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RESUMO

Introducdo: A doenca renal cronica é caracterizada por uma elevada prevaléncia, sendo
considerada um problema de salde publica. Os distdrbios do metabolismo mineral e 6sseo da
doenga renal crénica (DMO-DRC) constituem uma sindrome definida por alteracdes do célcio
(Ca), do fosforo (P), da vitamina D e do paratorménio (PTH), do fator de crescimento de
fibroblastos 23 (FGF-23) e de seu cofator especifico conhecido como klotho. Os DMO-DRC,
assim como o tabagismo, estdo associados a maior risco de doenca cardiovascular. No entanto,
nenhum estudo avaliou se ha associagdo entre os DMO-DRC e o fumo. Objetivo: Analisar a
relagdo entre o fumo, Doenca Renal Cronica e os niveis séricos de FGF-23, Klotho e do fato
induzido por hipoxia (HIF-1a). Métodos: Avaliamos 92 pacientes divididos em trés grupos:
Grupo controle sem DRC, grupo DRC em tratamento conservador estagios Il e IV e Grupo em
diélise, sendo compostos por pacientes tabagistas e ndo tabagistas. A coleta de dados ocorreu
no periodo de agosto de 2016 a janeiro de 2017. As dosagens de HIF-1a, e Klotho foram
realizadas utilizando ensaios comerciais de ELISA, e do FGF-23 por quimioluminescéncia de
acordo com os protocolos dos fabricantes. Resultados: Pacientes em dialise realizavam menor
tempo de atividade fisica que os demais grupos. O fdsforo apresentou-se maior no grupo de
pacientes tabagistas em tratamento conservador, e o nivel sérico de &cido Urico foi menor nos
tabagistas. Com relacdo ao FGF-23, ele foi maior nos pacientes dialiticos do que nos em
tratamento conservador. Nao foram encontradas diferencas significativas nos niveis de Klotho
e HIFla. Conclusdo: Os resultados ndo mostraram diferencas dos niveis de FGF-23 entre
fumantes e ndo fumantes. O achado de &cido Urico mais baixo e P maior em fumantes com DRC
parece ser inédito e deve ser melhor estudado. Considerando que o FGF-23 tem um papel
importante no DMO-DRC, novos estudos avaliando o papel do fésforo sérico, acido Urico e

FGF-23 em pacientes portadores de DRC e fumantes devem ser realizados.

Palavras Chave: Doenca Renal Crénica; Doenca Mineral dssea; Tabagismo; klotho; FGF-23



ABSTRACT

Introduction: Chronic kidney disease is a highly prevalent disease, considered a public health
problem. Disorders of mineral and bone metabolism of chronic kidney disease (CKD-BMD) is
defined as changes in serum calcium (Ca), phosphorus (P), vitamin D, parathyroid hormone
(PTH), fibroblast growth factor 23 (FGF-23) and Klotho, which is a specific FGF-23 cofactor.
Both CKD-MBD and smoking habits are associated with an increased risk of cardiovascular
disease. However, there is no study, so far, that has evaluated whether there is an association
between CKD-MBD and smoking. Objective: To analyze the relationship between smoking
habits, chronic kidney disease and serum levels of FGF-23, Klotho and hypoxia induced event
(HIF-1a). Methods: We have evaluated 92 patients divided into three groups: Control without
CKD, CKD stages Ill and IV on conservative treatment, and dialytic group, with smokers and
non-smokers. We collected data from August 2016 to January 2017. Measurements of HIF-1a,
and Klotho were performed using commercial ELISA assays, and FGF-23 assays by
chemiluminescence according to the manufacturers protocols. Results: Patients on dialysis
performed less time of physical activity than the other groups. P was higher among patients on
conservative treatment with smoking habits; serum uric acid level was lower in smokers,
regardless the group. FGF-23 was higher in dialysis patients than in conservative patients. There
were no differences in Klotho and HIF1a levels among groups. Conclusion: Our results did not
show differences in FGF-23 levels when comparing patients with and without smoking habits,
but the finding of lower serum uric acid and higher serum phosphate in smokers is new.
Considering that, further studies are necessary to a better understanding of the role of smoking

on serum phosphate and uric acid.

Key words: Chronic kidney disease; Mineral and Bone Disease; Smoking; klotho; FGF-23
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1. INTRODUCAO

A doenca renal crbnica é caracterizada por uma elevada prevaléncia, sendo
considerada um problema de salde publica. Isto ocorre por sua evolucdo desfavoravel e
frequentes complicacGes, tais como doengas cardiovasculares e morte prematura (EKNOYAN
et al., 2004). Por mais que tenha havido avancos no tratamento da DRC, ndo foram suficientes
para diminuir de maneira significativa seus indices de mortalidade. A insuficiéncia cardiaca, a
doenca isquémica do miocardio, o acidente vascular cerebral (AVC) e a doenca arterial
periférica estdo entre as complicacdes cardiovasculares que mais resultam em 6bitos
envolvendo a populacdo geral e os pacientes com doenga renal cronica em dialise
(ANDERSON et al., 1991).

A populacdo com DRC tem alta prevaléncia de doenca cardiovascular (DCV),
provavelmente pela coexisténcia de doengas preexistentes, como diabetes mellitus e
hipertensdo arterial, e de fatores de risco tradicionais para DCV, como dislipidemia, idade
avancada e sedentarismo (VAN DER ZEE et al., 2009). A associacdo entre estas doencas e
estes fatores de risco, em presenca do ambiente urémico, pode levar a hipertrofia ventricular
esquerda (HVE), formacdo da placa aterosclerética, remodelacéo arterial, disfuncao endotelial
e inflamagdo. (SCHACHINGER; MARTINA BB; ANDREAS MZ, 2000).

No entanto, diferentemente da populacao geral, as causas mais frequentes de dbitos
de origem cardiovascular no paciente com doenca renal crénica, sdo insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) e morte subita. Tal fato se da em decorréncia da associacdo entre hipertrofia
ventricular esquerda, doenca arterial aterosclerética e arteriosclerose, comprometendo a
perfusdo miocardica e aumentando o risco de arritmias e de miocardiopatia isquémica
(GUERIN AP, PANNIER B, MARCHAIS SJ, 2006).

Os distarbios do metabolismo mineral e 6sseo da doenca renal cronica (DMO-DRC)
integram uma sindrome definida por alteracdes do célcio (Ca), do fésforo (P), da vitamina D e
do paratorménio (PTH); por anormalidades 6sseas; ou através do aparecimento de calcificacdo
extra esquelética. Sdo frequentes nos pacientes portadores de DRC, constituindo uma
importante causa de mortalidade e morbidade. O termo DMO-DRC foi elaborado em 2006 pelo
grupo de estudos do KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) (MOE et al., 2006),
buscando destacar o papel destas alteragcdes no ja identificado alto risco de mortalidade e de
fraturas nesta populacdo.

Os mecanismos de sinalizacdo entre rim, esqueleto, paratireoides, intestino e vasos é

complexo, sendo seu objetivo central o balanco do Ca e P. Assim, mesmo no inicio da DRC ja



18

sdo evidenciadas alteragdes nos hormonios reguladores de Ca e P. Um estudo de 2011
demonstrou que o fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23) e 0 PTH estdo alterados no
inicio da DRC, antes mesmo da hiperfosfatemia, sugerindo que o aumento do FGF-23 pode
ser o0 primeiro sinal do distdrbio do metabolismo mineral na DRC (ISAKOVA et al., 2011). Na
realidade, h& muito sabemos que um grande percentual dos pacientes com DRC apresenta
elevacdo dos niveis séricos de PTH, caracterizando o hiperparatireoidismo secundario 8 DRC
(HPTS), tendo a hipocalcemia, hiperfosfatemia e a deficiéncia do calcitriol como fatores
principais na sua evolucdo (NAVEH-MANY et al., 1995; SLATOPOLSKY; BROWN;
DUSSO, 1999). Porém, j& eram observados aumento dos niveis séricos de PTH e diminuicdo
dos niveis de calcitriol com taxa de filtragdo glomerular (TGF) em torno de 60ml/min e niveis
de Ca e P dentro da normalidade. (LEVIN et al., 2007; LLACH, 1995; LLACH; MASSARY,
S, 1985). Dessa forma € provavel que o inicio dessas alteracbes ocorra precocemente no
decurso da DRC levando em consideracdo que os niveis séricos de FGF-23 estdo elevados
mesmo antes da elevacdo do PTH ou P ao longo do progresso da DRC (GUTIERREZ et al.,
2005; LARSSON et al., 2003).
Na década de 1930, Albright descreveu a teoria classica da associacdo entre Ca, P
e PTH, na qual os autores j& observaram que animais submetidos a dieta rica em P apresentavam
HPTS. Na década de 1950, ocorreram os primeiros relatos clinicos do DMO-DRC, sendo
observado que individuos portadores de DRC apresentavam deformidades Osseas
incapacitantes, alem de fraturas e dores osteomusculares. No entanto, diante da limitacéo
daquela época, o entendimento das alteracdes fisiopatoldgicas era escasso, permitindo aos
autores somente a exposicdo dos achados de histéria e exame clinico, e em pacientes em fase
tardia da DRC.
No final da década de 60, Slatopolsky e Bricker criaram a teoria de trade-off, que
propunha que a perda da fungdo renal implicava no comprometimento da excrecdo de P,
levando a hiperfosfatemia e consequente hipocalcemia. Esta levaria a elevacdo da producéo de
PTH, aumentando a fosfaturia, levando os niveis séricos de P de volta para valores dentro da
faixa da normalidade. A queda progressiva da funcéo renal levaria a instalacdo do HPTS. Estes
autores também descreveram o papel da restricdo dietética de fosforo sobre a progressédo do
HPTS, quando adotada no inicio da DRC. Sabe-se também que a reducdo da massa renal
também diminui a sintese de calcitriol, e, na propria paratireoide, ocorrem processos
adaptativos & DRC, mesmo antes do aumento da proliferacdo celular. Diminuicéo da expressao
e funcéo do receptor da Vitamina D (VDR), assim como reducgéo da expressdo do receptor

sensivel ao calcio (CaSR) foram encontrados em paratireoides de pacientes com DRC (LEVIN
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etal., 2007). Para muitos, todos estes fatores anteriormente descritos ja seriam suficientes para
explicar a historia natural do DMO-DRC. No entanto, estudos populacionais nos mostraram
que, curiosamente, hiperfosfatemia e hipercalcemia sdo eventos tardios no curso da DRC,
enguanto as alteracdes hormonais, como queda de calcitriol e elevacdo de PTH sdo encontradas
precocemente. Portanto, muitos investigadores questionavam desse modo a teoria do trade-off.
Entdo, ao longo de varios anos esta lacuna ndo era preenchida na histéria natural do DMO-
DRC, ndo havendo explicacdo fisiopatologica com relacdo ao seu inicio. Nesse aspecto, €
importante frisar a fisiopatologia do DMO-DRC ainda hoje ndo é plenamente conhecida
(YAMASHITA; YOSHIOKA; ITOH, 2000).

1.1. O Papel do FGF-23

A descoberta do FGF-23 ocorreu ha aproximadamente 15 anos. Sabe-se que é
produzido predominantemente pelos ostedcitos, em resposta a estimulos até 0 momento ndo
totalmente esclarecidos.(LIU et al., 2003). Uma vez secretado, o FGF-23 ira agir nos tabulos
renais diminuindo a reabsorcdo tubular de P e a sintese de calcitriol. Atualmente sabemos que,
quando produzido, o FGF-23 eleva a excrecdo renal de P por meio da inibicdo dos co-
transportadores renais Na-Pi lla e llc e diminui a sintese de calcitriol atraveés da inibicdo da
enzima l-alfa-hidroxilase. Além disto, ele inibe a sintese de PTH, o que, de modo indireto,
também inibe a producao de calcitriol.

Um estudo com o horménio FGF-23, apontado como o maior estudo em humanos,
analisou em torno de 4.000 individuos e mostrou que os niveis de FGF-23 se encontram
elevados em estagios iniciais da DRC. Isto ocorre antes do aparecimento da hiperfosfatemia,
ou seja, a medida que a disfuncdo renal progride, os niveis de FGF-23 aumentam. O estudo
também sugere que a lesdo renal, mesmo que leve, deve estimular a secrecdo de FGF-23, seja
pelo aumento de algum fator que estimularia a secre¢do deste horménio ou pela reducdo da
expressao de algum inibidor (ISAKOVA; WAHL; VARGAS, G, 2011). Portanto, no inicio da
DRC, os niveis FGF-23 ja encontram-se elevados, aumentando fosfatiria e inibindo a
producdo de calcitriol, mantendo os niveis séricos de P dentro da faixa de normalidade
(GUTIERREZ et al., 2005).

Diversos tecidos expressam o FGF-23, mas o tecido 6sseo deve ser sua principal
fonte, ja que a expressdao mais elevada é encontrada nos ostedcitos (LIU; QUALRLES, L,
2007).
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Diferentemente da maior parte dos FGFs, que atuam de forma paréacrina, o FGF-
23 pode ser considerado um hormonio. O FGF-23 apresenta baixa afinidade pelo heparan
sulfato. Desta forma, é liberado diretamente na circulacéo, ndo apresentando acdes paracrinas
e autdcrinas, que sdo caracteristicas da familia dos fatores de crescimento de fibroblasto. Além
disto, o FGF-23 possui uma baixa afinidade pelos receptores de FGF, necessitando, para sua
atuacdo, de um cofator especifico, conhecido como klotho (SHIMADA et al., 2005).

1.2. Proteina Klotho

O gene klotho foi identificado em 1997, quando em um experimento com
camundongos hipertensos, ocorreu uma falha que resultou em animais mutantes que
apresentam senescéncia precoce. Os animais deficientes de klotho apresentavam alteracGes
como perda da audicao, calcificacdo vascular, hipertrofia cardiaca, atrofia da pele, osteoporose
e retardo do crescimento (IKUSHIMA et al., 2005). Os autores decidiram dar a este gene o
nome de Klotho, uma deusa da mitologia grega que tecia o fio da vida (KURO-O et al., 1997).

O gene klotho codifica uma proteina com 0 mesmo nome, cuja expressao ocorre
em varios tecidos. No entanto é no rim, especialmente nas células do tubulo distal, onde
encontramos sua maior expressdo(HU; KURO-O; MOE, 2012).

Como ja dito anteriormente, o Klotho é um cofator do FGF-23. Na presenca de
Klotho os FGFR aumentam a sua afinidade para a ligacdo com o FGF-23 (OLIVEIRA et al.,
2013). Entdo, ainda que o FGF-23 seja sintetizado no 0sso, sua atuacdo classica acontece
somente nos tecidos que expressam a proteina Klotho, isto é, rins e paratireoides (URAKAWA,;
YAMAZAKI; SHIMADA, 2006). Nos rins, a proteina Klotho, ao potencializar a acdo do FGF-
23, favorece a excrecdo urindria de P, e diminui a sintese de calcitriol ao suprimir a atividade
da 1 alfa hidroxilase (OLIVEIRA et al., 2013). Dessa forma, a expressdo habitual de Klotho
permite que ocorra fosfatlria adequada, mesmo com concentragdes séricas relativamente baixas
de FGF-23. Mesmo diante do avanc¢o do conhecimento sobre o papel do klotho, ainda ha varias
brechas a serem preenchidas na fisiopatologia dos DMO-DRC. Ainda ndo compreendemos
totalmente o que pode regular a expresséo de Klotho pelos rins. Além da 6bvia diminuicdo de
producdo desta proteina diante da destruicdo do parénquima renal, alguns estudos in vitro
mostraram que calcitriol, paratireoidectomia, glitazonas, inibidores de enzima de converséo,
bloqueadores do receptor de angiotensina e inibidores de FGF-23 aumentam a expressao de

Klotho, enquanto desidratagdo e sobrecarga de P a diminuem. Curiosamente, também é descrita
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a menor expressao de Klotho nas paratireoides na DRC, diminuindo a capacidade do FGF-23
inibir o PTH (KURO-O, 2013). Para tanto, na DRC, teremos ao mesmo tempo baixos niveis de
calcitriol e Klotho, e elevacdo de FGF-23 e P séricos.

Além destas alteracfes no metabolismo mineral, na DRC, a deficiéncia de klotho,
contribui para calcificacdo vascular, hipertrofia cardiaca e HPTS (HU; KURO-O; MOE, 2013)
e pode cooperar para fibrose e declinio da funcéo renal. (HU; MAKOTO KURO-O; MOE,
2012). Recentemente, estudos experimentais mostraram que o FGF-23, quando em
concentracdes elevadas, € capaz de induzir hipertrofia miocardica, mesmo na auséncia de
Klotho, através de uma via de sinalizacdo intracelular distinta. (FAUL et al., 2011).Desta forma,
na DRC cria-se uma situa¢ao de “tempestade perfeita”, onde fatores de risco cardiovascular
tradicionais unem-se a uremia e distdrbios do metabolismo mineral, aumentando de maneira

significativa o risco de DCV.

1.3. Doenca Cardiovascular (DCV)

A DCV é um importante problema de satde publica, pois é mundialmente apontada
como a principal causa de 6bitos e incapacidade funcional. Um tergo das mortes sdo causadas
por DCV e esse numero é ainda maior se considerados apenas 0s paises desenvolvidos. J& nos
paises subdesenvolvidos, embora com prevaléncia menor, observa-se um crescimento
progressivo das DCV. (YUSUF et al., 2017).

A Organizacdao Mundial de saude (OMS) estima que 17,5 milhGes de pessoas
morreram de doencas cardiovasculares em 2012, representando 31% de todas as mortes globais.
Dessas mortes, um nimero estimado de 7,4 milhdes foi devido a doenca cardiaca coronéria e
6,7 milhdes por acidentes vasculares cerebrais. Mais de trés quartos das mortes por DCV
ocorrem em paises de baixa e média renda. Dos 16 milhdes de mortes antes de 70 anos devido
a doencas nao transmissiveis, 82% estdo em paises de baixa e média renda e 37% por DCV
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

No Brasil, as DCV aparecem em primeiro lugar entre as causas de morte,
representando quase um terco de 6bitos totais. Destes, 65% sdo na faixa etaria de 30 a 69 anos

de idade, atingindo a populagéo adulta em plena fase produtiva(DATASUS, 2010).
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1.4. Doenca Cardiovascular na Doenga Renal Cronica (DCV-DRC)

A DCV ¢ a principal causa de morte na populacdo de doentes renais crénicos. Os
pacientes em terapia renal substitutiva (TRS) com menos de 65 anos apresentam risco de morte
de 10 a 500 vezes superior que individuos da populacéo geral, ainda que apds ajuste para sexo,
raca e presenca de diabete.

Os fatores de risco tradicionais que contribuem para o progresso da DCV tais
como idade, diabetes, hipertensdo arterial, dislipidemia, sedentarismo e obesidade, sdo mais
predominantes na populagdo com DRC do que na populacdo geral(JAGER et al., 2009). A
doenca renal por si aumenta a hipertrofia ventricular e a aterosclerose, eixo das complica¢tes
cardiovasculares desses individuos além de provocar um estado inflamatorio cronico, anemia,
desnutricdo, hipovolemia e alteracdes do metabolismo mineral (JAGER et al., 2009;
LONGENECKER, 2002).

As doencas cardiovasculares mais prevalentes nesses pacientes séo ICC, doenca
coronariana e arritmias, sendo a fibrilacdo atrial mais frequente. A morte subita é responsavel
por aproximadamente 60% da mortalidade cardiovascular na populacdo renal em dialise,
geralmente associada a eventos arritmicos (HEIKKI V. HUIKURI; MYERBURG, 2001). Vale
ressaltar que a maioria dos pacientes com DRC ndo morre de infarto agudo do miocardio, e sim
de morte sUbita, sugerindo que a doenga aterosclerética coronariana ndo deva ser a principal
causa de DCV na DRC (JAGER et al., 2009; LONGENECKER, 2002).

O risco de AVC é de 5 a 10 vezes maior na populacdo em TRS, sendo 84% do tipo
isquémico. Sabe-se que 30% destes episddios ocorrem durante ou imediatamente ap6s 0
término da dialise. Esses eventos tem como principais fatores de risco a elevacdo da pressao
arterial sistolica, diabetes mellitus, e a fibrilacdo atrial (HERZOG et al., 2011; SOZIO et al.,
2009).

Outro fator € a presenca de calcificacdo vascular (CV) presente nos individuos com
DRC, mesmo antes de iniciar em TRS. Geralmente associada ao DMO, a CV é encontrada em
40 a 60% dos pacientes nos estagios 3 e 5 da DRC. Estudos mostram que a gravidade da CV €
maior quando comparada com individuos sem doenga renal (ADENEY et al., 2009; RUSSO et
al., 2004). Em pacientes ja em dialise, a prevaléncia de CV e entre 60 a 100%, sugerindo que
a mesma apresenta carater progressivo, elevando-se drasticamente apo0s o inicio da TRS
(BRAUN et al., 1996; FENSTERSEIFER, D et al., 2009).

Hé& quase 20 anos, varios estudos tém demonstrado associacao entre hipercalcemia,

elevacdo de PTH, FGF-23 e hipovitaminose D com aumento do risco de morte em pacientes
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em hemodiélise. Estudos mostram que, comparativamente a outras complicacdes, estes
distarbios conferem uma porcentagem de risco de morte superior & anemia ou a baixa dose de
dialise (17,5% contra 11,3% e 5,1%, respectivamente)(BLOCK, G et al., 2004; BLOCK et al.,
1998).

Assim, os DMO-DRC foram incialmente reconhecidos como fatores
desencadeantes de CV, sugerindo que poderiam aumentar o risco de DCV na populagéo com
DRC. Dentro deste contexto, sabemos que elevacdes de Ca e P criam um ambiente favoravel a
transformacéo fenotipica da célula muscular lisa dos vasos e esta passa a se comportar como
um osteoblasto, induzindo a “mineralizagdo” de artérias, em um processo celularmente ativo e
coordenado. Paralelamente a isso as eleva¢des de PTH também podem acelerar a calcificacdo
por aumentar a oferta enddgena de Ca e P. Com relacdo a proteina Klotho, ela parece ter um
efeito direto na inibicdo da calcificacdo, ou seja, independente do seu efeito fosfatdrico. Da
mesma forma, a hipovitaminose D parece favorecer a CV (SCIALLA, J; WOLF, 2014).
Portanto, elevacdes de Ca, P e PTH, aliadas a diminuicdo de Klotho e vitamina D parecem
favorecer o aparecimento destas alteracdes. Formando um ciclo vicioso completo, os altos
niveis séricos de FGF-23 usualmente encontrados na DRC sdo capazes de levar a hipertrofia
miocardica, mesmo na auséncia de Klotho (YAMAGATA et al., 2007).

E importante lembrar que, além da CV, a DCV da DRC geralmente esta associada
a presenca de HVE, sendo que diversos fatores estdo implicados em sua patogénese. Analise
de uma coorte de pacientes com DRC (Dialysis Morbidity and Mortality Study Wave 2-
DMMS), correlacionou dados clinicos e a HVE com mortalidade em pacientes incidentes em
diélise. Foi realizada uma correlacdo dos fatores de risco coronarianos tradicionais, como
hipertensdo, diabetes mellitus, fumo, e marcadores de uremia, como hipercalcemia e niveis de
PTH. Os autores identificaram uma associacao entre os fatores acima descritos e a existéncia
de HVE (MOYSES; CANZIANI, 2013). Foi observado que, além da hipertensio arterial e
hipervolemia, P, Ca, PTH, FGF-23 e também Vitamina D estdo arrolados na fisiopatologia da
HVE. Ha alguns anos, um estudo experimental mostrou que o P, independentemente do nivel
do PTH ou mesmo da existéncia de CV, pode induzir hipertrofia miocardica em ratos com DRC
(NEVES et al., 2004). Desde entdo, varios estudos tém apontado a associa¢do do P e FGF-23
com HVE.
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1.5. Tabagismo X Doencga Renal

Fumar é a principal causa de morte universalmente. Além de seus efeitos
cancerigenos e do seu papel como fator de risco para DCV, o fumo é um fator de risco autbnomo
para doenga renal (ORTH; HALLAN, 2008). Uma amostra de 332.554 individuos, avaliados
num estudo clinico de prevencéo primaria de doenca cardiovascular, sugeriu a uma correlacéo
entre tabagismo e a elevacdo do risco de doenca renal terminal (MICHAEL, 1996).
Posteriormente, essa associacgao foi registrada em diversos estudos. Em individuos menores de
70 anos, em uma amostragem populacional norueguesa, os fumantes ativos manifestaram um
risco de 4 vezes maior de doenca renal quando comparados a quem nunca fumou (HALLAN,
STEIN; ORTH, 2011). Outra pesquisa de coorte prospectiva americana, apos 20 anos de
acompanhamento, observou um maior risco de morte por DRC e de doenca renal terminal entre
0s tabagistas ativos (MELANIE, 2003).

O fumo também parece ser um fator de risco consideravel em idosos, contribuindo
para a perda da funcdo renal. O tabagismo ativo apresentou-se como um forte preditor,
independente da perda da funcéo renal, em um estudo com individuos italianos com idade entre
65 a 84 anos que fumavam acima de 20 cigarros por dia (BAGGIO et al., 2005). Além disso,
em um estudo em adolescentes americanos com baixa prevaléncia de fatores de risco para DRC,
foi mostrado que a taxa de filtracdo glomerular (TFG) diminui proporcionalmente as
concentragdes séricas do metabélito derivado da nicotina (GARCIA-ESQUINAS et al., 2013).

Cabe apontar que o tabagismo é um fator de risco classico para a DCV. Postula-
se que a nicotina contribui para o desenvolvimento das doencas coronarianas através da
liberacdo de catecolaminas, que elevam a frequéncia, pressdo arterial e a resisténcia periférica
(SILVA, M, A, [s.d.]).

Uma outra teoria para a associag¢do entre fumo e DCV seria através dos efeitos
supressores do tabagismo sobre a expressdo de Klotho. Estudo em gestantes mostrou
diminuicdo dos niveis plasmaticos de Klotho nas mulheres fumantes (JENNIFER et al., 2013).
No entanto, ainda ha controvérsia sobre este tema, uma vez que outro estudo em fumantes
encontrou relagdo positiva entre niveis séricos desta proteina e intensidade do tabagismo
(VERDE et al., 2017).

Avaliando a associagdo entre distlrbios do metabolismo mineral e tabagismo,
autores holandeses mostraram que individuos com DRC em tratamento conservador e

tabagistas apresentam FGF-23 elevado comparado aos individuos nao tabagistas. Os autores
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cogitam que o tabagismo aumentaria a inflamagéo, diminuindo a expressdo de Klotho e,
consequentemente, elevando o FGF 23 (MELANIE, 2003; VERVLOET et al., 2012).
Entretanto, nesse estudo ndo foram dosados os niveis séricos da proteina Klotho e nem foi
avaliada a inflamacéo, nao tendo assim como confirmar essa hipotese. Caso esta hipdtese seja
confirmada, serd descrito mais um efeito deletério do tabagismo, pois, atraves da inibicdo do
Klotho e elevacéo de FGF-23, individuos fumantes apresentariam maior risco de lesdo vascular
e hipertrofia miocardica por um mecanismo até o momento ndo identificado. Este efeito
ocorreria em todos os fumantes, mas de uma maneira exacerbada em pacientes com DRC.
Outro mecanismo pelo qual o tabagismo poderia elevar os niveis de FGF-23 seria
através do estimulo do fator de transcricdo HIF-1a (hypoxia inducible factor 1 alpha). O fumo
estimularia a sintese de HIF-1o (TAO et al., 2014) Este, por sua vez, foi recentemente
identificado como um indutor da sintese de FGF-23 na inflamacéo e na deficiéncia de ferro
(FRANCIS; DAVID, 2016) . O HIF é uma proteina heterodimérica que pertence a familia dos
fatores de transcrigdo PAS. Consiste numa subunidade o indutivel e numa subunidade 3
expressa constitutivamente. Sdo conhecidas trés subunidades o: HIF-10, HIF-2a ¢ HIF-3a.
Conjuntamente com o HIF-2a, o HIF-1a facilita a distribuigdo de oxigénio ¢ a adaptacao celular
a hipoxia, através da estimulacdo de um amplo espetro de processos bioldgicos (SEMENZA,
2000, 2011). O estudo realizado recentemente em animais mostrou que a inflamagao estaria
associada a elevacdo da citocina IL1p. Esta, por sua vez, aumentaria a produgao de HIF-1a. O
aumento deste fator de transcri¢do estimularia a sintese de FGF-23. Portanto, uma das hipdteses
que levantamos seria que a elevagdo de HIF-1a, previamente descrita em tabagistas, estimularia
a sintese de FGF-23 em pacientes fumantes. Como pacientes com DRC comumente apresentam
inflamac&o crénica, poderiamos também ter aumento de HIF-1o. mesmo em renais crénicos ndo
fumantes. No entanto, este tipo de avaliacdo ainda nédo foi realizada neste paciente (DAVID et
al., 2016).
Diante do exposto faz-se necessaria uma melhor avaliacdo dos potenciais efeitos
do tabagismo sobre o metabolismo mineral, através da comparacdo dos niveis séricos de

Klotho, FGF-23 e HIF-1a em fumantes e individuos controles.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi analisar a relacdo entre o tabagismo, Doenca Renal Crénica

e 0s niveis séricos de FGF-23, Klotho e HIF-1a.

2.1. Hipotese

Testar a hipotese de que tabagistas com DRC apresentam niveis séricos mais elevados de FGF-

23 e HIF-1a, além de diminuicdo dos niveis séricos de Klotho.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. Delineamento
Esse € um estudo transversal realizado em pacientes com hipertensdo e sem
doenca renal cronica, em pacientes com doenga renal cronica estagio 1l e IV, e em pacientes

em didlise.

3.2. Sujeito da pesquisa

O estudo foi conduzido em pacientes acompanhados no servico de Nefrologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de S&o Paulo FMUSP, no periodo de agosto
de 2016 a janeiro de 2017. O grupo controle foi composto de pacientes acompanhados por
hipertensdo arterial e sem doenca renal crénica, em portadores de doenca renal crénica estagio
Il e 1V, e em pacientes em dialise. Selecionamos pacientes tabagistas e ndo tabagistas nos

pacientes em tratamento conservador e em dialise.

3.2.1. Fluxograma

Figura 1- Descrigdo dos pacientes incluidos no estudo

Triagem
Aplicagido do questionario
15 Pacientes Hinertensos 37 Pacientes DRC-Conservador 40 pacientes DRC- Em dialise
- P 17 Tabagistas 20 Nao Tabagistas 19 Tabagistas 21 Nao Tabagistas

\ , /

Coleta de Dados

Coleta de Sangue

Figura 1 — Descrigdo dos pacientes incluidos no estudo
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3.3. Critérios de Inclusdo:

Foram incluidos pacientes com idade maior que 18 e menor que 70 anos,
hipertensos, em tratamento conservador de DRC Il e IV ou em programa regular de dialise ha
mais de seis meses. Tambéem foi considerado como critério de inclusdo a concordancia dos

participantes com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.4. Critérios de Excluséo:
Os criterios de exclusdo foram: Pacientes com diabetes mellitus, neoplasias, IUpus,
sorologia positiva para o virus HIV, assim como 0s pacientes em uso de imunossupressores e

corticosteroides.

3.5. Aspectos éticos:

O estudo foi conduzido de acordo com as normas da resolucdo 196/96 que
regulamentam as pesquisas em seres humanos. Foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Nove de Julho em 04 de junho de 2016, protocolo CEP: 1.613.780
(ANEXO 1).

3.6. Parametros clinicos avaliados:

Os parametros clinicos idade, sexo, etiologia da doenca renal, presenca de
comorbidades como hipertensdo e diabetes mellitus, histéria de doenca coronariana e
cerebrovascular, medicacfes usadas regularmente e resultados dos exames de Creatinina,
Célcio, Fosforo, Ferritina, Albumina, PTH, e 25 Vitamina D, foram obtidos dos prontuarios
médicos da Instituicéo.

Usamos um questionario com questdes pré-estabelecidas sobre habitos de fumo
(quantidade), prética de atividade fisica. (ANEXO 2).

Quando os prontuarios eram incompletos, as informacgdes eram complementadas
diretamente com os profissionais que trabalhavam nas clinicas de dialise, com os pacientes ou
seus familiares através de ligacGes telefonicas.

Os dados foram anotados e arquivados respeitando-se o sigilo das

informacdes.Consideramos como tabagistas, apenas pacientes com historia atual de tabagismo.
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3.7. Ensaios para Detec¢do de HIF-1a, FGF-23 e Klotho:

Foi coletada uma amostra de sangue em uma Unica ocasido para dosagem do FGF-

23, HIF-1 a ¢ Klotho. Apos a coleta, sangue foi centrifugado, a 2500 rpm por 15 minutos a 4°C.

Em seguida, o plasma foi aliquotado em criotubos, e armazenados no freezer a -80°C para
andlise posterior.

As dosagens de HIF-1a, e Klotho foram realizadas utilizando ensaios comerciais

imunoenzimaticos (enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA), e as de FGF-23 com ensaio

de quimioluminescéncia, de acordo com os protocolos dos fabricantes, conforme tabela a

sequir:

Tabela 1. Descricdo dos ensaios de ELISA e quimiluminescéncia utilizados na avaliacdo dos

pacientes.
PROTEINA FABRICANTE SENSIBILIDADE
HIF-1a ElabScience, China 0.1 ng/mL
Klotho IBL, Japéo 6.15 pg/mL
FGF-23 Diasorin, Italia 5.0 pg/mL

3.8. Célculo da amostra

O calculo Amostral foi realizado utilizando os resultados do estudo de
(VERVLOET et al., 2012), estimamos que, a partir de teste de diferenca entre médias, o
tamanho da amostra final deveria ser de 13 individuos em cada grupo para um poder de 90%,
com erro alfa de 1%, assumindo uma diferenca de 30 desvios-padrdo entre as respectivas

médias.
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3.9. Anélise estatistica

Os dados continuos foram expressos em media e desvio-padrdo ou mediana e
percentis (25-75%), de acordo com distribuicdo paramétrica ou nao-paramétrica,
respectivamente. Dados categoricos foram expressos em valores e percentagem. Comparagdo
entre os trés grupos foi realizada através de ANOVA com pos teste de Tukey ou Kruskal-Wallis
com pos teste de Dunns para variaveis com distribuicdo paramétrica ou ndo-paramétrica,
respectivamente. Comparacao entre tabagistas e ndo tabagistas foi realizada através de teste de
t ndo pareado ou Mann-Whitney para varidveis com distribuicdo paramétrica ou ndo-
paramétrica, respectivamente. Teste de Spearman foi utilizado para avaliar correlacdo entre
niveis séricos de FGF-23, Klotho e HIF-1a e varaveis continuas.

Para os testes estatisticos considerou-se um nivel de significancia de 5%
(p<0,05). As anélises foram realizadas com o uso dos softwares estatisticos IBM SPSS e o

software Prism.
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4. RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados 92 individuos compondo 3 grupos, descritos como
grupo Hipertensédo (n = 15), grupo conservador (n = 37) e o grupo em dialise (n = 40). O grupo
conservador foi subdividido em 20 pacientes ndo tabagistas e 17 tabagistas e no grupo em
dialise tivemos 21 individuos néo tabagistas e 19 tabagistas (Figura 1).

4.1. Dados demograficos e medicacdes

Conforme descrito na Tabela 2, observamos que nossa amostra foi composta por
individuos adultos. A comparacdo entre 0s pacientes mostra que o grupo em dialise apresenta
uma prevaléncia maior de individuos do sexo masculino, é mais jovem, mas é mais sedentario.

Em relacdo as medicacfes em uso, pacientes do grupo conservador mais
comumente utilizavam vitamina D e furosemida, enquanto calcitriol, sais de célcio, sevelamer
e Eritropoetina humana (EPO) foram mais frequentes no grupo dialitico. Ja os inibidores da

enzima conversora da angiotensina (IECA) e os tiazidicos foram menos utilizados por este

grupo.



Tabela 2. Dados demograficos e de medicacgdes dos pacientes estudados

32

Hipertensos Conservador Diélise p
(n=15) (n=37) (n=40)

Género masculino (n/%) 2/13,3 16/43,2 24/60? 0,008
Idade (anos) 57 (46-64) 54 (45,5-63,5) 45 (32,3-55,8)? 0,013
Tempo de AF (min/sem) 9 (0-180) 0 (0-180) 0 (0-0)2° 0,031
Medicaces (n/%0)

Vitamina D 1/6,7 20/54,12 16/40 0,007
Calcitriol 0/0,0 8/21,6 15/37,52 0,015
Sal de Célcio 1/6,7 1/2,7 13/32,5° 0,0010
Sevelamer 0/0,0 2/5,4 24/60,03° 0,0001
IECA 6/40 12/32,4 3/7,52° 0,0075
BRA 5/33,3 7/18,9 13/32,5 0,344
Furosemida 0/0,0 13/35,1° 9/22,5 0,026
Tiazidico 9/60 12/32,4 2/5,02° 0,0001
EPO 0/0 2/5,4 35/87,52° 0,001
Dose EPO (Ul semanal) 0/0 0(0-0) 8000(4000-12000)2®  0,0001

Tempo de AF: Tempo de atividade fisica, IECA: Inibidores da enzima conversora da angiotensina, BRA: Blogueadores do

receptor da angiotensina, EPO: Eritropoetina Humana, Ul: unidade a: p <0,05 vs. Controle; b: p <0,05 vs. DRC conservador
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4.2. Dados Laboratoriais

Na tabela 3, estdo descritas as caracteristicas laboratoriais observadas nos 3 grupos.
Conforme esperado, pacientes em dialise apresentaram os maiores niveis de creatinina, fosforo
e PTH e os menores niveis de hemoglobina e calcio sérico. Uma tendéncia a menores niveis de
25 vitamina D no grupo controle também foi observada, provavelmente como reflexo do menor
uso deste medicamento por estes pacientes. Ndo encontramos diferencas nos valores de
fosfatase alcalina, enquanto o acido urico foi maior no grupo conservador em relacdo ao grupo
controle. Em relagdo ao FGF-23, foram observados niveis séricos mais elevados nos pacientes

em didlise.

Tabela 3. Dados laboratoriais dos pacientes estudados

Hipertensos Conservador Dialise p
(n=15) (n=37) (n=40)
Creatinina (mg/dl) 0,8 (0,7-0,9) 2,1 (1,6-2,9)? 10,2 (8,5-12,9)*®  0,0001
P (mg/dl) 3,5 (3,3-4,0) 3,8 (3,5-4,2) 4,6 (3,4-5,6)2P 0,004
Ca Total (mg/dl) 9,4 (9,2-9,8) 9,4 (8,9-9,7) 8,9 (8,2-9,3)2P 0,001
PTH (pg/ml) 53 (38-79) 59 (42-99) 254(127-562)2° 00,0001
25 Vit D (ng/ml) 21,0(16,6-25,0) 30,0 (20,0-35,0) 29,5 (20,3-43,0) 0,051
FA (U/l) 74 (61-86) 90 (68-105) 88 (64-129) 0,194
Acido Grico (mg/dl) 53+173 6,8 + 1,42 6,2 + 1,67 0,009
Hemoglobina (g/dI) 136 +1,11 12,7 +1,83 10,9 + 1,552b 0,0001
Albumina (g/dl) - 4,3 (3,6-4,6) 3,9 (3,53-4,1) 0,086
Ferritina (ng/ml) - 1415 (92,4-1935)  339,5(142,9-626,1)® 0,003
TFGe (mL/min/1,73m?)  88,7(76,9-104,4)  32,1(19,6-45,4)2 5,4(3,9-7,2) 20 0,0001
FGF-23 (pg/ml) 76,7 (58,7-90,7) 114,1(77,6- 222,4)*  1622,5(184,2-8413)2® 0,0001
HIF1a (ng/dl) 1,52 (0,16-2,22)  1,31(0,41-2,90) 1,07(0,29-3,3) 0,844
Klotho (pg/ml) 648 (595-648) 550 (454-697) 515(394-701) 0,283

P: Fosforo, Ca Total: Célcio Total, PTH: Paratormdnio, 25 Vit D: 25 Hidroxivitamina D, FA: fosfatase alcalina,
Sat: Saturacdo, TFGe: Taxa de filtracdo glomerular estimada, FGF-23: Fator de crescimento do fibroblasto 23,

HIFa: hypoxia inducible factor 1 alpha. a: p <0,05 vs. Controle; b: p <0,05 vs. DRC conservador
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4.3. Dados demograficos e de medicacgdes entre tabagistas e ndo tabagistas divididos em
grupos.

Posteriormente, separamos 0s pacientes portadores de DRC (grupo conservador e
dialise) de acordo com o habito do tabagismo. As Unicas diferencas encontradas foram a idade
mais avangada no grupo em diélise e tabagista, maior prevaléncia do género masculino e maior

sedentarismo no mesmo grupo (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacdo de dados demogréaficos e de medicacdes entre tabagistas e ndo
tabagistas dos 2 grupos

Conservador Diélise
(n=37) (n=40)
Nao tabagista Tabagista Nao tabagista Tabagista
(n=20) (n=17) (n=21) (n=19)
Género masculino (n/%) 9/45,00 7/41,18 11/52,38 13/68,422
Idade (anos) 52,70 £12,9 52,82 +11,6 40,19+ 13,3 50,21 £ 14,4%
Tempo de AF (min/sem) 130 (0-315) 0 (0-0)2 0 (0-60) 0 (0-0)
Medicaces (n/%o)
Vitamina D 10/50,00 10/58,82 8/38,10 8/42,11
Calcitriol 5/25,00 3/17,65 8/38,10 7136,84
Sal de Célcio 0/0,00 1/5,88 8/38,10 5/26,32
Sevelamer 1/5,00 1/5,88 14/66,67 10/52,63
IECA 5/25,00 7/41,18 2/9,52 1/5,26
BRA 3/15,00 4/23,53 8/38,10 5/26,32
Furosemida 7/35,00 6/35,29 7/33,33 2/10,53
Tiazidico 6/30,00 6/35,29 2/9,52 0/0,00
EPO 2/10,0 0/0,0 19//90,5 16/84,2
Dose EPO (Ul semanal)  0(0-0) 0(0-0) 8000(6000-12000)  4000(4000-12000)

IECA: Inibidores da enzima conversora da angiotensina, BRA: Bloqueadores do receptor da angiotensina, EPO: Eritropoetina

humana, Ul: unidades, a: p <0,05 vs. N&o tabagista no mesmo grupo.



35

4.4. Dados laboratoriais entre tabagistas e ndo tabagistas divididos em grupos

Na tabela 5 estdo descritos os dados laboratoriais de tabagistas e ndo tabagistas
dos 2 grupos. Observamos que o fosforo sérico dos tabagistas do grupo conservador é maior do
que dos ndo tabagistas. Para, as demais variaveis, incluindo FGF-23, HIF 1a e Klotho, ndo foram

encontradas diferencas entre tabagistas e ndo tabagistas dentro dos grupos conservador e dialise.

Tabela 5. Comparacédo de dados laboratoriais entre tabagistas e ndo tabagistas dos 2 grupos

Conservador Dialise
(n=37) (n=40)
Nao tabagista Tabagista Nao tabagista Tabagista
(n=20) (n=17) (n=21) (n=19)
Creatinina (mg/dl) 2,1(1,7-2,9) 1,8 (1,4-3,55) 11,5 (9,4-14,45) 9,3(8,3-11,3)
P (mg/dl) 3,6 £0,57 3,940,522 4,8 £1,57 4,3 +1,30
Ca Total (mg/dl) 9,3+1,14 9,11+0,40 8,83 0,78 8,78 £0,89
PTH (pg/ml) 58(45-95) 60 (34-101) 350(82-765) 230(151-358)
25 Vit-D (ng/dI) 28,4 9,84 30,9 £12,4 36,1 +15,3 26,8 +11,5
FA (U 96(68-112) 84(68-94) 95(63-129) 81(64-132)
Acido trico (mg/dl) 7,05(6,17-8,12) 6,5(5,55-8,1) 6,3(5,65-8,05) 5,7(4,8-6,4)
Hemoglobina (g/dl) 12,714 12,7 £2,3 10,915 10,9 +£1,6
Albumina (g/dl) 4,3 (3,9-4,5) 4,05 (3,45-4,7) 3,8 (3,4-4,1) 3,9(3,6-4,2)
Ferritina (ng/ml) 157,1(113,2-213,5) 132,2(86,7-197,4)  333,9 (116-609,5) 345 (145-636,2)

TFGe (mL/min/1,73m?2 28,3 (20,9-42,8) 37,7 (16,7-50,1) - -

FGF-23 (pg/ml) 92,5(69,3-287,6)  141,2(104,9-222,2) 5208(284-18257) 4745 (116-5800)
HIF 1o (ng/dl) 1,25(0,59-2,17) 2,17 (0,24-3,84) 1,07 (0,25-2,96) 1,48 (0,27-3,33)
Klotho (pg/ml) 539 (451-644) 556 (464-759) 536 (429-809) 468 (387-627)

P: Fésforo, Ca Total: Célcio Total, PTH: Paratormdnio, 25 Vit D: 25 Hidroxivitamina D, FA: Fosfatase alcalina, Sat: saturacao,
TFGe: Taxa de filtragdo glomerular estimada, FGF-23: Fator de crescimento do fibroblasto 23, HIFa: hypoxia inducible factor

1 alpha. a: p <0,05 vs. N&o tabagista no mesmo grupo.
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4.5. Dados demogréficos e de medicagdes entre tabagistas e ndo tabagistas

Para tentar explorar um pouco mais o papel do tabagismo sobre o disturbio mineral
e 0sseo da DRC, agrupamos os pacientes dos dois grupos, dividindo-os de acordo com a
presenca de tabagismo.

A comparacdo entre tabagistas e ndo tabagistas mostrou que os tabagistas sdo mais
sedentarios que os ndo tabagistas. Em relacdo as medicaces em uso, ndo foram observadas

diferencas significativas entre tabagistas e nao tabagistas, conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6. Dados demograficos e medicacdes entre tabagistas e ndo tabagistas

Nao tabagistas Tabagistas p
(n=41) (n=36)

Genero masc (n/%) 20/48.8 20/55,6) 0,553
Idade (anos) 46,3+14,4 51,4+13,0 0,106
Tempo de AF (min/sem) 0 (0-180) 0 (0-0) 0,001
Medicacbes (n%o)

Vitamina D 18/43,9 18/50 0,593
Calcitriol 13/31,7 10/27,8 0,707
Sal de Célcio 8/19,5 6/16,7 0,747
Sevelamer 15/36,6 11/30,6 0,577
IECA 7/17,1 8/22,2 0,569
BRA 11/26,8 9/25,0 0,855
Furosemida 14/34,1 8/22,2 0,248
Tiazidico 8/19,5 6/16,7 0,747
EPO 21/51,2 16/44,4 0,553
Dose EPO (Ul semanal) 4000 (0-8000) 0, (0-0) 0,822

Tempo de AF: Tempo de atividade fisica, IECA: Inibidores da enzima conversora da angiotensina,

BRA:Bloqueadores do receptor da angiotensina
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4.6. Dados Laboratoriais entre tabagistas e ndo tabagistas agrupados
Na tabela 7 estdo descritos os dados laboratoriais de tabagistas e ndo tabagistas
agrupados. A Unica diferenca observada foi no &cido Urico, que se apresentou mais baixo nos

tabagistas.

Tabela 7. Dados laboratoriais entre tabagistas e ndo tabagistas

Nao tabagistas Tabagistas p
(n=41) (n=36)

Laboratoriais
Creatinina (mg/dl) 7,2 (2,1-11.7) 6,9 (19-9,7) 0,432
P (mg/dl) 4,2+1,3 42+1,0 0,929
Ca Total (mg/dl) 9,1+0,99 8,9+0,71 0,524
PTH (pg/ml) 94 (47-385) 115 (57-235) 0,955
25-Vit-D (ng/dl) 32+13,3 29+11,9 0,221
FA (U/l) 95 (68-117) 82 (66-111) 0,459
Acido drico (mg/dl) 6,8+1,6 6,1+ 1,5 0,030
Hemoglobina (g/dl) 11,8+1,7 11,8+2,1 0,992
Albumina 4,0 (3,55-4,2) 3,9 (3,6-4,38) 0,564
Ferritina (ng/ml) 182,3 (121,1-432,7)  192,8 (92,4-369,7) 0,555
TFGe (ml/mim/1,73m2) 15,2 (4,2-31) 16,7 (5,9-49) 0,081
FGF-23 (pg/ml) 287,6 (78,4-5694) 165,1 (107,2-508) 0,708
HIF 1o (ng/dl) 1,14 (0,36-2,20) 1,8 (0,28-3,5) 0,365
Klotho (pg/ml) 539 (445-727) 521 (419-661) 0,441

P: Fésforo, Ca Total: Calcio Total, PTH: Paratormdnio, 25 Vit D: 25 Hidroxivitamina D, FA: fosfatase alcalina,
Sat: Saturacdo TFGe: Taxa de filtracdo glomerular estimada, FGF-23: Fator de crescimento do fibroblasto 23,

HIFa: hypoxia inducible factor 1 alpha.
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4.7. Correlages entre niveis séricos de FGF-23, Klotho e HIF1e com variaveis clinicas e

bioquimicas

Encontramos correlacdo significativa entre os niveis séricos de FGF-23 e idade,

creatinina, fosforo e PTH (Figura 2). Nao encontramos correlacdes significativas entre Klotho

e HIFla e qualquer variavel.

FIGURA 2. Correlagdo dos niveis séricos de FGF-23 com idade, creatinina, fosforo e PTH
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5. DISCUSSAO

Este trabalho avaliou a relacdo entre o fumo, doenca renal crénica e 0s niveis sericos
de FGF-23, Klotho e HIF-1a, em 92 individuos com funcdo renal normal, em tratamento
conservador de DRC ou em dialise.

Observamos um predominio de individuos do sexo feminino no nosso grupo
controle, que também era mais velho do que os pacientes em dialise. Isto provavelmente ocorreu
porque nossos voluntarios com funcdo renal normal eram de um ambulatério de hipertensao
arterial. No nosso servigo, a maior parte dos pacientes neste ambulatério é composta por
mulheres sexagenarias. Com rela¢do aos pacientes em didlise, encontramos uma distribuicéo
por sexos semelhante a do censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) de 2016, cuja
taxa de distribuicdo de pacientes por sexo foi de 57% no masculino e 43% no feminino.

A prética de atividade fisica nos dialiticos foi menor que os demais grupos,
provavelmente porque tanto as doencas, como o proprio procedimento de diélise, levem a
alteracdes fisicas e psicoldgicas. Além disto, muitos pacientes acreditam, por falta de
informacao, que a pratica de exercicio fisico ndo deve ser realizada em sua condi¢do. Hoje em
dia, o exercicio fisico é recomendado para pacientes em dialise, com efeitos benéficos cronicos,
que incluem aumento da capacidade aerobica, forca muscular, produgdo de antioxidantes,
controle da presséo arterial e diminuicdo da fadiga (CHANG et al., 2010).

Em relacdo as medicacdes utilizadas pelos pacientes em dialise, observamos uso
mais frequente de calcitriol, sal de célcio, sevelamer e EPO, o que é considerado comum nessa
populagéo diante da necessidade de correcdo das alteragdes provocadas pelo DMO, e anemia
diante da producdo insuficiente de EPO. Ja nos pacientes em tratamento conservador, houve
maior uso da vitamina D e furosemida. A retencédo hidrica pode ser acentuada nos estagios mais
avancados da DRC e uma droga diurética deve ser incluida no tratamento destes pacientes. Do
mesmo modo, o cole ou o ergocalciferol devem ser repostos caso 0 paciente apresente-se com
hipovitaminose D (SETTE; TITAN; ABENSUR, 2010). O rim é o principal local onde ocorre
a conversao de 25-hidroxivitamina D (25(0OH) Ds) em calcitriol, forma biologicamente ativa da
vitamina, através da a¢do da la- hidroxilase presente no tubulo proximal. Portanto, a reducao
da massa renal observada na DRC leva a uma menor capacidade de producédo de calcitriol
(TANAKA; DELUCA, 1973). Os voluntarios com fungdo renal normal em nosso estudo
apresentaram niveis mais baixos de vitamina D, provavelmente por ainda ndo haver
recomendacdes para sua reposi¢do, uma vez que nesta populacdo ainda ndo ha evidéncias dos

beneficios desta estratégia.
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Como ja esperado, os pacientes em dialise apresentaram os dados laboratoriais distintos
dos demais grupos. Niveis séricos mais elevados de creatinina, fésforo, PTH e ferritina, e mais
baixos de calcio e hemoglobina séo reflexo da perda acentuada de funcgéo renal. Também foram
observados niveis séricos de FGF-23 mais elevados nestes pacientes, confirmando achados ja
descritos por outros autores (OLIVEIRA; MOYSES, 2010)(OLIVEIRA et al., 2013).

No entanto, ndo encontramos diferencas para Klotho e HIF-1a. O conceito atual é de
que, na DRC, ocorra importante supressédo da transcricdo de Klotho no tecido renal. Utilizando
a técnica de Western-Blot, Kuro-o e cols. demonstraram diminuicdo da concentracdo urinaria
de Klotho a medida que a DRC progride. (HU; KURO-O; MOE, 2012)(KOH et al., 2001).
Porém, é importante ressaltar que avaliamos a concentracéo sérica de Klotho através da técnica
de ELISA. Atualmente, ainda ha controvérsia se os niveis sericos de Klotho aumentam ou
diminuem com a progressdo da DRC, e se 0s ensaios de ELISA séo fidedignos.

Em relacdo ao HIF-1 a, apesar de ndo acharmos diferengas em nosso estudo, ja € descrita
a presenca de hipoxia no tecido renal na DRC, provavelmente pela presenca de fibrose, o que
ativaria 0 complexo do HIF-1a, como uma resposta fisiolégica (MAXWELL, 2005). Além
disso, a ativacdo de HIF-1a é frequente nas doencas inflamatérias e muitos estudos mostram
que 0 HIF-1a funciona de forma adaptativa, aumentando a tolerancia a isquemia e controlando
a inflamacéo excessiva. No entanto, este tipo de avaliacdo ainda ndo foi realizado em humanos
(FRANCIS; DAVID, 2016).

Ao dividir os pacientes de acordo com a presenca de tabagismo e necessidade de dialise,
observamos que os pacientes em dialise tabagistas tinham maior prevaléncia do sexo masculino,
e eram mais velhos. Com relacdo aos exames laboratoriais, observamos que o fosforo sérico
foi maior no grupo de pacientes tabagistas em tratamento conservador. Lembrando que o
fosforo sérico ja foi identificado como um fator de risco independente para mortalidade por
etiologia cardiovascular entre individuos renais crénicos, é curioso observar que tabagistas, que
também apresentam maior risco cardiovascular, também tem fosforo sérico mais alto, mesmo
que dentro da faixa de referéncia (SILVA et al., 2013). No entanto, ndo podemos explicar a
causa desta elevacdo em nossos pacientes, ja que o desenho de nosso estudo ndo nos permite
fazer relagOes de causa-efeito. Podemos dizer que ndo € por inibigdo da sintese de FGF-23, ja
que ndo encontramos diferencgas entre tabagistas e ndo-tabagistas no grupo conservador. Uma
possibilidade seria que o fumo inibisse a expressdo renal de Klotho (e portanto, seu nivel
sérico), diminuindo a acdo do FGF-23. Assim, embora com valores semelhantes de FGF-23,
fumantes teriam menor acao fosfaturica deste horménio e, portanto, maiores niveis séricos de

fosforo. Porém, ndo encontramos diferencas nos niveis séricos de Klotho entre os dois grupos.
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Tampouco encontramos diferencas no FGF-23, contrariamente ao que foi descrito
anteriormente por (VERVLOET et al., 2012). Esta diferenca poderia ser explicada pelos
diferentes ensaios, uma vez que dosamos a molécula intacta e estes autores avaliaram a fracao
C-terminal do FGF-23. Este fragmento da molécula do FGF-23, anteriormente identificada
como inativo, parece ter papel importante nas situagdes de deficiéncia de ferro e inflamagéo
(FRANCIS; DAVID, 2016). Porém, o papel do FGF-23 C-terminal nestas condigdes é pouco
conhecido.

Para os pacientes em dialise, ndo houve diferencas em relacdo ao fosforo sérico entre
tabagistas e ndo tabagistas. Provavelmente, neste grupo de pacientes, a dialise, PTH e o uso de
quelantes devem ser os principais determinantes do fésforo sérico.

Na analise combinada dos grupos DRC conservador e dialise, observamos novamente
que tabagistas fazem menos atividade fisica do que os ndo tabagistas. Isto torna-se mais
importante no contexto da DRC, que ja esta associada a maior risco cardiovascular.

Outro achado foi 0 menor nivel sérico de acido Urico em tabagistas. Isto ja havia sido
descrito em tabagistas com funcéo renal normal (HAJ MOUHAMED et al., 2011). Uma das
hipdteses levantadas pelos autores € de que o acido Urico seria utilizado pelo organismo como
um anti-oxidante, uma vez que o fumo aumentaria 0 estresse oxidativo. Em nosso estudo,
demonstramos pela primeira vez, que niveis séricos de acido Urico também sdo mais baixos em
fumantes com DRC, ou seja, a presenca desta doenca ndo afetaria esta potencial interacgdo entre
fumo e &cido drico.

Encontramos correlagdes significativas entre niveis séricos de FGF-23 com a idade,
creatinina, fosforo e PTH. Observamos que, a medida que os individuos envelhecem, cai o
FGF-23. Também, como ja descrito anteriormente por outros autores, os niveis de FGF-23
aumentam com a progressdo da DRC(ISAKOVA et al., 2011). Da mesma maneira, houve
associacdo positiva entre FGF-23 P, assim como com o PTH; estudo anterior mostrou que o
PTH aumenta a transcricdo do gene do FGF-23 (LAVI-MOSHAYOFF et al., 2010). Néo
encontramos correlagdes significativas entre Klotho e HIF1a e qualquer variavel.

Concluindo, encontramos maiores niveis séricos de P e menores niveis de acido
urico em pacientes com DRC e fumantes. N&o foram encontradas diferencas significativas nos
niveis de Klotho e HIF 1a. Com relagéo ao FGF-23, apesar de observamos niveis mais elevados
nos pacientes em didlise, ndo encontramos diferencas significativas entre fumantes e nédo
fumantes. Como limitacGes deste estudo, temos o tamanho relativamente pequeno da amostra;
seu desenho transversal, que ndo nos permite estabelecer relagdes de causa e efeito. Porém,

como tratava-se de um estudo exploratério de uma hipdtese, acreditamos que seu desenho esta
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de acordo com a nossa proposta original. Considerando que o FGF-23 tem um papel importante
no DMO-DRC, novos estudos avaliando o papel do fosforo sérico, &cido drico e FGF-23 em

pacientes com DRC e fumantes devem ser realizados.
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Nome
Idade
Sexo

Estado civil:

Doenga de base:

ANEXO-2
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Comorbidades:

Hipertensdo Arterial Sistémica ( )

Diabetes Mellitus ( )

Doenca Coronariana ( )

Doenca cerebrovascular ( )

Outras doencas ()

Medicacdes em uso:

NOME DOSE FREQUENCIA

Resultados de exames:

Exame | creatinina | calcio | Fosforo | PTH | 25 Hemoglobina | Acido | Fosfatase
Més vit D Urico Alcalina




Questionario

1.Tabagista SIM ()

( ) Nuncafumou () Parou ha mais de 3 anos
R:

52

2. Quantos cigarros fuma por dia?

R:

3. Pratica alguma atividade fisica?

SIM ()

qual?

Frequencia min X por semana

N&o ( )



