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RESUMO



Issa VS. Solugédo salina hiperténica na insuficiéncia cardiaca
descompensada [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2011.

A ocorréncia de disfungdo renal em pacientes com insuficiéncia cardiaca
descompensada €é evento comum e associado a pior prognéstico.
Entretanto, intervengbes direcionadas a prevencdo e tratamento da
disfungéo renal nestas circunstancias revelaram resultados desapontadores.
O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da solugdo salina hipertonica
(SSH) para a prevencgao de disfungéo renal em pacientes com insuficiéncia
cardiaca descompensada. Trata-se de ensaio clinico duplo-cego e
randomizado no qual pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada
foram alocados para receber 100 ml de SSH (NaCl 7,5%) ou placebo (NaCl
0,9%) duas vezes ao dia por trés dias. O desfecho priméario foi a elevagao
igual ou superior a 0,3 mg/dl da creatinina sérica; o desfecho secundério foi
a elevacdo de biomarcadores da fungao renal, e incluiu creatinina, cistatina
C, lipocalina de neutréfilos associada a gelatinase (NGAL), excrecao urinaria
da isoforma Al do transportador de uréia, da isoforma 3 do trocador de
Na+/H+ e de aquaporina , . Ao todo, 22 pacientes foram alocados no grupo
SSH e 12 no grupo placebo. O desfecho primario ocorreu em 2 (10%)
pacientes no grupo SSH e em 6 (50%) pacientes no grupo placebo (risco
relativo 0,3; intervalo de confianga 95% de 0,09 a 0,98; P=0,01). Ao longo da
intervencdo, a concentracdo sérica tanto de creatinina como de cistatina C
mantiveram-se estaveis no grupo HSS e elevaram-se no grupo placebo
(p=0,004 e p=0,03, respectivamente). N&o houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos em relacdo a concentragédo sérica de NGAL. A
expressdo urinaria dos transportadores de membrana de células tubulares
esteve aumentada no grupo SSH em comparagdo ao grupo placebo, tanto
para a isoforma Al do transportador de uréia, quanto para a isoforma 3 do
trocador de Na+/H+ e da isoforma 2 da aquaporina .Nossos dados permitem
concluir que a administragdo de SSH pode atenuar a ocorréncia de

disfuncdo renal em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada,



por atuar na fungdo tubular e na glomerular, achado com importantes

implicag@es clinicas.

Descritores: insuficiéncia cardiaca; insuficiéncia renal; solucdo salina
hipertonica; exossomos; cistatina C



SUMMARY



Issa VS. Hypertonic Saline Solution in Decompensated Heart Failure [thesis].

Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2011.

The occurrence of renal dysfunction is frequent among patients with
decompensated heart failure and is associated with increased mortality.
However, interventions targeted to prevention of renal dysfunction in this
setting have been disappointing. The objective of this study was to
investigate the effects of hypertonic saline solution for prevention of renal
dysfunction in patients admitted for decompensated heart failure. This study
is a double-blind randomized trial, in which patients with decompensated
heart failure were assigned to receive a three-day course of 100ml of
hypertonic saline solution (HSS - NaCl 7.5%) twice daily or placebo. The
primary end point was an increase in serum creatinine of 0.3mg/dL or more.
Main secondary end points were changes in biomarkers of renal function,
including serum levels of creatinine, cystatine C, neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (NGAL) and the urinary excretion of aquaporin 2, urea
transporter Al, and sodium/hydrogen exchanger 3. Altogether, 22 patients
were assigned to HSS and 12 to placebo. The primary end point occurred in
two (10%) patients in HSS group and six (50%) in placebo group (relative risk
0.3; 95% CI 0.09 - 0.98; P=0.01). Relative to baseline, serum creatinine and
cystatin C levels were lower in HSS as compared to placebo (P=0.004 and
0.03, respectively). NGAL level was not statistically different between groups,
however the urinary expression of aquaporin 2, urea transporter Al, and
sodium/hydrogen exchanger 3 were significantly higher in HSS than in
placebo. Therefore, the present data suggest that the administration of
hypertonic saline solution to patients with decompensated heart failure may
attenuate heart failure-induced acute kidney injury as indicated by
improvement in both glomerular and tubular defects, a finding with important

clinical implications.

Descriptors: heart failure; renal insufficiency; saline solution, hypertonic;

exossomes; cystatin C



INTRODUCAO



Episddios de descompensacdo sdo freqlentes em pacientes com
insuficiéncia cardiaca e estdo associados a pior prognostico. No Brasil,
dados do Ministério da Saude mostram que a insuficiéncia cardiaca
descompensada representa 22,8% das internagbes por causas
cardiovasculares® e nos Estados Unidos da América do Norte, estima-se que
insuficiéncia cardiaca descompensada seja a causa mais freqlente de
internacdes entre individuos acima dos 65 anos de idade, resultando em
gasto de aproximadamente 40 bilhdes de ddlares ao ano.? Em que pese 0
alto custo para o tratamento dos episédios de descompensacdo, 0s
resultados de intervengdes terapéuticas tém se mostrado persistentemente
negativos*’e as taxas de nova hospitalizagdo e morte permanecem
elevadas, podendo variar de 30-60%.%° Com isto, novos alvos terapéuticos
tém sido buscados e especial atengéo tem sido dada as interagfes entre 0s
sistemas cardiovascular e renal.

Sabe-se que a ocorréncia de disfuncdo renal durante episédio de
descompensacédo de insuficiéncia cardiaca é evento comum, podendo ser
encontrada em até 63,6% dos casos ho momento da internagéo hospitalar.'
Além disso, acredita-se que tem ocorrido aumento de sua incidéncia, ja que
a analise de dados historicos mostra que a creatinina média aferida no
momento da internacdo hospitalar passou de 1,46 mg/dl em 1987 para 1,62
mg/dl em 2002.** Dados provenientes de estudos prospectivos mostram que
a incidéncia de disfungcéo renal em pacientes internados por insuficiéncia

cardiaca pode chegar a 29,5% em 6 meses.'? Além de freqiiente, a



disfuncédo renal é evento precoce e da-se mais comumente nos primeiros 3
dias de internag&do.'**®

A ocorréncia de disfuncdo renal em pacientes com insuficiéncia
cardiaca descompensada tem grande valor prognostico e esté relacionada a

1315 aumento do ndmero de

aumento do tempo de internagéo,
complicacBes,' aumento de custos hospitalaresle e aumento no risco de
morte durante a hospitalizacéo,® persistindo este risco aumentado por prazo
de até 5 anos.' Contudo, vale ressaltar que tais achados demograficos
podem variar significativamente na dependéncia das caracteristicas da
populacdo estudada'’ e da definicdo de disfuncéo renal adotada; neste
sentido, diferentes critérios tém sido propostos para a definicdo de disfungéo
renal em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada.'®

Um dos marcadores mais utilizados na préatica médica é a creatinina
sérica; considera-se que elevacao igual ou superior a 0,3 mg/dl tenha valor
para o diagnostico de disfuncdo renal em pacientes com insuficiéncia
cardiaca descompensada, e € esta a menor elevacdo de creatinina capaz de
indicar risco aumentado de morte hospitalar e prolongamento da
internac&o.'*% Entretanto, deve-se notar que pode haver hiato de até 3 dias
entre a ocorréncia de lesdo renal e a elevacédo da creatinina;?* além disso, a
influéncia de fatores como taxa de producdo variavel e dependente do
estado metabdlico, secregcdo por células tubulares renais, influéncia da
idade, género, raca e estado nutricional fazem com que o nivel sérico da

creatinina n&o guarde relagéo linear com o ritmo de filtragdo glomerular® e

limitam o uso da creatinina como marcador da funcéo renal. Por isso, outros



2224 incluindo a albumindria,

marcadores da funcéo renal tém sido propostos,
isoforma 1 da molécula de lesdo renal (kidney injury molecule 1 — KIM;), N-
acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), interleucina 18, cistatina C, lipocalina de
neutréfilos associada a gelatinase (neutrophil gelatinase-associated lipocalin
— NGAL) e exossomas urinrios.

A cistatina C € um inibidor da proteinase de cisteina produzido a taxa
constante por todas as células nucleadas. Como é filtrada livremente pela
membrana glomerular e completamente catabolizada no tubulo proximal, a
presenca de cistatina C na urina pode ser resultado de disfungdo tubular ou
doenca intersticial, ao passo que sua elevacdo no sangue marca disfungao
glomerular. O nivel de cistatina C pode sofrer influéncia de doenca
tireoideana, uso corticdides e estados inflamatérios.?® Em pacientes com
insuficiéncia cardiaca descompensada a cistatina C é marcador precoce de
disfuncdo renal, mesmo em pacientes com nivel sérico de creatinina dentro
da faixa da mortalidade.?

A NGAL é uma proteina de 25 KDa encontrada em granulos de
neutréfilos ligada de maneira covalente a gelatinase. Faz parte da
superfamilia das lipocalinas e esta envolvida no transporte e seqiestro de
ferro. O nivel sérico de NGAL pode estar aumentado em estados
inflamatdrios crénicos bem como na anemia de doenca cronica.’® A NGAL
tem papel ativo na embriogénese renal e no reparo renal em adultos.?
Algumas horas apés a ocorréncia de dano ao parénquima renal pode ser
detectada transcricdo do seu acido ribonucléico mensageiro em células

tubulares do ramo ascendente espesso da alga de Henle e duto coletor.?” Os



niveis de NGAL elevam-se tanto no sangue quanto na urina e tém pico em
24 horas. Poucos estudos avaliaram a NGAL em pacientes com insuficiéncia
cardiaca; sabe-se que a ocorréncia de disfuncdo renal esteve relacionada a
niveis elevados de NGAL na chegada, mesmo em presenca de creatinina
normal; a elevacdo de NGAL esteve também associada a pior prognéstico.”®

Exossomas séo vesiculas de 40-100nm recobertas por membrana e
presentes em organelas intracelulares chamadas corpos multivesiculares.?®
Sao encontrados em diferentes tipos celulares como células dendriticas,
linfécitos B, células endoteliais e células epiteliais, incluindo células tubulares
renais. Os corpos multivesiculares séo capazes de se fundir & membrana
celular liberando no espaco extra-celular o seu conteddo ou incorporando
proteinas a membrana celular. Desta forma, exossomas sdo liberados na
urina quando a membrana de corpos multivesiculares se funde a membrana
apical de células tubulares renais.?’ Analise proteémica mostra que muitas
das proteinas encontradas em exossomas sdo comuns a todos os tipos
celulares,® e incluem componentes de ribossomas e proteinas do
citoesqueleto, entre outras; exossomas contém também proteinas
especificas para cada tipo celular, e em células tubulares renais foram
encontradas proteinas envolvidas no transporte hidro-eletrolitico, tais como a
isoforma A; do transportador de uréia (UTA;), a isoforma 3 do trocador de
Na+/H+ (NHE3) e da isoforma 2 da aquaporina (AQP2). A adequada
liberacdo dos exosomas depende da integridade tubular, e autores tém

proposto os exossomas como marcadores da fungao tubular renal. 3133



E de se destacar que o papel preciso de cada um destes
biomarcadores na fisiopatologia da disfungcdo renal em pacientes com
insuficiéncia cardiaca descompensada ainda é pouco conhecido e diferentes
modelos fisiopatologicos de interacdo entre os sistemas cardiovascular e
renal tém sido propostos. Dentre eles, encontram-se a concomiténcia de
condi¢cdes predisponentes, influéncia de fatores hemodinamicos, acdo de
medicacbes e ativacdo de eixos neurohumorais. E provavel que a influéncia
de cada um destes fatores seja variavel nas diferentes situacdes clinicas.

Pacientes com insuficiéncia cardiaca freqlentemente apresentam
condicdes clinicas predisponentes para o surgimento de disfuncéo renal, tais
como hipertensdo arterial, diabetes mellitus e doenca aterosclerdtica.®
Nestas condigcbes, pequena agressdo ao parénquima renal podem
determinar grande variacdo funcional. Uma das formas de agressédo é a
instabilidade hemodindmica que pode ocorrer durante episddio agudo de
descompensacdo. Além do baixo débito cardiaco, capaz de determinar
hipofluxo renal e queda na taxa de filtrag&o glomerular, outros mecanismos
tém sido estudados. Recente estudo prospectivo ndo encontrou associagao
entre diferentes medidas hemodinamicas obtidas por cateterismo da artéria
pulmonar e a concentracdo de creatinina; a Unica excecao foi a relacdo do
nivel de creatinina com a presséao de atrio direito, sugerindo que a congestao
venosa sobre o parénquima renal possa ter papel importante.'> Nesta
mesma dire¢do tém apontado outros estudos que mostram associagdo de
disfuncdo renal em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada

com hipertens&o intra-abdominal, especialmente na presenca de ascite.* Os



mecanismos propostos sdo em grande parte extrapolagbes de estados
clinico analogos e incluem compresséo direta do parénquima,® elevacéo da
pressdo venosa renal,”’ edema intersticial,®® e aumento da resisténcia
vascular renal.*®

Além dos eventos hemodindmicos, a hiperativacdo neurohumoral
sistémica, em especial dos eixos renina-angiotensina-aldosterona e do
sistema simpatico sdo capazes de influenciar negativamente a fungéo renal.
O aumento do ténus simpético assim como a liberacdo de angiotensina |l

determinam aumento da reabsorgéo de sédio no tibulo proximal.*

Com isto,
h& menor carga de sodio a chegar ao tubulo distal, o que limita 0 mecanismo
de escape para o efeito retentor de sédio da aldosterona. A vasoconstricao
sobre a arteriola eferente induzida pela angiotensina Il modifica o balango de
forgas no capilar glomerular no sentido de favorecer a reabsor¢éo de sadio,
em decorréncia de redugdo da presséo hidrostatica e aumento da pressao
oncética.** Desta forma, as catecolaminas e a angiotensina sdo capazes de
aumentar a reabsorcdo de sédio no tubulo proximal por acdo direta sobre o
epitélio tubular, bem como por vasoconstricdo renal; estes efeitos sdo ainda
amplificados pela aldosterona, capaz de aumentar a reabsorcdo de sddio no
tubulo distal. De maneira inversa, o rim também é fonte importante da
hiperativacdo neuruhomoral, sendo o aparelho juxtaglomerular o seu
principal mediador; tanto a estimulagdo beta-adrenérgica sobre os rins,*
assim como a menor carga de sédio a chegar a macula densa®® sdo

potentes estimulos para a ativagcdo do eixo renina-angiotensina-aldosterona.

Além disso, com o edema do parénquima renal pode ocorrer elevagédo da



pressao intersticial e venosa em virtude do limite imposto pela cépsula; a
hipertenséo renal pode servir como estimulo direto para a ativagdo dos
sistemas renina-angiotensina-aldosterona e simpatico.*® Especula-se que
tais modificacbes funcionais renais sejam acompanhadas também de
modificacdes estruturais, j& que a hiperativacdo neurohumoral poderia
determinar também sobre os rins fenbmenos como apoptose, necrose e
fibrose do parénquima.*®

Algumas das medicagbes correntemente utilizadas para o tratamento
da insuficiéncia cardiaca descompensada podem de maneira similar
determinar prejuizo a fungédo renal. Foram especialmente estudadas as
drogas inibidoras do eixo renina-angiotensina-aldosterona (capazes de
determinar vasodilatacdo da arteriola eferente e queda da pressao de
filtracdo) bem como as medicagbes diuréticas. Apesar de matéria ainda
controversa, autores tém relatado presenca de hipovolemia em pacientes
com insuficiéncia cardiaca descompensada, estado possivelmente
relacionado ao uso excessivo de diuréticos. ***°

Tomando-se por base estes fendémenos fisiopatologicos, diferentes
estratégias terapéuticas tém sido testadas para o tratamento e prevengdo da
ocorréncia de disfuncdo renal em pacientes com insuficiéncia cardiaca
descompensada. Estas tentativas incluiram o uso de inotrc’)picos,5 de
anadlogos recombinantes de peptideos natriuréticos,® antagonistas do
receptor V, da vasopressina, antagonista de receptor A, da adenosina,’
infusdo continua de diuréticos,” métodos artificiais de ultrafiltracdo,*® entre

outros: todas estas intervengdes obtiveram efeito neutro ou negativo sobre a



funcdo renal. Entretanto, ha indicios de que o uso de solugdo salina
hipertdnica em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada pode
ter efeito benéfico sobre a funcéo renal.

Grande parte do conhecimento a respeito das solugcdes salinas
hipertdnicas vem de modelos experimentais de choque hemorragico e
séptico, sendo importantes as contribuicdes de autores nacionais nesta
area.”” Nestas circunstancias, o principal efeito da infusdo aguda de
solucéo salina hipertonica (4ml/kg de NaCl 7,5%) decorre da expanséo do
volume plasmatico e foi descrito em modelos animais de choque
hipovolémico.48 Este efeito, entretanto, € dependente do volume infundido e
da velocidade de infusdo. Posteriormente, efeitos adicionais da infuséo de
solucéo salina hiperténica foram descritos.

Em modelos experimentais de choque a administracdo de solugéo
salina hipertdnica melhorou a perfusdo de tecidos por reduzir edema
endotelial e promover mudancga do tamanho e forma de hemécias, achados
atribuidos a seu efeito osmotico.***° Foi descrita, ainda, acéo vasodilatadora
com aumento do fluxo sanguineo para artérias coronarias,” rins,>?
intestinos® e muisculo periférico,* bem como efeito inotrépico direto da
solucéo hipertdnica sobre a fibra miocéardica;>>* entretanto, este Gltimo
achado ndo foi sistematicamente reproduzido.57 Finalmente, efeito
imunomodulador em modelos experimentais de choque foi descrito.*®

Em cardiopatas, o estudo dos efeitos da solugcdo salina hipertonica
59,60

mostrou beneficios fisioldgicos e auséncia de efeitos colaterais maiores.

Da mesma forma, a solugéo salina hipertonica foi utilizada com seguranca



no choque cardiogénico por disfungdo ventricular direita apds embolia
pulmonar.®* Em pacientes com insuficiéncia cardiaca, a infuséo de solucéo
relacionou-se a aumento do débito cardiaco, reducao da resisténcia vascular
sistémica,®® e reducdo do nivel de marcadores da atividade inflamatéria.®®
Em nosso meio, a seguranga do uso da solugdo salina hipertonica foi
também demonstrada em série de pacientes com insuficiéncia cardiaca
descompensada.®

Como forma de manejo terapéutico de pacientes com descompensacao
de insuficiéncia cardiaca, a solugéo hipertonica foi testada em associagédo a
alta dose de diuréticos. Nestas condi¢cdes a infusdo de solugdo salina
hipertbnica foi segura e associada a aumento da natriurese, elevagéo do
sédio sérico, melhora da qualidade de vida, redugdo do numero de
internacdes e menor mortalidade no periodo de seguimento.*® Mais
recentemente, demonstrou-se em estudo duplo-cego randomizado com 97
pacientes internados por insuficiéncia cardiaca descompensada que tal
protocolo de tratamento, além de seguro, foi capaz de reduzir mais
rapidamente o peso e o nivel de BNP, assim como reduzir tempo de
hospitalizacdo e nimero de novas internagcdes em 30 dias;** como desfecho
secundario, houve aumento do nivel de creatinina sérica no grupo controle,
enquanto no grupo tratamento houve queda.

Tomando como fundamento estas consideragdes, formulamos a
hip6tese de que a infusdo de solucdo salina hipertbnica pode prevenir a
ocorréncia de disfuncdo renal em pacientes com insuficiéncia cardiaca

descompensada.



OBJETIVOS



2.1 Objetivo principal

O objetivo principal desta pesquisa foi determinar o efeito da infusdo de
solugdo salina hipertbnica sobre a ocorréncia de disfuncdo renal em

pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada.

2.2 Objetivo secundario

O objetivo secundério desta pesquisa foi determinar os efeitos da

infus@o de solugéo salina hipertdnica sobre variaveis clinicas, biomarcadores

da funcéo renal, ativacao inflamatéria e neurohumoral.



METODOS



3.1 Desenho do estudo

O presente estudo € um ensaio clinico randomizado, duplo-cego,
controlado e realizado no Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina do Estado de S&o Paulo. O protocolo do estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo (inscrigdo 0211/07) e todos os pacientes forneceram assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido. Esta pesquisa foi registrada no
sitio eletrénico do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da
América do Norte (www.clinicaltrials.gov) sob numero NCT00555685 e
recebeu financiamento como projeto regular da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo (2007/04048-7). Para monitoramento de
eventos adversos e dos desfechos programados foi designado um comité
composto por trés médicos cardiologistas do Instituto do Coragdo sem
relagdo direta com o estudo. Os pacientes foram seguidos até a alta

hospitalar.

3.2 Casuistica

3.2.1 Critérios de elegibilidade

Foram considerados elegiveis para estudo os pacientes com idade

igual ou superior a 18 anos, portadores de disfungdo ventricular esquerda



sistdlica, internados por episodio de descompensacdo de insuficiéncia
cardiaca. O diagnéstico de insuficiéncia cardiaca baseou-se nos critérios de
Framingham modificados® e foi considerada como sinal indicativo de
disfuncao sistolica do ventriculo esquerdo a fracdo de ejecao inferior a 40%
medida por ecocardiografia transtordcica. Para a estimativa da fracdo de
ejecdo foram utilizados os métodos de Simpson ou Teicholz.®® Foram
considerados como validos os exames realizados até seis meses antes do
episddio de descompensacao.

O diagnostico de descompensacéo da insuficiéncia cardiaca foi clinico.
Foram considerados como sintomas indicativos de descompensacdo da
insuficiéncia cardiaca a acentuacdo de dispnéia ou de edema; foram
considerados como sinais de descompensacdo a presenca de dispnéia,
taquipnéia, edema de membros inferiores, crepitacées pulmonares, derrame
pleural, ascite, hepatomegalia, estimativa da presséo venosa central superior
a quatro centrimetros de sangue medidos a partir do angulo manubrio-

esternal, presenga de refluxo hepato-jugular superior a quatro segundos.

3.2.2 Critérios de exclusao

Constituiram critérios para exclusdo do paciente: recusa para participar
do estudo, presenca sinais clinicos de ma perfusdo de 6rgdos no momento
da avaliacdo, valvopatia reumética ou degenerativa de grau moderado ou
acentuado (insuficiéncia das valvas mitral ou tricuspide secundéaria a

dilatagdo ventricular ndo foram consideradas como critério de excluséo);



doenca cardiaca restritiva; etilismo; doenca pulmonar obstrutiva crénica; uso
de corticdides ou imunossupressores nos Ultimos 3 meses; neoplasia
maligna; embolia pulmonar nos ultimos 6 meses; operacdes ou infecgdes
nos ultimos 30 dias; condicdo que potencialmente interferisse sobre o
progndstico do paciente em 6 meses; creatinina na entrada superior a 3,0
mg/dl; potéssio sérico superior a 5,5 mEqg/l; condicdo associada a
descompensacao cardiaca que necessitasse de terapia especifica (infeccao,

bradiarritmias, fibrilagc&o atrial, embolia pulmonar, infeccéo).

3.2.3 Pacientes

A inclusdo de pacientes teve inicio em junho de 2008 e ocorreu até
dezembro de 2010.

No total, 60 pacientes foram avaliados para incluséo no estudo; destes
pacientes, 5 ndo apresentavam critérios para inclusdo, 3 recusaram
participacdo no estudo, e 18 apresentavam outros critérios de excluséo
(Figura 1; Tabela 1). Houve 34 pacientes incluidos no estudo e
randomizados — 22 alocados para receber solugdo salina hipertbnica e 12
alocados para receber placebo. Dois pacientes alocados para receber
solugdo salina hipertbnica apresentaram complicacbes graves apés a
alocacdo e antes de receberem a intervencdo - um paciente apresentou
parada cardiaca por fibrilagdo ventricular e o outro apresentou piora da
funcdo renal, com elevagdo da creatinina sérica até 4,2 mg/dl. Ao final, 32

pacientes foram alocados e receberam intervengéo; todos foram submetidos



a analise dos resultados. Os pacientes foram seguidos até a alta hospitalar e
a mediana do tempo de seguimento foi de 26 dias (variagéao interquartil de

15-43 dias) ndo havendo perda de seguimento.



[ 60 avaliados ]

5 sem critério de inclusdo
................................... » 1 3recusas em participar
18 com critérios de exclusao

34 pacientes
randomizados

22 pacientes alocados
para SSH 12 pacientes alocados

1 fibrilagao ventricular para placebo
1 aumento da creatinina

20 receberam SSH 12 receberam placebo

{ 20 analisados } [ 12 analisados ]

Figura 1 — Fluxograma dos pacientes incluidos no estudo.
NOTA: SSH=soluc¢éo salina hipertdnica.



Tabela 1 — Motivos de excluséo da pacientes do estudo

Motivo de excluséo NUmero de pacientes
Sinais de baixo débito cardiaco 3
Valvopatia primaria
Infeccéo ativa
Insuficiéncia respiratéria aguda
Creatinina sérica superior a 3,0mg/dL
Taquicardia ventricular sustentada
Doenca auto-imune em atividade

Colecistite aguda

P P P N N DN W W

Embolia pulmonar
TOTAL

=
(0]

A média das idades dos pacientes foi de 48,8+14,1 anos; 6 (18,8%) dos
pacientes eram mulheres e 26 (81,2%) eram homens. A miocardiopatia da
doenca de Chagas foi a mais frequente e esteve presente em 11 (34,3%)
pacientes, seguida pela miocardiopatia isquémica em 7 (21,9%) pacientes e
miocardiopatia dilatada idiopatica em 6 (18,8%) pacientes. Na avaliacdo
inicial, a média da pressado arterial sistolica foi de 102+15,1, a média da
pressdo arterial diastdlica foi de 65,3+8,8 mm Hg e a média da frequéncia
cardiaca de 77,6+13,2 batimentos por minuto; ascite foi notada no exame
fisico de 16 (50%) dos pacientes. Ainda na avaliagdo inicial, 25 (78,1%)

recebiam beta-bloqueadores e 11(34,3%) pacientes recebiam dobutamina.



Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos 32 pacientes.

Caracteristica N (%) / média + DP

Idade (anos)
Género
masculino

feminino

Etiologia

doenca de Chagas

isquémica

idiopatica

hipertensiva

alcodlica

hipertréfica

periparto

miocardite
Diabetes mellitus
Fibrilac&o atrial
Ressincronizador
Desfibrilador
indice de massa corpérea
Frequéncia cardiaca
Pressao arterial sistdlica
Pressao arterial diastolica

Ascite

Medicacéo
beta-bloqueador
IECA /inibidor AT,
Hidralazina/nitrato
espironolactona
digoxina
dobutamina
furosemida

hidroclorotiazida
Dose de furosemida (mg)

48,8+14,1

18 (81,2%)
6 (18,8%)

11 (34,3%)
7 (21,9%)
6 (18,7%)
2 (6,3%)
2 (6,3%)
2 (6,3%)
1(3,1%)
1(3,1%)
6 (18,7%)
14 (43,8%)
2 (6,3%)
1(3,1%)
27,845,8
77,6123
102+15,1
65,3£8,8
16 (50%)

25 (78,1%)
18 (56,2%)
18 (56,2%)
14 (43,8%)
9 (28,1%)
11 (34,3%)
32 (100%)
10 (31,3%)
80 (60-120)"

NOTA: DP=desvio padrao; IECA= inibidor da enzima conversora da

angiotensina; AT,= receptor de angiotensina 2

! valor expresso em mediana (variacdo interquarti)



A andlise laboratorial inicial dos pacientes mostrou média do nivel
sérico de sodio de 136,4+4,6 mEq/l, potassio de 4,2+0,7 mEqg/I, creatinina de
1,67+0,47 mg/dL, uréia 81,8+34,7 mg/dL e peptideo natriurético tipo B de

1985+1314 pg/ml (Tabela 3)

Tabela 3 — Caracteristicas laboratoriais dos pacientes.

Caracteristica meédia + DP
Creatinina sérica (mg/di 1,67+0,47
Uréia sérica (mg/di 81,8+34,7
Saédio sérico (meqn) 136,4+4,6
Potassio sérico meqg/) 4.2+0,7
Magnésio Serico (mg/d 1,7+0,3
Osmolaridade sérica (mosmikgH,0) 291,2+11,9
Osmolaridade urinaria mosm/kgH.0) 410,1+89,1
Fracdo de excrecdo de sodio 1,62
Peptideo natriurético tipo B (pg/mi) 1985+1 314
Hemoglobina (gd.) 11,7+41,7
Albumina (g/dy 3,1+0,6
Glicemia (mg/d 101+25,8
TSH (ugmi 3,9+3,7

NOTA: TSH=hormdnio estimulante da tiredide; DP=desvio-padréo

A analise ecocardiografica dos pacientes mostrou média da fracédo de
ejecdo de 20,515,2 % e média do didmetro diastélico do ventriculo esquerdo

de 72,4+11,1 mm (Tabela 4).



Tabela 4 - Caracteristicas ecocardiograficas dos pacientes.

Caracteristica médiaxdp (mm) / n (%)
Tamanho éatrio esquerdo 56,2+6,4
Diametro seio aodrtico 30,8+4,4
Espessura do septo interventricular 9,2+19
Espessura da parede posterior do VE 9,2+1,8
Fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo 20,5%5,2
Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo 72,4+11,1
Pressao sistélica de artéria pulmonarl 51,1+11,1
Insuficiéncia mitral moderada/acentuada 22 (68,8%)
Insuficiéncia tricispide moderada/acentuada 21 (65,6%)

1NOTA: mm=milimetros; DP=desvio-padrédo
valor em milimetros de mercurio

3.3 Randomizagao e mascaramento

Para a alocagédo dos pacientes em cada um dos grupos foi utilizada
uma lista de ndmeros aleatérios gerada por programa de computador, em
blocos de trés e na propor¢cdo de duas intervengbes para um placebo.
Pacientes, investigadores e equipe de cuidados eram cegos quanto a
alocacdo. As solucdes de cloreto de s6dio a 0,9% e a 7,5% foram
preparadas pelo Servigco de Farmécia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo, eram indistintas na aparéncia e
identificadas por codigos de acordo com a sequéncia de randomizacdo. O
significado dos cddigos era de conhecimento apenas de um farmacéutico e
de uma enfermeira que ndo estavam diretamente relacionados com o estudo

ou com o cuidado dos pacientes.



3.4 Intervengdes

Os pacientes foram divididos aleatoriamente em 2 grupos: intervencao
e controle. Todos os pacientes receberam os cuidados para o tratamento de
descompensacdo da insuficiéncia cardiaca, conforme a indicacdo de seus

médicos e de acordo com recomendacdes correntes,®®

incluindo repouso
relativo, restricdo hidrica de 1000 ml por dia e dieta contendo 2 gramas
cloreto de sodio por dia.

Os pacientes incluidos no grupo intervencéo receberam infusédo de 100
ml de cloreto de sédio a 7,5%, ao longo de 1 hora, duas vezes ao dia. A
administragcdo foi por pungdo de veia periférica em antebraco, a ndo ser
quando os pacientes j& portavam cateter venoso central.

Os pacientes incluidos no grupo controle receberam infusdo de 100 ml
de cloreto de sodio a 0,9% ao longo de 1 hora, duas vezes ao dia. A
administragcdo foi por pungcédo de veia periférica em antebraco, a ndo ser
quando os pacientes j& portavam cateter venoso central.

Imediatamente apdés o término de cada infusdo, os pacientes
receberam doses em bolus de furosemida intravenosa. A dose inicial de
furosemida foi estimada levando-se em consideragdo a dose previamente
utilizada pelo paciente, seu peso e valor da creatinina sérica. As doses
puderam ser modificadas ao longo do protocolo, com o objetivo de se obter

perda de peso de 500 gramas a um quilo por dia. No intervalo entre as

infusdes de solugéo salina, doses adicionais de diurético podiam ser feitas.



3.5 Desfechos

A ocorréncia de disfuncdo renal, objetivo primario deste estudo, foi
definida como elevagdo igual ou maior a 0,3 mg/dL da creatinina sérica
durante o periodo de intervencdo; a concentracdo da creatinina sérica foi
medida um dia antes da intervengéo, durante os trés dias de intervengéo e
no dia seguinte ao término da interven¢do (Quadro 1).

No que se refere & avaliagdo dos objetivos secundéarios, a funcdo
glomerular foi estimada pela andlise do comportamento de biomarcadores
da funcdo glomerular - creatinina sérica, uréia sérica e cistatina C sérica.
Estas variaveis foram medidas um dia antes da intervencéo, durante os trés

dias de intervencao e no dia seguinte ao término da intervencéo.



Quadro 1 — Momento da coleta das variaveis ao longo do protocolo.

Pre- ) ) ) P6s-
) Dia 1l Dia 2 Dia 3 )
intervencao internvecao

Peso

Voume urinario
Sédio

Potassio
Osmolaridade
Creatinina
BNP

Cistatina
NGAL

Renina

X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X

Angiotensina Il

Aldosterona

Vasopressina
TNF alfa

X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X

Interleucina 6

Transportadores
tubulares X - - - X

NOTA: NGAL=neutrophil gelatinase-associated lipocalin; BNP=peptideo natriurético tipo B;

TNF=fator de necrose tumoral

A funcdo tubular foi estimada pela andlise do comportamento de
biomarcadores séricos e urinarios da funcdo tubular. Foi utilizada como
marcador sérico a concentracdo de lipocalina de neutréfilos associada a
gelatinase (NGAL - neutrophil gelatinase-associated lipocalin), que foi
medida um dia antes da intervengéo, durante os trés dias de intervengéo e

no dia seguinte a intervengdo. Como marcadores urinérios foram utilizadas



as medidas das concentragBes urinarias de transportadores de células
tubulares renais e armazenados na forma de exossomos; foram analisados
marcadores evolvidos na regulagéo hidro-eletrolitica presentes em diferentes
por¢cbdes néfron — isoforma 2 da aquaporina (AQP2) presente no tubulo
coletor, isoforma Al do transportador de uréia (UTA;) presente no tubulo
distal, e a isoforma 3 do trocador Na'/H" (NHE3) presente no ramo
ascendente da alca de Henle. A concentragdo destes transportadores foi
medida na urina dos pacientes no dia anterior ao inicio da intervencdo e no
dia seguinte ao término da intervengéo.

Como variaveis clinicas e de regulacdo hidro-eletrolitica foram
utilizados para acompanhamento dos doentes o peso, volume urinario de um
dia, soOdio sérico, potassio sérico, osmolaridade sérica, sédio urinario,
osmolaridade urinaria e a taxa de depuracdo de agua livre. Estas variaveis
foram determinadas um dia antes da intervencédo, durante os trés dias de
intervencao e no dia seguinte ao término da intervengéo (Quadro 1).

Para a avaliacdo da ativacdo neuro-humoral e inflamatéria foram
medidos no soro as concentracdes de vasopressina, renina, angiotensina ll,
aldosterona, peptideo natriurético tipo B (BNP), interlucina 6 e fator de
necrose tumoral alfa (TNF alfa). Estas variaveis foram dosadas no dia
anterior ao inicio da intervencao e no dia seguinte ao término da intervencao
(Quadro 1).

Comité composto por trés médicos cardiologistas sem relacdo direta
com o estudo monitorou a seguranga e a ocorréncia dos desfechos ao longo

do protocolo.



3.6 Métodos de detecgdo e quantificagdo das variaveis

O peso foi medido em quilogramas por balanga eletronica, pela manha,
com paciente em jejum e apés esvaziamento vesical; o volume urinério de
um dia foi medido como o volume em mililitros de urina eliminada durante 24
horas. Para a determinacdo das varidveis seéricas foi coletado sangue
periférico e obtido o soro por separacdo em centrifuga automatica
refrigerada (15 000 rpm por 15 minutos a 4 °C); o soro dos pacientes foi
armazenado sob temperatura de 80°C negativos até que as dosagens
fossem feitas. Para a determinagcao das variaveis urinarias, amostra de urina
de 24 horas foi coletada e armazenada sob temperatura de 80 °C negativos
até que as dosagens fossem feitas.

A medida de cistatina C e de NGAL foi feita por método ELISA
(BioVendor LLC, Carolina do Norte, EUA); o limite para detecgéo da cistatina
C foi de 0,2 ng/ml e de 0,1 ng/ml para NGAL. Foi realizada técnica de
radioimunoensaio para a dosagem de aldosterona, renina, angiotensina Il
(Simens Health Care, Pensilvania, EUA) e vasopressina (DiaSource,
Nivelles, Bélgica). O TNF alfa, a interleucina 6 e o BNP foram medidos por
guimioluminescéncia (Immulite, Simens Health Care, Pensilvania, EUA).

Para a isolamento e extracdo de exossomas contendo o0s
transportadores de membrana de células tubulares renais aquaporina 2
(AQP,), transportador 1 de uréia (UTA;), e o trocador 3 Na'/H" (NHEjy),
amostras de urina de 24 horas foram coletadas e armazenadas a 80 °C

negativos até o momento da extracdo. As amostras de urina foram



descongeladas e imediatamente adicionado inibidor de protease. Durante o
processo de descongelamento os tubos contendo a urina foram agitado em
vortex por 1 minuto e apds o término do descongelamento, as amostras de
urina foram novamente agitadas por 30 segundos. Os tubos foram entéo
centrifugados a 17 000 rpm por 30 minutos para remocao de células inteiras,
grandes fragmentos de membrana e outros restos celulares. O sobrenadante
resultante foi novamente centrifugado em ultracentrifuga a 200 000 rpm por
1 hora para formagédo de pellet com exossomas. O sobrenadante foi
descartado e o pellet novamente suspenso em 100 pl de solugdo de
isolamento (10 mM trietanolamina, 250 mM Sucrose).

As amostras com os transportadores foram submetidas a eletroforese
em minigel de poliacrilamida. ApGs a transferéncia para a membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF), os blots foram tratados com leite em po
desnatado 5% diluido em PBS-T (80 mMol Na;HPO4, 20 mMol NaH2PO,,
100 mMol NacCl 0,1, Tween 20, pH 7,5) por 1 hora e incubados com
anticorpos especificos diluidos em solugédo salina com fosfato tamponado
(PBS-T). A marcacado foi feita através da peroxidase (HRP)-conjugated
secondary antibody (anti-rabbit 1:2 000, anti-goat 1:5000, Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO) por quimioluminescéncia (ECL, Amersham). A
quantificacdo das proteinas nas bandas foi realizada por densitometria.

A taxa de depuragdo de 4gua livre foi calculada levando-se me conta o
volume urinario (V), a osmolaridade urinaria (Ussm) € a osmolaridade
plasmética (Posm), € de acordo com a seguinte formula:

Depuracdo de agua livre =V — (Uosm / Posm ) X V



3.7 Andlise estatistica

Varidveis continuas com distribuicdo proximas a normal sdo expressas
na forma de média e desvio-padrdo; variaveis continuas com distribui¢cdo
gue ndo a normal séo expressas na forma de mediana seguida da variagéo
interquartil; variaveis categoricas sao expressas na forma de valor absoluto
seguido da porcentagem. A distribuichio de cada uma das varidveis
continuas foi testada pelo teste de D'Agostino-Pearson, e valor de P inferior
a 0,10 foi considerado como indicativo de distribuicdo normal. Nas analises,
qguando necessario, aplicou-se a transformacéo logaritmica para aproximar a
distribuicho da normal. Foram consideradas como diferencas
estatisticamente relevantes as que resultaram em valor de P < 0,05.

A comparacéo de variaveis continuas foi feita pelo teste T de Student e
a comparacédo de variaveis categoricas pelo teste do qui quadrado ou exato
de Fisher. A comparacdo de medidas repetidas foi feita pela analise de
variancia de duplo fator. As analises e gréficos foram feitos com os
programas estatisticos SPSS versdo 11.5 e GraphPad Prism verséo 4.02.

A amostra inicial do presente estudo foi estimada em 50 pacientes para
que se pudesse detectar variacdo de 25% no valor da creatinina, com erro

alfa bicaudal de 5% e erro beta de 20%.



RESULTADOS



4.1 Caracteristicas dos grupos

O estudo foi interrompido precocemente por indicagdo do comité de
monitoramento e a decisdo teve como fundamento o fato do desfecho
primério ter sido alcancado. No total, 20 pacientes foram alocados para o
grupo HSS e 12 pacientes alocados no grupo placebo.

Em comparagcdo aos pacientes alocados no grupo placebo, os
pacientes alocados no grupo HSS foram mais idosos (53,313 anos versus
41,5+13,1anos — p=0,02) e possuiam maior propor¢do de homens (95%
versus 58,3% - p=0,01). Nao houve diferengas significativas na comparacao
entre 0s grupos quanto as variaveis restantes, incluindo o nivel sérico de
sédio (137,6+3,5 mEg/l no grupo HSS versus 135,74+3,4 mEq/l no grupo
placebo — p=0,16), de creatinina (1,72+0,47 mg/dl versus 1,58+0,48 mg/dl —
p=0,43), de peptideo natriurético tipo B (2205+£1326pg/ml versus 1604+1261
pg/ml - p=0,23), fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (20,8+5,1% versus
26,9+7,4% — p=0,73), proporgéo de pacientes recebendo dobutamina (30%
versus 41,7% - p=0,5) e dose inicial de furosemida (80 mg, variacao
interquartil de 60-100 mg versus 80 mg, variagao interquartil de 40-120 mg —

p=0,81) (Tabela 5).



Tabela 5 — Comparacgéo das caracteristicas dos pacientes dos grupos

solucéo salina hiperténica (SSH) e placebo.

Numero de pacientes
Idade (anos)
Género masculino
feminino
indice de massa corporea
Etiologia isquémica
idiopatica
hipertensiva
doenca de Chagas
Fracdo de ejecdo do VE )
Diametro diastoélico do VE mm)
S6dio (meg/L)
Potassio (meqiL)
Creatinina (mg/di
Uréia mg/di
BNP @g/mi)
Hemoglobina (gd.)
Medicacéao
Beta-bloqueador
IECA/inibidor AT,

Hidralazina
Espironolactona
Digoxina
Dobutamina

Dose de furosemida (mg)*

SSH

20
53,3+13
19 (95%)

1 (5%)
28,4+4,8
6 (30%)
3 (15%)
6 (30%)
20,845,1

74,5+12,7

137,623,5
4,3+0,7
1,72+0,47

80,8+35,6

220541326
11,9+1,7

15 (75%)
11 (55%)
14 (70%)
9 (45%)
7 (35%)
6 (30%)
80 (60-100)

Placebo

N (%) / médiazDP N (%) / média+DP

12
41,5+13,1
7 (58,3%)
5 (41,7%)
27+7.4
1 (8,3%)
3 (25%)
1 (8,3%)
5 (41,7%)
20,1+7,4
68,646,6
135,7+3,4
4,10,5
1,58+0,48
83,7+34,6
1604+1261
11,4+1,6

10 (83,3%)
7 (66,7%)
4 (33,3%)
5 (41,7%)
2 (16,7%)
5 (41,7%)

80 (40-102)

Valor de p

0,02
0,01

0,513
0,417

0,73
0,131
0,160
0,264
0,43
0,655
0,233
0,284

0,581
0,515
0,043
0,854
0,264
0,501
0,814

NOTA: SSH=solugéo salina hipertdnica; IECA: inibidor da enzima conversora de

angiotensina; AT,=receptor de angiotensina 2; VE=ventriculo esquerdo; BNP=peptideo

natriurético tipo B; DP=desvio-padrao
!valores expressos em mediana (variacéo interquartil)



4.2 Desfecho primério

A elevagéo da creatinina sérica igual ou maior a 0,3mg/dL ocorreu em 8
(25%) dos pacientes - 2 (10%) pacientes no grupo HSS e 6 (50%) pacientes
no grupo placebo. Esta diferenga determinou redugdo de 70% no risco
relativo para a ocorréncia disfungéo renal (risco relativo 0,3; intervalo de

confianga de 95% de 0,09 a 0,98; p=0,01).

4.3 Desfechos secundarios

4.3.1 Variaveis clinicas

A infusdo de solugédo salina hipertonica foi bem tolerada pela maior
parte dos pacientes, ndo tendo ocorrido eventos adversos graves
relacionados ao uso da solugdo. No grupo que recebeu solugdo salina
hipertdnica 9 (45%) pacientes referiram dor durante a infuséo da solugéo em
comparagdo a 3 (25%) pacientes no grupo controle. Flebite no local da
infusdo n&o ocorreu em pacientes que receberam placebo e ocorreu em 3
(15%) pacientes no grupo HSS. N&o foi necessario interromper o protocolo
em nenhum caso e o tratamento dos episédios de flebite se deu com
cuidados locais.

Houve aumento do volume urinério e reducéo do peso de forma similar
nos grupos HSS e placebo; a média da perda de peso no grupo HSS foi de

960+761 g por dia e no grupo placebo foi de 891+1298 g por dia — estes



valores estiveram dentro do intervalo previamente estabelecido de perda de
500 g a 1 Kg de peso por dia (Tabela 6). Entretanto, € de se notar que a
dose de furosemida necessaria no grupo HSS foi inferior a dose de
furosemida necessaria no grupo placebo para que este desfecho fosse
atingido: a dose mediana no grupo HSS foi 120mg (80-140 mg) e a dose
mediana no grupo placebo foi 160 mg (120-180 mg), p=0,001.

O comportamento do sodio sérico, osmolaridade sérica, fracdo de
excrecdo de sbdio e depuracdo de aguar livre ndo foram estatisticamente

diferentes entre 0s grupos (Tabela 6).



Tabela 6. Comportamento das variaveis clinicas e laboratoriais ao longo do estudo

Variavel (média + dp) basal dia1 dia 2 dia3 _24h ap6s pfator  p tempo  pinteracao
intervencao
Peso (kg) SSH 83,8+18,4 82,8+18,0 82,0+17,8 81,3+17.,6 80,9+18,3 0,07 <0,001 0,62
Placebo 79,0+£28,0 78,2+27,7 78,6+27,6 77,9+27,8 76,4+27,6
Vol urinario (mi/Kg/h)  SSH 0,93+0,55 1,15+0,44 1,29+0,46 1,12+0,41 0,83+0,32 0,07 <0,001 0,11
Placebo 0,73+0,33 1,09+0,82 0,91+0,43 1,25+0,74 1,28+0,80
Sédio (mEg/L) SSH 137,6+3,5 138,7+3,7 139,1+3,9 139,5+4,6 137,8+4,3 0,024 0,03 0,92
Placebo 134,4+5,6 135,0+5,5 134,946,1 136,0+5,0 134,945,2
Osmol (mOsm/Kgizo) SSH 293,8+11,3 294,0+10,9 297,8+12,5 296,1+12,4 294,8+13,0 0,13 0,005 0,93
Placebo 286,9+12,1 288,5+10,9 292,5+13,5 289,8+9,60 289,4+11,7
Creatinina (mg/dL) SSH 1,72+0,47 1,71+0,44 1,65+0,44 1,66+0,55 1,88+0,68 0,58 0,06 0,004
Placebo 1,58+0,48 1,81+1,01 1,96+1,06 1,89+0,77 1,90+0,76
Cistatina C (ng/mL) SSH 1 532+401 1 499+391 1 435+319 14774301 1 639+469 0,30 0,23 0,03
Placebo 1 453+508 1 731+640 1 6544540 1 707465 1 707+558
NGAL (ng/mL) SSH 72,4+36,4 65,0+£33,6 62,7+27,4 62,0+28,6 67,9+29,6 0,05 0,27 0,68
Placebo 81,0+27,2 77,1+32,3 87,1+51,1 88,0+48,9 93,0+58,8
Ureia (mg/dL) SSH 80,8+35,6 78,6+33,3 77,6+£32,8 77,0+£38,6 83,2+45,2 0,66 0,94 0,66
Placebo 83,7+,436 82,7+43,6 85,9+46,5 85,7+42,0 86,5+41,3
Fracdo excrecdo Na SsH 1,67+2,04 3,19+2,34 3,19+2,31 2,86+1,80 2,21+2,05 0,71 <0,001 0,48
Placebo 1,42+2,04 2,22+1,93 2,32+1,20 3,27+2,08 3,06+2,66
Osmol urina SSH 432,4+98,5 361,8+46,0 369,8+44,1 385,6+66,8 395,3+57,7 0,005 <0,001 0,50
Placebo 372,8+56,6 336,9+28,9 337,0+31,6 332,5+39,3 331,6+34,8
Depuracéo H,O livre ssH -0,42+0,17 -0,21+0,65 -0,37+0,37 -0,40+0,45 -0,36+0,30 0,08 0,46 0,15
Placebo -0,23+0,14 -0,21+0,14 -0,13+0,39 -0,02+0,63 -0,18+0,39

NGAL= neutrophil gelatinase-associated lipocalin; SSH=soluc¢&o salina hiperténica; dp=desvio padrdo; osmol=osmolaridade; vol=volume



4.3.2 Biomarcadores da funcao renal

A. Creatinina

A concentracao sérica de creatinina do grupo HSS e de grupo placebo
foram semelhantes no estado basal. Manteve-se estavel no grupo HSS
durante os 3 dias de intervencéo; entretanto, elevou-se no grupo placebo.
No dia seguinte ao final da intervencéo, houve elevacdo da concentracdo
sérica da creatinina no grupo HSS, de forma que os valores dos grupos
foram similares na dosagem final do estudo (Figura 2).
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Figura 2 — Nivel sérico de creatinina ao longo do estudo.
NOTA: SSH=solucgéo salina hipertdnica



B. Cistatina C

A concentracdo sérica de cistatina do grupo HSS e placebo foram

semelhantes no estado basal. Manteve-se estavel no grupo HSS durante os

3 dias de intervencédo; entretanto, elevou-se no grupo placebo. No dia

seguinte ao final da intervencado, houve elevagdo da concentracédo sérica da

cistatina no grupo HSS, de forma que os valores dos grupos foram similares

na dosagem final do estudo (Figura 3).
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Figura 3 — Nivel sérico de cistatina C ao longo do estudo.

NOTA: SSH=solugéo salina hipertdnica
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C. NGAL

A concentracdo sérica de NGAL dos grupos HSS e placebo foram

semelhantes no estado basal. Houve aparente reducdo no grupo HSS e

elevagdo no grupo placebo, mas as diferengcas ndo foram estatisticamente

significativas (Figura 4).
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Figura 4 — Nivel sérico de NGAL ao longo do estudo.

NOTA: SSH=solug¢éo salina hipertdnica; NGAL=neutrophil gelatinase-associated lipocalin



4.3.3 Expressao urinaria de transportadores de membrana

ApoOs intervengdo, a expressdo urindria dos transportadores de
membrana de células tubulares esteve aumentada no grupo SSH em
comparagdo ao grupo placebo, tanto para a isoforma 2 da aquaporina,

guanto para a isoforma 1 do transportador de uréia e isoforma 3 do trocador
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Figura 5. Medida da expressao urinéria de transportadores tubulares renais.

NOTA: UTA,=transportador Al de uréia; AQP,=aquaporina 2; NHE;=trocador 3 de Na'/H";
HSS=solu¢édo salina hipertdnica



4.3.4 Ativacao neurohumoral e inflamatoria

N&o encontramos diferengas no grau de ativacdo humoral ou de
ativagdo inflamatoéria quando comparamos os estados iniciais e finais, tanto

no grupo HSS quanto no grupo placebo (Tabela 7).

Tabela 7. Comportamento das variaveis relacionadas a ativagéo neuro-

humoral e inflamatéria ao longo do estudo.

HSS p Placebo p
mediana mediana
(variagdo interquartil) (variagdo interquartil)
Renina (ng/ml) basal 20,6 (5,4-35,4) 0,44 32,9 (17,9-42,6) 0,47
pés intervencao 13,7 (5,6-35,1) 23,8 (17,8-45,1)
Aldosterona (ng/dL) basal 10 (3,7-17,2) 0,27 9,7 (6,2-41,6) 0,86
pos intervengao 12 (4,6-19,7) 7,6 (3,1-79,9)
Vasopressina (pmol/L)  basal 2,4 (1,9-3,1) 0,15 2,7 (2-3,4) 0,51
pés intervencao 2,6 (2-4,8) 2,4 (1,9-3,3)

Angiotensina Il (pmollL)  basal 25,6 (13,4-44,9) 0,38 39,4 (12,6-71,1) 0,77

pés intervencao 28,2 (15-45,9) 40,2 (12,5-70,1)

BNP (pg/ml) basal 2077 (1046-3353) 0,11 1219 (574-2336) 0,36
pos intervencdo 1 728 (1067-3574) 1 384 (682-1816)

Interleucina 6 (pg/ml)  basal 17,1 (8,9-24,5) 0,35 26,4 (12,9-57,7) 0,24
pés intervencao 23,6 (10,4-30,3) 22,9 (12,3-32,6)

TNF alfa (pg/ml) basal* 16,5 (13,6-27,7) 0,63 23,2 (14,6-38,5) 0,66
pos intervengao 16,7 (12,5-31,1) 22,7 (15,8-43)

NOTA: BNP=peptideo natriurético tipo B; TNF=fator de necrose tumoral; HSS=solucdo

salina hipertdnica



DISCUSSAO



Os nossos resultados mostram que a curto prazo a utlizacdo de
solugdo salina em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada
determinou menor ocorréncia de disfuncdo renal; este achado foi
acompanhado de menores niveis de creatinina e cistatina C ao longo da
intervencdo, bem como a aumento da expresséo urinaria de transportadores
tubulares renais. Nao foi possivel demonstrar mudanca significativa no nivel
sérico de NGAL ou na intensidade da ativagao inflamatorio e neuro-humoral.

Em consonancia com 0s nossos resultados, estudo anterior sugeriu,
como um desfecho secundério, que o uso de solugdo salina hipertbnica
podia estar associado a reducdo do nivel de creatinina em pacientes com
insuficiéncia cardiaca descompensada e resisténcia a acéo de diuréticos;®® é
de se notar, entretanto, que tal estudo testou o uso da solugdo salina
hipertdnica em pacientes com oliglria e acentuada resisténcia a acdo de
diuréticos, cenério clinico diferente do por nés abordado. Ademais, a dose
de furosemida utilizada pelos autores foi substancialmente superior a por
nés empregada, chegando a 1g de furosemida ao dia; j& a tonicidade da
solugdo hipertbnica foi variavel, dependeu da natremia, e chegou ao maximo
de 4,6%. Os dados correntemente disponiveis indicam que o uso de solugéo
salina em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada possa ser
medida eficaz para a prevencdo de disfungéo renal. Acreditamos ter este
achado relevancia clinica, especialmente em face dos resultados negativos
de outras intervencdes nesta area.

Procuramos explorar possiveis mecanismos de agédo da solucéo salina

hipertbnica sobre a funcé&o renal, um aspecto que ndo havia sido



anteriormente considerado em pacientes com insuficiéncia cardiaca
descompensada. Encontramos que a solugdo salina hipertdnica pode
prevenir a ocorréncia de disfungdo renal por modificar favoravelmente a
funcdo glomerular, como indicado por niveis mais baixos de creatinina e de
cistatina C, marcador que pode detectar alteracbes na taxa de filtragéo
glomerular de maneira mais precisa e rapida quando comparada a
creatinina.*® A influéncia da solugdo salina hipertonica sobre a filtragdo
glomerular pode ser entendida sob diferentes aspectos; primeiramente, vale
notar que se tem descrito a ocorréncia de periodos transitorios de
hipovolemia em pacientes com insuficiéncia cardiaca, especialmente
naqueles que recebem diuréticos.**> Dada a propriedade da solugéo salina
hipertdnica de aumentar a volemia durante estados de choque hipovolémico,
€ de se supor que seu uso em pacientes com insuficiéncia cardiaca
descompensada possa prevenir ou atenuar a ocorréncia de episodios de
hipovolemia associada a terapia diurética.®? Além disso, a melhora na
perfusdo renal poderia contribuir para a manutencdo da taxa de filtragéo
glomerular, tendo em vista o fato da solugéo salina hipertdnica possuir agéo
vasodilatador renal®®"® e acéo inotrépica positiva.”

De maneira similar, a solugdo salina hipertbnica atenuou o dano
tubular, conforme indicado pelo aumento da expressdo urinaria de
transportadores tubulares localizados em diferentes por¢cées do néfron. O
aumento da expressdo de transportadores tem sido proposto como
marcador de melhora da funcéo tubular tanto em pacientes com insuficiéncia

cardiaca’® como em outras condigbes clinicas.”® Diferentes mecanismos



podem explicar o efeito da solugéo salina hipertbnica sobre a expresséo
destas proteinas. Primeiramente, o proprio incremento na taxa de filtragdo
glomerular pode modificar o volume e o contetdo do ultrafiltrado tubular
renal, modulando por sua vez a fun¢éo das células tubulares. Além disso, a
melhora da perfusdo renal é capaz de influenciar na funcdo de células
tubulares renais, como demonstrado por modelos de isquemia renal.”
Finalmente, nos parece licito supor que mudancgas na ativacdo neurohumoral
possam ter influenciado a atividade de células tubulares renais; apesar de
ndo termos encontrado mudanga no padréo da atividade humoral, € provavel
que este achado negativo tenha sido influenciado pela grande variabilidade
das dosagens hormonais, pelo limitado numero de pacientes e pelo
momento da coleta: todas as dosagens foram feitas 24 horas antes da
intervencado e 24 horas apo6s o fim da intervencdo. Entretanto, a maioria dos
efeitos observados com a infusdo de solucdo salina hipertbnica esteve
presente durante os trés dias de infusdo, mas foi perdido apds o término da
infus@o; é possivel que se essas medidas tivessem sido realizadas mais
precocemente, diferencas pudessem ter sido observadas. No melhor de
nosso conhecimento, ndo ha relatos anteriores sobre a influéncia de
intervencdes terapéuticas sobre a expressao transportadores tubulares
renais em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada.

Em nosso estudo os niveis de NGAL ndo diferiram significativamente
entre os grupos; a NGAL € um marcador muito precoce de dano tubular que
pode estar aumentado em doentes com insuficiéncia renal aguda e

75,76

cronica, assim como em pacientes com insuficiéncia cardiaca.”



Possivelmente, a auséncia de diferenga estatisticamente significante entre
os grupos tenha sido decorrente do limitado niUmero de pacientes estudados.

N&o encontramos também mudancas significativas no grau de ativagéo
inflamatoria em quaisquer dos grupos estudados. Efeitos imunomoduladores
da solucdo salina hipertbnica foram descritos em outras condi¢cdes

"8 & incluem a modulag&o da ativagdo de neutréfilos,** macréfagos,

clinicas
ativagdo de células T, reducdo da producdo de TNF-alfa, aumento de
citocinas anti-inflamatérias, modulacdo da apoptose, e influéncia na
transcricdo, expressdo funcional e de proteinas de genes relacionados a
metaloproteases de matriz. Da mesma forma que o ocorrido com a avaliagéo
humoral, é possivel que este achado negativo tenha sido influenciado pela
grande variabilidade das medidas, limitado numero de pacientes e pelo
momento da coleta.

Dadas as caracteristicas do método utlizado neste estudo,
acreditamos ser de valor revisdo de determinados aspectos da metodologia,
com o intuito de salientar aspectos importantes da analise empreendida e
focalizar limitagbes desta pesquisa.

O presente estudo € um ensaio clinico, desenho que tem sido
empregado em grande parte das pesquisas cujo objetivo € a avaliacdo de
intervencbes terapéuticas em pacientes.”” Ensaios clinicos tem como
caracteristica fundamental o segmento prospectivo de individuos divididos
aleatoriamente em grupos de intervencgédo; a aleatoriedade da alocagéo nos
grupos de tratamento visa a homogeneizé-los para tanto para variaveis

conhecidas como para variaveis desconhecidas. Além disso, o fato de os



individuos, pesquisadores e equipe de cuidados desconhecerem a
randomizacgéo, alocagdo e a intervencéo recebida pelos individuos constitui
importante ferramenta para a diminuigdo da possibilidade de viés.

Para a validacao cientifica de uma intervengdo médica, ensaios clinicos
sdo empregados em diferentes fases. Classicamente 4 etapas séo
reconhecidas e dependem do numero de individuos estudados, tipo de
individuos incluidos (pacientes ou voluntarios saudaveis), presenca de grupo
controle e desfecho analisado (curva dose-resposta, seguranca ou eficacia).
O presente estudo apresenta caracteristicas tanto de ensaio clinico fase | —
limitado namero de participantes, como de fase Il — inclusdo de pacientes,
presenca de grupo controle e andlise de desfecho para eficcia de
tratamento.

Ensaios clinicos empregam critérios estritos e rigorosos para inclusdo
de pacientes, o que visa a garantir consisténcia do estudo e validade interna
dos resultados; entretanto, tal medida pode selecionar doentes de gravidade
diferente daquela encontrada na préatica médica, ou ainda com determinadas
caracteristicas capazes de influenciar nos resultados e nas interpretacdes
estabelecidas a partir deles. No nosso caso, foram incluidos pacientes com
caracteristicas clinicas indicativas de doenga com grande gravidade: elevada
propor¢cdo de doentes com cardiopatia isquémica e doenca de Chagas
(condigBes com progndstico reconhecidamente pior em comparacdo a outras
cardiopatias),?® presenca de ascite em cerca de metade dos pacientes, baixa
fracdo de ejecdo, nivel elevado do peptideo natriurético tipo B, elevacdo da

creatinina sérica e alta propor¢do de pacientes sob uso de dobutamina.



Portanto, a extrapolagdo dos nossos resultados para pacientes em condicao
clinica diversa da por nés estudada deve ser feita com cautela.

Em ensaios clinicos recomenda-se estimativa do nimero de pacientes
a ser estudado levando-se em consideragéo a chance de erro das medidas e
o poder para detectar diferencas;* do ponto de vista conceitual a estimativa
do tamanho da amostra ¢é, fundamentalmente, uma expectativa de
resultados atribuida a priori e baseada em extrapolagdo de dados obtidos
em condi¢cdes diferentes das estudadas. No nosso caso, a amostra inicial foi
estimada em 50 pacientes e tomou como fundamento a variagdo da
creatinina encontrada em estudo anterior. E de se notar que a estimativa da
amostra considerou a creatinina como variavel continua e nao categérica,
como utilizada para o desfecho primario. Esta diferenca de avaliacdo se deu
pela indisponibilidade da informac&do no momento do calculo.

O estudo foi interrompido antes da inclusdo do numero total de
pacientes, pois o desfecho primario foi precocemente atingido. Tal conduta é
difundida no meio cientifico e aceita para ensaios clinicos,®* apesar de ndo
ser isenta de implicagcbes. A principal delas € possibilidade de perda de
poder (1 - erro B) para se identificar diferencas; analise a posteriori desta
pesquisa com os 22 pacientes, distribuidos assimetricamente entre grupos
intervengao e controle (proporcéo 2:1), com erro alfa de 0,05, e proporgéo de
eventos no grupo controle de 0,5 e proporcdo de eventos no grupo
intervencdo de 0,1 mostra que a probabilidade (poder) de rejeicdo da
hipétese nula (proporcdo de eventos igual para os dois grupos) é de 71,7%.

Para estudos em fase lll recomenda-se que o poder do estudo seja de ao



menos 80%; por se tratar de estudo com caracteristicas de fases | e I,
consideramos o poder de 71,7% como aceitavel para os desfechos que
analisamos. Finalmente, deve-se considerar que a interrupcdo precoce de
um estudo com limitado numero de pacientes pode n&o permitir que
randomizagao torne homogéneos os grupos comparados. No nosso caso, 0S
grupos foram diferentes em relagdo a idade e a distribuicdo do género.

No que se refere & ocorréncia de eventos, vale salientar a importancia
da definicdo do desfecho estudado — no nosso caso, definido por elevagéao
igual ou superior a 0,3 mg/dl na creatinina sérica. Este parametro foi
utilizado, por ser a menor variacdo da creatinina sérica para a qual se pode
demonstrar valor prognéstico.??* Ademais, este mesma definicdo tem sido
utilizada em outros estudos nesta area,” bem como pelo escore de disfuncéo
renal proposto pelo “Acute Kidney Disease Network” (AKIN).%2

A intervengao feita no presente estudo esteve centrada na infuséo de
solucéo salina em associacdo a furosemida. Deve-se observar que a dose
de furosemida foi variavel e teve como alvo terapéutico a perda de cerca de
500 g a 1 kg de peso por dia. Nao se julgou apropriada a utilizagdo de dose
padrdo da furosemida dada a heterogeneidade de varidveis biométricas
(peso e superficie corpérea) e grande variabilidade de apresentagéo clinica
dos pacientes, incluindo funcdo renal inicial, dose de furosemida usada
previamente e presenca de resisténcia a acdo de diuréticos. Desta forma, a
dose de furosemida esteve na dependéncia do julgamento clinico do
pesquisador, que tomou como base do seu julgamento tanto a ocorréncia

das varidveis clinicas supracitadas, bem como a intensidade de perda de



peso. A propriedade cientifica desta atitude p6de ser demonstrada pela
perda de peso dentro das bases pré-estabelecidas e de maneira similar nos
dois grupos.

No que se refere as solugbes empregadas, queremos lembrar que a
tonicidade da solucéo de cloreto de sodio utilizada no grupo placebo foi de
0,9%, e considerou-se que a infuséo de 100 ml desta solucédo durante 1 hora
duas vezes ao dia tem efeito biolégico desprezivel ao longo de trés dias,
sendo, por isso, utilizada como placebo. No grupo intervencgéo a tonicidade
da solucéo de cloreto de sodio foi de 7,5%. Estudos anteriores em pacientes
com insuficiéncia cardiaca descompensada utilizaram tonicidades inferiores
e dependentes da natremia.®® Entretanto, é de se salientar que os modelos
experimentais com solugéo salina hipertdnica, em grande parte produzidos
no ambito nacional, utilizaram a concentragdo de 7,5%, e os efeitos
fisioldgicos de outras concentragdes sdo pouco conhecidos. Além disso, nas
presentes circunstancias o emprego da solugdo salina hipertonica ndo tem
como objetivo a corregdo da natremia, mas sim o aproveitamento de seus
efeitos sobre os sistemas cardiovascular e renal, em associagdo com
diurético. Portanto, tomando por base os modelos de experimentacdo animal
e a nossa experiéncia clinica inicial propusemos o uso de NaCl 7,5% para
todos os pacientes, de maneira independente da natremia. NOSSO0S
resultados expandem o uso de solucées hipertdnicas para um cenario mais
amplo de pacientes com insuficiéncia cardiaca, mais proximo da corrente
pratica clinica, e indicam que os ajustes na tonicidade solu¢cdo baseada em

sédio sérico podem ser desnecessarios.



Tomados em conjunto nossos resultados indicam que a solugdo salina
hipertdnica pode ser medida eficaz para prevencao de disfuncéo renal em
pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada, sendo uma
intervencdo segura, de baixo custo, grande disponibilidade e com
significativa contribuicdo nacional no seu desenvolvimento. Acreditamos que
nossos achados dao fundamento para realizacdo de ensaio clinico
multicéntrico para testar os efeitos da solugdo salina hipertdnica sobre o

prognéstico de mais longo prazo em namero maior de pacientes.



CONCLUSOES



Os resultados desta investigacdo permitiram as seguintes conclusoes:

A infusdo de solugdo salina hipertdnica em pacientes com

insuficiéncia cardiaca descompensada reduziu o risco de disfuncéo

renal a curto prazo.

A solucéo salina hiperténica influenciou a fungéo renal por diferentes

mecanismos:

a. atenuou a piora da funcdo glomerular, medida pelos niveis séricos
de creatinina e de cistatina c;

b. melhorou a funcao tubular renal, medida pela expresséo urinaria de
transportadores tubulares renais.

A solucdo salina hipertbnica potencializou o efeito diurético da

furosemida.



ANEXOS



ANEXO |. Tabela descritiva das caracteristicas clinicas dos pacientes - grupo solucdo salina hiperténica (SSH)

Data da
Identificacdo Grupo Sexo Idade Etiologia internacdo Inicio do Protocolo HAS Diabetes PAs PAd FC BRE Ascite
1 SSH 1 32 Chagas 29/05/2008 04/06/2008 néo nao 80 60 80 ndo sim
4 SSH 1 55 Chagas 30/06/2008 02/07/2008 nao nao 90 70 61 ndo sim
5 SSH 1 52 Chagas 29/07/2008 30/07/2008 nao nao 90 60 65 ndo sim
7 SSH 1 52 Chagas 04/08/2008 19/08/2008 nao nao 100 60 65 ndo sim
9 SSH 1 63  Isquémico 04/11/2008 06/11/2008 sim sim 100 60 70 ndo néao
12 SSH 1 46  Isquémico 16/02/2009 18/02/2009 nao nao 110 70 86 ndo né&o
13 SSH 1 36 Hipertesiva 05/03/2009 06/03/2009 sim nao 120 70 80 ndo néao
14 SSH 1 41 Idiopatico 05/03/2009 06/03/2009 nao nao 100 70 64 ndo né&o
16 SSH 1 68  Isquémico 18/05/2009 21/05/2009 sim nao 120 70 76 ndo sim
17 SSH 1 65 Idiopatico 15/06/2009 16/06/2009 nao sim 100 60 60 ndo né&o
19 SSH 1 63 Chagas 14/08/2009 15/08/2009 nao sim 110 70 64 ndo sim
20 SSH 1 61 Alcool 18/08/2009 28/08/2009 néo nao 100 60 64 ndo sim
22 SSH 1 19  Miocardite 26/08/2009 23/09/2009 néo nao 100 60 92 ndo sim
23 SSH 1 56 Chagas 19/08/2009 23/09/2009 sim sim 120 80 76 ndo nao
23 SSH 1 67  Isquémico 21/10/2009 31/10/2009 sim sim 140 90 68 ndo né&o
26 SSH 1 54  Isquémico 18/03/2010 19/03/2010 nao nao 90 60 78 ndo néo
29 SSH 1 55 Alcool 20/05/2010 21/05/2010 sim nao 115 70 82 ndo nao
30 SSH 2 50 Hipertréfica 07/05/2010 21/05/2010 nao nao 94 61 70 ndo néo
31 SSH 1 65 Isquémico 01/06/2010 02/06/2010 nao nao 100 60 78 ndo sim
33 SSH 1 65 Idiopatico 17/11/2010 18/11/2010 nao nao 85 60 70 ndo néo

NOTA: HAS=hipertensao arterial sistémica; PAs=pressao arterial sistélica em mmHg; PAd=pressao arterial diastélica em mmHg; FC=frequéncia
cardiaca em batimentos por minuto; BRE=bloqueio de ramo esquerdo; SSH=solucao salina hipertdnica



ANEXO |. Tabela descritiva das caracteristicas clinicas dos pacientes - grupo solucdo salina hiperténica (SSH)

Identificagdo Grupo Marcapasso CDI Ressinc FA Beta-blog IECA/BRA Digoxina Hidral/Nitrato Espiro FEVE DDVE
1 SSH nao ndo nao sim nao nao nao nao nao 15 72
4 SSH nao ndo nao sim nao sim nao nao sim 22 67
5 SSH nao ndo nao sim sim sim sim sim nao 15 91
7 SSH nao ndo ndo nao sim sim sim sim sim 14 76
9 SSH sim ndo ndo nao sim sim sim sim sim 25 74
12 SSH nao ndo ndo nao nao sim nao nao sim 16 68
13 SSH nao ndo ndo nao sim sim nao nao sim 23 91
14 SSH sim ndo ndo ndo sim nao nao sim néo 15 99
16 SSH nao ndo ndo nao sim néo nao sim sim 26 80
17 SSH nao ndo ndo nao sim néo nao sim nao 19 85
19 SSH nao ndo ndo sim sim sim nao sim nao 22 72
20 SSH nao ndo ndo nao sim néo sim sim nao 20 64
22 SSH nao ndo ndo nao sim néo nao sim sim 16 82
23 SSH sim ndo sim  sim nao nao nao sim néo 15 62
23 SSH nao ndo ndo nao nao néo sim sim nao 30 56
26 SSH nao ndo ndo sim sim sim nao nao sim 20 71
29 SSH sim ndo sim nao sim sim nao sim sim 22 85
30 SSH nao ndo ndo sim sim sim sim sim nao 25 45
31 SSH nao ndo ndo sim sim néo nao sim nao 25 78
33 SSH nao ndo ndo sim sim sim sim nao nao 30 77

NOTA: SSH=solucgéo salina hipertdnica; CDI=cardiodesfibrilador implantavel; ressinc= ressincronizador; FA= fibrilagdo atrial; beta-blog= beta-
bloqueador; IECA= inibidor da enzima conversora da angiotensina; BRA= bloqueador de receptor da angiotensina; hidral= hidralazina;
espiro= espironolactona; FEVE= vracao de ejec¢do de vetriculo esquerdo; FEVD= fracado de ejecao de ventriculo direito.



ANEXO |. Tabela descritiva das caracteristicas clinicas dos pacientes - grupo placebo

Data da
Identificacdo Grupo Sexo Idade Etiologia internacado Inicio do Protocolo HAS Diabetes PAs PAd FC BRE Ascite
2 Placebo 1 60 Chagas 03/06/2008 05/06/2008 nao nao 100 70 80 nédo nao
6 Placebo 2 29  Hipertréfica 14/08/2008 16/08/2008 nao nao 100 70 70 nédo sim
8 Placebo 2 32 Chagas 18/08/2008 21/08/2008 nao nao 100 60 100 sim nao
10 Placebo 1 55 Chagas 19/11/2008 29/11/2008 néo n&o 100 70 78 nédo nao
11 Placebo 2 31 Chagas 02/12/2008 04/12/2008 néo n&o 80 50 80 ndo sim
15 Placebo 2 33 Periparto 05/05/2009 09/05/2009 n&o n&o 100 60 110 ndo sim
18 Placebo 1 39 Hipertensiva 16/07/2009 17/07/2009 sim nao 140 80 84 nao nao
21 Placebo 1 27 Chagas 25/08/2009 28/08/2009 n&o n&o 80 60 88 néao sim
24 Placebo 1 58 Isquémico 09/03/2010 10/03/2010 sim sim 90 50 78 néao sim
27 Placebo 1 55 Idiopatico 26/03/2010 29/03/2010 néo n&o 120 80 70 ndo sim
28 Placebo 1 28 Idiopatico 05/04/2010 07/04/2010 nao nao 100 60 100 nao sim
32 Placebo 2 51 Idiopatico 30/10/200 09/11/2010 ndo ndo 90 60 96 ndo nao

NOTA: HAS= hipertensao arterial sistémica; PAs= presséo arterial sistélica em mmHg; PAd= pressao arterial diastélica em mmHg; FC=
frequéncia cardiaca em batimentos por minuto; BRE= bloqueio de ramo esquerdo; SSH= solucao salina hipertdnica




ANEXO |. Tabela descritiva das caracteristicas clinicas dos pacientes - grupo placebo

Identificacdo Grupo Marcapasso CDI  Ressinc FA Beta-blog IECA/BRA Digoxina Hidral/Nitrato Espiro FEVE DDVE
2 Placebo sim nao nao sim sim sim sim nao nao 20 63
6 Placebo nao nao nao sim sim sim sim nao sim 15 73
8 Placebo nao nao nao sim sim nao nao sim sim 20 64
10 Placebo nao nao néo nao sim néo nao sim nao 16 79
11 Placebo nao sim néo nao sim sim nao nao sim 26 57
15 Placebo nao nao néo nao sim néo nao sim sim 17 76
18 Placebo nao nao néo nao nao sim nao nao nao 20 65
21 Placebo nao nao néo sim sim sim nao nao sim 17 77
24 Placebo nao nao néo nao sim sim nao nao nao 20 65
27 Placebo nao nao néo sim sim néo nao sim nao 22 69
28 Placebo nao nao néo nao sim sim nao nao nao 34 66
32 Placebo nao nao nao nao nao sim nao nao nao 14 69

NOTA: SSH= solugéo salina hipertbnica; CDI= cardiodesfibrilador implantavel; ressinc= ressincronizador= FA= fibrilacao atrial; beta-blog=
beta-bloqueador; IECA= inibidor da enzima conversora da angiotensina; BRA= bloqueador de receptor da angiotensina; hidral= hidralazina;
espiro= espironolactona; FEVE= vracao de ejec¢do de vetriculo esquerdo; FEVD= fracado de ejecao de ventriculo direito.



ANEXO Il. Descrigéo das variaveis estudadas ao longo do protocolo - grupo solugéo salina hiperténica (SSH)

Identificagio Na (meg/L) K (mEg/) Uréia (mg/dL) Creat (mg/dL)

dial dia2 dia3 dia4 dia5|dial dia2 dia3 diad4 dia5| dial dia2 dia3 dia4 dia5|dial dia2 dia3 diad4 diab
1 129 133 134 133 131 | 4,6 4.4 3,7 3,7 4,1 39 42 48 43 53 12 1,28 1,1 091 1,03
4 143 141 146 147 146 | 4,3 3,7 3,7 3,5 42 | 109 88 74 62 57 21 187 161 165 2,39
5 135 136 137 137 135 | 44 3,8 3,5 3,6 3,7 92 75 78 81 82 1194 162 1,78 2,02 222
7 136 137 134 130 133 | 51 5,2 47 4,6 5 83 85 84 93 108 | 169 184 1,7 1,76 2,18
9 138 137 140 142 138 | 5,2 4,1 4,1 4,1 4,2 77 79 81 75 84 |15 162 148 138 1,65
12 140 141 137 136 137 | 2,8 3,8 3,8 3,7 3,9 57 54 52 50 69 | 1,25 1,26 137 125 1,65
13 137 137 136 140 138 | 4,6 3,8 4 4 4.4 82 83 64 50 49 18 1,74 137 118 1,39
14 135 136 135 138 136 | 2,8 3,4 3,4 4,1 28 | 1561 160 160 195 231 (248 240 228 267 3.2
16 143 145 142 138 140 | 4,3 4,2 4,2 4.4 46 | 126 129 128 125 142 | 242 262 25 29 357
17 142 139 144 145 143 | 51 4,2 4,1 3,6 3,1 71 75 81 77 68 | 1,96 1,86 2,01 162 152
19 140 143 142 146 138 | 45 4,2 4,6 4,8 4,5 67 78 82 84 94 | 141 167 178 166 1,75
20 137 140 141 145 143 | 41 4,0 4,2 4,3 4 160 145 145 141 137 | 245 2,38 242 246 254
22 132 133 134 137 134 | 4,4 4,1 4,1 4,5 3,9 77 77 85 83 93 11,93 199 205 21 216
23 141 146 142 142 140 | 3,3 3,8 3,7 4.4 4,1 83 70 66 67 69 | 1,96 1,72 166 184 1,96
23 138 141 143 141 144 | 4,7 4,5 4,8 4,2 4,5 98 68 74 73 70 118 151 164 157 1,62
26 139 141 143 139 141 | 3,6 3,9 3,5 3,4 3,5 36 39 36 36 37 |1,34 144 14 134 1,25
29 136 134 133 132 130 | 4,2 4,2 4,6 4,1 47 42 58 55 56 78 | 1,17 125 116 1,1 1,88
30 138 136 138 142 136 5 47 55 49 47 32 30 41 43 47 1098 079 08 088 084
31 138 138 141 140 136 | 4,2 3,9 3,8 3,6 3,2 85 87 71 63 59 118 183 159 166 151
33 135 140 139 140 136 | 5,8 49 4,5 4.4 49 48 50 47 43 36 1 135 139 128 1,26

NOTA: Na= sddio sérico; K= potassio sérico; Creat=creatinina




ANEXO Il. Descrigdo das variaveis estudadas ao longo do protocolo - grupo placebo

Na (meq/L) K (mEg/L) Uréia (mg/dL) Creat (mg/dL)

Identificacdo dia dia dia dia dia dia dia dia | dia dia dia dia dia | dia dia dia dia dia
dial 2 3 4 dia5| 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

2 134 138 136 137 138 |34 63 65 5 47 92 135 147 128 112|119 3,83 4,1 3,33 239
6 144 137 146 140 138 |46 44 4 36 35 122 93 93 93 80 [164 1,28 1,62 1,53 154
8 138 141 138 135 134 |35 30 32 4 46 51 51 56 74 96 |1,41 1,47 1,69 2,05 2,69
10 120 120 121 125 123 |52 6,1 55 34 31 126 162 175 168 161|253 3,81 4,07 3,19 293
11 134 135 134 133 132 | 4 45 48 44 45 34 35 37 44 54 10,75 0,79 0,89 0,95 0,95
15 134 138 138 138 137 (3,7 39 43 42 4 82 44 54 50 47 |142 122 15 1,41 155
18 137 138 138 142 143 |42 40 45 38 38 78 74 73 68 50 [1,36 1,19 1,19 1,07 0,65
21 133 131 129 131 131 | 4,7 50 53 5 5 101 101 101 106 127 16 1,67 1,86 2,07 254
24 135 137 135 140 139 |44 44 42 46 49 89 82 79 74 86 |19 185 1,98 1,86 21
27 136 136 135 136 133 |35 39 36 38 4,1 136 135 138 139 139|206 2,20 2,18 2,41 2,65
28 137 138 138 142 13938 35 31 42 37 61 51 48 50 56 [1,35 1,33 1,32 1,62 1,71
32 136 131 131 133 132 (37 37 32 31 33 32 29 30 34 30 (098 1,06 1,15 1,19 1,08

NoOTA: Na= sodio sérico; K= potassio sérico; Creat=creatinina

ANEXO Il. Descrigéo das varidveis estudadas ao longo do protocolo - grupo solugéo salina hiperténica (SSH)




e Peso (kg) Diurese (ml)
Identificagdo . . . . . . . . . .

dial dia 2 dia 3 dia4 dia5 dial dia2 dia3 dia4 dia5

1 SSH 73,9 72,9 72,8 72,8 73,1 890 2020 2680 2420 2000
4 SSH 71,1 69 68,5 69,5 69 4000 3300 1070 1150 680
5 SSH 91 90,9 89,5 88,3 88,1 840 950 2440 2420 2400
7 SSH 67 67,2 67 64,5 65,4 1550 1500 3210 1450 300
9 SSH 103,17 100,9 99,6 98,8 98,5 3560 3600 3050 2800 2400
12 SSH 66,5 66,6 65,8 64,8 64,4 650 1800 1700 1650 1030
13 SSH 119,2 119,22 1174 114 115,9 600 2200 4800 5000 1100
14 SSH 116 114,3 1153 114 115,2 1450 2400 2200 2000 1990
16 SSH 98,3 94,1 90 90 91 1800 4900 5200 2100 1400
17 SSH 75 74,3 74 73,4 70,9 2000 1600 1500 3500 2810
19 SSH 75,4 73,6 72,6 72,2 71,6 1780 1500 2800 2800 1500
20 SSH 81,6 81,2 80,5 80,2 80,8 1600 1550 1600 1200 1100
22 SSH 71 71 69,8 70 70,2 2000 2600 2400 2000 1800
23 SSH 86,1 85,4 86,2 86,5 85,6 3200 3200 2250 1800 1840
23 SSH 71,5 70 69,7 68,9 62,2 2700 3000 2400 2200 2000
26 SSH 79,3 78,1 77 75,4 74,8 600 2000 2700 1750 1600
29 SSH 110,6 108,7 108,6  108,2 108,2 2000 3000 2600 2200 2000
30 SSH 52,6 52,4 52,9 52 50,9 2000 1500 1000 2500 1100
31 SSH 97,9 97,8 95,5 95 94,9 1600 2000 5000 2400 2700
33 SSH 68,1 67,5 66,9 67,10 66,80 800 1100 1900 1000 1200

NOTA: SSH= solugéo salina hiperténica




ANEXO Il. Descrigdo das varidveis estudadas ao longo do protocolo - grupo placebo

e Peso (kg) Diurese (ml)
Identificagdo . . . . . . . . . .

dial dia 2 dia 3 dia4 dia5 dial dia 2 dia 3 dia4 dia5
2 Placebo 73,7 75,7 77,8 76,6 71 870 140 250 2800 5400
6 Placebo 54,4 52,9 53,1 53 52,8 1000 2500 1150 2200 1750
8 Placebo 53,6 51,7 53,2 55,1 55,2 1390 3618 1300 650 1250
10 Placebo 74,9 74,9 77,7 76,9 76,4 500 520 2000 1700 1170
11 Placebo 57 56,9 55,9 54,8 54,2 1400 1400 2200 2200 2100
15 Placebo 75,5 72,9 72,5 70,8 68,4 1600 3500 2300 2450 4000
18 Placebo 138,6 1357 1357 1345 133,2 | 1000 2700 3900 2500 3700
21 Placebo 52,1 52 52,2 51,4 49,8 900 1200 1100 1900 2200
24 Placebo 86,1 84,9 84,9 82,8 83 2400 2200 1800 1700 1250
27 Placebo 91,5 91,4 93,1 96,1 95,5 1600 600 700 600 700
28 Placebo 1256 1252 1243 122,7 1214 750 1200 1200 2700 1060
32 Placebo 65,3 64,7 63,1 59,3 55,3 1600 2400 2000 4800 2250




ANEXO Il. Descri¢do das variaveis estudadas ao longo do protocolo - grupo solucéo salina hipertdnica (SSH)

dentificacs Osmol (mosm/kgH20) BNP (pg/ml) Cist (ng/ml) NGAL (ng/ml)

SIS0 dial dia2 dia3 dia4 dia5 [dial dia2 dia3 diad4 dia5|dial dia2 dia3 dia4 dia5|dial dia2 dia3 diad4 diab
1 264 274 270 274 268 |[3532 3272 3696 4523 3805(1100 927 993 1105 1146| 71,0 47,2 953 37,7 53,9
4 311 312 312 310 311 (2166 1683 1683 2100 2288|1369 1502 1502 1529 1529|100,3 86,3 139,4 139,4 143,0
5 290 287 288 289 284 4420 2907 3201 3767 3755(1325 1348 1171 1379 1711| 45,2 50,4 53,5 63,2 489
7 281 284 284 284 284 (2028 2006 2406 1765 1932|1852 2002 1758 1853 2441| 99,0 1045 90,3 108,5 112,3
9 298 289 300 298 294 (1027 849 879 919 913 [1411 1304 1320 1470 1574| 52,8 81,6 59,2 70,3 66,9
12 297 288 290 280 286 (1033 1283 1210 1279 1374|1238 1114 953 1149 934 | 90,3 89,6 82,8 86,0 104,0
13 294 288 287 291 278 |[3195 1909 2024 1859 2322|1307 1565 1198 688 829 | 65,0 68,6 34,1 475 59,9
14 303 306 305 313 313 |[1655 2962 2103 3304 12961883 1166 1315 1355 1673|176,9 44,1 855 51,8 46,6
16 306 311 311 303 306 (1339 1399 1535 1276 12372005 1877 1599 1652 2398|118,2 153,8 60,9 80,2 111,5
17 299 300 313 312 298 (3353 3582 3052 3064 35741269 1877 796 1289 989 | 60,9 729 76,1 483 775
19 293 306 304 300 300 (3731 3508 4698 3842 4059|1477 1534 1904 1873 1390| 32,6 26,7 29,1 28,7 31,6
20 310 310 315 315 311 (2283 2344 2169 2169 1728|2606 2038 1818 1818 1679| 82,7 62,1 56,7 56,7 72,8
22 282 282 286 286 289 (4911 4702 4853 4717 4823 974 1779 1215 1432 2076| 739 77,8 62,6 584 495
23 303 300 302 299 310 (1046 1032 957 1127 1026|1371 632 1521 1195 1424| 49,3 37,6 650 553 67,1
23 299 297 317 312 307 (2077 2077 1980 2288 2073|1032 1032 1467 1547 1592| 27,4 27,4 46,9 33,2 474
26 282 286 294 286 295 (2117 2336 2401 2401 1067|1510 1836 1676 1654 2052| 91,7 493 415 75,7 56,0
29 290 285 286 284 280 116 73 16 67 59 |1699 1679 1568 1668 2285| 61,2 100,1 37,3 75,0 68,3
30 287 285 295 291 291 (1280 1607 1675 1451 1133|1809 1492 1687 1721 1662| 20,2 14,0 335 21,2 2572
31 298 298 303 304 304 |[593 504 723 804 577 (1867 1771 1806 1679 1750| 57,1 40,3 41,3 40,3 50,9
33 289 292 294 289 285

NoTA: Osmol= osmolaridade sérica; BNP= peptideo natriurético tipo B; cist= cistatina C; NGAL= lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos




ANEXO Il. Descri¢do das variaveis estudadas ao longo do protocolo - grupo placebo

dentificaca Osmol (mosm/kgH20) BNP (pg/ml) Cist (ng/ml) NGAL (ng/ml)

SIS0 dial dia2 dia3 dia4 dia5 [dial dia2 dia3 dia4 diab5|dial dia2 dia3 dia4 dia5|dial dia2 dia3 diad4 dia5s
2 281 305 327 300 304 (1219 716 1158 1387 1816|2025 2406 2513 2134 2035| 51,1 75,0 79,9 61,7 532
6 303 297 306 299 300 (1718 2569 2248 2457 18031702 1800 1416 1641 1743| 77,3 83,3 79,6 625 73,9
8 287 287 291 291 289 (1052 1446 1377 1194 1134|1480 1638 1610 1837 2120| 83,9 491 51,7 70,1 87,8
10 263 274 285 279 276 |4650 4562 5804 4967 4208|1661 1797 1788 1979 1604|110,2 150,2 218,8 207,5 244,2
11 282 287 285 284 278 [ 609 659 861 715 615|827 827 934 1071 1141| 479 479 31,4 256 398
15 286 277 279 280 279 |[2336 2113 2204 1377 1647|1259 1105 1132 915 1154| 71,4 616 91,1 87,8 81,6
18 289 294 293 302 302 [510 258 270 164 121 | 934 1380 1616 1752 727 | 76,3 69,8 53,0 56,3 46,7
21 290 284 289 295 289 (2534 2868 2370 2392 2031 637 1702 1125 1500 1492| 64,4 37,9 58,2 90,3 80,0
24 294 292 295 295 300 |[574 576 594 685 682 (1627 2055 2104 2018 2402|107,9 88,0 111,0 116,8 1485
27 307 307 299 298 294 | 443 776 515 754 836 [2317 3115 2532 2501 2541|136,9 114,8 121,1 127,2 108,8
28 290 282 280 280 292 (1995 1956 1639 1639 1384|1510 1218 1424 1424 1818| 63,3 70,3 62,4 62,4 59,0
32 271 276 281 275 268

NoTA: Osmol= osmolaridade sérica; BNP= peptideo natriurético tipo B; cist= cistatina C; NGAL= lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos




ANEXO Il. Descricdo das variaveis estudadas ao longo do protocolo - grupo solugéo salina hiperténica (SSH)

lentificaran Renina (ng/ml) Aldosterona (ng/dl) ADH (pmol/L) Angiotensina (pmol/L) | Interleucina 6 (pg/mi) TNF alfa (pg/mi)
pré pos pré pos pré pos pré pos pré pos pré pos
1 28,3 38,3 43,4 54,3 2,7 2,7 33,1 76,2 2,7 2,7 17,8 18,0
4 4,4 6,0 3,7 4,6 4,9 4,8 20,2 20,6 18,0 170,0 42,3 50,7
5 31,2 20,9 7,7 10,3 2,4 2,9 22,3 25,8 11,3 7.4 39,8 37,6
7 32,9 29,6 13,1 9,5 2,2 1,9 38,2 37,0 11,6 13,6 51,6 50,2
9 35,4 8,9 11,7 11,4 3,5 4,9 51,5 459 26,5 14,0 13,9 14,6
12 20,6 35,1 3,0 19,7 2,9 2,2 29,5 45,6 32,4 23,5 13,6 11,5
13 1,6 1,0 10,5 12,2 4,0 3,2 16,8 15,0 17,8 24,7 6,5 5,7
14 52,7 63,8 52,4 128,6 3,1 12,8 97,4 43,1 17,1 34,1 20,8 26,3
16 55,9 28,6 4,9 17,1 1,9 2,2 21,7 23,4 4,7 10,4 27,7 31,1
17 16,2 13,7 24,3 12,5 3,1 2,9 449 54,6 8,9 21,2 16,5 13,7
19 14,9 1,7 3,0 2,8 1,9 2,0 11,0 13,0 32,2 27,3 16,0 13,8
20 6,9 7,0 11,9 12,0 2,8 2,5 25,6 28,0 24,5 30,3 19,1 20,3
22 73,3 160,2 68,4 39,7 1,9 2,6 130,7 149 25,8 27,0 14,1 12,5
23 5,4 13,9 17,2 43,9 4,7 5,2 13,4 37,9 20,1 43,3 46,2 49,1
23 7,4 3,0 9,7 2,9 1,9 51 9,4 5,7 17,4 23,6 14,7 11,8
26 0,2 0,15 2,8 2,8 1,9 1,9 25,7 28,2 14,2 61,9 16,9 20,9
29 105,8 103,2 10,0 12,1 1,9 1,9 68,5 51,0 4,2 51 11,7 16,7
30 28,6 5,6 2,8 2,8 1,9 2,6 7,6 5,6 7,2 5,8 9,2 10,5
31 2,7 6,7 5,0 6,6 1,9 1,9 9,4 13,9 11,6 28,0 13,1 13,6
33

NOTA: ADH= hormonio anti-diurético; TNF= fator de necrose tumoral alfa




ANEXO Il. Descricdo das variaveis estudadas ao longo do protocolo - grupo placebo

T Renina (ng/ml) Aldosterona (ng/di ADH (pmol/L) Angiotensina (pmol/L) | Interleucina 6 (pg/mi) TNF alfa (pg/mi)
pré pos pré pos pré poés pré pos pré pos pré pos

2 40,3 19,3 3,3 2,8 2,2 3,3 69,5 71,5 26,4 22,3 56,5 61,5
6 42,6 45,1 6,2 8,3 2,7 3,2 41,2 81,7 12,9 12,8 12,7 13,2
8 247 50,8 89,6 137,4 3,9 7,3 32,0 49,2 35,5 26,6 36,0 43,0
10 125,1 60,2 252,0 91,9 8,2 3,6 >150 >150 63,9 545,0 49,4 62,6
11 52,2 17,8 4,1 6,3 34 2,1 84,1 31,2 13,7 8,6 38,5 39,2
15 54 2,1 9,7 3,1 1,9 1,9 9,0 5,2 57,7 36,4 20,5 15,8
18 0,4 15 8,6 6,9 3,1 2,4 8,9 8,6 167,0 22,9 14,6 11,1
21 22,7 26,8 7,0 7,6 2,0 1,9 60,1 64,6 12,1 12,3 34,4 30,3
24 17,9 23,8 12,3 16,9 2,6 2,1 13,8 13,8 9,8 9,5 16,1 18,5
27 35,2 30,7 41,6 79,9 2,8 2,5 75,6 119,0 32,6 32,6 23,2 22,7
28 32,9 20,7 18,3 2,8 1,9 1,9 37,6 17,2 20,7 24,0 13,4 15,9

NOTA: ADH= hormonio anti-diurético; TNF= fator de necrose tumoral alfa
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