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“ORIOE O OCEANO
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o longo caminho sinuoso através das florestas, através dos
povoados, e vé a sua frente um oceano tdo vasto que entrar

nele nada mais é do que desaparecer para sempre.

Mas ndo ha outra maneira. O rio ndo pode voltar.

Ninguém pode voltar. Voltar é impossivel na existéncia.

Vocé pode apenas ir em frente.

O rio precisa se arriscar e entrar no oceano.

E somente quando ele entra no oceano é que o medo desaparece.
Porque apenas entdo o rio sabera que ndo se trata de
desaparecer no oceano, mas tornar-se oceano.

Por um lado, é desaparecimento e por outro lado é renascimento.
Assim somos nos.

S6 podemos ir em frente e arriscar.

Coragem!! Avance firme e torne-se Oceano!!!

Osho”
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RESUMO

ANDRADE, L.T. Estabilidade osmética de eritrécitos em homens idosos com doenca
renal cronica em tratamento conservador. [Tese]. Uberlandia: Faculdade de

Medicina, Universidade Federal de Uberlandia; 2019.

Introducio: A doencga renal cronica (DRC) afeta aproximadamente 10% da populagdo
adulta mundial. Pouco se sabe sobre a estabilidade osmotica dos eritrdcitos nos estagios
iniciais da doenca renal cronica (DRC), especialmente em idosos. Materiais e métodos:
A populacao deste estudo consistiu em 30 homens idosos, sendo que, metade nos
classificados nos estagios iniciais da DRC e metade sem a doenga. Curvas de lise dos
eritrocitos em fungdo da diminui¢do da concentracdo de NaCl foram utilizadas para
determinar HO, H50 e H100, que representam concentragdes de NaCl onde a lise se inicia,
respectivamente, além de dX, que representa "4 da variacdo na concentragdo salina
necessaria para promover a lise de toda a populagdo de eritrocitos. Resultados: Valores
menores de H100 (p <0,05) e maiores dX (0,05 <p <0,10) foram encontrados em
individuos doentes, o que significa que eles tém eritrcitos osmoticos mais estaveis,
provavelmente devido a predomindncia de eritrdcitos mais antigos, uma vez que oS
doentes a populacdo apresentou niveis mais baixos de bilirrubina e contagem de
reticulocitos. Essa predominéncia de eritrocitos antigos pode ser devida a diminuigdo da
eritropoiese, justificado pelo menor indice de reticulocitos do grupo DRC foi menor (0,05
<p <0,10) do que no grupo controle e / ou elevacao da neocitdlise, que ¢ a destrui¢do
seletiva de jovens. eritrocitos. Conclusdo: Homens idosos em estdgios iniciais de doenga
renal crOnica em tratamento conservador apresentaram maior estabilidade osmotica dos

eritrocitos.

PALAVRAS-CHAVE: Envelhecimento, Eritrocitos, Estabilidade da membrana, Doenca

renal cronica, Neocitolise



ABSTRACT

ANDRADE, L.T. Osmotic stability of erythrocytes in elderly men with chronic
kidney disease in conservative treatment. [Theesis]. Uberlandia: Faculdade de

Medicina, Universidade Federal de Uberlandia; 2019.

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) affects approximately 10% of the adult
population worldwide. Little is known about the osmotic stability of erythrocytes in the
early stages of chronic kidney disease (CKD), especially in the elderly. Materials and
methods: The population of this study consisted of 30 elderly men, half in the early stages
of CKD and half without the disease. Curves of lysis of erythrocytes as a function of the
decrease in NaCl concentration were used to determine HO, H50 and H100, which
represent NaCl concentrations where lysis begins, reaches its intermediate point and ends,
respectively, in addition to dX, which represents %4 of the variation in saline concentration
required to promote lysis of the entire erythrocyte population. Results: Lower H100
(p<0.05) and greater dX (0.05<p<0.10) values were found in diseased individuals, which
means that they have osmotically more stable erythrocytes, probably due to the
predominance of older erythrocytes, since the sick population had lower bilirubin levels
and reticulocyte counts. This predominance of old erythrocytes may be due to decreased
erythropoiesis, since the reticulocyte index of the CKD group was lower (0.05<p <0.10)
than in the control group, and/or by elevation of neocytolysis, which is the selective
destruction of young erythrocytes. Conclusion: Elderly men in early stages of chronic
kidney disease on conservative treatment had higher osmotic stability of erythrocytes,
suggesting that the influence of the disease on these cells is prevailing in relation to the

influence of increasing age..

KEY WORDS: Aging, Erythrocytes, Membrane stability, Chronic kidney disease,
Neocytolysis

Xi
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1.INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) afeta aproximadamente 10% da populagdo adulta
em todo o mundo. Por isso ¢ considerada um grande problema de satde publica mundial (Fox
etal.,2012). O diagnostico da DRC, proposto pela KDOQI (Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative), ¢ feito de acordo com o grau de lesdo renal e o valor da taxa de filtragdo glomerular
(TFG). Valores de TGF menores que 60 mL/min/1.73 m? por um periodo maior ou igual a 3
meses, mesmo sem a presenga de dano renal, permitem o diagnéstico da DRC. No entanto, a
constatacdo de lesao nos rins, mesmo com TGF superior a 60 mL/min/1.73 m?, ¢ indicativo de

doenga renal (National Kidney, 2002; Andrassy, 2013).

Nos estagios iniciais da DRC o tratamento conservador busca diminuir o ritmo da
progressdo da doenga renal, evitando ao méaximo o inicio do uso de dialise (Verberne et al.,
2018). Esse tratamento envolve cuidados multidisciplinares continuos, mudanga de estilo de

vida e controle adequado dos sintomas (Murtagh et al., 2016; Verberne et al., 2018).

O envelhecimento implica na diminui¢do tanto da deformabilidade como da
resisténcia osmdtica humanos, homens de 18 a 78 anos hé elevagdo da fragilidade osmotica
com o aumento da idade (Bowdler et al., 1981). Os eritrocitos também apresentam uma relacao
inversa entre deformabilidade e fragilidade osmotica (Orbach et al., 2017). Em idosoas, a
populagdo de eritrocitos € composta por um predominio de células mais jovens, portanto mais

deformaveis (Sutera et al., 1985; Huisjes et al., 2018).

Individuos idosos sdo mais propensos a desenvolver DRC (Nitta et al., 2013;
Mcclure et al., 2017). Em idosos a doenga renal em estagio avangado est4 associada a alteragdes
em varios parametros hematologicos, como diminuicdo dos niveis de hemoglobina e
hematocrito (Fried, 1978), o que € condizente com anemia. A doenga renal em estagio avangado
também resulta em diminui¢do do tempo de sobrevivéncia (/ifespan) de eritrécitos (Sato et al.,
2012), como em aumento da fragilidade osmodtica (Wu et al., 1998) e hipoxia tecidual

(Blumberg e Marti, 1972).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A doenca renal cronica

A doenga renal cronica (DRC) se caracteriza pela perda progressiva da capacidade
dos rins manter a capacidade de excregao e filtragao sanguinea e demais fungoes (Aires, 1999).
Uma vez estabelecido o diagnodstico da doenga renal cronica, a progressdo da mesma ¢
influenciada por fatores ndo modicaveis (idade, género, raga, genética e perda da massa renal)

e modificaveis (hipertensao arterial, proteinuria e fatores metabolicos) (Taal e Brenner, 2006).

Os rins sdo orgdos destinados a manter a constincia do meio interno, eles
constituem o sistema de filtragem do sangue e formacao da urina, sendo fundamentais para a
homeostase, além disso, regulam o volume de dgua, o balango 4cido basico (ions Na+, K+,
Mg2+, Cl-, HCO3-, Ca2+, HPO4), excrecao de residuos metabdlicos (ureia, creatinina e acido
urico) medicamentos, e a producdo de hormdnios, dentre eles a eritropoetina (Cruz et al., 1994;

Aires, 1999; Tortora ¢ Grabowski, 2000).

Quando os rins perdem suas fungdes regulatorias, excretorias e enddcrinas
caracteriza-se insuficiéncia renal, a qual pode ser classificada insuficiéncia renal aguda (IRA)
ou insuficiéncia renal cronica (Bastos et al., 2004). O conceito de insuficiéncia renal aguda
(IRA) ¢ definido como a reducdo a diminuicdo abrupta (dentro de algumas horas) da func¢do
renal, que abrange tanto a lesdo (dano estrutural) quanto a perda da funcdo renal (Makris e

Spanou, 2016).

As doengas cronicas possuem multiplas causas, dentre elas estd a doenca renal
cronica (DRC), com elevadas taxas de mortalidade, alteragcdes sociais € emocionais que

interferem expressiva na qualidade de vida de seus portadores (Bastos e Kirsztajn, 2011).

A DRC caracteriza-se pela diminui¢do progressiva da fun¢do dos rins, o seu
diagnostico se baseia na excre¢ao anormal de albumina e fun¢do renal diminuida, avaliada
através da taxa de filtragdo glomerular (TFG) medida ou estimada, persistida por mais de trés
meses (Levey et al., 2005; Thomas et al., 2008). Aspectos como raga, presenca de hipertensao
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arterial, sexo e idade do paciente interferem com a evolucao da doenga renal. O fator idade tem
uma influéncia relativa se consideramos o tempo de exposicdo a doenca renal (Sorof ef al.,

1998).

A DRC ¢ uma doenca que age silenciosamente, complicacdes podem ocorrer em
qualquer estdgio da doenca, estd associada com aumento da incidéncia de doenca
cardiovascular, hiperlipidemia, anemia e doenga 6ssea metabolica (Levey et al., 2005; Thomas

et al.,2008).

O principal marcador fisiologico da DRC ¢ a filtracdo glomerular, a qual estima a
perda da fungao renal, ela ¢ definida como a capacidade dos rins de eliminar uma substancia do
sangue e ¢ expressa como o volume de sangue que ¢ completamente depurado em uma unidade
de tempo (Bastos e Kirsztajn, 2011). A medida que a doenga renal progride, a taxa de filtragdo
glomerular (TFG) diminui (National Kidney, 2002; Levey et al., 2003) . Com a progressao da
doencga, os rins perdem a capacidade de controlar o meio interno tornando-se necessarios
métodos de depuracao artificial de sangue (hemodialise e dialise peritoneal) ou transplante renal

(Jaber e Madias, 2005).

2.2 Estadiamento da DRC

As diretrizes para classificagdo da doenca renal cronica (DRC) foram introduzidas
pela Fundacao Nacional do Rim - FNR e pela Iniciativa de Qualidade de Desfechos da Doenga
Renal — KDOQI (National Kidney, 2002; Levey ef al., 2003).

Levando em consideragao as diretrizes definem a insuficiéncia renal como: 1) TGF
inferior a 15 mL / min por 1,73 m?, na maioria dos casos ¢ acompanhada por sinais e sintomas
de uremia, ou 2) tendo a necessidade de iniciar terapia de substituicao renal (didlise ou

transplante) (Levey et al., 2003).

As condig¢des que afetam o funcionamento dos rins com potencial efeito para a
perda progressiva da funcdo renal ou complicagdes resultantes da perda de fungdo renal,

incluem a lesdo renal (com ou sem perda da funcdo renal), anormalidades patoldgicas
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marcadores de lesdo renal, anormalidades na composicdo do sangue ou urina avaliada pela
presenca de proteinuria definida por albumina/creatinina >30 mg/g em 2 de 3 amostras de urina,
anormalidades nos exames de imagem e/ou diminui¢do da fungao renal com ou sem lesdo renal
(TFG < 60 mL/min), utilizando MDRD equacao ou a formula Cockcroft-Gault, por 3 meses
ou mais (National Kidney, 2002; Levey et al., 2003; Glassock e Winearls, 2008).

O calculo da TFG pode ser estimado a partir do soro niveis de creatinina usando
equagoes de predicao que também leve em conta idade, sexo, massa corporal e altura. Equagao

de Cockcroft-Gault (Cockcroft e Gault, 1976):

Ce (mL/min) = (140 — idade x massa corporal ) x (0,85 se mulher)
72 x cretinina sérica

A TFG ¢ utilizada para classificar o estagio de gravidade da doenga renal cronica,

estagios que variam de 0 a 5, conforme tabela 1:

Estagios Descricao TFG (mL/min/1.73 m?)
0 Com risco aumentado >90 (com fatores de risco para DRC)
1 Lesdo renal com TFG normal ou T >90
2 Lesio renal com leve ¥ TFG 60-89
3 Moderada ¥ da TFG 30-59
4 Severa ¥ da TFG 15-29
5 Insuficiéncia Renal < 15 (dialise)

*TFG= Taxa de Filtragao Glomerular; DRC = Doenga Renal Cronica.

A tabela 1 nos mostra resumidamente os estagios do estadiamento da fungao renal,
para conhecimento da defini¢do e classificacdo dos estagios da DRC (National Kidney, 2002;

Levey et al., 2003; Glassock e Winearls, 2008).
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2.3 Epidemiologia

A DRC afeta entre 5-10% da populacao mundial e sua incidéncia no Brasil t€ém
aumentado nos ultimos anos, devido ao niimero crescente de pacientes diagnosticados como
portadores de diabetes mellitus, hipertensdo arterial, bem como pelo aumento do

envelhecimento da populagdo (Sesso et al., 2014).

No Brasil, o acesso a terapia de substitui¢ao renal ¢ universal, financiado pelo
Ministério da Saude através do Sistema Unico de Saude brasileiro. De acordo com o Relatério
de 2010 da Sociedade Brasileira de Nefrologia, haviam 92.091 pacientes em dialise no Brasil
(Abensur et al., 2012) . Censo realizado pela Sociedade Brasileira de Nefrologia em 2017, com
base em uma amostra de 291 unidades de Terapia Renal Substitutiva (TRS), o total atual

estimado ¢ de 126.583 pacientes em tratamento dialitico (Nefrologia, 2018).

A definigdo do tipo de tratamento para a DRC ¢ definido de acordo com o estagio
em que a doenga que o paciente se encontra, existe varias formas de tratamento para substituir
a fungdo renal: o tratamento conservador, a terapia renal substitutiva: dialise peritoneal e

hemodiélise, e o transplante renal (Brasil, 2014).

O tratamento conservador ¢ fundamental a sua implementagdo com o intuito de
obter melhor preparo dos pacientes, para iniciar o tratamento com terapia renal substitutiva

(TRS) (Santos, 2008).

2.4 O tratamento conservador

O tratamento conservador ¢ considerado uma opg¢ao para pacientes que escolham
ndo serem mantidos na terapia renal substitutiva ou aqueles pacientes que sao classificados nos

estagios iniciais da DRC (Brasil, 2014).

O tratamento conservador implica em cuidados multidisciplinares continuos,

incluindo todos os tipos de intervengdes, conforme necessario, como o controle da glicemia e
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da pressdo arterial, a corre¢do da anemia, o estimulo a suspensdo do tabagismo, para retardar

a progressdo da DRC, e o ajuste nas dosagens dos medicamentos (Verberne et al., 2018).

A manutencao da fung¢ao renal e a melhora das condic¢des clinicas, psicoldgicas e
sociais do individuo sdo fundamentais para a melhoria da qualidade de vida do individuo

(Harrison et al., 2019) .

2.5 O envelhecimento e a doenca renal

O envelhecimento da populagdo mundial consiste no aumento da quantidade de
idosos em relagdo aos mais jovens, ¢ um fendmeno, no qual mesmo todos os paises estdo
tentando se adaptar (Kalache et al., 1987; Alves De Rezende et al., 2005). O envelhecimento
populacional comegou no inicio do século XX nos paises desenvolvidos e nos paises menos
desenvolvidos se iniciou recentemente. Pode-se afirmar que o envelhecimento populacional ¢
um fendmeno global (Fernandez-Ballesteros ef al., 2013). A fragilidade no idoso ¢ um estado
clinico de vulnerabilidade, que prejudica a capacidade de o organismo responder aos agentes
estressores, reduzindo as reservas fisioldgicas e prejudicando a habilidade do organismo em

manter a homeostase (Fried ef al., 2001).

Nas ultimas décadas tem se dado uma atencao especial ao envelhecimento devido
ao aumento da expectativa de vida e do envelhecimento populacional na maioria dos paises.
De acordo com as projecdes realizadas pelas Nagdes Unidas, o nlimero de pessoas acima 60
anos crescera em 56%, de 901 milhdes (12,3% da populagdo total) em 2015 para 1,4 bilhdo
(16,5% da populacao total) até 2030 em todo o mundo (Zanjari et al., 2017).

O aumento da longevidade esta associado ao aumento das doengas cronicas, a DRC
¢ uma patologia progressiva e debilitante, a senescéncia renal nos humanos ¢ caracterizada pela
diminui¢do da massa renal e do nimero de células (Gourtsoyiannis ef al., 1990). Alteragdes na

estrutura dos rins acarretam modificagdes na TGF (Nitta ez al., 2013).

O processo de envelhecimento afeta os rins, o que resulta em numerosos efeitos no

sistema renal (Nitta et al., 2013), se associando a alteracdes estruturais e fisiologicas renais que
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impactam o funcionamento dos rins. Em condigdes normais dos rins, a vasodilatagdo renal
determina um aumento significativo no fluxo sanguineo renal (FSR) e na Filtracdo Glomerular

(FG) (Frocht ¢ Fillit, 1984) .

A diminui¢do fisioldgica da TFG e as lesdes renais que ocorrem secundarias a
doengas cronicas, sdo comuns em idosos, as torna mais suscetiveis a doenga renal cronica
(Freitas e X.C.; Gorzoni, 2011). Em condi¢des normais, a vasodilatacdo renal determina um
aumento significativo no fluxo sanguineo renal (FSR) e na filtragdo glomerular (FG),

representando as reservas hemodinamicas e funcionais (Frocht e Fillit, 1984).

O processo do envelhecimento renal ¢ demonstrado na mudancga de estrutura dos
glomérulos, com acentuado espessamento da membrana basal que se associa a alteracdes
bioquimicas (Freitas e X.C.; Gorzoni, 2011). Estas alteragdes levam a menor area de filtracao
e permeabilidade glomerular, acarretando diminui¢do do ritmo da TFG (Freitas e X.C.;

Gorzoni, 2011).

Apds os 30 anos de idade, a taxa de filtragdo glomerular (TFG) diminui
progressivamente em média de 8 mL / min / 1,73 m? por década (Coresh et al., 2003). A
diminui¢do da TGF ¢ um processo natural do envelhecimento, quando a associagdo de outras
doengas, a diminui¢ao da TFG e outros sinais com a proteinuria devemos levar em consideragao

a que o envelhecimento contribui consideravelmente para a DRC (Abdulkader ef al., 2017).

2.6 O eritrdcito e a doenca renal

O envelhecimento leva a diversas modificagdes no individuo (Guigoz, 2006),
alteragdes na composi¢ao dos fosfolipidios que compde a membrana e no padrdo de assimetria
da membrana de eritrdcitos, levando os glébulos vermelhos a perderem agua, ATP, proteinas,
hemoglobina e vesiculas que levam a diminui¢do do volume celular podendo resultar em uma
sobrevivéncia de eritrocitos (RBC) encurtada em pacientes com insuficiéncia renal nos estagios
mais avangados (Shaw, 1967; Akmal et al., 1985; Penha-Silva et al., 2007). Redu¢des modestas
na TFG estdo associadas a um aumento na prevaléncia de complicagdes relacionadas a DRC,

como anemia e hiperfosfatemia (Phoon, 2012).
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Os rins também exercem papel na producdo de eritrocitos, pois desempenha uma
fun¢do enddcrina, producdo de eritropoetina, hormonio responsavel pela eritropoiese (Tortora
e Grabowski, 2000). Uma das principais complicagdes na DRC ¢ a anemia. Entre seus fatores
etiologicos sao a falta de eritropoietina enddgena, a toxicidade dos compostos a ureia na medula
Ossea e células vermelhas do sangue (RBC), causando uma vida util encurtada dos eritrocitos

(Dolegowska et al., 2007).

O inicio da anemia em doentes renais cronicos com o avango da disfuncao renal
estd associada a deficiéncias de ferro, folato e eritropoetina (Sharif e Baboolal, 2010). A
sobrevida dos eritrocitos também ¢ reduzida, talvez devido a diminuigdo da deformabilidade de

hemacias (Brimble et al., 2006).

2.7 Membranas biolégicas

2.7.1 Estrutura e composi¢do das membranas biolégicas

As membranas bioldgicas sdo compostas por uma dupla camada, composta por
fosfolipidios, colesterol e glicolipidios (Singer e Nicolson, 1972; Tortora e Grabowski, 2000) .
Além de ser constituida por lipidios, também sdo constituidas por proteinas, que tem um papel

importante na sua composi¢do (Guidotti, 1972; Watson, 2015).

Os lipideos que constituem a membrana da sua totalidade cerca de 75% sao
fosfolipidios, contendo um radical fosfato. Em menor quantidade colesterol 20%, esteroide
ligado a um -OH (4lcool) e diversos glicolipidios apenas 5%, ligados a radicais carboidratos

(Tortora e Grabowski, 2000).

A bicamada fosfolipidica que constituem a membrana celular sdo anfipéticas (ou
anfifilicas), ou seja, t€m uma extremidade hidrofilica (contendo um grupamento fosfato) ou
polar e uma extremidade hidrofébica ou nao polar, dividida em duas caudas (acidos graxos)

(Cooper, 1977; Alberts et al., 2002).

25



O papel que as proteinas da membrana desempenham ¢ vital para as membranas
bioldgicas, pois ajudam a manter a integridade estrutural, a organizagdo e o fluxo do material
através das membranas (Alberts et al., 2002) . Elas podem ser classificadas em duas grandes

categorias, integral (intrinseca) e periférica (extrinseca) (Cooper, 1977; Lodish et al., 2000).

As proteinas integrais (ou transmembranas) sdo anfipaticas e estdo inseridas na
bicamada lipidica, ou atravessam por entre os acidos graxos s6 podendo ser removidas por
métodos que rompam a estrutura da membrana (Cooper, 2000; Tortora e Grabowski, 2000). Aa
proteinas periféricas estdo ligadas ndo covalentemente a outras proteinas ou a superficie interna
ou como na superficie externa e preservam a integridade da membrana, quando localizadas em
face ao citosol da membrana plasmatica incluem as proteinas do citoesqueleto espectrina e

actina nos eritrocitos (Cooper, 2000; Lodish et al., 2000; Tortora e Grabowski, 2000).
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Figura 1. Representacdo da membrana celular (Guyton, 1997; Guyton e Hall, 2006).

A estrutura da membrana celular (FIGURA 1), é composta por uma bicamada
lipidica, com grande niimero de moléculas de proteina protruindo através dessa bicamada.

Também existem moléculas de carboidrato presas as moléculas de proteina na face externa da
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membrana, além de moléculas adicionais de proteina em sua face interna (Guyton, 1997;

Guyton e Hall, 2000).

2.7.2 Propriedades da membrana eritrocitaria

A membrana do eritrocito apresenta trés caracteristicas distintas: a deformabilidade,

fluidez e estabilidade (Starodubtseva, 2011; Da Silva Garrote-Filho et al., 2017).

Durante a circulacdo, os eritrocitos sao altamente deformaveis ¢ atravessam
rapidamente capilares cujo diametro ¢ mais estreito que o didmetro da célula (Hamasaki e
Yamamoto, 2000). O eritrocito deve resistir ao processo de deformacgao que ele sofre, adaptando

as necessidades de passar pelos capilares estreitos (Berne e Levy, 1996; Guyton e Hall, 2006).

Os eritrocitos sdo as células mais deformaveis do corpo humano, a deformabilidade
eritrocitdria pode ser influenciada através da relagdo area de superficie/volume, geometria
celular, da viscosidade interna e de propriedades visco-eldsticas atribuidas a solugdo de

hemoglobina (Hb) no citoplasma (Chasis e Mohandas, 1986; Moschandreou, 2012).

A viscosidade depende da concentragdo de hemoglobina e de propriedades fisico-
quimicas, em determinadas condi¢cdes, compensar esses dois fatores, tornando a célula mais

fluida e assim aumentar a sua deformabilidade (Reinhart e Singh, 1990; Kim et al., 2012).

O eritrocito mantem um certo grau de fluidez devido os lipideos das membranas se
mantem unidos entre si € com as proteinas por meio das ligacdes van der Walls, assim a
membrana apresenta uma estrutura de natureza fluidica, de acordo com o chamado modelo do

mosaico fluido (Nicolson e Singer, 1972).

As proteinas que compdem a membrana do eritrécito desempenham um papel
crucial na determinacao da estabilidade da membrana ¢ da deformabilidade da membrana, uma
vez que, a alteracdo do estado normal dessas proteinas resulta em alteragdes em ambas as

propriedades fisicas da membrana (Chasis e Mohandas, 1986).
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Os niveis de lipideos interferem na estabilidade de membrana podendo afetar sua
funcao, seja pelo aumento ou reducgdo dos niveis lipidicos, por interferir a fluidez critica destas

membrana (Penha-Silva et al., 2008) .

A avaliagdo da estabilidade da membrana do eritrocito pode ser realizada através
de um teste de baixo custo ¢ eclevada eficiéncia na avaliagdo da estabilidade das membranas ¢é
a fragilidade osmotica eritrocitaria (FOE), ela pode ser definida como a resisténcia dos
eritrocitos a hemolise submetendo estas células ao meio hipotonico através de diferentes

gradientes de concentracao salina (Cunha et al., 2007; Penha-Silva et al., 2007).

2.7.3 Eritrocito como modelo de estudo

Os eritrocitos vivem em torno de 120 dias, isso exige uma taxa de renovagao
celular, a sua principal fungdo ¢ transportar oxigénio por meio da circulagdo para todas as
células e tecidos do corpo, de acordo com suas necessidades (Guyton e Hall, 2006; Freitas e

X.C.; Gorzoni, 2011).

Os eritrocitos humanos embora sejam células anucleadas, constituidas apenas por
membrana plasmatica e citoplasma, elas sao bastante complexas (Cooper, 2000; Alberts ef al.,
2002). Eles se originam na medula dssea pela proliferacdo e maturagdo de células precursoras

denominadas pro-eritoblastos, através da eritropoiese (Tortora e Grabowski, 2000).

A génese dos eritrocitos se inicia na medula Ossea, as células tronco dao origem a
linhagem eritrocitaria, agao regulada pela eritropoietina (EPO), hormdnio produzido nas células

peritubulares dos rins (Guyton e Hall, 2006).

A esquema abaixo representa os varios estdgios de maturacdo eritroide (Figura 2),
a primeira célula que pode ser identificada como pertencendo a linhagem dos eritrocitos € o
pro-eritroblasto, ele se divide-se varias vezes, formando os eritrocitos maduros(Guyton e Hall,

2006)
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Figura 2 Desenvolvimento dos eritrocitos (Guyton, 1997).

Os reticuldcitos sdo liberados no corrente para a circulagdo e apds entre 24 e 48

horas perdem o material genético, sendo convertidos em eritrocitros (Guyton e Hall, 2006).

A membrana dos eritrécitos ¢ formada por uma bicamada fosfolipidica e uma rede
bidimensional subjacente de moléculas de espectrina (Diez-Silva et al., 2010). As propriedades
compositas da bicamada fosfolipidica e da rede de espectrina resultam na morfologia das
hemacias saudéaveis e conferem a membrana as suas propriedades elasticas (Tse e Lux, 1999;
Lodish et al., 2000). Os eritrocitos humanos tem aproximadamente 7,5 a 8,7 um de didmetro e

1,7 a 2,2 um de espessura (Diez-Silva et al., 2010).

A estrutura dos eritrocitos ¢ afetada por muitos fatores inatos e adquiridos, mas na
maioria dos casos isso ndo parece afetar sua fun¢ao ou sobrevivéncia em condigdes fisioldgicas.
Frequentemente, os déficits funcionais tornam-se aparentes somente quando submetidos a

estresse bioquimico ou mecanico in vitro, ou a condigdes patoldgicas in vivo (Bosman, 2018) .

O aumento da concentracao de reticuldcitos, anisocitose, policromatofilia, presenca
de eritroblastos e alteragdes de forma dos eritrocitos sdo indicadores de doenca hemolitica,

causada por alteragdes na estrutura da membrana do eritrécito, pode levar da anemia renal foi
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determinada a incluir deficiéncia de eritropoietina, uma diminui¢do na sobrevivéncia dos

globulos vermelhos (RBC) (Penha-Silva et al., 2007; Perrotta et al., 2008).

O eritrocito ¢ muito utilizado como modelo de estudo para avaliagao da estabilidade
de membranas, devido a sua lise ser acompanhada pela liberagcdo de hemoglobina (Penha-Silva

et al., 2007; De Freitas et al., 2010; Paraiso et al., 2014).

2.7.4 A Avaliacao da estabilidade osmética dos eritrocitos

A avaliacao dos parametros obtidos pelo teste de estabilidade osmotica de podemos
associar com as demais varidveis hematoldgicas e diversas condi¢des de saude. O Laboratdrio
de Biofisicoquimica (LaBFiQ) do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia ao longo dos ultimos anos padronizou métodos para estudar e avaliar a estabilidade
de membrana de eritrocitos na presenga de solutos e diversas cronicas (Cunha et al., 2007;
Penha-Silva et al., 2008; Bernardino Neto et al., 2013; Paraiso et al., 2014; Da Silva Garrote-
Filho et al., 2017; De Freitas et al., 2019).

A avaliagdo da estabilidade da membrana do eritrocito pode ser realizada através
de um teste de baixo custo e elevada eficiéncia na avaliacao da estabilidade das membranas ¢ a
fragilidade osmdtica eritrocitaria (FOE). Os eritrocitos sao incubados em solugdes salinas de
diferentes tonicidades de 0 a 0,9 g/dL de NaCl em agua destilada (Cunha et al., 2007; Penha-
Silva et al., 2007). Com a variagdo do aumento ou diminuicdo da concentragdo de NaCl
podemos avaliar a capacidade dos eritrocitos de incorporar 4gua em seu interior sem que ocorra

hemolise (Penha-Silva ef al., 2007).
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a estabilidade osmética de eritrocitos em idosos em estdgios iniciais da

doenga renal cronica que ndo fazem uso de hemodidlise em tratamento conservador.

3.2 Objetivos especificos
Identificar altera¢des nos parametros hematoldgicos na populacio estudada.

Analisar variaveis bioquimicas ¢ marcadores da funcdo renal em idosos nos

estagios iniciais da doenga renal cronica em tratamento conservador.
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4. HIPOTESES

He- Os homens idosos nos estagios inicias da doenga renal ndo apresentam maior

estabilidade osmoética de eritrocitos quando comparados aos individuos saudaveis.

H: - Os homens idosos nos estagios inicias da doen¢a renal apresentam maior

estabilidade osmotica de eritrocitos quando comparados aos individuos saudaveis.
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5. MATERIAL E METODO

5.1 Tipo e Local do Estudo

O presente estudo se caracteriza como transversal, controlado (Sut, 2014). O estudo
foi realizado nas dependéncias da Universidade Federal de Uberlandia, no Hospital da

Clinicas/Famed e Laboratorio de Biofisicoquimica (Labfiq) do Instituto de Biotecnologia.

5.2 Etapas da coleta de dados

A coleta dos dados e experimentos foi realizada em etapas:

1* etapa: Convite via contato telefonico e explicando os objetivos da pesquisa e

orientagdes sobre jejum.

2% etapa: os homens realizaram a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) — Apéndice- 1, apos estarem cientes e esclarecidos sobre os objetivos da

pesquisa.

3% etapa: foi realizada a avaliagdo antropométrica e entrevista do questionario

sociodemografico - Apéndice- II.

4% etapa: coleta das amostras de sangue no Laboratdrio de analises clinicas/Hospital

das clinicas.
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5* etapa: teste de fragilidade osmotica no Laboratério de Biofisicoquimica do

Instituto de Biotecnologia.

6" etapa: apdés a coleta e resultados obtidos no Laboratério de analises

clinicas/Hospital das Clinicas todos os dados foram analisados.

5.3 Populacio de estudo

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob numero 2.451.543 ¢ ¢é parte integrante do
projeto de pesquisa intitulado “A influéncia da idade sobre a estabilidade de membrana de
eritrocitos em pacientes renais cronicos portadores de diabetes tipo 11, todos os procedimentos
obedeceram os aspectos éticos da Resolugdo 466/2016 do Conselho Nacional de Saude (Brasil,

2012).

Foi realizada uma entrevista individual, para caracterizagdo da amostra com a
avaliacdo de fatores socio-demograficos referentes a idade, estado civil, escolaridade, situacao
ocupacional (aposentado, mas trabalha, aposentado, pensionista, trabalho remunerado e dona

de casa) e arranjo familiar (mora s, s6 e conjuge, mais filhos, mais netos ou outros) .

Dentre os 71 homens convidados 47 homens atenderam os critérios de elegibilidade
para o grupo de doentes renais cronicos e 24 homens para o grupo controle, foram selecionados
individuos acima de 60 anos atendidos nos ambulatérios de Nefrologia e de Geriatria do
Hospital de Clinicas da UFU, foram convidados a participar do estudo aqueles que ndo
apresentavam condi¢des que reconhecidamente afetam o comportamento de eritrocitos (como
diabetes, dislipidemia e uso cronico de drogas hipolipidemiantes). Dos 47 voluntarios, 15
atenderam todos os critérios de inclusdo, portadores de DRC moderada, caracterizada por
valores de taxa de filtragdo glomerular (TGF) abaixo de 90 (estidgio 1) e acima de 30
mL/min/1.73 m? (estagio 3) (National Kidney, 2002), em tratamento conservador para a DRC,

constituiu a populagado de estudo, e outros 24 homens controles apenas 15 voluntarios sem DRC
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constituiram o grupo controle, atendendo os demais critérios. Todos aqueles que concordaram

em participar do estudo assinaram termos de consentimento livre e esclarecido. Os individuos

que se recusaram a participar de alguma etapa da pesquisa foram excluidos.

Pacientes convidados

(71)

— T~

Pacientes elegiveis para

Pacientes elegiveis para

-Diabetes (6)
-Dislipidemia (3)

grupo DRC o grupo controle
47) (24)
-Diabetes (25)
- Negou realizar a avaliacao
antropométrica (1)
-Dislipidemia (3)
Assinaram o Assinaram o
termo de termo de
consentimento consentimento
(18) (15)
Negaram coletar amostra
sanguinea (3)
Casos - DRC Grupo controle
(15) (15)

Figura. 3. Fluxograma de recrutamento da populagdo do estudo.
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5.4 Avaliacio antropométrica

A avalicao do indice de massa corporeo foi realizado por meio do calculo kg/m?
(Lipschitz, 1994). Os voluntarios foram colocados com a menor quantidade de roupa possivel

em uma balanga antropométrica.

5.5 Coleta de amostras de sangue

As amostras de sangue (20 mL) foram coletadas por venopungdo em tubos
evacuados (Vacutainer, BD, Juiz de Fora, MG, Brasil), dois contendo K3EDTA, para
determina¢do do hemograma e da estabilidade osmotica de eritrocitos, e dois contendo gel
separador, para os ensaios bioquimicos. O teste de fragilidade osmética foi realizado no

Laboratodrio de Biofisicoquimica (LaBFiQ) do Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da UFU.

5.6 Determinacio da estabilidade osmotica de eritrdcitos

A uma série duplicada de tubos de polietileno (Eppendorf) contendo 1.0 mL de
solugdo de NaCl em concentra¢des de 0.0 a 1.0 g.dL"!, pré-incubada a 37 °C por 10 minutos
(Marconi™, Modelo MA-184, Piracicaba, SP, Brasil), foram adicionadas aliquotas de 10 pL
de sangue. Apds homogeneizacgdo, os tubos foram incubados por 30 minutos, sob as mesmas
condi¢des anteriores, € depois centrifugados por 10 minutos a 1600 x g (Hitachi Koki, modelo
CFR15XRII™, Hitachinaka, Japao). Durante as incubagdes os tubos permaneceram fechados.
As absorbancias dos sobrenadantes foram lidas a 540 nm (As40) contra agua (controle) em
espectrofotometro UV-VIS (modelo DR 5000, Hach, Diiseldorf, Alemanha), conforme
protocolo estabelecido por Penha-Silva e colegas (Penha-Silva et al., 2007).

A dependéncia de Asso com a concentracao de NaCl foi ajustada por uma linha de
regressao sigmoidal, dada pela equagdo de Boltzmann,
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— Amax—Amin
A540 - 1+e(X—H50)/dX + Amin (l)

em que Amax e Amin representam os valores de Ass4 nas regides de maximo (eritrocitos
lisados) e minimo (eritrocitos integros) de hemolise, Hso ¢ a concentracdo de NaCl que causa
50% de hemolise e dX representa Y4 da variacdo na concentragdo de NaCl responsavel pela lise

de toda a populagdo de eritrocitos integros da amostra.

A concentragao salina onde a hemolise tem inicio define Hy e foi calculada com a

utilizagdo da férmula:
dx
Hy = Hgo + 45 @)

enquanto a concentragdo salina onde a hemolise atinge seu platdé maximo define Hioo e foi

calculada com a utilizag¢do da féormula
dx
Hipo = Hso — 47 (3),

conforme descri¢des prévias (Aires Rodrigues De Freitas et al., 2018; De Freitas et al., 2019).

5.7 Determinac¢ao de parametros hematolégicos e bioquimicos

O hemograma foi feito em analisador hematoldgico automatizado (Sysmex K4500,
Sysmex Corporation, Mundelein, IL, EUA). Os niveis sanguineos de colesterol (C) total (t-C),
HDL-C, LDL-C, VLDL-C, triglicérides, ferro sérico, ferritina, transferrina, bilirrubina direta e
total, sodio, potéssio, céalcio, magnésio, creatinina, proteinas totais, hemoglobina glicada,
albumina, vitamina B12 e cobalamina foram determinados com a utilizacdo de analisador

automatico (Architect c8000, IL, USA).
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5.8 Analise estatistica

O tipo de distribuicdo dos dados foi determinado com a utilizagdo do teste de
Shapiro-Wilk. Os dados de ambos os grupos apresentaram distribui¢ao nao normal e por isso
foram expressos como mediana (Q1-Q3) e comparados com a utilizagdo do teste Mann-
Whitney. Valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significantes. Valores de p
> 0.05 e < 0.09 foram considerados limitrofes. Os parametros de estabilidade osmotica, assim
como mediana e intervalo interquartil foram obtidos com a utilizagdo do software Origin 9.1
(Microcal, Northampton, MA, EUA). As demais andlises estatisticas foram realizadas com a

utilizagao do aplicativo SPSS 22 (IBM, Armonk, NY, EUA).
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6.RESULTADOS

A mediana da idade do grupo DRC foi de 72 (66-77) anos e do grupo controle DRC
foi de 67 (63 — 78) anos, ndo apresentando diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 2), ndo

apresentacao distingdo entre as amostras.

A Figura 3 mostra uma curva tipica utilizada para determinag¢ao dos indicadores de

estabilidade osmotica de eritrocitos.

Os resultados obtidos para as avaliagdes dos indicadores de estabilidade osmética
de eritrocitos e dos pardmetros hematologicos e bioquimicos dos voluntarios sem ¢ com DRC
em estagio inicial estdo mostrados na Tabela 2. Em relacdo ao grupo controle, o grupo com
DRC apresentou valores significantemente (p<0.05) maiores para Amax, creatinina, K, ureia,
vitamina B12 e ferritina, bem como valores significantemente menores para TFR, H100 e
bilirrubina direta, indireta e total. Maiores valores foram encontrados também para dX e

menores valores para ferro, porém com significancia limitrofe (0.05<p<0.10).

A Figura 5 demonstra a diferenga observada na curva de fragilidade osmotica de
eritrocitos dos dois grupos do estudo. A ocorréncia de um maior valor de dX e menor valor de
H100, sem diferencga no valor de HO, nos doentes renais em relagdo ao grupo controle, indica a
ocorréncia de quebra de simetria nesta curva, sugestiva de existéncia de maior heterogeneidade
na populacdo de eritrocitos, dada por um aumento na subpopulagdo de eritrocitos

osmoticamente mais resistentes no grupo de doentes renais cronicos.

Nao foi encontrada diferenga significativa entre os controles e DRC nos parametros
Ho, Hs , Amin idade, IMC, hemacias, RDW, Hb, VCM, HCM, CHCM, leucécitos , HbAlc,
colesterol total, LDL-c, HDL-c, glicose, so6dio, globulinas, albumina, relagao

albumina/globulina e saturacdo da transferrina.
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Figura 4 Curva tipica utilizada para a determinac¢do de indicadores de estabilidade osmotica
dos eritrocitos: Amin, que representa o valor médio de A540 no patamar minimo, ou seja, a
absorvancia da hemoglobina livre ja presente na amostra de sangue utilizada no ensaio; HO,
H50 e H100, que representam as concentragdes salinas onde a lise hiposmotica comeca, alcanga
seu ponto médio e termina, respectivamente; dX, que representa % da variagdo na concentracao
de NaCl responsavel pela lise de toda a populacdao de eritrocitos da amostra; € Amax, que
representa a absorvancia da hemoglobina livre presente na solucao apo6s a lise completa de toda

a populagdo de eritrocitos presente na amostra de sangue utilizada no ensaio.
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Tabela 2. As caracteristicas da populacdo do estudo

Variavel Controle DRC p Tamanho do efeito
dX (102 (g/dL) 124(1.08-1.56) 1.55(131-213) 0056 ° 0.50
Ho (g/dL) 047(046-05) 047(045-049) 0539 0.17
Hsx (g/dL) 044 (044-046) 044(042-045) 0116 041
Hioo (g/dL) 042(041-042) 04(039-041) 0013 * 0.64
Amin (107) (au) 0.7(0.1-097) 058(-0.16-1.13) 0935 0.02
A (au) 095(0.89-098) 1.11(1.06-1.18) <0001 * 1.09
Idade (a) 72(66-77) 67 (63-78) 0486 0.18
IMC (kg/in?®) 235(22.83-26.3) 24.78(23.8-2621) 0.345 025
RBC (milhdes/mm?®) 46(423-511) 44(3.6-4.76) 0233 031
RDW (%) 133(122-146) 132(12.7-136) 0902 0.03
Reticulocitos (%) 29(22-32) 22(12-28) 0061 048
Hb (g/dL) 134(119-149) 138(11.9-15) 0.87 0.04
Ht (%) 43 (37-464) 387(342-43) 0081 ° 045
VCM (fL) 80.5(849-93)  903(87-943) 0486 0.19
HCM (pg) 303(282-31.6) 314(293-33.1) 0305 027
CHCM (g/dL) 33.6(32.1-343) 339(333-35 0217 033
Plaquetas (10°) (10¥mm?®)  2.03(1.68-23) 2.06(146-251) 0838 0.06
Leucocitos (10°) (m/mm?) 64(5-7) 6.6(4.8-81) 0.624 0.13
BT (mg/dL) 1.10.7-13)  046(039-066) 0001 * 0.86
BD (mg/dL) 03(02-04) 019(0.14-026) 0004 * 0.73
Bl (mg/dL) 0.8(0.5-09) 029(024-04) <0001 * 0.86
HbAlc (%) 56(53-6) 57(55-6.1) 0486 0.18
C+t(mg/dL) 177(153-189)  175(152-197)  0.806 0.07
TG (mg/dL) 107 (74 - 147) 153 (95-198) 0026 * 0.57

VLDL-C(mg/dL) 108(77-120.1)  98(73-120) 0009 * 067



LDL-C (mg/dL) 23(15-29) 31(22-41) 0683 0.11
HDLC (mg/dL) 43 (40- 56) 36(34-55 0285 028
Glicose (mg/dL) 87 (81-98) 95(87-101)  0.126 040
Creatinina (mg/dL) 093(09-1)  198(123-226) <0001 * 1.07
TFG (mL/min) 664(547-721) 377(295-568) 0002 * 0.78
Na (mmol/L) 139(134-141)  139(137-143) 0.6l 037
K (mmol/L) 42(384-46) 474(422-507) 0011 * 065
Urea (mg/dL) 35(272-37) 56@5-77) 0002 * 0.79
Ca (mmol/L) 101(91-105)  93(87-98) 0074 ¢ 046
Mg (mmol/L) 23(2-25)  208(19-22) 0089 ¢ 044
Proteina total (g/dL) 62(564-67)  679(59-7.1) 0089 ¢ 045
Globulina (g/dL) 212-25  23(03-26) 0305 027
Albumina (g/dL) 4(381-41)  43(38-474) 0174 035
Albumina/Globulina 187(1.5-204)  18(1.65-209) 0967 0.02
Ferro (umol/L) 115098-123)  84(62-121) 0081 § 046
Ferritina (ng/mL) 125(120-212)  231(143-332) 0003 * 0.75
Transferrina Saturation (%) 335 (266-352)  324(268-362) 0744 0.09
Vitamina B (pg/mL) ~ 288(179-357.3)  435(299-568) 0005 * 071

dX-Variacao da concentragdo de NaCl que promove 100% de hemolise; Ho. Concentragao de
NaCl que promove 0 % de hemolise; Hso-Concentragdo de NaCl que promove 50% de hemolise;
Hioo- Concentracdo de NaCl que promove 100% de hemolise; A max -Absorbancia no plato de
hemolise maxima;A min-Absorbancia no platd de hemolise minima ou basal; As4o nm-
Absorbancia em comprimento de onda de 540nm; IMC-indice de massa corporea; RBC-
Eritrocito (células vermelhas); RDW- Red cell distribuition (distribuicdo da amplitude das
células vermelhas); CHCM-Concentragdo de hemoglobina corpuscular média; Hb-
Hemoglobina; HCM- Hemoglobina corpuscular media; Ht-Hematocrito, VCM-Volume
corpuscular médio; BD- Bilirrubina direta ; BI- Bilirrubina indireta; BT- Bilirrubina total;
HbA1c-Hemoglobina glicada; C-t - Colesterol total; TG -Triglicerideos; VLDL-C - Colesterol
da lipoproteina de muito baixa densidade; LDL-C-Colesterol da lipoproteina de baixa
densidade; HDL-C - Colesterol da lipoproteina de alta densidade; TFG-Taxa de filtragdo
glomerular; Na — Sédio; K- Potassio; Ca - Calcio; Mg- Magnésio.* p<0.05 indica diferenca
estatisticamente e ¥ 0.05<p<0.1 indica valores significantes limitrofes
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7. DISCUSSAO

O maior valor de dX e menor valor de H100, sem alteragdo no valor de HO, no
grupo de doentes renais, revela a ocorréncia de uma extensdo de dX para a regido a esquerda
da curva de fragilidade osmética, onde as concentragdes salinas sao menores (Fig. 1). Isso
significa que os eritrocitos de homens idosos com DRC em estdgio inicial e sob tratamento
conservador possuem maior resisténcia osmotica do que os de individuos de mesmo sexo e

mesma faixa etaria, mas sem doenca renal.

Como eritrécitos mais velhos apresentam maior resisténcia osmoética do que
eritrocitos mais jovens, em parte pelo fato de serem menos deforméveis (Huisjes et al., 2018),
isto sugere que os idosos com DRC do presente estudo teriam um aumento da populagdo de
eritrocitos mais velhos. Curiosamente, outros autores encontraram diminui¢ao da resisténcia
osmotica em individuos de diferentes idades em estagios avangados da DRC ¢ para os quais a
hemodialise era necessaria (Wu et al., 1998). Isso deve, entdo, também significar que
individuos com DCR em estégio inicial teriam eritrocitos mais velhos do que aqueles com DCR

em estagios mais avangados da doenga.

Uma possivel explicacdo para isso estaria na variacdo dos niveis de eritropoietina
(EPO). Nos estagios iniciais da doenga renal os niveis de EPO diminuem gradualmente ao longo
do tempo. Isto deve significar que os individuos teriam uma tendéncia a diminui¢do progressiva
da eritropoiese. A diminuicao limitrofe do indice de reticuldcitos nos doentes renais observada

no presente estudo deve ser uma manifestagdo deste efeito.

Entretanto, a diminui¢do de EPO foi também associada a aumento da neocitolise,
que ¢ a destruigdo seletiva dos eritrocitos mais jovens (Alfrey et al., 1997; Rice et al., 1999). A
principio, a neocitdlise teria o propodsito de diminuir a massa de eritrocitos de individuos que
foram de um ambiente de pouco oxigénio para outro de mais oxigénio, o que seria percebido

pelo organismo pela diminuigdo dos niveis de EPO (Alftrey et al., 1997).

Como os individuos aqui estudados estdo em estagios iniciais da doenga, seus niveis
de EPO certamente ainda ndo declinaram para os niveis excessivamente baixos que sdo tipicos

dos estagios avangados da doenca (Leung, 2013), de maneira a demandar reposi¢ao terapéutica
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de EPO (Vos et al.,2011). Assim, a diminuicao da resisténcia osmotica de eritrocitos observada
nos estagios mais avancados da DRC (Wu et al, 1998) estaria associada as alteragdes

hematoldgicas decorrentes da reposi¢ao de EPO.

Os pacientes renais apresentaram niveis menores do hematdcrito, situacao
condizente com a menor taxa de renovacao de eritrocitos em doentes renais , Em idosos a
doenca renal em estdgio avangado esta associada a alteragdes em varios parametros

hematoldgicos, como diminui¢do dos niveis de hemoglobina e hematocrito (Fried, 1978)

A hipotese de que os idosos com DRC do presente estudo teriam um aumento da

populagdo de eritrocitos mais velhos pode ser corroborada por outros resultados deste estudo.

Um deles s3o os menores niveis de bilirrubina no grupo DRC, tipicamente
observados na doenca em si (Tanaka et al., 2014). De fato, niveis mais baixos de bilirrubina
sao indicativos de diminui¢ao na taxa de renovagao de eritrécitos na DRC (Lewis e Gershow,
1961; Pasternack ¢ Tenhunen, 1976). Além disso, os menores indices de reticuldcitos
observados no grupo DRC também sdo indicativos da existéncia de uma maior propor¢ao de

c¢lulas mais velhas na populacgao de eritrocitos dos voluntarios deste grupo (Riley et al., 2001).

A maior quantidade de eritrocitos velhos também poderia ser devida a ocorréncia
de um estado inflamatoério, frequentemente presente em doentes renais (Eschbach, 1989;
Polenakovic e Sikole, 1996). No entanto, esse processo geralmente ¢ acompanhado por
elevagdo nos valores de RDW (Lippi ef al., 2009). Em nosso estudo, no entanto, ao contrario
do que geralmente ocorre em doengas crdonicas (Li et al., 2017), ndo houve diferenca de RDW

entre os grupos estudados.

A maior resisténcia osmotica de eritrocitos nos estagios iniciais da doenca renal
também poderia ser explicada pelos maiores niveis de eletrolitos e ureia nos doentes renais
1dosos em estagios iniciais da doenga, em decorréncia de elevacdo na osmolaridade sanguinea,
com efeitos osmoprotetores sobre as células sanguineas. Embora niveis elevados de ureia
possam causar hemolise, isso ocorreria em concentragdes acima de 12 x 10° mg/dL,
concentracao esta que € bem superior aquelas encontradas até mesmo em pacientes em estagios

mais avangados de DRC, cujos valores de uremia chegam a cerca de 60 mg/dL (Wu ef al.,
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1998). Em concentragdes mais baixas de ureia, no entanto, prevaleceria o efeito osmotico

protetor da ureia.

Os valores séricos tanto de magnésio e calcio se mostraram dentro da normalidade
em ambos os grupos, porém encontramos diferencas limitrofes (Tabela 2), em ambas as
situagdes os valores de calcio e magnésio foram menores no grupo renal e quando comparamos
com seus controles. A hipocalemia ¢ uma situagao condizente com o avango da doenga renal
aos estagios finais, essa redugdo acorre simultaneamente com a redugao dos niveis de magnésio

(Kanbay et al., 2012; Hill Gallant e Spiegel, 2017).

Os pacientes com doenca renal tiveram menores niveis de ferro e maiores niveis de
ferritina no sangue do que os do grupo controle (Tabela 2), possivelmente devido aos menores
niveis de eritropoietina, o que resultaria em menor mobilizacdo de ferro para a eritropoiese
(Zumbrennen-Bullough e Babitt, 2014), mas também em consequéncia do estado inflamatorio
(Prakash et al., 2005). De qualquer modo, os doentes renais estariam, preventivamente,
aumentando os estoques de ferro na forma de ferritina em detrimento da quantidade de ferro

livre circulante.

Uma das caracteristicas no metabolismo lipidico em individuos com DRC ¢
alteragdo dos valores dos triglicerideos (Prichard, 2003), os mesmo foram estaticamente

maiores nos individuos com a presenca de DRC, porém dentro dos valores de normalidade.

A auséncia da quantificacdo dos niveis sanguineos de CRP e EPO sdo limitagdes
importantes do estudo, uma vez que os valores de CRP estdo comumente aumentados na DRC
(Fox et al., 2010) e os niveis de eritropoietina frequentemente declinem com o agravamento da

doenca (Fehr et al., 2004).

Uma avaliagao da deformabilidade de eritrocitos, com a utilizagdo de ectacitometria,
por exemplo, teria sido preferivel em relacdo ao estabelecimento de inferéncias com base nos

valores de resisténcia osmdtica, mas isso exigiria recursos mais dispendiosos.

Outra limitagdo ¢ que a pequena dimensao da amostra ndo admitiu execucao de analise
quanto aos diferentes estdgios da doenga renal. A inclusao no estudo de voluntarios mais jovens
e de voluntarios com estagios mais avangados da doenca pode permitir a confirmacdo da

existéncia de influéncias antagonicas da idade e da DRC sobre a estabilidade osmotica de
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eritrocitos, conforme sugerido a partir dos resultados do presente trabalho e de resultados

reportados na literatura (Bowdler et al., 1981).
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8. CONCLUSAO

O presente estudo revelou que homens idosos em estagios iniciais de doenga renal

cronica em tratamento conservador apresentaram maior estabilidade osmotica de eritrdcitos.
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Apéndice I- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “A INFLUENCIA DA
IDADE SOBRE A ESTABILIDADE MEMBRANA DE ERITROCITOS EM PACIENTES
RENAIS CRONICOS PORTADORES DE DIABETES TIPO II”, sob a responsabilidade dos
pesquisadores Lucas Tadeu Andrade, Carla Cristina Alves Andrade, Carlos Henrique Alves de
Rezende, Nilson Penha Silva e Sebastido Rodrigues Ferreira Filho.

Nesta pesquisa nds estamos buscando entender a influéncia envelhecimento sobre a alteragdes
nas cé¢lulas sanguineas (células vermelhas) em pacientes renais cronicos. Serao coletados 20 ml
de sangue e uma amostra de urina para analises laboratoriais, que serdo realizadas nas
dependéncias do laboratério de analise clinicas da UFU-Universidade Federal de Uberlandia.
(Laboratorio Central de Clinicas do HC-UFU).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pelo pesquisador Lucas Tadeu
Andrade, dentro das dependéncias (ambulatorios de geriatria e nefrologia) do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, durante a sua consulta médica de rotina
respondera questdes relacionadas a sua saude geral e serdo avaliadas a sua pressao arterial, peso
e altura.

Na sua participacao vocé sera submetido a um questionario onde vocé€ respondera questdes
relacionadas a sua satde geral e exames laboratoriais (coleta de 20 ml se sangue e amostra de
urina), as amostras de urina e sangue serdo realizadas nas dependéncias do laboratorio de
analises clinicas (Laboratorio Central de Clinicas do HC-UFU) conforme suas consultas de
rotina e exames solicitados pelo seu médico, vocé nao ird exclusivamente para realizagcao da
pesquisa, todos os procedimento serdo realizados durante a rotina de seu tratamento.

Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e
ainda assim a sua identidade serd preservada.

Vocé ndo terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos consistem em identificacdo do participante, a equipe executora se compromete em
preservar a sua identidade. Os beneficios serdo: analise dos resultados dos seus exames podera
proporcionar o melhor acompanhamento da doenga e da melhor forma de condugao terapéutica.

Voce ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo
ou coacdo e nenhum momento caso vocé ndo queira colaborar com a pesquisa isso ndo afetara
seu atendimento ao longo de seu tratamento.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: (34) 3218-2476
- Secretaria do Programa de Pos Graduacdo em Ciéncias da Satide-FAMED / (34) 3218-2203-
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mailto:secretaria@ppgef.uftm.edu.br

ramal 23 — Instituto de Genética e Bioquimica-Labfiq .Podera também entrar em contato com
o CEP - Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos na Universidade Federal de
Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Monica —
Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone: 34-3239-4131. O CEP ¢ um colegiado independente
criado para defender os interesses dos participantes das pesquisas em sua integridade e
dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos conforme
resolu¢des do Conselho Nacional de Saude.

Uberlandia, ....... de ... de 201.......

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa
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Formulario de coleta de dados - Apéndice 11

1-Prontuario:

2-Dados:

Sexo: 1. Masculino 2. Feminino

Data de nascimento:

Escolaridade: 1. Ensino Fundamental 2. Ensino Médio 3. Ensino Superior 4. Sem

escolaridade

Massa Corporal:

Estatura:

2-Condicoes associadas

Tabagismo: 1. Sim 2. Nao

Etilismo: 1. Uma vez por semana 2. De duas a trés 3. Mais de trés

4. Exames Controles:

5.1) Perfil lipidico:

TG’s: , LDL: , VLDL:

TC (colesterol total):

5.2) Hemograma:

Hemacias: , Hb: , Ht: , VCM:
CHCM: , RDW: , Plaquetas:

Leucocitose: 1. Ndo; 2. Sim:
Reticulocito:

5.3) Glicemias:

Glicemia Jejum:

5.4) Outras Bioquimicas:

,HDL:

, HCM:

(as custas de:

, Hb1Ac:
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Na+: , K+: , Cl-:

, Creatinina:

e transferrina

, Ureia:

e indireta

Ferro: sérico , ferritina
Bilirrubina: total , direta
Albumina:

Proteinas totais: ¢ fragoes:

6. Estabilidade Osmotica de Membrana:

Al:

A2:

1/H50:

dX:
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Anexo I- Parecer do Comité de Etica e pesquisa

@j U F UNIVERSIDADE FEDERAL DE Qw«m

UBERLANDIA/MG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Tomité de Etica cm Paquia

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A influéncia da idade sobre a estabilidade membrana de eritrécitos em pacientes renais
cronicos portadores de diabetes tipo Il

Pesquisador: Lucas Tadeu Andrade

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 70974016.6.0000.5152

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.451.542

Apresentacao do Projeto:

O projeto visa investigar possiveis relagdes entre a Doenca Renal Cronica e a diabetes tipo Il, investigando
os efeitos da diabetes na fragilidade osmoética eritrocitaria, e comparando as variagbes dos pardmetros de
fragilidade osmética entre os grupos (renais cronicos idosos e ndo idosos).

Conforme o texto dos pesquisadores:

Os participantes recrutados serdo nos ambulatérios de Nefrologia e Geriatria da Universidade Federal de
Uberlandia. Os participantes serdo convidados para a pesquisa durante o atendimento médico de suas
consultas de rotina e apds orientagdes sobre a mesma, os mesmos serdo inseridos no projeto. Para tal,cada
voluntéario devera assinar um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), fazer uma entrevista para
o formulario de coleta de dados.

Instrumentos: Avaliagdes antropométricas e afericdo da pressao arterial.Para avaliagdo antropométrica
utiizaremos uma balanca antropométrica, com capacidade de 150 kg e precisao de 100g, colocada sobre
superficie plana. O participante sera pesado descalgo, com o minimo de roupa possivel.Para isso, 0 mesmo
permanecera ereto no centro da balanga, com os bragos estendidos ao lado do corpo, sem movimentar-se,
a estatura (em metros) sera aferida em um estadiémetro acoplado a balanga. Logo apds seréa o calculado o
seu do indice de massa corpérea,
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IMC (Kg/m?). A pressédo arterial (PA) sera aferida através do método auscultatorio, onde utilizaremos um
esfigmomanémetro e um estetoscdpio 18 . Exames laboratoriais: Coleta de amostras de sangue: O sangue
sera coletado por venopungéo (20 ml) em tubos vacuados (Vacuntainer) contendo anticoagulantes
especificos para cada dosagem e analisado pelo Laboratério de Analises Clinicas do HC-UFU. Serfo
determinados parametros

hematolégicos (hemograma completo), lipidograma, eritropoietina, reticulocitos, ferro sérico, ferritina e
transferrina, bilirrubina direta e indireta e total, sddio, potassio, calcio, magnésio, creatinina na urina e no
sangue, hemoglobina glicada, albumina, plaquetas, folato -vitamina B6, vitamina B12 —cobalamina e
leucdcitos.

Avaliagdo da estabilidade de membrana do eritracito: Serdo colocados sem série de tubos de polietileno
(Eppendorff), em duplicata, contendo 1,0 mL de solugdo de NaCl em concentragdes crescentes de 0,0 a 1,0
g.dL-1, pré-incubadas a 37 °C por 10 minutos, serdo adicionadas aliquotas de 10 L de sangue. Apos
homogeneizagéo, os tubos seréo incubados por 30 minutos e depois centrifugados por 10 minutos a 1600 x
g. Durante as incubagdes os tubos permaneceréo fechados. As absorbancias dos sobrenadantes serao
lidas em 540 nm (A540) contra dgua (controle) em espectrofotdmetro UV-VIS 16; 17 . A dependéncia de
A540 com a concentragdo de NaCl (X) sera ajustada por uma linha de regressdo sigmoidal, dada pela
equagao de Boltzmann, em que A1 e A2 representam os valores de A540 nas regides de maximo (eritrécitos
lisados) e minimo (eritrécitos integros) de hemdlise, H50 é a

concentragao de NaCl que causa 50 % de hemdlise e dX € a variaga@o na concentragéo de NaCl
responsavel pela transigdo entre os eritrdcitos integros (Amin) e lisados (Amax). Um maior valor de dX
significa uma maior estabilidade celular, pois é necessaria uma maior variagio na concentragio de NaCl
para que ocorra lise total. Por outro lado, um maior valor de H50 significa menor estabilidade de eritrdcitos,
pois a lise ocorre a uma menor diluigdo da concentragéo salina isoténica em relagao ao sangue humano.
Neste trabalho também sera utilizada a razao dX/H50, que apresenta uma relacao direta com a estabilidade
de eritrocitos.

Critério de Incluséo:

Os critérios de incluso para o presente estudo serdo: 1) ter interesse em participar do estudo, mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A) aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFU; 2) ter idade igual ou superior a 20 anos; 3) ser paciente em tratamento no ambulatério
de Nefrologia HC/UFU; 4) taxa de filtragao glomerular entre 59 e 14
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mL/min/1,73m? (estagios 2 a 5 de classificagdo da doenga renal crénica); 5) de creatinina acima 1,50
mg/dL;B) ser classificado clinicamente
como diabético —tipo Il

Critério de Exclusao:

Os critérios de exclusdo serdo: 1) pacientes que estiverem em hemodialise e dialise peritoneal; 2) possuir
menos de 20 anos de idade; 3) que se recusarem a participar da pesquisa apos leitura do Termo de
Consentimento e Esclarecido.

Objetivo da Pesquisa:
Conforme o texto dos pesquisadores:

Obijetivo Primério:
Investigar a influéncia da idade sobre a fragilidade osmotica eritrocitaria em participantes renais cronicos.

Objetivo Secundario:

Correlacionar a doenca renal e diabetes sobre a fragilidade osmética.Investigar os efeitos da Diabetes tipo Il
na fragilidade osmética eritrocitaria.Comparar as variacoes dos parametros de fragilidade osmética entre os
grupos (renais cronicos idosos e néo idosos)

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Conforme o texto dos pesquisadores:

Riscos:

A execugao deste projeto implica na coleta de 20 ml de sangue do participante, o qual ser4 analisado no
Laboratério Central de Clinicas da UFU. Este procedimento ndo coloca em risco a satide do paciente, j& que
a coleta sera conduzida com material estéril e descartavel por profissionais autorizados a realizar essa
tarefa. O estudo apresenta risco de identificacdo dos participantes, a equipe executora se compromete em
preservar a identidade dos participantes.

Beneficios:

O participante sera beneficiado pela pesquisa, ja que a partir da analise dos resultados dos seus exames
podera proporcionar o melhor acompanhamento da doenga e da melhor forma de condugéo terapéutica.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A relevancia da pesquisa reside no fato de que a analise dos resultados dos exames de sangue podera
proporcionar o melhor acompanhamento de sua doenga renal crénica e da melhor forma

de condugao terapéutica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Os termos foram apresentados. As alterages no TCLE sugeridas pelo CEP foram realizadas pelos
pesquisadores.

Recomendagdes:

1- Recomenda-se que os pesquisadores realizem as seguintes alteragdes no texto do TCLE: de "vocé nao
ird no hospital exclusivamente para a pesquisa" para "vocé nio ira AO hospital exclusivamente para a
pesquisa”; de "Voce ¢ livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo
ou coagdo e nenhum momento caso vocé ndo queira colaborar com a pesquisa isso ndo afetara seu
atendimento ao longo de seu tratamento” para "Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer
momento sem nenhum prejuizo ou coagdo. Caso vocé ndo queira colaborar com a pesquisa isso ndo
afetaré o atendimento ao longo de seu tratamento”. Além disso, pede-se que os pesquisadores adequem o
cronograma do projeto da PB de forma que seu contelido seja idéntico ao do cronograma do arquivo
"Resposta” - neste, por exemplo, consta o periodo de selegao da amostra de 11/11 a 12/12/2017,
diferentemente do cronograma no texto da PB, em que a selecdo da amostra esta prevista para acontecer
entre 24/11 e 12/12/2017.

2- Cronograma da PB ndo é o mesmo do documento anexado pelos pesquisadores no projeto
completo/detalhado. Devem ser iguais.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Andlise da resposta as pendéncias anteriores:

1) Atualizar o cronograma e anexar na Plataforma Brasil um documento assinado pela equipe de
pesquisadores informando que s6 iniciardo a pesquisa apos a aprovagdo pelo CEP/UFU.
ANALISE DO CEP: Pendéncia persiste pois os pesquisadores ndo assinaram o documento. Foi colada uma
imagem com as assinaturas e isso ndo tem validade legal nenhuma.

RESPOSTA DOS PESQUISADORES: O cronograma foi alterado conforme solicitagido e documento
anexado com as assinaturas da equipe executora informando que a pesquisa vai iniciar apds o
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parecer aprovado.
ANALISE DO CEP: Pendéncia resolvida

3) Ainda em relagao ao TCLE, sugere-se revisar seu texto de forma mais simples e acessivel, facilitando a
compreens&o de partes como "nés estamos buscando entender a influéncia da idade sobre a fragilidade
osmotica eritrocitaria em pacientes renais cronicos", e "questionério socio demografico”, por exemplo.
RESPOSTA DOS PESQUISADORES: “Nesta pesquisa nos estamos buscando entender a influéncia
envelhecimento sobre a alteragGes nas células sanguineas (células vermelhas)”; “durante a sua consulta
médica de rotina respondera questdes relacionadas a sua salde geral e serdo avaliadas a sua presséo
arterial, peso e altura.”

ANALISE DO CEP:Pendéncia parcialmente resolvida; os pesquisadores realizaram mudancas no texto do
TCLE para facilitar sua compreenséao pelo participante da pesquisa. No entanto, o texto carece de revisdo
cuidadosa, a fim de corrigir os problemas de redagéo apontados no campo "Consideracées sobre os Termos
de apresentag&o obrigatéria”. Além disso, pede-se que o TCLE ocupe uma Unica pagina, ao invés de duas.
RESPOSTA DO PESQUISADOR: |- Texto foi modificado atendendo os problemas de redagéo e simplificado
para melhor entendimento dos participantes do estudo.

II- Texto do TCLE foi reduzido para se enquadrar em uma pagina

ANALISE DO CEP: Pendéncia resolvida

CONCLUSAO
Pendéncias atendidas.

De acordo com as atribuices definidas na Resolugdo CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovagao do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacao e da metodologia apresentadas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Data para entrega de Relatdrio Final aoc CEP/UFU: junho/julho de 2018.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
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IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGCAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolucdo 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo Participante da pesquisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentacgéo
pertinente ao projeto.

c- a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugéo
CNS 466/12, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientagbes ao pesquisador :

= O Participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e
deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.
» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apés analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante da pesquisa ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agéo
imediata.

+ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacéo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

* Eventuais modificagGes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou |l apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item 111.2.e).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situaga@o
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/11/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 773965.pdf 11:23:30
Outros RESPOSTAS11092017.pdf 09/11/2017 |Lucas Tadeu Aceito
11:22:34 | Andrade
Outros TERMO_PARA _INICIO_DA_PESQUISA| 09/11/2017 |Lucas Tadeu Aceito
.ipeq 11:21:36 | Andrade
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 09/11/2017 | Lucas Tadeu Aceito
Brochura 11:20:58 |Andrade
Investigador
TCLE/Termos de | TCLE.pdf 09/11/2017 |Lucas Tadeu Aceito
Assentimento / 11:20:20 |Andrade
Justificativa de
Auséncia
Outros RESPOSTA.pdf 03/09/2017 |Lucas Tadeu Aceito
21:26:53 | Andrade
Outros Solicitacao.pdf 13/02/2017 |Lucas Tadeu Aceito
14:42:48 | Andrade
Qutros coleta_de_dados.pdf 12/12/2016 |Lucas Tadeu Aceito
16:59:06 | Andrade
Declaracao de Coparticipante.pdf 12/12/2016 |Lucas Tadeu Aceito
Instituicao e 15:57:34 | Andrade
Infraestrutura
Outros LINKS_DOS_CURRICULOS_LATTES.p| 18/09/2016 |Lucas Tadeu Aceito
df 22:33:01 _|Andrade
Declaracao de EQUIPE_EXECUTORA.pdf 18/09/2016 |Lucas Tadeu Aceito
Pesquisadores 22:29:12 | Andrade
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 18/09/2016 |Lucas Tadeu Aceito
22:28:08 | Andrade
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
}?{?mmA\jo de Dezem //5 2017
J I Assmado por‘
Sandra Terezinha de Farias Furtado I"ﬂ#ﬂ. Dra. WW&O&WW
(Coordenador) Coi da Eica om Pesquise com Seres Humanos
E FEDERALDE u
Coordenadora
Portaria SEI PROPP 2212018
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