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RESUMO

A doenca renal crbnica € caracterizada pela perda gradativa da funcéo renal, com
relevante impacto para a saude publica por estar associada a carga de fatores de risco
cardiovascular e a mortalidade prematura. Por ser uma doencga multifatorial, variantes
genéticas podem estar envolvidas em sua patogénese e nesse contexto, existe um
interesse em examinar a associacao entre o polimorfismo GIlu298Asp dentro da
enzima O6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS) do gene NOS3 e a presenca de
problemas cardiometabdlicos em pacientes renais. Dessa forma, o estudo teve por
objetivo avaliar os fatores de risco cardiometabdlico, bem como perfil bioquimico,
parametros antropométricos e sua associacao com o polimorfismo do gene NOS3 em
pacientes renais cronicos. Trata-se de um estudo transversal, realizado com 95
pacientes acompanhados em um centro de prevencdo de Doenca Renal e
universitarios. Foram avaliados dados sociodemogréaficos, antropométricos,
bioquimicos e hemodindmicos. Para determinagdo da frequéncia do polimorfismo
Glu298Asp, foi realizado a extracdo do DNA a partir de sangue total, seguido de
amplificacdo atravées da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com primers
especificos e submetidos a reacdo de sequenciamento de DNA. Para a analise
estatistica foi utilizado o software SPPS® versdo 25.0, sendo aplicado os testes t de
Student e ANOVA One Way para comparacao entre os grupos. A curva ROC avaliou
os melhores preditores ndo invasivos da sindrome metabdlica (SM). Os resultados no
gue se refere a epidemiologia foram considerados significativos quando p<0,05.
Houve prevaléncia do sexo feminino (p<0,001) e alteracbes na glicemia, fracdes
lipidicas, pressao arterial, indice de massa corporal (IMC), gordura corporal (%),
circunferéncia da cintura e risco para SM no grupo renal. Os melhores preditores néo
invasivos de SM foram a relacdo cintura-estatura (AUCROC=0,85), IMC
(AUCROC=0,80) e percentual de gordura corporal (AUCROC=0,80). E na analise
polimorfica, 65 individuos foram considerados homozigotos normais, um individuo
homozigoto mutado e 28 considerados heterozigotos. A presenca do risco para
sindrome metabdlica demonstra maior risco cardiometabdlico no grupo renal. Foi
evidenciado a presenca de um uanico individuo com o polimorfismo Glu298Asp,
entretanto ndo foi possivel associar sua presenca com o risco cardiometabdlico. E
guanto aos melhores preditores ndo invasivos de SM foram destacados a relacéo
cintura-estatura, indice de massa corporal e percentual de gordura corporal.

Palavras-chave: Polimorfismo GIlu298Asp. Gene NOS3. Risco cardiometabdlico.
Sindrome metabdlica. Doenca Renal Crénica.



ABSTRACT

Chronic kidney disease is characterized by the gradual loss of kidney function, with a
relevant impact on public health as it is associated with a burden of cardiovascular risk
factors and premature mortality. As it is a multifactorial disease, genetic variants may
be involved in its pathogenesis and in this context, there is interest in examining the
association between the Glu298Asp polymorphism within the enzyme endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) of the NOS3 gene and the presence of cardiovascular
problems in kidney patients. Thus, the study aimed to evaluate cardiometabolic risk
factors, as well as biochemical profile, anthropometric parameters and their
association with NOS3 gene polymorphism in chronic kidney disease patients. This is
a cross-sectional study, carried out with 95 patients monitored at a kidney disease
prevention center and university students. Sociodemographic, anthropometric,
biochemical and hemodynamic data were evaluated. To determine the frequency of
the Glu298Asp polymorphism, DNA was extracted from whole blood, followed by
amplification through Polymerase Chain Reaction (PCR) with specific primers and
submitted to a DNA sequencing reaction. For the statistical analysis, the SPPS®
software version 25.0 was used, with Student's t tests and ANOVA One Way being
applied for comparison between groups. The ROC curve evaluated the best non-
invasive predictors of metabolic syndrome (MS). The results regarding epidemiology
were considered significant when p<0.05. There was a prevalence of females
(p<0.001) and changes in blood glucose, lipid fractions, blood pressure, body mass
index (BMI), body fat (%), waist circumference and risk for MS in the renal group. The
best non-invasive predictors of MS were waist-height ratio (AUCROC=0.85), BMI
(AUCROC=0.80) and body fat percentage (AUCROC=0.80). And in the polymorphic
analysis, 65 individuals were considered normal homozygotes, a mutated homozygote
individual and 28 considered heterozygotes. The presence of risk for metabolic
syndrome demonstrates a higher cardiometabolic risk in the renal group. The presence
of a single individual with the Glu298Asp polymorphism was evidenced, however it was
not possible to associate its presence with cardiometabolic risk. And as for the best
non-invasive predictors of MS, the waist-to-height ratio, body mass index and body fat
percentage were highlighted.

Keywords: Polymorphism GIlu298Asp. NOS3 gene. Cardiometabolic risk. Metabolic
syndrome. Chronic Kidney Disease.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo foi desenvolvida no Laboratério de Genética e Biologia Molecular
(GENBIMOL) da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA) campus Caxias,
Laboratorio de Aquisicédo e Processamento de Sinais (LAPS) da UEMA, campus Séo
Luis e no Laboratério de Processamento da Informacdo Biolégica (PIB) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Faz parte de um projeto guarda-chuva
fomentado pela Fundagcdo de Amparo a Pesquisa e o Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico do Maranhdo - FAPEMA (EDITAL 10/2018) e com aprovacédo do Comité
de FEtica e Pesquisa da Universidade Federal do Maranhdo CAAE:
67030517.5.0000.5087 e parecer 4.721.142. Esta estruturada em dois capitulos onde
no primeiro apresenta-se uma breve introducéo, fundamentacéo tedrica, objetivos e
referéncias. No segundo apresenta-se um manuscrito que sera submetido a BMC

Nephology.
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1. INTRODUCAO

As Doencgas Cronicas Ndo Transmissiveis (DCNT) sdo consideradas um grave
problema salude publica, por serem a principal causa de Obito da atualidade,
ocasionarem mortalidade prematura e menor qualidade de vida, além de consideravel
sobrecarga no sistema de saude (WHO, 2020). No Brasil, suas consequéncias sao
igualmente relevantes, quando consideradas responséaveis por 41,8% de mortes
prematuras ocorridas em 2019 (BRASIL, 2021).

Dentre as DCNT, destaca-se a Doenca Renal Cronica (DRC), caracterizada
pela anormalidade da estrutura ou funcao renal, presente em um periodo minimo de
trés meses (STEVENS; LEVIN, 2013). Essas anormalidades podem ser
representadas pela taxa de filtracdo glomerular (TFG) diminuida quando
<60ml/min/1,73m e/ou a presenca de um ou mais marcadores de dano renal
(CHARLES; FERRIS, 2020).

A prevaléncia de DRC ainda € desconhecida em muitos paises (SARAN et al.,
2018). Entretanto, vem aumentando como resultado da crescente incidéncia de
fatores de risco associados a lesdo renal, como: diabetes, hipertensao,
envelhecimento, obesidade, doencas cardiovasculares e tabagismo (AGUIAR et al.,
2020). No Brasil, foi possivel perceber sua proporcdo quando em uma pesquisa
Longitudinal de Saude do Adulto (ELSA), realizada em seis instituicdes de pesquisa
em capitais brasileiras, a prevaléncia de DRC entre os participantes foi de 8,9%
(BARRETO et al., 2016).

Por se tratar de uma patologia progressiva e ter forte associacdo com as
doencas cardiovasculares (DCV), cuja existéncia esta associada a maior morbidade,
hospitalizacdes e mortalidade na populacdo (SOUZA et al., 2019), o diagnéstico
precoce da DRC é considerado essencial para o tratamento adequado e qualidade de
vida do paciente (FERRARA et al., 2019). Segundo a Organizacdo Pan-Americana de
Saude (OPAS, 2017), as doencas cardiovasculares foram responsaveis por 17,7
milhdes de mortes em 2015, correspondendo a 31% de causas no mundo. No Brasil,
29,8% (total de 339.672 mil pessoas) dos Obitos foram decorrentes de DCV no ano de
2013 (SOCERJ, 2017).

A DRC causa, em média, 2,4 milhdes de mortes por ano e traz impacto negativo
na vida do individuo, com mudangas nos habitos e na rotina do paciente, podendo
incluir o uso continuo de medicamentos, restricdes hidricas, afastamento do trabalho,

limitacbes fisicas e nutricionais, e dependéncia de acompanhamento clinico
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ambulatorial regular (JESUS et al., 2019; SOUZA et al., 2019; OLCZYK et al., 2022).
Além disso, segundo Neves et al. (2021) o Sistema Unico de Saude (SUS) continua
sendo o principal financiador do tratamento de alguma modalidade de terapia renal
substitutiva no pais, correspondendo a 79% dos pacientes em tratamento, o que
acarreta elevado custo para a saude publica.

E extremamente importante a avaliagdo de fatores de risco cardiovascular em
individuos com DRC para além de identificar possiveis alteracdes cardiometabdlicas,
avaliar o efeito dos tratamentos, tendo em vista reduzir o risco de Obitos nestes
pacientes (SBC, 2019). E, para isso, a utilizacdo de medidas antropométricas e
bioguimicas representam importantes medidas para esse monitoramento, visto que
sédo capazes de mensurar alteragdes clinicas (fenotipicas e metabdlicas) nas quais
séo observadas na DRC (AMMIRATI, 2020; SOUZA et al., 2019).

Neste contexto, existe uma associacao entre o polimorfismo Glu298Asp dentro
da enzima oOxido nitrico-sintase endotelial (eNOS) e a presenca de problemas
cardiovasculares em pacientes renais (CHAND et al., 2015; MEDINA et al., 2018).
Embora, esse polimorfismo tenha sido associado a disfuncdo endotelial e a
progressdo da DRC por meio dos efeitos do O6xido nitrico que € importante para a
integridade anatomica e funcional do endotélio vascular, ndo se sabe se ele esta
associado a uma maior prevaléncia de alteracbes metabdlicas e do risco
cardiovascular elevado nos estagios iniciais da DRC (CHAND et al., 2015).

Desta forma a analise do polimorfismo genético associado a progressédo da
doenca renal e suas possiveis implicacdes cardiometabdlicas na populacéo renal é
de extrema importancia, jA que esse biomarcador genético, possivelmente, abrira
caminhos na prevencdo de desfechos deletérios e subsequente morbidade
relacionados as nefropatias. ApGs o exposto, apresentamos como objetivo avaliar os
fatores de risco cardiometabdlico, bem como perfil bioquimico, parametros
antropomeétricos e sua associacdo com o polimorfismo do gene NOS3 em pacientes

renais cronicos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Doenca Renal Crbnica

A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada pela perda progressiva e
irreversivel da fungcdo renal, ocasionando um desequilibrio metabdlico e
hidroeletrolitico do organismo por um periodo minimo de trés meses (STEVENS;
LEVIN, 2013). Representa um sério problema para saude publica devido a sua
frequéncia crescente, associada a mortalidade prematura com importantes
implicagbes sociais e econdmicas (ASENEH et al., 2020).

Diversos fatores estéo associados ao desenvolvimento da DRC, entre as quais
podem ser destacadas hipertenséo arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus tipo 2
(DM2). Segundo o ultimo Inquérito Brasileiro de Dialise (2019), a nefropatia
hipertensiva (34%) seguida pelo diabetes (31%) séo as principais doencas de base
nos pacientes prevalentes (NEVES et al., 2021) propor¢des que vem se mantendo
estaveis em 2020 (NERBASS et al., 2022). J4 nos Estados Unidos, Europa, assim
como demais paises do mundo, a diabetes mellitus se mantém como a principal causa
da doenca renal (NEVES et al., 2021).

Destaca-se ainda o0 sobrepeso e/ou obesidade em 41% como demais
alteracoes enddcrinas associadas a esta patologia (NEVES et al., 2021). A obesidade
confere um risco aumentado para DRC, condicdo que afeta ainda mais anormalidades
metabdlicas concomitantes (ARINSOY et al.,, 2016). Estudos apontam ainda as
dislipidemias, histdrico de doenca cardiovascular e outras patologias relacionadas aos
rins, como glomerulonefrite e infec¢cdes do trato urinario superior como fatores de
risco. Também sdo associados a sua progressao, idade avancada, sexo, raca ou
etnia, tabagismo, doencas autoimunes e exposicdo continua de substancias
nefrotoxicos (STEVENS; LEVIN, 2013; AMMIRATI, 2020; ASENEH et al., 2020;
STOLPE et al., 2021).

2.1.1 Epidemiologia

Segundo Chen, Knicely e Grams (2019) a DRC afeta 8% a 16% da populacao
mundial e o nUmero de pessoas que necessitam de alguma terapia renal substitutiva
(TRS) no mundo esta estimado para aumentar para 5,4 milhées de pessoas até 2030,
com a maior abrangéncia nos paises em desenvolvimento (GLASSOCK; WARNOCK;
DELANAYE, 2017). No Brasil, segundo o Inquérito Brasileiro de Dialise, em 2019

manteve tendéncia do aumento progressivo de pacientes em didlise no pais
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correspondendo a um numero total estimado de 139.691 mil individuos e no estado
do Maranh&o a prevaléncia anual estimada foi de 338 pacientes por milhdo (NEVES
et al., 2021).

Segundo Neves et al. (2021) o Sistema Unico de Satde (SUS) continua sendo
o principal financiador do tratamento de alguma modalidade de terapia renal
substitutiva no pais, correspondendo a 79% dos pacientes em tratamento, o que
acarreta elevado custo para a saude publica. Desta forma, a implementacdo de
tratamentos preventivos que retardam a progressao para os estagios mais avancados
da DRC é de grande auxilio para saude publica, visto que beneficiam a qualidade de
vida dos pacientes e diminuem o0s custos financeiros associados ao tratamento da
DRC.

2.1.2 Estadiamento da Doenca Renal Crénica

A funcado renal é classificada com base na estimativa da taxa de filtragéo
glomerular (TFG) quando inferior de 60ml/min/1,73m?e/ou dano renal. A TFG, por sua
vez, é realizada utilizando equacdes de predicdo que incorporam creatinina sérica,
sexo, idade e raca, como a Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-
EPI). Valores inferiores a esse nivel, aumenta os riscos de complicacdes da DRC e
desfechos deletérios (STEVENS; LEVIN,2013; STOLPE et al., 2021; SKALSKY et al.,
2022).

De acordo com a Diretriz Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO),
as categorias de TFG para a classificacdo da DRC séao divididos em 5 estagios. O
estagio 1 ocorre quando a TFG = 90 mL/min/1.73m? na presenca de proteinUria ou
hematuria glomerular ou com alteracdo no exame de imagem. No estagio 2, a TFG
varia de 60-89 mL/min/1.73 m?. O estagio 3 quando a TFG varia de 30-59 mL/min/1.73
m?, e apresenta subdivisdo nas categorias G3a (45 a 59 mL/min por 1,73 m?) e G3b
(30 a 44 mL/min por 1,73 m?). E os estagios 4 e 5, indicam leséo renal severa com a
TFG variando de 15-29 mL/min/1.73m? e <15 mL/min/1.73m?, respectivamente
conforme figura 1 (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2013).

O diagndstico precoce da DRC é considerado um grande desafio, visto que nos
estagios iniciais a doenca pode permanecer assintomatica e as manifestacdes clinicas
tipicas da disfuncéo renal, apresentam-se entre os estagios de insuficiéncia renal
moderada a severa (AMMIRATI, 2020). Nos estagios 1 e 2 da DRC a funcéo renal é

preservada, porém pode haver presenca de algum marcador de dano renal, como
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albumindria, hematuria e proteinuria. Entretanto nos estéagios 3 ao 5, a TFG encontra-
se alterada ou em faléncia e ao chegar no estgio terminal é necessario a realizacéo
de alguma terapia renal substitutiva (TRS) como hemodidlise, dialise peritoneal ou
transplante. Ao chegar neste estagio, aumenta os riscos de efeitos deletérios, eventos
cardiovasculares, hospitalizacbes e mortalidade, por isso seu monitoramento €
realizado também com base em diversos fatores clinicos, incluindo as comorbidades

gue a envolvem (STEVENS; LEVIN, 2013; SOUZA et al., 2019).

Figura 1 - Estadiamento da DRC de acordo com a funcéo renal decrescente definida pela TFG.

Al A2 A3
Prognostico de DRC por TFG e Categorias de Nonnals
Albumintria: KDIGO 2012 ligeamente Moderadamente Gravemente
aumentado aumentado
aumentado
<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g

<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol 30 mg/mmol

G1 Normal ou alto =90

G2 Levemente diminuida 60-89

Levemente a
G3a moderadamente 45-59
diminuida
G3b Moderadam.en_te 4:'1 30-44
gravemente diminuida
G4 Gravemente diminuida 15-29 _
G5 Insuficiéncia renal <15 _

Verde: baixo risco (se ndo houver outros marcadores de doenca renal, sem DRC); Amarelo: risco
moderadamente aumentado; Laranja: alto risco; Vermelho: risco muito alto.

AbreviacBes: DRC doenca renal crénica; TFG taxa de filtragdo glomerular estimada.
Fonte: KDIGO (2013).

2.2 Polimorfismo do gene NOS3 (Glu298Asp)

Um dos mecanismos mais importantes para o funcionamento adequado do
endotélio é a regulacdo da sintese de 6xido nitrico. O oxido nitrico (NO) € um potente
vasodilatador, atuante na homeostase do tdnus vascular, formado a partir da
conversdo da L-arginina pela acdo da enzima sintase do oxido nitrico endotelial
(eNOS). A eNOS gera continuamente NO e como nao pode ser armazenado, a sua
producéo é controlada por meio da regulacédo da expressao ou atividade da enzima.
O produto desta reacdo possui papel central no controle do sistema cardiovascular e
na prevencdo de doencas metabolicas, como alteracdes glicémicas e lipidicas que
estdo associadas a sua menor producdo (MONCADA; PALMER; HIGGS, 2006;
IMAMURA et al., 2008; PICCOLI et al., 2008).
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O gene humano da NOS3 esté localizado na regido 7q35-7936 do cromossomo
7, contém 26 exons e trata-se de um gene com inUmeras variacdes genéticas
(OLIVEIRA-PAULA; LACCHINI; TANOS-SANTOS, 2017). Alteracbes genéticas
conhecidas como polimorfismo no gene da enzima eNOS (NOS3) foram associadas
a disfuncao endotelial, mostrando que a presenca de polimorfismo no gene da eNOS
pode ser um fator desencadeador de doencas cardiometabdlicas. Entre os
polimorfismos do gene da eNOS mais estudados e clinicamente relevantes, estdo os
polimorfismos caracterizados pela substituicdo de um dnico nucleotideo (single
nucleotide polymorphism — SNP) (MALAGRINO et al., 2013).

O polimorfismo GIlu298Asp conhecido como polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP) rs1799983, resulta de uma substituicdo de guanina por timina na posi¢ao 894
do exon 7 do gene NOS3 levando a uma alteragdo protéica com troca de um residuo
do aminoacido glutamina por aspartato na posicao 298 da proteina. Este SNP afeta a
funcionalidade do gene NOS3 e promove modificacbes pos-traducionais. Essa
alteracao diminui a ligacado de NOS3 a caveolina-1 e, portanto, reduz a disponibilidade
de NOS3 na fracdo cavernosa nas ceélulas endoteliais. Em decorréncia deste efeito,
ocorre menor disponibilidade também de NOS3 para ativacdo da calmodulina ativada
por calcio, resultando na diminuicdo da atividade e alteracdo morfolégica (mais curto)
do gene NOS3 com consequente reducdo da producédo de oxido nitrico (figura 2)
(MEDIDA et al., 2017; OLIVEIRA-PAULA; LACCHINI; TANOS-SANTOS, 2017).

Figura 2: Modifica¢Bes pos-traducionais do polimorfismo eNOS (894G>T).
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Fonte: Oliveira-Paula; Lacchini; Tanos-Santos, (2017).



https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chromosome-7
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chromosome-7

19

O avancgo das tecnologias de sequenciamento de DNA tem favorecido o
aumento dos estudos focados em variantes polimorficas de uma Unica posicao
nucleotidica. Dentre elas, destaca-se o estudo de SNPs com aplicac6es médicas, que
incluem associacdo dos mesmos com manifesta¢cdes clinicas ou patolégicas, podendo
ser também utilizadas no diagndstico, prognostico ou selecdo de abordagem
terapéutica para diversos tipos de enfermidades (TEAMA, 2018).

Nesse sentido, o polimorfismo Glu298Asp tem sido associado a DCV, tais como
a doenca arterial coronariana, a aterosclerose, o espasmo coronariano induzido pela
acetilcolina e a hipertensdo arterial. Outras condi¢cdes associadas sdo doenca de
Alzheimer, hipertenséo induzida pela gravidez, cancer vesical e da préstata, nefropatia
diabética, endometriose (MALAGRINO et al., 2013; OLIVEIRA-PAULA; LACCHINI;
TANOS-SANTOS, 2017), disfuncdo endotelial em adultos jovens saudaveis
(IMAMURA et al., 2008) glaucoma primario e caracteristicas da sindrome metabdlica
como resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia e baixas concentracdes de colesterol
HDL-c (MONTI et al., 2003; GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2007; IMAMURA et al.,
2008; KIM et al., 2009; FATTAKHOV et al., 2017).

A DRC por sua vez, é considerada uma doenca multifatorial, onde variantes
genéticas também podem estar envolvidas em seu processo de patogénese e
deterioracdo. Desta forma, existe uma associacdo entre o polimorfismo Glu298Asp
dentro da enzima Oxido nitrico-sintase endotelial (eNOS) e a presenca de problemas
cardiovasculares em pacientes renais (CHAND et al.,, 2015). Uma vez que na
insuficiéncia renal crénica, as funcées hemodinamicas nos glomérulos renais sao
comprometidas pela producdo reduzida de o6xido nitrico que pode acelerar a
deterioracdo da funcdo renal e consequentemente as alteracbfes metabdlicas e
comorbidades associadas (MEDINA et al., 2018). A investigacao genética € um campo
gue pode auxiliar na sua fisiopatologia e na identificacdo de populacbes mais

vulneraveis ao desenvolvimento de DCV e lesao renal.

2.3 Risco Cardiometabdlico (RCM)

Eventos e doencas cardiovasculares sdo mais frequentes e graves em
pacientes renais quando comparada com a populacéo geral, visto que a presenca da
DRC esta associada independentemente ao aumento das taxas de DCV. Estudos

demonstram que a DCV é a principal causa de morte entre 0os pacientes renais e por
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isso, este grupo requer maior atencgéo clinica (GANSEVOORT et al., 2013; FERRARA
et al., 2019; SKALSKY et al., 2022).

Por estar associada a implicacdes clinicas importantes, e sabendo que o
aumento do risco cardiovascular € multifatorial podendo ser uma condi¢éo tratavel e
potencialmente prevenivel, a avaliacdo dos pacientes com DRC deve ser realizada
periodicamente com base nos fatores de risco estabelecidos. Para isso, a avaliacdo
de medidas antropométricas e bioquimicas sdo essenciais para identificar alteracées
cardiometabdlicas que podem comprometer doencas de base em pacientes com DRC
(FERRARA et al., 2019; AMMIRATI, 2020; NAKASHIMA et al., 2021).

2.3.1 Fatores de risco

A Sindrome Metabdlica (SM) é considerada um conjunto de fatores de risco
cardiometabolico, usualmente relacionados ao desenvolvimento de resisténcia a
insulina e acumulo de gordura. Entre este agrupamento de fatores, estao a resisténcia
a insulina, hipertensao, dislipidemia (especificamente hipertrigliceridemia e niveis
reduzidos de colesterol de lipoproteina de alta densidade - HDL) e obesidade central
(VIAZZ] et al., 2017; MCCRACKEN; MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018). E
considerada um distarbio multifatorial que potencialmente inclui componentes
genéticos de proteinas estruturais e reguladoras envolvidas em sua patogénese
(PICCOLI et al., 2008).

Todos os componentes da SM tém efeitos adversos no endotélio e corroboram
a maior disfuncdo endotelial, condicdo que desempenha um papel fundamental na
patogénese de problemas cardiovasculares e pode aumentar o risco de complicacdes
metabdlicas ja existentes (FATTAKHOV et al., 2017). A resisténcia a insulina, ativacao
neuro-hormonal e a inflamacéo crénica parecem ser 0s principais responsaveis pelo
inicio, progressao e transicdo da SM para DCV (ROCHLANI et al., 2017).

A hipertenséo arterial sisttmica (HAS) além de ser fator de risco, também é
resultado da les&o renal e progressdo da DRC. E considerada a segunda causa mais
importante depois do diabetes e um fator de risco independente para outros eventos
cardiovasculares como acidente vascular cerebral, infarto do miocérdio, insuficiéncia
cardiaca e doenca arterial periférica (MALHOTRA et al., 2017). A ativacao do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, que é reconhecido tanto na DRC quanto na
insuficiéncia cardiaca, desempenha importante papel na manutencédo da homeostase

cardiovascular. O aumento da atividade desse sistema contribui para o
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comprometimento da funcéo endotelial, e por isso, o controle inadequado da presséo
arterial pode causar alteragbes vasculares devido ao aumento de substancias
vasoconstritoras e estresse mecanico, ocasionando perda mais rapida da funcéo renal
(GANSEVOORT et al., 2013; CHEN; KNICELY; GRAMS, 2019).

Em pacientes com funcdo renal prejudicada, os perfis lipidicos tornam-se
aterogénicos, devido a funcao defeituosa do colesterol HDL e a oxidacdo excessiva
do colesterol LDL (GANSEVOORT et al., 2013). Deve ser dada atencao especial aos
pacientes transplantados, pois 0 uso concomitante de alguns agentes
imunossupressores pode ter efeitos adversos no metabolismo lipidico, pode causar
disturbios lipidicos e resultar em aumento do risco de miopatia ou rabdomidlise devido
a interagbes medicamentosas (SKALSKY et al., 2022).

A obesidade aumenta o risco de desenvolver diabetes e hipertensédo, doencas
de base que sédo as duas principais causas de DRC. Além disso, em individuos
obesos, ocorre hiperfiltracdo compensatoria para atender as demandas metabdlicas
aumentadas devido ao excesso de peso corporal. Com o0 aumento da pressao
intraglomerular pode haver deterioracdo dos rins e aumentar o risco de desenvolver
DRC a longo prazo (CONLEY et al., 2021). Na obesidade, citocinas inflamatorias,
como interleucina (IL)-1, IL-6 e TNF-a, aumentam e s&o relatadas como indutoras de
condi¢Bes de resisténcia a insulina (RI) mais elevadas levando prejuizos para a funcéo
renal (NAKASHIMA et al., 2021).

O diabetes mellitus (DM) esta associado a um risco cerca de duas vezes maior
para doencas cardiovasculares, independentemente de outros fatores de risco
convencionais. Cerca de 30% dos pacientes com DM tipo 1 e 40% com DM tipo 2
desenvolvem DRC. Desta forma, estes pacientes podem apresentar maiores taxas de
doencas cardiovasculares e devem ser considerados grupo de maior risco para
prognaostico e manejo terapéutico (SHIYOVICH et al., 2021).

A resisténcia a insulina aumenta a medida que a fung¢édo renal diminui em
pacientes renais, podendo ser influenciada pelos mecanismos de inflamacéao crénica,
estresse oxidativo, obesidade e distlrbio mineral 6sseo. Onde o niumero de receptores
de insulina e sua capacidade de acoplamento da insulina sdo modificados, as toxinas
urémicas induzem a producado de espécies reativas de oxigénio (eROS) e aumentam
as adipocinas (NAKASHIMA et al., 2021; SKALSKY et al., 2022).

Desta forma alcancar o melhor controle possivel de fatores de risco

modificaveis, como diabetes, hipertensdo, dislipidemia, obesidade, exposi¢do
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continua a agentes nefrotdxicos e interveng¢des no estilo dentre os quais destacam-se
a cessacao do tabagismo, modificagcOes dietéticas e a pratica de atividade fisica estdo
associados ao alivio da progressao da DRC e consequente prevencdo do risco de
eventos cardiovasculares (STEVENS; LEVIN, 2013; FERRARA et al., 2019).

Diante do exposto faz-se necessario avaliar os fatores de risco
cardiometabdlico, bem como perfil bioquimico, pardametros antropométricos e sua
associagao com o polimorfismo do gene NOS3 em pacientes renais cronicos, proposto

neste estudo.

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar os fatores de risco cardiometabolico, bem como perfil bioquimico,
parametros antropometricos e sua associacao com o polimorfismo do gene NOS3 em

pacientes renais cronicos.

3.1 Especificos
¢ |dentificar o risco cardiometabdlico nos pacientes renais;
e Verificar a presenca do polimorfismo do gene NOS3 (Glu298Asp);
e Associar a presenca do polimorfismo do gene NOS3 (Glu298Asp) com o risco
cardiovascular, variaveis bioquimicas e antropométricas;
e Analisar o desempenho de variaveis ndo invasivas como preditores de risco

cardiometabdlico através da Sindrome Metabdlica (SM) em pacientes renais.
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Capitulo 1l

PREVALENCIA DE SINDROME METABOLICA E SUA ASSOCIACAO COM OS
PACIENTES RENAIS CRONICOS

A ser submetido a BMC Nephology.
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Prevaléncia de Sindrome Metabdlica e sua associacdo com 0s pacientes renais

Naruna Aritana Costa Melo!", Nilviane Pires Silva Sousa?, Allan Kardec Duailibe
Barros Filho3, Luana Monteiro Anaisse Azoubel4, Erika Cristina Ribeiro de Lima
Carneiro*, EImary da Costa Fraga?, Ewaldo Eder Carvalho Santana®, Maria Claudene

Barros?

Resumo

Introducdo: A Sindrome Metabdlica (SM) constitui-se como um agrupamento de
componentes que promovem a disfuncdo endotelial, na qual vem sendo associado
com o polimorfismo Glu298Asp dentro da enzima Oxido nitrico-sintase endotelial
(eNOS) especialmente em pacientes renais. Objetivo: Avaliar a prevaléncia de SM e
sua associacao com o perfil bioquimico, parametros antropomeétricos e polimorfismo
do gene NOS3 em pacientes renais crénicos. Métodos: Trata-se de um estudo
transversal, realizado com 95 individuos classificados como grupo renal de um
hospital universitario e grupo controle representados por universitarios. Foram
avaliados dados sociodemograficos, antropométricos, bioquimicos, hemodinamicos e
polimorfismo de DNA. Para determinacao da frequéncia do polimorfismo GIlu298Asp,
foi realizado a extracdo do DNA, amplificacdo genica através da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) e reacdo de sequenciamento. Para a analise estatistica foi
utilizado o software SPPS® versdo 25.0 e os resultados foram considerados
significativos quando p<0,05. Resultados: Houve prevaléncia do sexo feminino
(p<0,001) e risco para SM no grupo renal. Os melhores preditores ndo invasivos de
SM foram a relacédo cintura-estatura (AUCROC=0,85), indice de massa corporal
(AUCROC=0,80) e percentual de gordura corporal (AUCROC=0,80). E na analise
polimorfica, 65 individuos foram considerados homozigotos normais, um individuo
homozigoto mutado e 28 considerados heterozigotos. Conclusdo: A presenca do
risco para sindrome metabdlica demonstra maior risco cardiometabdlico no grupo
renal. Foi evidenciado a presenca de um unico individuo com o polimorfismo
Glu298Asp, entretanto ndo foi possivel associar sua presenca com 0 risco
cardiometabdlico. E quanto aos melhores preditores ndo invasivos de SM foram
destacados a relacdo cintura-estatura, indice de massa corporal e percentual de
gordura corporal.

Palavras-chave: Risco cardiometabdlico. Sindrome Metabdlica. Doenca Renal
Cronica. Polimorfismo Glu298Asp. Gene NOS3.
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Introducéo

A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada pela perda progressiva e
irreversivel da funcdo renal [1] e representa um dos principais problemas de saude
publica da atualidade, devido sua frequéncia crescente, associada a mortalidade
prematura com importantes implicagdes sociais e econdmicas [2].

Segundo Chen, Knicely e Grams [3] a DRC afeta 8% a 16% da populacao
mundial e o nUmero de pessoas que necessitam de alguma terapia renal substitutiva
(TRS) no mundo esta estimado com aumento para 5,4 milhdes de pessoas até 2030,
com a maior abrangéncia nos paises em desenvolvimento [4]. No Brasil, segundo o
Inquérito Brasileiro de Dialise, em 2019 manteve tendéncia do aumento progressivo
de pacientes em dialise no pais correspondendo a um numero total estimado de
139.691 mil individuos e no estado do Maranhao a prevaléncia anual estimada foi de
338 pacientes por milhao [5].

As complicacdes cardiovasculares séo as principais causas de morte entre 0s
pacientes renais e por isso, este grupo requer maior atencao clinica [6;7;8]. Por estar
associada a implicacfes clinicas importantes, e sabendo que o aumento do risco
cardiovascular € multifatorial podendo ser uma condicéo tratavel e potencialmente
prevenivel, a avaliacdo dos pacientes com DRC deve ser realizada periodicamente
com base nos fatores de risco estabelecidos. Para isso, a avaliacdo de medidas
antropomeétricas e bioquimicas séo essenciais para identificar alteracdes
cardiometabdlicas que podem comprometer doencas de base em pacientes com DRC
[7;9;10].

Neste contexto, a Sindrome Metabdlica (SM) é considerada um conjunto de
fatores de risco cardiometabdlico associado a maior prevaléncia de eventos

cardiovasculares e diabetes mellitus (DM), fatores que estdo envolvidos no
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desenvolvimento da doenca renal [11]. Paralelo a isso, existe uma associacao entre o
polimorfismo Glu298Asp dentro da enzima 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS) e a
presenca de problemas cardiovasculares em pacientes renais [12].

O polimorfismo Glu298Asp conhecido como polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP) rs1799983, resulta de uma substituicdo de guanina por timina na posi¢cao 894
do exon 7 do gene NOS3 levando a uma alteracdo de glutamina em aspartato na
posicdo 298 da proteina. Este SNP gera uma forma mais curta da enzima com
consequente reducédo da producao de oxido nitrico [13].

Embora, esse polimorfismo tenha sido associado a disfungéo endotelial e a
progressdo da DRC por meio dos efeitos do O0xido nitrico que é importante para a
integridade anatdémica e funcional do endotélio vascular, ndo se sabe se ele esta
associado a uma maior prevaléncia de alteracdes metabodlicas e do risco
cardiovascular elevado nos estagios iniciais da DRC [12]. Uma vez que nha
insuficiéncia renal cronica, as funcées hemodinamicas nos glomérulos renais sao
comprometidas pela producdo reduzida de oOxido nitrico que pode acelerar a
deterioracdo da funcdo renal e consequentemente as alteracbes metabdlicas e
comorbidades associadas [14].

A prevencdo das doencas cardiovasculares é encarada como prioridade no
contexto de saude publica, por isso torna-se extremamente relevante avaliar essa
populacédo de risco com a utilizacdo de testes de facil reprodutibilidade e baixo custo
[15]. Nesse sentido, diante da SM ser um potencial fator de risco cardiometabdlico sua
deteccédo precoce torna-se necessaria e os métodos de triagem para o rastreamento
surgem como excelente ferramenta complementar para auxiliar nesse processo [16].

Face ao exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia de sindrome
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metabdlica e sua associacdo com o perfil bioquimico, parametros antropométricos e

polimorfismo do gene nos3 em pacientes renais cronicos.

Métodos
Desenho do estudo e populacéo

Estudo transversal, realizado no Centro de Prevencdo de Doencas Renais
(CPRD) do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (HUUFMA) e
na Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA), entre os anos de 2021 e 2022. A
amostra foi dividida em grupos denominados Grupo renal, formado por pacientes
atendidos no Centro de Prevencdo de Doenca Renal (CPDR) e o Grupo Controle,
formado por universitarios da Universidade Estadual do Maranh&o (sem patologias de
base).

Os pacientes em acompanhamento ambulatorial e os universitarios de ambos
0s géneros e idade 220 anos foram convidados a participar do estudo mediante
explicacédo prévia das etapas da coleta e 0s que aceitaram participar voluntariamente
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram excluidos os
voluntarios que discordaram de algum procedimento durante a execucao da pesquisa

e que faltaram no dia da coleta de dados.

Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada mediante entrevista para aplicacdo do
guestionario semiestruturado com questbes sociodemograficas, estilo de vida e de
saude autodeclarados, seguida de avaliacdo antropométrica, hemodinamica e da
composicdo corporal. Apos estes procedimentos, foi marcado para o dia posterior, a

coleta de sangue para os exames laboratoriais e analise do polimorfismo.
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Parametros Antropométricos

A afericdo dos indicadores antropométricos foi realizada por técnicas
padronizadas seguindo protocolo consolidados na literatura [17] e todas as medidas
sanitérias preconizadas pelo Organizacdo Mundial de Salde para evitar a propagacao
e ou contaminagdo da doencga coronavirus 2019 (COVID-19).

O peso foi aferido em balanca eletrénica calibrada (Omron Healthcare®, HBF-
214, Japan). A altura foi determinada através de estadidmetro transportavel vertical
(Seca® 213, Hamburg, Germany). A partir destes dados foi obtido o indice de massa
corporal (IMC) através da razéo entre peso e o quadrado da altura, com classificagcédo
do estado nutricional baseados nos pontos de corte de referéncia [18].

As circunferéncias do bragco (CB), cintura (CC), quadril (CQ), panturrilha
(CPant) e a pescoco (Cpes) foram aferidas segundo protocolo padronizados [17]. A
relacédo cintura-quadril (RCQ) foi calculada pela seguinte formula: [circunferéncia da
cintura (cm) /circunferéncia do quadril (cm)] [19], com valores de corte de 0,90 para
homens e 0,85 para mulheres [18]. A relacéo cintura-estatura (RCE) foi calculada
através da férmula: [circunferéncia da cintura (cm) /altura (cm)], com ponto de corte

de 0,5 [20].

Composicéao corporal

A analise do percentual de gordura corporal (%GC) foi realizada através do
aparelho de bioimpedancia modelo tetrapolar (Maltron®, BF-906, Cardiomed/Brazil),
de acordo com os protocolos de uso estabelecido em seu manual instrumental. Com
a utilizacdo da Andlise de Impedancia Bioelétrica (BIA), foi calculado o parametro

Angulo de fase obtido através dos valores de reatancia (Xc) e resisténcia (R). O angulo
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de fase foi estimado pela seguinte férmula: angulo de fase (°) = arco tangente (Xc/R)

x (180/).

Perfil Hemodinamico

A mensuracgéo, classificacdo e protocolo de coleta da pressao arterial (PA)
foram baseadas no protocolo das Diretrizes Brasileira de Hipertenséao Arterial (2020)
[21], com auxilio de aparelho monitor de pressao arterial de braco (OMRON®, modelo

HEM 7130).

Avaliagéo Bioquimica

Foi realizada a coleta de parametros bioquimicos: perfil lipidico, glicemia em
jejum, creatinina, ureia e acido urico dosadas em parceria com o Laboratorio de
Andlises Clinicas do laboratorio de Processamento da Informacédo Bioldgica
(PIB/UFMA). As coletas foram realizadas por meio de puncéo venosa a vacuo, apos
jejum de 12 horas e as analises foram realizadas mediante analisador bioquimico SX

3000 M.

Classificacao do risco cardiometabdlico

A classificacdo foi realizada através da analise de Sindrome Metabdlica. A
avaliacdo do risco de SM foi definida de acordo com o proposto pela International
Diabetes Federation (IDF), o qual requer como fator obrigatorio, a presenca de
alteracbes na circunferéncia da cintura (= 90 cm para homens e = 80 cm para
mulheres), somado a outros dois componentes alterados. Dentre os quais podem ser
mencionados: triglicérides = 150 mg/dL ou tratamento para dislipidemia; HDL-

colesterol < 40 mg/dL para homens e < 50 mg/dL para mulheres ou tratamento para
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dislipidemia; PAS = 130 mmHg, PAD = 85 mmHg, ou uso de anti-hipertensivo e

glicemia de jejum = 100 mg/dL ou diagndstico prévio de diabetes [19].

Estadiamento da Doenca Renal Cronica

Os estagios da DRC foram classificados de acordo com a taxa de filtracao
glomerular (TFG), avaliada por meio da dosagem sérica de creatinina. Para calculo
da estimativa do ritmo de filtrag&o glomerular, utilizou-se a equag&o do Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) [22].

As categorias da TFG para a classificacdo da DRC séo divididas em 5 estagios,
conforme a Diretriz Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO). O estagio
1 ocorre quando a TFG = 90 mL/min/1.73m? na presenca de proteiniria ou hematuria
glomerular ou com alteracédo no exame de imagem. O estagio 2, a TFG varia de 60-
89 mL/min/1.73 m?, o estagio 3 quando a TFG varia de 30-59 mL/min/1.73 m?, e
apresenta subdivisdo nas categorias G3a (45 a 59 mL/min por 1,73 m?) e G3b (30 a
44 mL/min por 1,73 m?). E os estagios 4 e 5, indicam lesdo renal severa quando a

TFG varia de 15-29mL/min/1.73m? e <15mL/min/1.73m?, respectivamente [23].

Técnicas Moleculares

As técnicas moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular (GENBIMOL) da Universidade Estadual do Maranhdo, Campus Caxias/MA,
compreendendo extracdo de DNA, Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase
Chain Reaction - PCR) e sequenciamento genético.

As amostras de sangue destinadas a extracdo do material genético foram
coletadas em tubos com anticoagulante de EDTA, e armazenadas em freezer -80°C

até o momento do processamento. A extragdo do DNA foi realizada a partir de sangue
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total com o kit PureLink® Genomic DNA da ThermoFisher, conforme as instru¢des do
fabricante (material suplementar 1).

As amplificacdes génicas foram realizadas via técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), com o0s primers especificos,
sendo estes: eNOS forward 5-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3’ e reverse 5'-
CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3' [24]. As reacOes foram realizadas em volume
final de 25 pL, contendo: 4ul de DNTPs (1,25 M), 2,75 ul de solugéo tampao e MgClI2
(10X), 2ul de DNA, 0,25 pl de cada primer (200ng/ uL), 0,2 uyl da enzima Taq
polimerase (5U/uL) e 15,55 ul de H20.

A PCR compreendeu uma etapa inicial a 96°C durante 2 minutos para a
desnaturacdo do DNA e consequente ativacdo da enzima polimerase, seguida por 35
ciclos que compreendeu as etapas de desnaturacdo, anelamento dos primers e
extensdo do fragmento nas seguintes condi¢cdes: 96°C por 30 segundos
(desnaturacéao), 62°C por 60 segundos (anelamento) e 72°C por 1 minuto (extensao).
Apo6s os 35 ciclos, foi seguido de uma extensao final a 72°C durante 5 minutos. O
produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% para verificar a
positividade da técnica, em seguida os positivos foram purificados com a enzima
Exosap-IT conforme fabricante e submetidos a reacdo de sequenciamento de DNA
segundo o método de Sanger e colaboradores [25].

As reacdes de sequenciamento foram realizadas no equipamento ABI 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante e otimizado no laboratorio, utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing.
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Anélise e processamento de dados

Para a analise estatistica referente a epidemiologia foram utilizado o software
SPSS® (Statistical Package for the Social Sciences, Inc., Chicago, IL, USA) versdo
25.0 [26]. Os dados foram tratados por meio de procedimentos descritivos (média,
mediana e desvio padrao, frequéncia e percentual). O teste Kolmogorov-Smirnov foi
usado para verificar a normalidade dos dados.

Foi utilizado o teste t de Student e teste ANOVA One-Way, para analisar as
diferencas nos agrupamentos entre as variaveis com distribuicdo normal. Teste de
Mann-Whitney para as variaveis que nao apresentam distribuicdo normal dos dados.
A curva ROC para avaliar as variaveis preditoras de SM. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos para p < 0,05.

Para a analise genética, as sequéncias geradas foram plotadas no Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a fim de verificar a similariadade e alinhadas no
Software Bioedit para verificar presenca/auséncia do polimorfismo (individuos

homozigotos normal, homozigotos mutados e heterozigotos).

Aspectos Eticos

Este projeto é parte integrante de um projeto guarda-chuva intitulado “Predicéao
da Doenca Renal Cronica Utilizando Redes Neurais Artificiais” o qual possui
aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Maranh&o
CAAE: 67030517.5.0000.5087, segundo parecer 4.721.142. O estudo foi conduzido

de acordo com a resolucdo Conselho Nacional de Saude (CNS) n° 466/2012.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

241

242

243

244

245

246

247

N NNNNN
o1 O10101A D
wW NFOWOoo

N
()]
N

255

256

257

258

259

36

Resultados

A amostra foi formada por 95 participantes, dos quais 61,05% (n=58)
apresentavam doenca renal cronica e 38,95% (n=37) eram higidos com mediana de
faixa etaria em 54 anos (42-61,5) e 24 anos (21,5 - 27,5), respectivamente. Na Tabela
1, é apresentada a caracterizacdo das variaveis sociodemogréficas e antropométricas

descritas em mediana (valor minimo - valor maximo) e média + desvio-padréo.

Tabela 1. Caracterizacdo sociodemografica, antropométrica e de composicao

corporal dos pacientes renais e higido (n=95).

Variavel Grupo Controle Grupo Renal p-valor
Idade 24 (21,5 - 27,5) 54 (42-61,5) <0,001
CcC 82 (78,25-87,5) 90,5 (80,37-98) 0,006
CQ 98,2 (95-103) 101 (95-108) 0,173
RCE 0,48 (0,44-0,51) 0,57 (0,51-0,61) <0,001
RCQ 0,84 (0,80-0,87) 0,88 (0,84-0,92) 0,001
Cpes 36,5 (34,95-38,50) 35 (32-37) 0,028
Angulo de fase 7,91 (6,58-8,63) 6,97 (6,47-7,81) 0,165
%CG 20,62 (16,01-23,46) 34,22 (26,67-41,14) <0,001
Peso 74,15+9,69 68,35+13,89 0,029
Altura 1,72+0,07 1,57+0,07 <0,001
IMC 24,90+3,57 27,4415,08 0,009
CB 31,46+3,14 29,47+3,98 0,012
Cpant 37,10+2,57 35,21+3,84 0,010

Abreviagdes: CC - circunferéncia da cintura; CQ- circunferéncia do quadril; RCE - Relagéo cintura
estatura; RCQ - Relacéo cintura quadril; CP- circunferéncia do pescoco; % GC - percentual de gordura
corporal; IMC - indice de massa corporal; CB - circunferéncia do braco; Cpant - circunferéncia da
panturrilha; *Teste de Mann-Whitney; @Valores descritos como mediana (valor minimo - valor maximo).
*Teste de T; @Valores descritos como média +desvio-padréo.

A Tabela 2 apresenta caracteristicas do perfil hemodinamico e bioquimicas da
amostra estratificada pelo grupo renal e controle. Nesta tabela foi possivel observar
gue os doentes renais apresentaram valores significativamente maior de presséo
arterial sistélica e diastodlica, colesterol total, glicemia, triglicerideos, LDL e menor de

creatinina e HDL, em relag&o ao grupo controle.
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Tabela 2. Perfil hemodinamico e bioquimico dos pacientes renais e higido

(n=95).
Variavel Grupo Controle Grupo Renal p-
valor
PAS 123 (115,5-132) 131 (119,75-138.25 0,034
PAD 74,54+10,28 82,49+12,45 0,002
%)t':ftero' 119,97 (103,15 -131,35) 133,45 (111,81-162,56) 0,010
Creatinina 1,23 (1,12 - 1,45) 1,07 (0,93 -1,42) 0,029
Glicemia 86,51 (74,95 - 90,19) 94,00 (82,94 -103,04) 0,001
Triglicerideos 75 (56,69 - 108,34) 144,48 (100,44 - 212,59) <0,001
Ureia 34,29 (31,12 - 40,21) 33 (26,97- 46,00) 0,880
Acido arico 6,06 (2,69 - 7,24) 4,45 (3,41-5,61) 0,072
LDL 57 (46,50 - 71,50) 72,87 (52,42-100,43) 0,019
HDL 42,98 (32,98 - 45,45) 31,85 (24,85-42,07) 0,003

Abreviagdes: PAS - pressdo arterial sistolica; PAD - pressao arterial diastolica; HDL - high density
lipoprotein; LDL - low density lipoprotein; *Teste de Mann-Whitney; 2Valores descritos como mediana
(valor minimo - valor maximo). *Teste de T; @Valores descritos como média +desvio-padrao.

A Tabela 3 apresenta a prevaléncia de parametros sociodemograficos e
clinicos estratificada por grupo. A analise dos dados mostrou prevaléncia significativa
do sexo feminino no grupo renal. Quanto as variaveis bioquimicas, a glicemia,
triglicerideos, HDL e LDL apresentaram maior prevaléncia de alteragcdes no grupo
renal em relagcdo ao grupo controle. Bem como nas demais variaveis clinicas como
pressao arterial, IMC, gordura corporal (%), circunferéncia da cintura e presenca de
risco para sindrome metabdlica também foi possivel constatar maior prevaléncia de

alteracdes no perfil cardiometabdlico no grupo renal.

Tabela 3. Prevaléncia de parametros sociodemograficos e clinicos
estratificada por grupo (n=95).

Variavel Grupo Controle Grupo Renal p-valor
Cor
Branco 24,3% (09) 20,7% (12) 0.677
Nao branco 75,7% (28) 79,3% (46)
Sexo
Feminino 16,2% (06) 70,7% (41)
<0,001

Masculino 83,8% (31) 29,3% (17)
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Colesterol Total
Normal

97,3% (36)

86,2% (50)

0,072
Alterado 2,7% (01) 13,8% (08)
Glicemia
Normal 94,6% (35) 67,2% (39) 0.002
Alterado 5,4% (02) 32,8% (19) '
Triglicerideos
Normal 89,2% (33) 53,4% (31) <0,001
Alterado 10,8% (04) 46,6% (27)
HDL
Normal 56,8% (21) 29,5% (15) 0.002
Alterado 43,2% (16) 74,1% (43) ’
LDL
Normal 91,9% (34) 74,1% (43) 0,031
Alterado 8,1% (03) 25,9% (15)
Pressédo Arterial
Normal 91,9% (34) 60,3% (35) 0.001
Alterado 8,1% (03) 39,7% (23) '
IMC
Eutréfico 59,5% (22) 32,8% (19) 0,003
Excesso de peso 40,5% (15) 67,30% (39)
%CG
Normal 89,2% (33) 29,3% (17) <0,001
Alterado 10,8% (04) 70,7% (41)
CcC
Normal 81,1% (30) 48,3% (28) 0,001
Alterado 18,9% (07) 51,7% (30)
RCE
Normal 27,0% (10) 84,5% (49) <0,001
Alterado 73% (27) 15,5% (09)
Sindrome Metabdlica
Auséncia 97,3% (36) 77,6% (45) 0,008
Presenca 2,7% (01) 22,4% (13)

38

Abreviagdes: HDL - high density lipoprotein; LDL - low density lipoprotein; IMC - indice de massa
corporal; % GC - percentual de gordura corporal; CC - circunferéncia da cintura; RCE - Relag&o
cintura estatura *Teste Qui-quadrado; @Valores descritos em percentual (%) e frequéncia (n).

A tabela 4 aponta a avaliacdo dos parametros antropomeétricos, bioquimicos e
pressoéricos por estagio da DRC, conforme valores de média e desvio padrdo. Foi
possivel observar diferenca significativa entre as variaveis presséao arterial sistolica,
glicemia em jejum e triglicerideos entre os estagios da patologia, mostrando variacdo

destes parametros no perfil cardiometabdlico do grupo renal.
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Ademais, foi possivel observar também que grande parte da amostra se
encontra nos estagios G2 e G3a respectivamente, sendo estes, considerados
portadores de doenca renal em estagio conservador. O tratamento conservador
consiste em controlar os fatores de risco para a progressao da DRC, preservar a TFG,
bem como para os eventos cardiovasculares e mortalidade. Quanto a redugéo da TFG

com a progressao dos estagios, tal resultado apresentou-se conforme previsto devido

ser uma caracteristica inerente da DRC (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacdo sociodemografica, antropométrica, bioquimica e hemodinamica da

amostra estratificada por estagio da DRC (n=58).

Estagios DRC

Variaveis 2 3a 3b 4 .
valor*
(n =34) (n=15) (n=07) (n=02)
Idade (anos) 51,32 +12,24 50,20 + 14,57  59,29+7,01 48,00+8,48 0,394
Peso (kg) 69,64 +15,97 66,90 + 13,20 63,49+959 74,25+13,08 0,654
Altura (m) 1,57 £ 0,08 1,57 £ 0,60 1,55 + 0,09 1,60 £ 0,00 0,877
IMC (kg/m?) 27,84 +553 26,86 + 4,68 25,98+ 3,76 29,00+5,11 0,768
CB (cm) 29,82+ 3,77 29,86 +4,61 27,14+ 3,63 28,75+3,18 0,420
CC (cm) 89,95+11,87 88,77+11,26  87,32+10,38 90,50+ 13,43 0,947
RCE (cm) 0,57 + 0,06 0,56 + 0,06 0,56 + 0,06 0,57 + 0,06 0,989
C. Pesc (cm) 35,55+4,36 34,70 + 3,90 34,07+265 36,00+0,00 0,777
C.Pant (cm) 35,66 + 3,68 35,30 +4,39 33,42+3,72 33,00+141 0,459
Angulo de Fase 7,57+2,12 7,44 + 1,62 8,54 £ 1,92 7,54 +£0,24 0,685
%CG 35,21+9,90 31,22+9,29 30,84+9,15 33,53 +14,00 0,506
PAS (mmHg) 124,71+14,57 131,60+ 17,33 137,43+15,55 179,50 + 3,53 <0,001
PAD (mmHg) 80,35+11,52 86,36+ 12,11 80,00 + 12,43 98,50 + 23,33 0,107
Col. total (mg/dL) 145,30+39,30 130,99 + 50,93 139,01+27,63 139,69+ 7,27 0,738
GLI (mg/dL) 98,21 + 26,82 91,35+ 18,95 119,76+24,58 129,74 +53,65 0,042
TRIG (mg/dL) 159,44+72,74 145,97 £ 64,05 175,86+£95,15 315,69+41,32 0,028
HDL (mg/dL) 33,57 +13,54 37,36 + 13,18 33,09+17,83 26,16 + 8,50 0,672
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NAO HDL (mg/dL) 111,73+38,23 93,62 + 43,56 105,91+21,23 113,53 +1,23 0,490

LDL (mg/dL) 81,50 + 35,80 78,33 + 37,07 80,79 £22,99 50,00 + 7,07 0,663
TFG 75,08 £8,94 53,71+4,73 38,62+2,84 21,00+ 3,53 <0,001
AU (mg/dL) 5,04 + 6,89 525+1,40 5,51+1,66 5,82+0,12 0,994

AbreviagGes: DRC- Doenga Renal Cronica; CB- circunferéncia do Brago; CC- circunferéncia da cintura; CB- Circunferéncia
da Brago; CPant- Circunferéncia da Panturrilha; m- metro; Kg- quilogramas; cm — centimetro; % -percentual; GC- gordura
corporal; PAS- Pressao arterial sistélica; PAD- Pressao arterial diastélica; Col - colesterol; GLI - glicemia; TRIG - triglicerideos;
HDL- high density lipoprotein; NAO HDL- n&o high density lipoprotein ; LDL- low density lipoprotein; TFG-Taxa de Filtrag&o
Glomerular; AU - acido Urico. *Teste ANOVA One-Way (p<0,05); Valores sao apresentados como média + desvio padrao;

Na avaliagdo dos preditores n&o invasivos de SM foi utilizado a Curva ROC,
destacando-se a relacao cintura-estatura (AUCROC=0,85), indice de massa corporal
(AUCROC=0,80) e o percentual de gordura corporal (AUCROC=0,80), como melhores
indicadores nos grupos renal e higido (Tabela 5).

Tabela 5. Preditores de Sindrome Metabdlica ndo invasivos.

Variaveis AUROC (IC 95%) p-valor
Peso 0,76 (0.64-0,89) 001
Altura 0,43 (0,28-0,58) 0,431
indice de massa corporal 0,80 (0,68-0,92) <0,001
Circunferéncia do braco 0,71 (0,57-0,85) 0,011
Circunferéncia do quadril 0,78 (0,66-0,91) 0,001
Relac&o cintura-estatura 0,85 (0,76-0,95) <0,001
Relacéo cintura-quadril 0,79 (0,64-0,94) <0,001
Circunferéncia do pescogo 0,67 (0,54-0,80) 0,037
Circunferéncia da panturrilha 0,61 (0,46-0,77) 0,164
Percentual de gordura corporal 0,80 (0,67-0,92) <0,001
Presséo Arterial Sistélica 0,77 (0,63-0,90) 0,001
Pressao Arterial Diastdlica 0,69 (0,55-0,83) 0,019

es: IC 95% - intervalo de confianga; * Area sob a curva AUROC

A Figura 1 demonstra uma representacdo grafica da curva ROC da tabela
acima, geradas por plotagem de sensibilidade (eixo y) versus especificidade (eixo x).
E possivel constatar que a altura ndo foi considerada bom preditor. Visto que para um
teste de diagndstico ser considerado preciso e tenha melhor desempenho, é
necessario existir uma curva mais proxima do canto superior esquerdo, acima da linha

de referéncia, ou seja, mais proxima de 1 [23;24].



310

311
312

313
314

315

316

317

318

319

320

321
322

Figura 1 - Area sob a Curva Roc.

Curva ROC

08 : [r ( /_I'II

04

Sensibilidade

il

0o 0z 04 06 08 10

1 - Especificidade

Fonte: Autor, 2023.

41

Origem da curva

PESO
— ALTURA
IMC
CB
ca
RCE
RCQ
C. PES
C.PANT
%CG
PAS
PAD
Linha de referéncia

Apos o tratamento de todas as amostras foi notada a presenca de homozigoto

normal (ndo polimorfico) em ambos os grupos, conforme a tabela 6. Do total de 94

amostras, 65 pacientes foram considerados homozigotos normais, um paciente

homozigoto mutado e 28 pacientes considerados heterozigotos. Desta forma, tais

resultados evidenciam a presenca do polimorfismo eNOS GIu298Asp em apenas um

1 paciente, sendo este do grupo controle, ou seja, que nao possui DRC.

Tabela 6 - Frequéncia para o polimorfismo eNOS 894G>T nos pacientes

renais e higido (n=94).

Grupo

Classificacao
Renal

Controle

Homozigoto normal 68,97% (40)
31,03% (18)

00% (00)

Heterozigoto
Homozigoto polimérfico

Total 100% (58)

72,22% (26)
25,00% (09)
2,78% (01)

100% (36)

*Valores descritos em percentual (%) e frequéncia (n).
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A presencga do polimorfismo foi evidenciada através da alteragdo da base
guanina (G) por timina (T) conforme sitio destacada na imagem abaixo (figura 2). Esta
mutacao afeta a expresséo e atividade do gene e como consequéncia resulta em uma
menor producdo enddgena de 6xido nitrico, que por sua vez pode modificar a

suscetibilidade a disturbios cardiometabdlicos e suas complicagfes [12;14].

Figura 2 - Eletroferograma de sequenciamento automatico da regido polimérfica do eNOS 894G>T de trés
pacientes homozigoto normal, homozigoto mutado e heterozigoto, respectivamente.

eNOS GIlu298Asp (894G>T)

Homozigoto Normal

Homozigoto Mutado o B o S o = VN et ) N N U AL N A A Y U NV Y

Heterozigoto
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Discusséao

A doenca renal crénica (DRC) apresenta crescente incidéncia nas ultimas
décadas devido ao aumento da prevaléncia dos fatores etioldgicos mais frequentes
na DR, dentre as quais podem ser destacados, a hipertensao arterial e o diabetes
mellitus (DM) [29]. O presente estudo fornece informacBes que corroboram a
importancia do diagndstico precoce da doenca e acompanhamento desde os estagios
iniciais, a fim de detectar riscos ou altera¢des bioquimicas ja instalados e comumente

observadas na DRC.
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Quanto ao género, assim como apresentado no presente trabalho, estudos
recentes relataram maior predominancia de mulheres na populacdo renal estudada,
bem como maior prevaléncia em individuos de meia idade [27; 28; 30; 31; 32; 33] dado
gue contrasta com as informacdes de pacientes em dialise onde predomina o género
masculino [34] e no estudo de Gorostini e colaboradores com populacdo adulta
espanhola [35]. Este fato pode ser justificado pelo publico feminino ter maior atencéo
com a sua saude [36].

O aumento da faixa etaria dos pacientes renais também corrobora os achados
do censo 2009-2018 [34] da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN) ao apresentar
maioria dos individuos entre 45-64 anos (41,5%). A idade é considerada um fator de
risco para DRC, pois ha um declinio bioldgico natural da TFG com o passar dos anos,
espera-se diminuicdo progressiva de aproximadamente 8 mL/min/1,73 m? por década,
associada a alta prevaléncia de fatores de risco de ordem patolégica que contribuem
para a perda da funcao renal [37;38].

Dados semelhantes, foram observados no estudo de Migdalis e colaboradores
[39] em que foram encontrados médias de pressao arterial sistolica e fracdes lipidicas
maiores no grupo renal, quando comparado ao grupo sem DRC, incluindo a menor
meédia de HDL. O colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-c) é uma molécula
conhecida por seu efeito cardioprotetor, importante mediador da funcdo endotelial e
na DRC, suas acfes benéficas sdo amplamente diminuidas [40].

O metabolismo da glicose e a resisténcia a insulina na DRC séo fatores
complexos e podem ser mediados por diversos parametros, entre eles, a diminuicédo
da resposta das células beta a glicose no sangue desde o estagio inicial da DRC e
reducdo da depuracado renal de insulina [41]. Além disso, Yun e colaboradores [42]

relatam que pacientes com anormalidade metabdlica possuem maior risco de



367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

44

desfechos negativos renais em todos os estagios, destacando a importancia do
acompanhamento deste grupo especifico.

Vale ressaltar que em portadores de DRC, alteracdes na fracéo lipidica sédo
bastante observadas e consideradas fator agravante para DCV. Os triglicerideos
séricos elevados representam a anormalidade mais frequente no perfil lipidico de
pacientes com DRC [40]. Shrestha e colaboradores [43] encontraram em seu estudo
com pacientes renais cronicos prevaléncias semelhantes na fragcdo lipidica como
triglicerideos (39,18%), HDL baixo (42,23%) e LDL elevado (35,96%). Cabe salientar
gue alteracbes no metabolismo da glicose associado a fatores, incluindo
hipertrigliceridemia e baixo colesterol HDL, pode desempenhar um papel relevante na
para o inicio e progressao da DRC [44].

Por se tratar de uma doenca base para a incidéncia de DRC, a HAS € associada
a um maior risco de reducdo da TFG pela ativacdo do sistema renina-angiotensina,
induzindo assim disfuncéo endotelial e estresse oxidativo lesfes renais. Além disso,
a obesidade e a dislipidemia apresentam risco significativamente associados a um
risco aumentado de doenca renal nefrética, dados que puderam ser evidenciados
neste trabalho [45].

Na populacéao renal, a mortalidade por DCV constitui a principal causa de 6bito,
dado que reforca a necessidade de rastreio para condi¢cdes cronicas de saude em
todos os estagios da DRC [30]. A sindrome metabdlica (SM) é caracterizada por um
conjunto de fatores de risco cardiovascular e sua prevaléncia neste trabalho foi de
22,4% (p=0,008) no grupo renal. Dados parecidos com os que foram encontrados por
Moustakim e colaboradores [46] e Chen e colaboradores [47], 38% e 36,4%,
respectivamente em estudos quando comparados populacéo renal e ndo renal. Ja no

trabalho de Syukri e colaboradores [48] houve maior prevaléncia de SM com 50,2% e
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seus componentes, o que pode ser justificado por terem sido participantes com
insuficiéncia renal cronica. Diante do disturbio do metabolismo da glicose e lipidios em
pacientes com DRC, a incidéncia de SM nesta populagéo € significativamente maior
do que na populacao geral [49].

No presente estudo, observou-se a predominancia dos estagios iniciais da
doenca (G2 e G3a), considerados em estagio conservador. Em consonancia com essa
predominéncia, Pereira e colaboradores [50] encontraram prevaléncia de portadores
nos estagios iniciais (89,4%) em seu estudo epidemioldgico realizado em Goiania,
GO. Estes dados corroboram a importancia do acompanhamento de individuos em
tratamento conservador, a fim de retardar a progressdao da doenca e controlar
desfechos de saude decorrentes da faléncia renal [51].

Quando considerado o perfil bioquimico e pressérico do grupo renal
estratificado por estagio, foi possivel observar que os pacientes apresentaram
alteracdes gradativamente de acordo com o avanco do estagio renal. No ultimo
estagio apresentado (G4) foi possivel perceber maiores alteracdes nas trés variaveis
discutidas, demonstrando o perfil das alteracdes cardiometabdlicas como
consequéncia da progressao renal. Ao observar tais dados, pode-se constatar
também que o maior controle dos parametros bioquimicos e perfil hemodinamico nos
grupos em estagio conservador, podem ser justificados pelo acompanhamento deste
publico em centros de referéncia, onde é reforcado a adesdo ao tratamento e a
reflexdo sobre a centralidade do seu empenho na conducéo da terapéutica e, desta
forma, obtendo melhores resultados clinicos [52].

As modificacdes no perfil lipidico destacam-se desde os estagios iniciais e
podem ser consideradas como fatores envolvidos na patogénese da progressao da

DRC [53]. O que é evidenciando também no estudo de Ferro e colaboradores [54] que
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citam caracteristica em portadores de DRC, a partir do estagio 32, o decréscimo no
nivel sérico de HDL e aumento dos triglicerideos.

No presente estudo, destacam-se a relagéo cintura-estatura, indice de massa
corporal e %GC como melhores preditores néo invasivos de SM, respectivamente.
Parametros antropométricos sdo considerados relevantes para a pratica clinica na
avaliacdo de fatores de risco cardiometabdlico [55] e ratificados na literatura como
bons preditores para SM [56]. A incidéncia de SM estd aumentando a nivel mundial
com o continuo crescimento da prevaléncia de obesidade. Portanto, ressalta-se a
necessidade da deteccdo precoce para evitar resultados adversos [57]. Nesse
contexto, a utilizacdo de métodos de triagem de baixo custo podem facilitar o
diagnastico e otimizar o atendimento pelos profissionais de saude.

Os dados da presente pesquisa sao corroborados a outros estudos que
apontam a RCE como melhor preditor de SM quando comparado com outras medidas
antropomeétricas [55;56;57] e em diferentes grupos étnicos [56; 58] principalmente, por
ser um indicador de obesidade abdominal de alta confianca. Kawamoto e
colaboradores [58] mostrou que além da RCE, o IMC também foi Gtil para predizer a
SM em populacdo idosa do Japdo. O IMC é uma medida antropométrica muito
utilizada na clinica e fortemente relacionada a adiposidade corporal e foi considerado
um bom parametro em adolescentes [47] e adultos [59] na predic&o do risco de SM e
seus componentes.

A obesidade estd associada a uma série de fatores de risco de doencas
cardiovasculares (DCV), incluindo a sindrome metabdlica. Dentre estes componentes,
a obesidade abdominal, representa a manifestacao mais prevalente desta condicéo e
de importancia central no diagnostico clinico. A gordura corporal elevada esta

relacionada a sindrome metabdlica em alguns grupos étnicos [60] e corroborando os



442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

47

achados do presente estudo, a pesquisa de Shukohifar e colaboradores [61] mostrou
gue 0 %GC teve bom desempenho na predicao de fatores de risco para SM, podendo
ser incluida nas etapas de triagem em pacientes diabéticos. Apesar deste parametro
ter apresentado um bom desempenho para validar seu uso na triagem, sua utilizagao
apresenta a necessidade de um equipamento de alto custo. Portanto, sugere-se que
na pratica clinica sejam realizadas as medidas antropométricas RCE e IMC para
complementar a triagem de SM.

Apesar de ndo ter sido possivel incluir associacdo entre os parametros
cardiometabdlicos com o polimorfismo do gene eNOS Glu298Asp neste trabalho,
estudos genéticos associados a DRC podem ajudar a prever a identificacdo e
evolucdo dessa doenca. Zhou, XU e YIN [62] realizaram uma meta-analise para
investigar a associacdo entre o polimorfismo GIu298Asp e a suscetibilidade a
Nefropatia Diabética (ND) e relataram que o alelo T foi associado a suscetibilidade da
doenca em populagbes gerais, em asiaticos e em caucasianos. Entretanto, a
associacao nao foi encontrada para a populacédo brasileira.

Outro estudo mostrou uma associacao entre a presenca do alelo polimérfico T
e a susceptibilidade ao desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda (IRA) em varias
populacdes, especialmente populacdes asiaticas. Nesta mesma metanalise, foi
encontrado a frequéncia do alelo T na populacéo brasileira de 33,50% e 30,00% no
grupo controle [63].

llhan e colaboradores [64] ndo encontraram nenhuma associacdo entre o
polimorfismo Glu298Asp no gene eNOS e doencas renais em estagio terminal em
diferentes tratamentos dialiticos. Assim como Joshaghani e colaboradores [65] com a
populacdo do norte do Ird que mostraram que dentre as variantes estudadas no gene

NOS, a G894T néao fora associada ao risco de doenca arterial coronariana (DAC).


https://www.tandfonline.com/author/Zhou%2C+Tian-Biao
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Nos achados El-Baz e colaboradores [66], egipcios homozigotos pelo alelo Asp
tiveram risco aumentado de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, que € uma das
manifestacdes da SM [66]. Dados que pode estabelecer relacdo com o de Fattakhov
e colaboradores [67], a0 considerar que o polimorfismo pode ser um marcador
genético de predisposicao para SM em populacdes eslavas. Neste estudo, o0 genétipo
Asp/Asp foi associado a maior risco de SM com o aumento do nivel sérico de
endotelina-1, importante vasoconstritor endégeno relacionado a disfuncdo endotelial
e hemodinamico.

Este polimorfismo Glu298Asp tem sido associado principalmente a patologias
cardiovasculares, como doenca arterial coronariana, aterosclerose, espasmo
coronariano induzido pela acetilcolina e hipertenséo arterial. Bem como doenca de
Alzheimer, hipertensdo induzida pela gravidez, cancer vesical e da prostata e
nefropatia diabética [14]. Entretanto, mais investigacdes de associacdo de caso-
controle em populacbes maiores e estratificadas sdo necessarias para esclarecer

ainda mais o papel desse polimorfismo no gene eNOS GIu298Asp na suscetibilidade

a SM e DRC nos estagios pré-dialise.

O rastreamento da SM € relevante para distinguir pacientes em risco
cardiovascular, principalmente quando se trata de pacientes renais. Esses individuos
precisam de intervenc8es mais intensivas no estilo de vida em um estagio inicial para
retardar a progressdo das doencas cardiovasculares e lesdo renal e,
consequentemente, desfechos indesejados [56].

Dentre as limita¢des inerentes ao estudo, incluem o uso de dados de um anico
ambulatorio e o numero relativamente pequeno de individuos analisados, por isso,

sugere-se a continuidade da realizagéo de estudos com a populacéo renal.
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Concluséo

Observou-se prevaléncia para o risco de sindrome metabdlica, evidenciando
maior risco cardiometabdlico no grupo renal. Foi evidenciado a presenca de um Unico
individuo com o polimorfismo GIlu298Asp, entretanto nao foi possivel associar sua
presenca com o risco cardiometabdlico e variaveis antropométricas e bioquimicas. A
relacdo cintura-estatura e indice de massa corporal podem ser utilizados na triagem
de pacientes com SM como métodos néo invasivos e de baixo custo.

Logo, a avaliacdo precoce de fatores de risco cardiometabdlico em todo
estadiamento da DRC é extremamente relevante. Esses individuos precisam de
intervencdes mais intensivas no estilo de vida em um estagio inicial para retardar a
progressédo das doengas cardiovasculares e lesdo renal e, consequentemente,
desfechos indesejados.

Tais achados reforcam a necessidade de ampliacdo do diagndstico e do
fortalecimento de medidas de satde publica/atencdo primaria no Sistema Unico de
Saude (SUS) para deteccdo precoce e prevencdo de progressdo de eventos

cardiovasculares na populacéo renal.
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Material suplementar 1 - Protocolo de extracdo de DNA PureLink® Genomic da
ThermoFisher

Use the following protocol to prepare lysate from blood samples (hucleated or nonnucleated).
Note: If you are processing >200 yL blood sample, you need to Purchase additional
PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer and Proteinase K.

1. Set a water bath or heat block at 55°C.

2. To a sterile microcentrifuge tube, add <200 pL fresh or frozen blood sample (if using <200
ML blood sample, adjust the sample volume to 200 pL using PBS). For processing blood
samples >200 pL and <1 mL, scale up all reagente volumes accordingly.

3. Add 20 uL Proteinase K (supplied with the kit) to the sample.

4. Add 20 pyL RNase A (supplied with the kit) to the sample, mix well by brief vortexing, and
incubate at room temperature for 2 minutes.

5. Add 200 yL PureLinkR Genomic Lysis/Binding Buffer and mix well by vortexing to obtain a
homogenous solution.

6. Incubate at 55°C for 10 minutes to promote protein digestion.

7. Add 200 uL 96—-100% ethanol to the lysate. Mix well by vortexing for 5 seconds to yield a
homogenous solution.

8. Proceed immediately to Binding DNA.

Binding DNA: 1. Remove a PureLinkR Spin Column in a Collection Tube from the package.
2. Add the lysate (~640 pL) prepared with PureLinkR Genomic Lysis/Binding Buffer and
ethanol to the PureLinkR Spin Column.

3. Centrifuge the column at 10,000 x g for 1 minute at room temperature.

4. Discard the collection tube and place the spin column into a clean PureLinkR Collection
Tube supplied with the kit.

5. Proceed to Washing DNA.

Washing DNA 1. Add 500 uL Wash Buffer 1 prepared with ethanol (page 23) to the column.
2. Centrifuge column at room temperature at 10,000 x g for 1 minute.

3. Discard the collection tube and place the spin column into a clean PureLinkR collection tube
supplied with the Kkit.

4. Add 500 pyL Wash Buffer 2 prepared with ethanol (page 23) to the column.

5. Centrifuge the column at maximum speed for 3 minutes at room temperature. Discard
collection tube.

6. Proceed to Eluting DNA.

Eluting DNA 1. Place the spin column in a sterile 1.5-mL microcentrifuge tube.

2. Add 25-200 pL of PureLinkR Genomic Elution Buffer to the column. See Elution
Parameters (page 13) to choose the suitable elution volume for your needs.

3. Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column at maximum speed for 1
minute at room temperature. The tube contains purified genomic DNA.

4. To recover more DNA, perform a second elution step using the same elution buffer volume
as first elution in another sterile, 1.5-mL microcentrifuge tube.

5. Centrifuge the column at maximum speed for 1.5 minutes at room temperature.The tube
contains purified DNA. Remove and discard the column.

Storing DNA < Store the purified DNA at —20°C or use DNA for the desired downstream
application. For long-term storage, store the purified DNA in PureLinkR Genomic Elution Buffer
at —20°C as DNA stored in water is subject to acid hydrolysis. To avoid repeated freezing and
thawing of DNA, store the purified DNA at 4°C for immediate use or aliquot the DNA and store
at —20°C for long-term storage.
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