nutri¢do e Saude - UFV, no Servigo de Nefrologia do Hospital Sao
Jodo Batista - centro de hemodidlise. Essa autoriza¢@o é condicionada a aprovagdo do
presente projeto no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade

Federal de Vigosa.

; oo e Sl

Dr. Rodrigo Gomes 0 51U
NEFROLOGISTA
CRM-M6. 33732

Dr. Rodrigo Gomes da Silva

Responsavel Técnico do Servigo de Nefrologia



