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“Klotho gira o fio da vida, Lachesis
determina seu comprimento e Atropos o
corta.”

(Mitologia grega, autor desconhecido).



RESUMO

A Doenca Renal Cronica (DRC) caracteriza-se por um dano renal progressivo evidenciado
através da reducdo da taxa de filtracdo glomerular. Déficit cognitivo é comum em pacientes
com DRC e a fisiopatologia exata ndo é completamente compreendida. Os niveis séricos da
proteina Klotho sdo significativamente menores em pacientes com DRC que em pacientes
saudaveis, reduzindo também os niveis de Klotho cerebral. A proteina Klotho, produzida pelo
rim, correceptor para 0 FGF23, parece ser necessaria para a neuroprote¢do. Para compreender
a correlacdo da proteina Klotho com os disturbios cognitivos, foram selecionados 52
pacientes, 40 portadores de DRC em tratamento conservador acompanhados no ambulatério
de Nefrologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), Universidade Federal do
Ceard (UFC), e 12 pacientes do grupo controle. Funcdo cognitiva foi avaliada através da
aplicacdo dos seguintes testes neuropsicolédgicos: Teste de Aprendizagem Auditivo-Verbal de
Rey, Teste dos cinco digitos, Tarefa de Alcance de Digitos Ordens Direta e Inversa, Tarefa de
Cubos de Corsi, Teste de Stroop, Teste de Trilhas, Tarefas de Fluéncia Verbal Semantica e
Fonémica. Dosagem sérica de Klotho, FGF23 e biomarcadores de leséo endotelial (VCAM-1,
Angiopoietina 1 e 2) foram mensurados. Niveis séricos de Klotho foram significativamente
diminuidos em pacientes com DRC quando comparado ao grupo controle (p=0,015). VCAM-
1 e Angiopoietina 2 foram significativamente aumentados nos pacientes com DRC
comparados com o grupo controle (p=0,012 e p=0,03, respectivamente). Aumento dos niveis
de FGF23 foi associado a reducdo da taxa de filtracdo glomerular (rho=-0,636, p=0,035) e a
menor pontuacdo em um teste de memoria RAVLT (rho= -0,626, p=0,04) em pacientes com
DRC moderada/severa. Foi evidenciado de forma contundente que a reducdo dos niveis
séricos da proteina Klotho em pacientes com DRC moderada/severa (TFG < 45 mL/min/
1,73m?) estdo associados com niveis elevados de VCAM-1 (p=0,019) e ambos, a reducdo dos
niveis séricos de Klotho e aumento do VCAM-1 foram associados a pior desfecho em varios
dominios de cognicdo nos testes neurocognitivos. Esses dados correlacionam a proteina
Klotho sérica a deéficit cognitivo, e sugerem que a dosagem de Klotho sérico seja um possivel
marcador de dano cognitivo incipiente, mesmo em pacientes sem diagnostico clinico de

doenca cerebrovascular.

Palavras-chave: Doenca Renal Cronica; Declinio Cognitivo; Proteinas Klotho; Fator de
Crescimento Fibroblastos 23; VCAM-1.



KLOTHO PROTEIN, BIOMARKERS OF ENDOTHELIAL DAMAGE AND COGNITIVE
IMPAIRMENT IN PATIENTS WITH NON-DIALYSIS CHRONIC KIDNEY DISEASE
ABSTRACT
Chronic Kidney Disease (CKD) is characterized by progressive kidney damage evidenced by
a reduction in the glomerular filtration rate. Cognitive dysfunction is common in patients with
CKD and the exact pathophysiology of cognitive impairment in CKD is not completely
understood. Serum levels of Klotho protein are significantly lower in patients with CKD than
in healthy patients, also reducing cerebral Klotho levels. The Klotho protein, produced by the
kidney, coreceptor of FGF23, appears to be necessary for neuroprotection. To understand the
correlation of the Klotho protein with cognitive disorders, 52 patients were selected, 40 with
non-dialytic CKD followed at the Nephrology outpatient clinic of the Walter Cantidio
University Hospital (HUWC), Federal University of Ceara (UFC), and 12 patients from the
group control. Cognitive function was assessed through the application of the following
neuropsychological tests: Rey's Auditory-Verbal Learning Test (RAVLT), Five Digit Test
(FDT), Foward and backward digit span, Corsi's Cube Task, Stroop Test, Trial Making Test
(TMT) and Phonemic and Semantic verbal fluency tasks. Serum levels of Klotho, FGF23 and
endothelial injury biomarkers (VCAM-1, Angiopoietin 1 and 2) were measured. Klotho serum
levels were significantly decreased in patients with CKD when compared to the control group
(p=0,015). VCAM-1 and Angiopoietin 2 were significantly increased in patients with CKD
compared to the control group (p=0,012 and p=0,03, respectively). Increased FGF23 levels
were associated with reduced glomerular filtration rate (rho=-0,636, p=0,035) and lower
scores on a RAVLT memory test (rho= -0.626, p=0,04) in patients with moderate/severe
CKD. It was strongly evidenced that the reduction of Klotho protein serum levels in patients
with moderate/severe CKD (GFR < 45 mL/min/ 1,73m2) are associated with elevated levels
of VCAM 1 (p=0,019) and both, the reduction of serum Klotho levels and increased VCAM-1
were associated with worse outcome in several domains of cognition on neurocognitive tests.
These data correlate serum Klotho protein with cognitive impairment and suggest that serum
Klotho levels are a marker of incipient cognitive impairment, even in patients without a

clinical diagnosis of cerebrovascular disease.

Keywords: Chronic Kidney Disease; Cognitive Dysfunction; Klotho Proteins; Fibroblast
Growth Factor-23; VCAM-1.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da Doenc¢a Renal Cronica

A Doenca Renal Crénica (DRC) caracteriza-se por um dano renal progressivo
evidenciado através da reducdo da taxa de filtracdo glomerular. A incidéncia de DRC tem
aumentado nos ultimos anos devido ao envelhecimento da populacdo e aumento da
expectativa de vida. A prevaléncia global estimada de pacientes em dialise crnica no Brasil
conforme o relatorio do Censo Brasileiro de Didlise de 2021 foi de 148.363 (Grafico 1)
(NERBASS et al., 2022).

Gréfico 1 - Prevaléncia de pacientes em dialise no Brasil, 2001 a 2021.
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Fonte: Censo Brasileiro de Dialise 2021: anélise de dados da década 2001 a 2021. (NERBASS et al., 2022).

Segundo o Censo Brasileiro de Dialise de 2021, as causas mais comuns de DRC
no Brasil sdo a hipertensdo (32%) e o diabetes (30%), seguidos por glomerulonefrites cronicas
(8%) e doenca policistica renal (4%). Outras condi¢bes foram responsaveis por 11% dos
casos, e em 15%, a causa da DRC néo foi estabelecida. Estas percentagens ndo tém mudado
significativamente nos altimos anos (NERBASS et al., 2022).
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1.2 Definicao e estadiamento da Doenga Renal Cronica

Doenca renal cronica € definida como anormalidade na estrutura ou funcéo renal
presente em pelo menos trés meses com importantes implicagdes na saude. Estas alteracdes,
conforme a diretriz do KDIGO (The Kidney Disease Improving Global Outcome), incluem
diminuicdo da taxa de filtragdo glomerular (TFG) < 60 mL/min/1,73m? ou marcadores de
dano renal, mesmo com TFG superior a 60 mL/min/1,73m? (STEVENS; LEVIN, 2013). Os
marcadores de dano renal representam as seguintes alteragdes: albuminuria (albumindria > ou
= 30 mg/24 horas ou relacdo albumina/creatinina urinaria > ou = 30 mg/g), alteracbes do
sedimento urinario, anormalidades detectadas na histologia renal, anormalidades estruturais
detectadas por exames de imagem, anormalidades eletroliticas causadas por tubulopatias e
historico de transplante renal (EKNOYAN; LAMEIRE, 2013).

A diretriz KDIGO recomenda classificar os individuos de acordo com as seis
categorias da TFG e trés categorias de albuminuria. Através da combinacdo da avaliacdo da
TFG e o status de albuminuria, um paciente pode ser melhor avaliado como sendo de baixo,
moderado, alto ou muito alto risco para piora da fungdo renal e outras complicacgdes,
facilitando tomada de decis6es no monitoramento e manejo destes pacientes, demonstrado na
Figura 1 (LEVIN; STEVENS, 2014).
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Figura 1 - Classificacdo e prognostico da doenca renal crbnica baseada na taxa de

filtracdo glomerular e albumindria.
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Green: low risk (if no other markers of kidney disease, no CKD); Yellow: moderately increased risk;
Orange: high risk; Red, very high risk.

Fonte: KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic Kidney Disease
(EKNOYAN; LAMEIRE, 2013).

O critério da TFG ¢é classificado em estagios dependendo do grau de diminuigdo da
TFG: estagio | corresponde a TFG > 90 mL/min/1,73m?, estagio 1l corresponde a TFG entre
60 e 90 mL/min/1,73m?, estagio Il corresponde a TFG entre 30 e 60 mL/min/1,73m?, estagio
IV corresponde a TFG < 30 mL/min/1,73m? e estigio V corresponde a TFG < 15
mL/min/1,73m2 (EKNOYAN; LAMEIRE, 2013).

Em relagdo a albumindria, o paciente é classificado em Al=albuminuria normal
(relacdo albumina creatinina urinaria-RACU) <30mg/g ou <3 mg/mmol), A2=albumindria
moderadamente elevada (RACU: 30-300 mg/g ou < 3-30 mg/mmol) e A3=albuminuria
severamente elevada (RACU > 300 mg/g ou 30mg/mmol) (LEVIN; STEVENS, 2014).

Albuminuria ¢ uma manifestacdo de doencas que afetam a membrana capilar
glomerular alterando a permeabilidade seletiva, esta associada a aumento da morbidade e
mortalidade cardiovascular, mesmo na auséncia de diagnéstico previo de hipertensdo arterial
sistémica (HAS) ou diabetes (BERZING; SALANT, 2021).

A DRC caracteriza-se por diversas complicagdes metabdlicas e funcionais, e estas
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complicagcbes agravam-se com a piora progressiva da fungdo renal. As principais
complicacdes da DRC sdo anemia, HAS, doenca cardiovascular, doenga mineral 0ssea,
distdrbios hidroeletroliticos, imunossupressdo, risco aumentado para infeccOes, déficit
cognitivo, entre outras.

Fortes evidéncias tém demonstrado alta prevaléncia de distirbios neuropsiquiatricos,
principalmente cognitivos, depressdo e ansiedade em pacientes com DRC. Estas condi¢fes
neuropsiquiatricas estdo associadas a piores desfechos clinicos, incluindo piora na qualidade

de vida, hospitalizacdo prolongada e aumento de risco de mortalidade (SILVA et al., 2019).

1.3 Déficit cognitivo na Doenca Renal Cronica

Vérias evidéncias tém demonstrado uma alta prevaléncia de distdrbios
neuropsiquiatricos, principalmente declinio cognitivo, depressdo e ansiedade em pacientes
com DRC (SILVA et al., 2019). Déficit cognitivo estd associado a aumento da morbidade e
mortalidade em pacientes com DRC. A taxa de déficit cognitivo chega a atingir cerca de 27-
67% de pacientes com DRC severa (TFG < ou = 15 mL/min/1,73m?). Nesta populagio, é um
preditor independente para mortalidade e sobrevida em pacientes em dialise e piora na
qualidade de vida destes pacientes (BERGER et al., 2016). Em pacientes com DRC, a
prevaléncia de disturbios cognitivos (incluindo distarbios cognitivos leve e deméncia) é
aumentada mesmo em pacientes jovens (21-44 anos de idade) (VIGGIANO et al., 2020).

A DRC, além de ser um importante fator de risco para déficit cognitivo leve, também
esta relacionada & deméncia. Em um estudo longitudinal na populacgéo geral, o efeito da DRC
no risco de déficit cognitivo leve e deméncia foi superado apenas de acidente vascular
encefalico (AVE) e uso cronico de ansioliticos, e foi superior ao efeito dos fatores genéticos
(VIGGIANO et al., 2020).

Em uma amostra de 314 pacientes dialiticos submetidos a testes neurocognitivos na
primeira hora de terapia dialitica, apenas 30% dos pacientes tinham uma fungdo cognitiva
intacta, enquanto mais da metade apresentou déficit cognitivo de grau moderado a severo
(DREW et al, 2019). Gréfico 2 ilustra esta prevaléncia.
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Grafico 2 - Déficit cognitivo em pacientes em hemodialise.
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Fonte: Cognitive Impairment in CKD: Pathophysiology, Management, and Prevention (DREW et al., 2019,
p.783).

Baixo desempenho cognitivo é frequente em pacientes em hemodialise, afetando
principalmente as funcbes executivas. O desempenho normal no Mini Exame do Estado
Mental (Mini Mental State Examination-MMSE) ndo exclui o comprometimento cognitivo,
porque mesmo nos individuos com pontuacdo MMSE > ou igual a 24, existe uma frequéncia
aumentada de baixa performance cognitiva. Este exame deve ser utilizado apenas como uma
rapida triagem para déficit cognitivo (SARNAR et al., 2013).

Apbs o controle do fator idade, alteragdes cognitivas nos diferentes estagios de DRC
parecem estar relacionadas a presenca e ao grau de albuminuria. Em pacientes com DRC e
TFG estimada > 60 mL/min/1,73m?, a presenca de albumindria esta associada a déficit
cognitivo leve (VIGGIANO et al., 2020).

Foi demonstrada uma relacdo entre disfuncdo renal e déficit cognitivo em idosos.
Marcadores de DRC, como cistatina C e albumina urinaria, estdo significativamente
associados a déficit cognitivo e podem ser usados como marcadores precoces e efetivos para o
screening do déficit cognitivo em idosos (WEI; WEI; ZHU, 2017; YAFFE et al., 2014).

O déficit cognitivo em pacientes portadores de DRC é predominantemente de natureza
cortical, além de alguns distarbios em menor grau de natureza temporal (JONES et al., 2015).
Elias e colaboradores demonstraram que pacientes com diminui¢do da TFG tiveram reducdo

em testes de memdria visual e espacial, memoria de curto prazo, concentracdo e atencao
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(ELIAS et al., 2009). Também, foi sugerido por alguns autores que areas da linguagem,
também localizadas no cortex temporal, responsavel pela fluéncia de palavras e compreensdo
verbal, parecem estar comprometidas em pacientes com DRC avancada (LUX et al., 2010).

Déficit cognitivo é avaliado em dominios cognitivos especificos, incluindo atencéo,
memoria, habilidade visual espacial, linguagem e funcBes executivas. Pacientes com DRC
demonstram déficit de atencdo e controle inibitério prejudicado, que é a inabilidade de
suprimir acdes inapropriadas. Muitas regifes cerebrais sdo requeridas para a atencdo e
controle inibitorio, incluindo o cértex pré-frontal e o locus coeruleus na ponte dorsal, que
produzem norepinefrina. Comparado com individuos normais, pacientes em hemodialise tem
espessura do cortex pré-frontal reduzida e aumento de conexdes para o cortex pré-frontal em
comparagdo com individuos normais. Habilidades de linguagem também estdo
comprometidas em pacientes com DRC, e este é o Unico dominio cognitivo que mostra
correlacdo linear com o declinio da TFG. Nestes pacientes também ha comprometimento de
funcBes executivas e estas ocorrem em maior frequéncia na DRC que comprometimento na
linguagem, memoria e habilidades visuoconstrutivas (VIGGIANO et al., 2020).

Ambas as memorias explicitas e implicitas parecem estar alteradas na DRC. O
armazenamento da memoria requer a integridade do cortex cerebral, hipocampo e a atividade
de neur6énios colinérgicos no nucleo basalis of Meynert. Em modelos animais, a DRC induz
morte neuronal no hipocampo e reduz a atividade colinérgica no nicleo basalis de Meynert
(JONES et al., 2015).

1.3.1 Fisiopatologia do déficit cognitivo na DRC

A fisiopatologia exata do déficit cognitivo na DRC ndo é completamente
compreendida, varias funcbes cerebrais estdo comprometidas. A teoria vascular, a principal
delas, se deve as similaridades hemodindmicas entre o rim e o cérebro. Similaridade
anatdbmica e funcional do tecido renal e cerebral leva a susceptibilidade de ambos os 6rgdos a
dano vascular e a fatores de risco cardiovasculares, incluindo envelhecimento, obesidade,
diabetes, HAS, dislipidemia e tabagismo. A DRC é um fator de risco para acidente vascular
cerebral e deméncia vascular (SILVA et al., 2019).

Um estudo analisou 40 autdpsias de cérebros de pacientes com DRC e observaram
uma alta prevaléncia de aterosclerose e arterioloesclerose (Figura 2). Além disso, 0s autores
chamaram atencéo para achados de calcificacdo vascular severa. Alteragdes minerais e 0sseas,

como hiperfosfatemia e hipercalcemia, tém um impacto importante na fisiopatologia da
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calcificagdo vascular. Existem evidéncias de transformacgdo da musculatura lisa vascular para
um fendtipo osteogénico na DRC (VINTERS; MAGAKI; WILLIAMS, 2021).

Figura 2 - Achados neurovasculares em pacientes com doenca renal crénica.
- . ,“ﬂ\ § o S XY N S

Fonte: Neuropathologic findings in chronic kidney disease (VINTERS et al., 2021, p. 3).
Descricdo: A e B: Artéria meningea com aterosclerose e hiperplasia da camada intima; C: Arteriolas de

substancia branca mostrando hiperplasia canada média e adventicia; D: Macréfagos contendo hemossiderina.

Biomarcadores relacionados a injuria endotelial vascular estdo elevados em pacientes
com DRC em hemodidlise e estdo relacionados a aterosclerose, doenca cardiovascular,
mortalidade cardiovascular e mortalidade por outras causas. Em pacientes com DRC em
hemodialise niveis de ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1), e MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) foram
significantemente aumentados quando comparados a pacientes sadios e 0s niveis ainda foram
maiores apds a sessdo de hemodialise (PAPAYIANNI et al., 2002). Um estudo recente
demonstrou uma associacgdo estatisticamente significante entre trés biomarcadores de lesdo
endotelial (ICAM-1, Angiopoietina 2 (Ang 2), SYNDECAN-1) e funcdo cognitiva em
pacientes DRC dialiticos, demonstrando evidéncia que doenca vascular parece ser um
importante fator fisiopatolégico do déficit cognitivo em pacientes com DRC. Estes
marcadores de lesdo endotelial também foram associados com mortalidade cardiovascular
nesse grupo de pacientes (MEDEIROS et al., 2020). Em uma amostra de 95 pacientes ndo
dialiticos com DRC (estagios 3-5) e grupo controle com 31 pacientes, foi evidenciado niveis
elevados de VCAM-1, fator de Von Willebrand e Angiopoietina 2 (Ang 2), no grupo com
disfuncéo renal (PADBERG et al., 2014).
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Um estudo mostrou correlacdo independente, quando ajustado fatores confundidores,
de Angiotensina 2 plasmatica e albuminuria em pacientes com DRC. O mecanismo que
conecta disfuncdo endotelial, albumindria e doenca cardiovascular ¢ que a disfuncédo
endotelial aumenta a permeabilidade vascular e as perdas albumina no glomérulo (CHANG et
al., 2013).

O estudo Sprint Mind avaliou o controle pressorico e declinio cognitivo em pacientes
com TGF < 60 mL/min/1,73m?. Incluiu um detalhado nimero de testes cognitivos e avaliou
especialmente o declinio cognitivo como um dos desfechos secundarios. Os resultados deste
estudo demonstraram que o grupo de pacientes randomizados para 0 grupo de controle
pressoricos intensivo (pressdo arterial sistélica (PAS) < 120 mmHg) foi associada a menor
incidéncia de distdrbio cognitivo leve comparado com o grupo controle (PAS<140 mmHg)
(WILLIAMSON et al., 2019).

Uma revisdo sistematica, incluindo 38 publicacdes relevantes, demonstrou que drogas
anti-hipertensivas, particularmente blogueadores do canal de célcio e blogueadores do
Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) parecem ser benéficos em prevenir
disturbios cognitivos e deméncia (ROUCH et al., 2015). Apos analise multivariada dos dados
do estudo ONTARGET/TRANSCEND, no qual 25% dos pacientes tinham DRC, foi
evidenciado que em pacientes com reducdo parcial ou completa da albumindria tiveram 20%
a 40% menor risco de diminuicdo na pontuacdo do teste Mini-Mental (3 ou mais pontos)
comparado aqueles que tiveram aumento ou nenhuma mudanca na albumindria (BARZILAY
etal., 2011).

O potencial efeito do SRAA no cross-talk rim-cérebro também esta sendo investigado.
O tratamento com iIECA ou BRA exerce efeitos neuroprotetores contra doencas degenerativas,
além de serem nefroprotetores. Pacientes portadores de doenca de Alzheimer em uso de IECA
tém uma taxa reduzida de declinio funcional e o0 mesmo ja foi demonstrado na doenca de
Parkinson (SILVA et al., 2019).

Os primeiros estudos publicados que demonstram associacdo entre albuminuria e
deméncia estavam limitados apenas a populacdo idosa. Em um estudo em pacientes idosos do
Cardiovascular Health Cognition Study, foi evidenciada uma associacdo entre aumento da
albumindria e deméncia. Essa associacdo permaneceu significante apos ajuste de fatores
também associados a deméncia, como HAS, diabetes e prevaléncia de doenca cardiovascular.
O autor sugere que este achado pode ser em parte explicado pelas muitas similaridades
anatdbmicas microvasculares encontradas nos cérebros de pacientes com deméncia e nos rins
de pacientes com albumindria (BARZILAY et al., 2008).
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O estudo Prevention of Renal and Vascular End-Stage Disease (2017), conduzido na
populacéo geral, demonstrou que albumindria elevada, mas ndo a estimativa da TFG, estava
associada a pior funcdo cognitiva. Esta associacdo estava apenas presente na amostra de
pacientes mais jovens (por volta de 42 anos de idade). Pacientes jovens com albuminiria
aumentada, 6 anos antes da aplicacdo do teste, tiveram pior performance no teste do que
aqueles que tinham valores estaveis de albumindria. Essa associacdo na populacdo mais
jovem, reforca este achado, pois em jovens a prevaléncia das comorbidades confundidoras é
baixa (JOOSTEN et al., 2011).

O aumento da RACU na populacéo geral foi fortemente associada com a presenca de
imagens cerebrais com doenca de pequenos vasos em pacientes adultos jovens e pacientes
idosos baseado no estudo de Rotterdan (AKOUDAD et al., 2015), e no estudo Hisayama,
aumento da intensidade do volume da substdncia branca em imagens de ressonancia
magnética (refletindo deterioragdo da substancia branca cerebral causado por distdrbio de
mielina) (YAMASAKI et al., 2020).
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Figura 3 - Atrofia do hipocampo associada a albumindria e redugdo da taxa de filtracéo

glomerular.

Hippocampal atrophy

Albuminuria
. Disturbed Ca?* homeostasis Microvascular calcinosis in CA4

Oxidative stress ; 1 Reduced neurogenesis in GD

Inflamation (CRP, TNFa) " TNFa and IL-6 gnes expression

f ol 1 oxidative stress markers

Reduces synaptic proteins

Oxidative stress
Inflamation (CRP, TNFa) Reduced AMPA and NMDA receptros

Hyperphosphorilation of tau

Behavioralchangesin X v Spatial learning deficits

animal models of CKD ‘L, Recognitional learning deficits

Fonte: Albumindria and cognitive impairment (BIKBOV et al., 2021, p.58).

Albuminuria e queda da TFG podem contribuir para reducdo do volume do hipocampo
com concomitante dano microvascular, resultando em declinio anatdomico e funcional
hipocampal (Figura 3). O hipocampo faz parte do sistema limbico do cérebro, além de outras
funcdes fisioldgicas, estd envolvido no processo de formacdo, consolidacéo e recuperacao da
memodria (BIKBOV et al., 2021).

O hipocampo é composto por sub-regides incluindo o cornu ammonis (CA)
subdividido em partes de 1-4 (CA1-CA4), o ‘giro denteado’ ¢ o ‘subiculum’. As regides do
CA contém trés camadas neuronais com células piramidais excitatérias e se conectam por
varios circuitos neurais a outras partes do hipocampo. O giro denteado é considerado uma das
regides do cérebro capaz de neurogénese no adulto e parece estar envolvida na manutencao da
funcdo cognitiva em especial memoria espacial e ndo espacial (BIKBOV et al., 2021).

Diferentes fatores podem afetar a taxa de neurogénese no adulto e pode contribuir para
muitas condicBes neuroldgicas e psiquiatricas. Atrofia cerebral estd associada ao
envelhecimento fisioldgico, contudo em pacientes com DRC uma maior prevaléncia de atrofia
cerebral tem sido encontrada, até mesmo em pacientes relativamente jovens com idade média
de 60 (+ ou - 12 anos). Em pacientes com DRC, declinio no volume da substancia cinzenta
parece ser mais rapido e com consequente evolugdo para déficit cognitivo (TSURUYA;
YOSHIDA, 2018). Estudos em vivo utilizando ressonancia magnética mostraram que

pacientes com DRC tém menor volume de substancia cinzenta e hipocampal, além de
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diminuicdo da espessura cortical (CHANG et al., 2017).

Evidéncias sugerem que a inflamacdo renal, envolvendo citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento séo fatores chave na patogénese da doenca renal cronica (GIUNTA et
al., 2008; MORTEGA; FORMANI, 2010). Inflamacg&o sistémica, incluindo aumento de
citocinas pro-inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio sdo encontrados em pacientes com
DRC, porém pouco se sabe como a inflamacdo pode contribuir para funcdo anormal do
cérebro (DEGASPARI et al., 2015). Inflamacdo é um achado comum em lesdes cerebrais e
renais, portanto, é razodvel assumir que mediadores inflamatérios podem facilitar o cross-talk
rim-cérebro. O perfil protedmico de mediadores inflamatoérios séricos como 1L-10 e proteina
C reativa exibiu 93% de acuracia em predizer déficit cognitivo secundaria a DRC (SILVA et
al., 2019).

Alteracdes na permeabilidade da barreira hematoencefalica, estresse oxidativo,
neuroinflamacdo, neurotransmissores, neurotrofinas, neurogénese, apoptose, e disfuncdo nas
conexdes sinapticas sdo frequentemente presentes na maioria das doencas neurologicas. A
DRC e doencas do SNC (Sistema Nervoso Central) tém algumas caracteristicas comuns,
particularmente estresse oxidativo e inflamacdo. Na DRC particularmente, ocorre retencdo de
varios solutos que normalmente sdo excretados. A presenca de doenca neuroldgica em
pacientes com DRC sob tratamento dialitico implica o potencial efeito patogénico de solutos
ndo dialisaveis. O sulfato de p-Cresol, um tipo de toxina urémica ligada a proteina, é gerada
no figado e por bactérias intestinais atraves da lise da tirosina e fenilalanina. Este metabdlito é
produzido pelo microbiota intestinal e progressivamente acumula em pacientes com DRC
devido sua alta ligacdo a proteinas plasmaticas e ja foi identificado como um potencial
contribuinte para complicacdes clinicas (SUN et al., 2020).

Em ratos nefrectomizados submetidos a sobrecarga de p-Cresol exogeno, foi
evidenciada aumento do estresse oxidativo, neuroinflamacdo, alteracdo de niveis de
neurotrofinas e neurotransmissores, sendo evidenciado nestes animais alteracdes
comportamentais e cognitivas (SUN et al., 2020).

A razdo aumentada de p-Cresol no fluido cérebro espinhal/ concentracdo plasmatica é
observada em pacientes com Doenca de Parkinson (BARTLOMIEJ et al., 2020). Esses
achados sugerem que a associacdo de DRC e doencas do SNC podem estar relacionadas a
acumulo e até mesmo deposi¢do no SNC de p-Cresol (SUN et al., 2020).

Em pacientes com DRC avancada, a terapia dialitica tem sido associada a deficit
cognitivo. Hemodialise, em contraste com dialise peritoneal resulta em rapidas variacdes de

fluidos que levam a mudancas bruscas na presséo arterial. Hipotensdo intradialitica tem sido
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associada a atrofia cerebral (DREW et al., 2019).

AlteracBes no sono na DRC sdo muito comuns e disturbios do sono estdo ligados
fortemente a déficit cognitivo leve e deméncia, porém ndo esta claro se induzem ainda maior
disfuncdo cerebral, ja que a restauragdo farmacoldgica do sono, ndo induz melhora cognitiva
(VIGGIANO et al., 2020).

A Apneia Obstrutiva do Sono ocorre frequentemente em pacientes com DRC e é
caracterizada por uma cessacdo da respiracdo repetidas vezes enquanto o paciente esta
dormindo. A prevaléncia desta patologia na populacdo geral é de 2-4% comparado com
pacientes com DRC avancada que chega a 70-80% dos pacientes, baseados em diagnésticos
firmados através de exame de polissonografia. Apneia obstrutiva em pacientes com DRC
avancada pode causar disturbios do sono e distarbios cognitivos, diminuindo a funcionalidade
do paciente durante o periodo diurno (LIN; LURIE; LYONS, 2020).

A depressdo, incluindo depressdo subclinica, contribui para distirbio cognitivo. Um
estudo em pacientes em hemodialise mostrou que depressdo foi associada a déficit cognitivo
neste grupo de pacientes (AGGANIS et al., 2010).

Apesar de dados limitados em pacientes com DRC, a polifarmacia também contribui
para o déficit cognitivo. Uso de inimeras medica¢Bes, combinado ao risco de interacOes
medicamentosas e clearance renal reduzido, gera alto risco para sedacdo, delirium e distarbio
cognitivo (DREW et al., 2019).

Disturbios do metabolismo do calcio e fésforo na DRC séo associados a inumeros
achados neuropatoldgicos, incluindo aterosclerose, microaneurismas e calcinose
microvascular, estando o hipocampo acometido por estas alteracBes. Autopsias de pacientes
com DRC demonstraram calcinose microvascular e microaneurismas na regido C4 do
hipocampo. Essas alteragdes neuroanatdbmicas se correlacionam com uma performance
cognitiva deficiente (VINTERS et al., 2021).

Dados de estudos de coortes transversais e longitudinais sugerem uma associacdo de
distdrbios cognitivos e deficiéncia de vitamina D. Metandalise de cinco estudos de coortes
transversais e dois estudos longitudinais com um total de 7.688 participantes mostrou um
risco aumentado de déficit cognitivo em pacientes com niveis séricos baixos de vitamina D
comparado com pacientes com niveis dentro do valor da normalidade (OR 2,39, IC 95%
1,91-3,00; p < 0,0001) (ETGEN et al.,, 2012). A doenca renal cronica é uma patologia
caracterizada por um déficit de vitamina D, principalmente em sua forma ativada, o calcitriol
(1,25 vitamina D). Estudos recentes mostram que a 1,25 dihidroxivitamina D age aumentando
a expressao de Klotho RNAm (FORSTER et al., 2011).
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1.3.2 Klotho e déficit cognitivo

Niveis séricos de Klotho estdo reduzidos na DRC, e estudos levam a crer que a
proteina Klotho, produzida pelo rim, seja necessaria para neuroprotecdo. Os rins sdo a maior
fonte da proteina Klotho no sangue e niveis aumentados de Klotho séricos estdo associados a
risco reduzido de declinio cognitivo. A disfuncdo renal reduz niveis de Klotho séricos e de
Klotho no cérebro de animais, e esta diminuicdo estd relacionada a deficit cognitivo
(DEGASPARI et al., 2015).

Niveis de proteina Klotho no SNC tem uma func¢do importante para manutencéo da
salde cerebral durante a vida, e a perda de Klotho com o avancar da idade contribui para
neurodegeneracao e déficit cognitivo (LOPES-CARARO et al., 2017).

Atualmente existem abundantes evidéncias que a proteina Klotho solGvel é
neuroprotetora. Isto inclui resisténcia a estresse oxidativo e prote¢éo a citotoxicidade induzida
por Doenca de Alzheimer (CHENG et al., 2015; ZELDICH et al., 2014). Experimentos
mostraram a participacdo de Klotho na resisténcia a estresse oxidativo em neurdnios corticais
e células granulosas cerebelares. A estimulacdo da expressdo de Klotho por desmetilagdo de
DNA diminuiu a morte celular por apoptose induzida por tratamento com perdxido de
hidrogénio (H202) (XIN et al., 2015). O controle da mielinizacdo neuronal parece ser um
efeito fisioldgico da proteina Klotho cerebral demonstrado através da evidente remielinizacdo
em ratos com expressdo aumentada de Klotho cerebral (ZELDICH et al., 2015).

Ratos deficientes em Klotho demonstraram aumento de mediadores de estresse
oxidativo no hipocampo na quinta semana de vida, seguido por um importante déficit
cognitivo ao longo da sétima semana de vida (PAVLATOU et al., 2016). Klotho cerebral
funciona com um fator solvel que altera o funcionamento do neurdnio, através da modulacao
e transducdo de sinais e cascatas intracelulares. Apesar desta importancia para o
funcionamento cerebral, ainda ndo foi identificado o receptor de membrana através do qual a-
Klotho exerce sua atividade (LOPES-CARARO et al., 2017).

Evidéncias tém demonstrado que a expressdo de Klotho estd reduzida no cérebro
devido ao envelhecimento, do mesmo modo como em cérebros de pacientes em estagios
iniciais de doenga de Alzheimer (LOPES-CARARO et al., 2017). Em pacientes com Doenga
de Alzheimer, niveis baixos de Klotho foram confirmados no fluido cérebro espinhal
(SEMBA et al., 2014). Um estudo prospectivo evidenciou que individuos com maiores niveis
de Klotho plasmatico tém maiores escores medidos no Teste do Mini Mental e menor declinio

de pontuacdo em exames subsequentes (SHARDELL et al., 2016).
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Expressdo de Klotho promove autofagia (LIM et al., 2019). Autofagia é uma via
essencial para manutencdo da homeostase celular em eucariotas. Ajuda na degradacdo e
remocdo de uma variedade de substancias nas células, desde proteinas relacionadas ao
envelhecimento, organelas danificadas até mesmo bactérias. Autofagia é particularmente
importante nos neurdnios, porque ao sofrerem de senescéncia tendem a acumular toxinas e
organelas danificadas que devem ser removidas por autofagia. Defeitos na autofagia
contribuem para processos patogénicos em diferentes patologias, incluindo doencas
neurodegenerativas (FUNG et al., 2022).

Expressdo aumentada de Klotho promove diferenciacdo da micréglia no cérebro.
Klotho ativa a diferenciacdo de microglia M1, que tem um efeito pro-inflamatério, para
microglia M2, induzindo ativacao de propriedades protetoras da micréglia, como o clearance

de amiloide B (AP) através de micropinocitose e fagocitose (FUNG et al., 2022).

Figura 4 - Efeito da expressao de Klotho na diferenciacdo da Microglia de M1 para M2.

+—=— NLRP3

2 . +== Caspase-1
/ \ v ASC
Amyloid B 2L o Microglia (resting) s
. ~
3 . Klotho overexpression -
~—. —
.,. -y transformation ) o
1z s
" » - p=
- AN —
\ 2 @ @
- W - T
. s & - org) =
- > = — (=) .
ord Lo
M1 phenotype M2 phenotype
Casp-1 ici Casp-1 | Neuroprotection
I-1g T Neurotoxicity I IL1p l pi

Fonte: Klotho an Autophagy Stimulator as a Potential Therapeutic Target for Alzheimer's Disease: A Review
(Fung et al., 2022).

Doenca renal cronica leva a diminuicdo dos niveis séricos de vitamina D, ambas as
situacOes, disfuncdo renal e diminuicdo dos niveis séricos de vitamina D séo responsaveis por
reducdo dos niveis séricos de Klotho (LOPES-CARARO et al., 2017).

Klotho se expressa no plexo cordide cerebral. Camundongos com deficiéncia de
Klotho apresentam lesGes do SNC incluindo hipomielinizacdo, perda sinaptica, e alteracdes
comportamentais como deméncia e déficit cognitivo. A deficiéncia de Klotho no cérebro

altera a barreira hemato encefalica e promove disturbios do SNC imunomediados (NEYRA et
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al., 2020).

A relevancia biologica da relacdo do fator fibroblastico 23 (FGF23) e Klotho no
cérebro ainda € incerta, mas algumas evidéncias sugerem que o FGF23 age diretamente nos
neurénios do hipocampo reduzindo a memoria e a capacidade de aprendizado na DRC
(SMITH et al., 2019, MuRoz-CASTANEDA et al., 2020). Klotho é um antagonista da atividade
da via de sinalizacdo da Wnt/B-catenina, e, portanto, reduz a atividade Wnt. Ativacdo da
sinalizacdo do Wnt, gerando transducdo de diversos genes, causa exaustdo e deplecdo de
celulas tronco neurais (SATOH et al., 2012; MuNoz-CASTANEDA et al., 2020).

A associagdo de Klotho com deméncia e distlrbios cognitivos pode ser explicada
primeiramente por que ambos, aumento do FGF23 e deficiéncia de Klotho estdo associados a
doenca vascular. O processo aterosclerético € também associado a ativacdo da sinalizacdo
Whnt. Existe uma correlagdo positiva da severidade da lesdo aterosclerdtica e niveis séricos de
Whnt5a (MURoz-CASTANEDA et al., 2020).

Modelos murinos com deficiéncia de Klotho exibem reducdo da disponibilidade de
oxido nitrico, distdrbio na angiogénese, inflamacéo e disfuncdo endotelial acelerada. Klotho
restaura a biodisponibilidade de 6xido nitrico nas células endoteliais em vitro e reverte e
reverte a vasoconstricdo induzida por FGF23 em anéis adrticos de murino, suprime a
expressdo de VCAM-1 e ICAM-1 induzida por ativacdo de NF-xB (ROUMELIOTIS et al.,
2020).
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Figura 5 - Interacdo entre Klotho e FGF23 e 0 seu papel na doenca renal.
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Fonte: aKlotho-FGF23 interactions and their role in kidney disease: a molecular insight (SMITH; HOLT;
HEWITSON, 2019). Angll, angiotensina Il; DMTs, dimetiltransferases; FGF23, fator fibroblastico 23; HDACs,
histona desacetilases; IL-1, interleucina-1B; IS, indoxil sulfato LVH, hipertrofia ventricular esquerda; p-CS;

sulfato de p-Cresol; ROS, espécies reativas de oxigénio; TNF, fator de necrose tumoral-a.

Klotho também tem um papel fundamental na regulacdo do tamanho do teldmero e
atividade da telomerase. Klotho e o telébmero regulam o processo de envelhecimento de
células tronco (MuN0Oz-CASTARNEDA et al., 2020).

Na DRC, acidose metabdlica crénica é uma condicdo comum nos estagios mais
avancgados, em que a carga diaria de acidos excede a capacidade dos rins de excretar H+ e
regenerar HCO3 consumido pelo metabolismo. Estudos pilotos recentes demonstraram que o
tratamento da acidose metabdlica com bicarbonato oral por quatro semanas, em pacientes com
DRC, aumentou a excrecdo de Klotho urinario, demonstrando efeito benéfico desta reposicao.
Estudos adicionais sdo necessarios para estudar a funcdo do Klotho no cérebro e sua
sensibilidade as alteragdes no metabolismo &cido-base (HAGE et al., 2019).

O metabolismo cerebral e o liquido cefalorraquidiano s@o sensiveis ao pH e alteracfes
no pH podem contribuir para déficit cognitivo na DRC. O metabolismo cerebral é controlado
por multiplos fatores incluindo o fluxo sanguineo cerebral e mecanismos dependentes do pH.
O status &cido-base também impacta diretamente na atividade sindptica. Acidose tende a
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reduzir, enquanto a alcalose tende a aumentar a excitabilidade neuronal (IMENEZ et al.,
2021).

A acidose metabolica crénica resulta em perda renal de magnésio e hipomagnesemia é
comumente um achado da acidose. A hipomagnesemia consequente da acidose, pode
contribuir para o déficit cognitivo. Magnésio regula a transmissdo neuronal, sintese proteica,
e 0 metabolismo energético e a deficiéncia de magneésio afeta principalmente o sistema
nervoso e cardiovascular. Magnésio estad também implicado na memoria e neuroplasticidade,
atuando como modulador dos receptores do N-metil-D-aspartato envolvidos no potencial de
longa duracdo (TSUJI et al., 2021).

Em um modelo animal, uma dieta com baixos niveis de magnésio resultou em
neuroinflamacdo, afetando o hipocampo e cortex, e prejudicando a formacdo da memoria
(RODELO-HAAD et al., 2020). E ainda, niveis baixos de magnésio aceleram a perda da
expressao renal de Klotho (SAKAGUCHI et al., 2019).

1.4 Proteina Klotho: funcéo, eliminacao e acdo sistémica

Em 1997, Kuro-o et al. identificaram um novo gene que se relacionava com um
fenotipo antienvelhecimento, ao qual deram o nome de gene Klotho em homenagem a deusa
grega do destino (KURO-O et al., 1997). Estudos subsequentes realizados sobre este gene,
sugerem que o Klotho pode estar envolvido na regulacdo do processo de envelhecimento
humano e do surgimento das doencas relacionadas ao envelhecimento. O gene Klotho pode
ser encontrado em multiplos 6rgdos incluindo os rins, cérebro, paratireoide e a glandula
hipdfise, sendo expresso principalmente no rim, paratireoide e plexo coroide (HU et al., 2011;
IMURA et al., 2004). Dentre estes 6rgdos, os rins foram aqueles que apresentaram 0s mais
elevados niveis de expressdo do gene Klotho, principalmente nos tdbulos contorcidos distais
(KIM et al., 2013). Tal gene é responsavel por codificar duas proteinas Klotho, sendo a
primeira, uma proteina transmembrana de passagem Unica, expressa na superficie celular,
nomeada de mKlotho, e a segunda, um pequeno dominio extracelular da mKlotho que é
clivada pela acdo de proteases e liberada no sangue, nomeada de sKlotho ou porcao soluvel
ou secretavel de Klotho (HU et al., 2011; IMURA et al., 2004).

Estas duas proteinas sdo caracterizadas por possuirem fungdes bioldgicas distintas. A
mKIlotho forma um complexo com os receptores do fator de crescimento de fibroblastos
(FGFR) e funciona como um correceptor do fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF23)

possuindo acdo importante para a manutencdo da homeostase mineral dssea no organismo. A
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forma sKlotho pode ser encontrada livre na circulacdo, podendo ser dosada através de ensaios
do tipo ELISA. Esta proteina € creditada como a principal proteina Klotho, agindo como
hormdnio circulante, protegendo as células contra estresse oxidativo, hipoxia, inflamacao,
inibindo a apoptose celular e a fibrose de tecidos (HU et al., 2011; IMURA et al., 2004).

A proteina Klotho existe de cinco formas diferentes, uma proteina transmembrana, trés
formas clivadas, e uma proteina secretada, estas duas Ultimas formas séo proteinas soluveis, e
a primeira transmembrana, ligada a membrana plasmatica, conforme esquematizado na Figura
6.

Figura 6 - Complexo estrutural da proteina Klotho e do FGF23.
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Fonte: Klotho in clinical Nephrology: Diagnostic and Therapeutics Implications (NEYRA, et al., 2020).

O rim é o 6rgdo principal na manutengdo da homeostase da Klotho, contribuindo para
niveis circulantes de Klotho. A eliminacdo de Klotho ¢é parcialmente mediada pelos rins, além
de ser encontrada no Iimen tubular renal onde exerce sua acdo fisioldgica. Portanto, 0s rins
assumem vérias fungdes na homeostase da Klotho: contribuem para os niveis de Klotho
sistémicos endocrinos, eliminacdo de Klotho e secrecdo de Klotho no limen tubular (HU et
al., 2016).

Klotho soltvel é filtrado pelos glomérulos e secretado ao longo dos tdbulos renais, da
membrana basolateral para membrana luminal, sendo excretado pela urina. A expressdo
Klotho é diminuida durante a injuria renal aguda (IRA) e crénica (NEYRA et al., 2020).

Através deste mecanismo regulatério dos niveis séricos de célcio, fosforo e vitamina D
e PTH, a proteina Klotho transmembrana é essencial para a salde do corpo e especialmente

do cérebro. A salde cerebral parece estar sujeita a controle via a proteina transmembrana e
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através das formas soluveis produzidas principalmente pelos rins (LOPES-CARARO et al.,
2017). Na Figura 7 podemos observar a variacdo dos niveis séricos de Klotho no paciente

com DRC e relacdo com outros parametros do metabolismo mineral.

Gréfico 3 - Variagdo dos niveis séricos de Klotho de acordo com a taxa de filtracao

glomerular e relagdo com parametros do metabolismo mineral.
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Fonte: Klotho in clinical Nephrology: Diagnostic and Therapeutics Implications (NEYRA, et al., 2020).

A deficiéncia de Klotho em ratos mostrou ter profundos efeitos sistémicos, produzindo
um fenotipo semelhante ao envelhecimento humano. Este fenétipo consiste além de outros
tracos, meia vida curta, calcificacdo vascular e aterosclerose, osteoporose, enfisema pulmonar,
déficits cognitivos, surdez, atrofia de pele, masculos, génadas e de muitos outros Orgaos
(KURO-O et al., 1997; MENCKE et al., 2016). Tem sido demonstrado que aumentar 0s
niveis de Klotho em ratos, aumenta a sobrevida em 120-130% (KUROSU et al., 2005),
melhora a funcdo cognitiva (DUBAL et al., 2014; 2015), resisténcia contra doenca renal
(DOI et al.,, 2011; GHAN et al., 2014; HARUNA et al., 2007; ZHOU et al., 2013),
doenga cardiaca (HU et al., 2015; XIE et al., 2012), doen¢a pulmonar (RAVIKUMAR et
al., 2014; 2016), calcificacdo vascular (MENCKE et al., 2016), diabetes (LIN & SUN,
2015a,b), estresse oxidativo (HSIEH et al., 2010) e age com supressor tumoral in vivo
(ABRAMOVITZ et al., 2011; DOI et al., 2011).

Niveis totais de Klotho no sangue e fluido cerebroespinhal de humanos e ratos

diminuem com a idade e a expressdo desta proteina estd reduzida na substancia branca de
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ratos e macacos. Algumas evidéncias sugerem que a perda do Klotho é um fator central no
envelhecimento de mamiferos (LOPES et al., 2017; SEMBRA et al., 2014; YAMAZAKI et
al., 2010). KUROSU et al. (2005) evidenciaram que ratos que tém expressdo excessiva de
Klotho, tém 30% a mais de sobrevida que o grupo controle (KUROSU et al., 2005; LOPES-
CARARO et al., 2017).

Klotho tem atraido muita atencdo na biologia vascular (MENCKE et al., 2016). O
fenotipo vascular da deficiéncia de Klotho é muito similar ao envelhecimento humano e o
envelhecimento acelerado da doenca renal cronica (KURO-O et al., 1997). Em humanos,
deficiéncia genética de Klotho (a mutagdo do gene H193R) também leva a severa calcificacdo
vascular (MENCKE et al., 2016). Portanto, Klotho pode estar relacionado a patogénese das
complicacdes cardiovasculares da doenca renal cronica, que sdo as causas mais comuns de
morte nestes pacientes (GO et al., 2004; MENCKE et al, 2016).

Hipertensdo arterial sistémica € uma complicagdo da DRC que contribui para a
progressdao da DRC e da doenca cardiovascular. Camundongos com deficiéncia de Klotho
desenvolvem HAS sensivel a sddio ap6s uma sobrecarga de sodio (ZHOU et al., 2015) e
aumento da rigidez arterial (GAO et al., 2016). Um polimorfismo genético de um unico
nucleotideo (KL rs9536314) esta associado a hipertensdo sensivel a sodio em adultos com
HAS recentemente diagnosticada (CITTERIO et al., 2020).

1.5 Klotho e doenca renal

A doenca renal cronica é um estado de deficiéncia de Klotho adquirida (BARKER et
al., 2015; HU et al., 2011; KOH et al., 2001). Foi demonstrado que a expresséo RNA
mensageiro do gene Klotho no rim de pacientes com doenga renal cronica € significantemente
menor que em controles (KOH et al., 2001). Recentemente, estudos demonstraram que niveis
séricos de Klotho foram significantemente menores em pacientes com DRC que em controles,
e foi evidenciado que estes niveis eram progressivamente menores com 0 agravamento da
DRC (PAVIK et al., 2013; KIM et al., 2013). Pesquisas recentes comprovaram que 0s niveis
séricos de Klotho estdo significantemente reduzidos em pacientes com DRC estagios 2-5 em
comparagdo com DRC estagio 1 e correlacionaram-se com a TGF estimada, creatinina sérica
e niveis de FGF23 (KIM et al., 2013; SHIMAMURA et al., 2012).

Diminuigdo da expressdo de Klotho na DRC n&o € apenas pela perda de tecido renal,
mas também pode ser atribuido a hiperfosfatemia e hipermetilacdo ou desacetilacdo do gene

promotor do Klotho por citocinas inflamatorias e toxinas urémicas, como a indol sulfato
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(NEYRA et al., 2020).

Klotho solGvel age como um horménio que exerce acdo antiestresse oxidativo,
antienvelhecimento, e anti-apoptotica. Sua deficiéncia causa inflamacéo, disfuncédo endotelial
e calcificagdo vascular (KUROSU et al., 2005; KURO-O et al., 1997). Tem sido reportado
efeito protetor do Klotho contra lesdo renal aguda em estudos experimentais, mostrando
reducdo de apoptose na IRA (SUGIURA et al., 2005) e melhora da funcdo renal em
glomerulonefrite mediada por imunocomplexos (HANURA et al., 2007). Além disso, niveis
de Klotho séricos e urinarios tém niveis reduzidos em pacientes com IRA (HU et al., 2010).
Diante destes achados pode-se propor que o fator Klotho possa ser Gtil como biomarcador de
leséo renal, tanto na IRA, como na DRC.

A IRA é uma sindrome com uma miriade de citocinas inflamatdrias como por exemplo
0 TNF-a que promove reducdo da expressdo de Klotho no rim através da ativacdo do NF-kB
em camundongos submetidos a IRA (MORENO et al., 2011). Em outras condicdes
inflamatorias como doenga inflamatoria intestinal, TNF-o. e IFN reduziram a expressdo de
Klotho no rim de camundongos (THURSTON et al., 2010). A reducdo do Klotho no rim é
parcialmente mediada pelo aumento da producdo de Oxido nitrico, estresse oxidativo
(MITOBE et al., 2005), porém 0s mecanismos precisos como a inflamagdo diminui a
regulacdo do Klotho na IRA ndo é conhecido (THURSTON et al., 2010; MITOBE et al.,
2005).

Dados experimentais recentes afirmam que a reducdo do Klotho ndo é somente um
biomarcador de dano renal, mas tem efeito patogénico per se. Camundongos com deficiéncia
de Klotho, diminuicdo da expressdo renal de Klotho e niveis séricos de Klotho soltvel
reduzidos, tem dano renal mais severo e maior fibrose além de risco aumentado de transicao
da IRA para DRC comparado com camundongos controles submetidos a insultos renais
distintos, indicando que a deficiéncia de Klotho torna o rim mais suscetivel a insultos agudos
(HU et al., 2010; SHI et al., 2011; PANESSO et al., 2014; JORGE et al., 2019).

Quando a proteina Klotho recombinante é injetada apds injuria isquémica,
camundongos tiveram dano renal semelhante, porém recuperacdo foi muito mais rapida que
no grupo controle (SHI et al., 2016). Administracdo intravenosa de vesiculas extracelulares
contendo Klotho em camundongos recuperaram 0s niveis renais de Klotho em rins
acometidos por injuria renal induzida por glicerol e promoveram recuperacao da funcdo renal
apos injecdo de glicerol (GRANGE et al., 2014).

A proteina Klotho funciona como um correceptor para o0 FGF23. A proteina Klotho

forma complexos bindrios com formas especificas dos receptores de FGF23 (FGFR),
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(FGFR1c, FGFR3c e FGFR4), causando uma ligacdo de maior afinidade, de até 20 vezes
maior, que a ligacdo do FGF23 aos seus receptores (FGFRs) ou Klotho isoladamente, portanto
o complexo Klotho-FGFR é necessario para a acdo fisiologica do FGF23 (KUROSU et al.,
2006; SMITH et al., 2019).

Figura 7 - Complexo de ligacdo Klotho-FGF23.
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Fonte: Aging and FGF23-klotho system (KURO-O et al., 2021).

Em resposta a ingesta de fosforo, FGF23 é secretado pelo 0sso, circula na corrente
sanguinea, e se liga ao complexo Klotho-FGFR expressado nas células tubulares renais, para
promover excrecdo de fosfato. O sistema enddcrino FGF23-Klotho é indispensavel para a
manutencdo da homeostase do fosforo. Mutagbes no FGF23 ou Klotho causam fendtipos
incluindo calcificacdo ectopica e hiperfosfatemia (KURO-O et al., 2019).

Klotho soltvel promove a internalizagdo do cotransportador NaPi2a nos tabulos
proximais, reduzindo a reabsorcdo urindria e contribuindo para excrecdo de fosfato. Klotho
parece ser supressor da vitamina D e da producéo do FGF23, porque ratos com deficiéncia de
Klotho exibem o gene CYP27B1 e produgdo de FGF23 (NEYRA et al., 2020).

Hiperparatireoidismo secundario é associado com morbidade e mortalidade
cardiovascular na DRC. Na DRC, a glandula paratireoide ndo responde aos sinais inibitérios
FGF23 possivelmente pelos niveis baixos de Klotho e FGFR1 na glandula paratireoide
(GALITZER et al., 2010; KURO-O et al., 2019). Na Figura 8, podemos ver o eixo endocrino
PTH, Klotho e FGF23, onde se observa a interagdo entre hormonios.
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Figura 8 - Alterac6es do eixo de controle do PTH, Klotho e FGF23 na DRC.
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Fonte: Klotho in clinical Nephrology: Diagnostic and Therapeutics Implications (NEYRA et al., 2020).

A correcdo do Klotho para tratamento da homeostase mineral ndo somente traz
beneficios para o metabolismo mineral como também atenua a doenca cardiovascular e
melhora a qualidade de vida em pacientes com DRC (NEYRA et al., 2017).

Evidéncias recentes mostram que a deficiéncia da proteina Klotho esta associada a
déficit cognitivo. Klotho tem um efeito neuroprotetor contra estresse oxidativo, autofagia,
regulacao do telémero, protecdo contra danos vasculares, entre outros. Dessa forma, pesquisa
neste campo de conhecimento é de extrema importancia. Este presente estudo se propde a
avaliar e elucidar a correlacdo bioldgica entre a proteina Klotho, marcadores de lesdo

endotelial e disturbios cognitivos em pacientes com DRC.
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2 JUSTIFICATIVA

O déficit cognitivo, desde uma disfuncdo cognitiva leve até quadro demencial mais
grave, é uma complicacdo comum em pacientes com DRC, muitas vezes negligenciada na
pratica clinica. Existem mais evidéncias desta patologia em pacientes com doenga renal
crénica submetidos a terapia dialitica. Por este motivo, se torna imprescindivel um olhar
cuidadoso desta patologia mesmo nos estagios precoces da DRC, para entender melhor os
mecanismos fisiopatoldgicos, e possiveis marcadores bioldgicos que possam prever o risco de
desenvolvimento desta complicagéo e o seu diagndstico precoce.

Nos ultimos anos, intensificou-se o interesse pela proteina Klotho, tendo sido
amplamente estudada por suas diversas acfes anti-inflamatdrias, protecdo contra estresse
oxidativo e calcificacdo vascular, sendo conhecida como proteina antienvelhecimento.
Estudos experimentais, demonstram que niveis séricos reduzidos de Klotho na DRC estéo
diretamente associados a déficit cognitivo, porém dados mais robustos em relacdo a esta
associacdo sdo necessarios. Recentemente, estudos demonstraram que biomarcadores de lesdo
endotelial estdo aumentando em pacientes com déficit cognitivo na DRC e a correlacdo da
lesdo endotelial e proteina Klotho ainda precisam ser estudados.

Além disso, o0 qudo precoce a redugdo dos niveis de Klotho podem prever o risco de
desenvolvimento do déficit cognitivo na DRC ndo é conhecido. Percebe-se que a proteina
Klotho tem um efeito importantissimo como um agente antienvelhecimento do SNC.
Portanto, pesquisas neste mérito parecem ser vitais para avaliar o papel da proteina Klotho
como um possivel biomarcador e alvo terapéutico para o déficit cognitivo em pacientes
portadores de DRC.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a correlacdo da proteina Klotho com déficit cognitivo em pacientes portadores de
DRC.

3.2 Especificos

- Comparar a funcdo neurocognitiva de pacientes portadores de DRC nos diferentes estagios
de DRC.

- Analisar a correlacdo entre niveis séricos Klotho e marcadores de dano endotelial: VCAM-1,
Angiopoietina 1, Angiopoietina 2 e albuminuria na DRC.

- Avaliar se os niveis séricos de Klotho e FGF23 estdo associados a disfuncdo neurocognitiva.
- Investigar se ha correlacdo entre os niveis séricos de biomarcadores de lesdo endotelial
(VCAM-1, Angiopoietina 1, Angiopoietina 2) e fungdo neurocognitiva em pacientes com
DRC.

- Demonstrar a relacdo de Klotho como um biomarcador de déficit cognitivo em pacientes

com DRC néo dialitica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento, local e periodo do estudo

Trata-se de um estudo metodoldgico do tipo observacional, transversal e ndo
intervencionista, utilizando métodos quantitativos. A pré-selecdo da amostra de pacientes com
DRC ocorreu de setembro de 2020 a dezembro de 2021 e este periodo contemplou o
cadastramento de pacientes com DRC acompanhados no ambulatério de Nefrologia do
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), Universidade Federal do Ceara (UFC).

Os pacientes pré-selecionados foram convidados para comparecerem as visitas do
estudo, que ocorreu durante o periodo de janeiro de 2022 a outubro de 2022. Esta etapa
aconteceu atraves de uma unica visita multiprofissional presencial para cada paciente da
pesquisa, realizada pelo médico, enfermeiro e neuropsicéloga, sendo esta etapa realizada no
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) pertencente ao

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2 Populagéo do estudo

A populagdo do estudo foi composta por pacientes adultos com diagnostico

confirmado de DRC, com idade entre 18 e 80 anos, de ambos 0s sexos.

4.2.1 Critérios de inclusdo (Grupo de pacientes com DRC)

- Pacientes de ambos 0s sexos, com idade entre 18 e 80 anos.

- Pacientes portadores de uma TFG estimada < 60 mL/min/ 1,73m?

- Pacientes portadores de uma TFG estimada > 60 mL/min/ 1,73m?, associados a presenca de
albumindria definida por RACU > 30mg/g.

- Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.2.2 Critérios de Exclusao

- Pacientes com diagnostico de DRC em hemodialise ou diélise peritoneal, ou que ja
realizaram dialise pelo menos 3 meses antes do inicio do estudo.

- Pacientes transplantados renais ou que ja realizaram o transplante renal no passado.
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- Pacientes com diagnoéstico prévio de deméncia ou déficit cognitivo (Ex.. Doenca de
Alzheimer, Deméncia por multiplos infartos, deméncia frontotemporal, entre outras).

- Paciente portador de alguma doenca neuroldgica prévia que interfere na funcdo cognitiva
(Acidente Vascular Cerebral, Doenca de Parkinson, entre outras)

- Paciente acometido por doenga psiquiatrica (Depressdo maior, Transtorno de Ansiedade
Generalizada, Esquizofrenia, entre outros)

- Paciente portador de deficiéncia visual ou auditiva que impeca 0 mesmo ser avaliado através
de avaliagdo neuropsicoldgica.

- Uso de alguma medicacao neuroléptica que afete a fungdo cognitiva e atencao.

4.2.3 Grupo controle

- Pessoas sadias de ambos 0s sexos, feminino ou masculino, com idade entre 18 e 80 anos.
- Pacientes portadores de uma TFG estimada > 60 mL/min/ 1,73m? e albumintria normal,
definida por RACU < 30mg/g.

- Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.3 Desenho do estudo

No ambulatério de Nefrologia do Hospital Universitario Walter Cantidio, pacientes
foram cadastrados e neste momento foi realizado, durante a visita ao médico nefrologista
assistente, uma pré-selecdo dos pacientes.

No inicio da visita, antes de qualquer procedimento do estudo, foi informado ao
paciente detalhes sobre o contetudo estudo, esclarecido suas duvidas, riscos e beneficios da
pesquisa. O paciente ap6s concordar em participar da pesquisa, ler e assinar o TCLE, seguia

durante a visita, pela equipe multiprofissional, em 03 etapas.

4.3.1 Avaliacdo Laboratorial

A primeira etapa da visita consistia em coleta de amostras urina e sangue, no periodo
da manha, colhida em jejum de 12 horas, realizada por uma enfermeira habilitada para tal
procedimento. As amostras de urina e sangue foram centrifugadas e entdo enviadas para o
Laboratério de Nefrologia e Doencgas Tropicais da Universidade Federal do Ceard, aonde

foram aliquotadas e armazenadas a -80°C para posteriormente serem analisadas.



45

A avaliagcdo laboratorial incluiu os seguintes exames laboratoriais: Ureia (Ur),
Creatinina (Cr), Calcio (Ca™), Fosforo (P), Klotho plasmatico (KL), FGF23 plasmatico
(FGF23), Angiopoietina 1 e Angiopoietina 2 plasmaticos, VCAM-1 e Relacdo
Albumina/Creatinina Urinaria (RACU). A Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) foi estimada
através da Creatinina Plasmatica (Cr) aplicando a férmula do CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration). Os resultados das concentracdes dos biomarcadores
urinarios (albumindria) serdo expressos pela relacdo albumina/creatinina urinaria (mg/g),
colhidos em amostra Gnica.

Os biomarcadores (Angiopoietina 1, Angiopoietina 2, VCAM-1 e Klotho) foram
quantificados por meio da técnica do imunoensaio ligado a enzima (ELISA) sanduiche,
utilizando kit comercial fornecido pelos fabricantes. VCAM-1 foi medido utilizando o kit
ELISA (Abcam, Cambridge, UK), utilizando-se o coeficiente intra ensaio de 5,9%.
Angiopoietina 2 foi medida utilizando o kit ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
utilizando-se o coeficiente intra ensaio de 5,3%. Klotho foi medida utilizando o kit ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), utilizando-se o coeficiente intra ensaio de 6,0%.

A técnica do ELISA sanduiche se baseia na quantificacdo do antigeno (o biomarcador)
através de sua ligacdo com anticorpos especificos adsorvidos em placa de 96 pogos (placa
sensibilizada e fornecida no kit pelo fabricante). Foram seguidos os procedimentos de acordo
com as normas do fabricante. Para a leitura colorimétrica foi utilizado espectrofotbmetro com

comprimento de onda de 450 nm.

4.3.2 Entrevista Médica

A segunda etapa da visita consistia em uma coleta de dados clinicos referente a
historia médica do paciente através de uma entrevista, realizada pelo pesquisador e respondida
pelo paciente. No apéndice B estd anexado modelo do questionario utilizado na entrevista

médica. Os dados a seguir foram coletados durante a entrevista.

a) Dados sociodemogréaficos: idade, sexo, cor, profissdo, escolaridade, naturalidade,
procedéncia.

b) MedicagGes em uso: medicagOes anti-hipertensivas em uso, incluindo uso de
IECA/BRA, e uso de neuroléepticos, ou antidepressivos.

c) Exame fisico: peso, estatura, indice de massa corporal (IMC).

d) Etiologia da DRC: nefropatia diabética, nefroesclerose hipertensiva, glomerulopatia,

litiase renal, doenca policistica renal, entre outras.
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e) Antecedentes patologicos: diabetes, HAS, doenca cardiovascular, insuficiéncia
cardiaca, acidente vascular cerebral, dislipidemia.

f) Habitos: tabagismo, etilismo, uso de drogas ilicitas.

9) Horas de sono: tempo de horas de sono por dia.

h) Historia familiar de deméncia.

4.3.3 Avaliacao neuropsicoldgica

Na terceira etapa da visita, apos a coleta de exames laboratoriais, 0s pacientes eram
alimentados e posteriormente realizada a entrevista neuropsicoldgica. Essa avaliacdo foi
realizada por uma psicéloga com especializacdo em neuropsicologia e consistiu na aplicacéo
de testes neuropsicologicos validados internacionalmente, inclusive no Brasil. Foram
aplicados individualmente para cada paciente, oito testes padronizados, em uma visita com
duracéo de aproximadamente 60 minutos.

Estes testes permitem compreender as fungdes cognitivas por meio de uma avaliagéo
especifica, breve e abrangente dos construtos cognitivos de pacientes portadores de DRC e
grupo controle. Os instrumentos utilizados para as avaliagdes neuropsicologicas foram os
seguintes: 1) Teste de Aprendizagem Auditivo-Verbal de Rey (RAVLT), 2) Five Digit Test —
Teste dos cinco digitos - FDT, 3) Tarefa de Alcance de Digitos Ordens Direta e Inversa, 4)
Tarefa de Cubos de Corsi Ordens Direta e Inversa, 5) Teste de Stroop Versdo Victoria
(adaptado), 6) Trial Making Test (TMT) — Partes A e B, 7) Tarefa de Fluéncia Verbal
Semantica Categoria Animais (FVS), 8) Tarefa de Fluéncia Verbal Fonémica Letras (F-A-S).
No Quadro 1 demonstra os principais dominios cognitivos avaliados por cada teste
separadamente.



Quadro 1. Testes neuropsicoldgicos e dominios cognitivos avaliados.

Testes Neuropsicoldgicos

Dominio Cognitivo

Subdominio Cognitivo

RAVLT

Memoria

Meméria Verbal Episddica

FDT

Atencao

Funcédo Executiva

Atencdo automatica

Controle Inibitério
Flexibilidade Cognitiva

Digitos Ordem Direta Atencdo Atencao

Digitos Ordem Indireta Memoria Memoria Operacional
Funcéo Executiva Memoéria de Trabalho Auditiva

Cubos de Corsi Memoria Memoria Visuoespacial

Teste de STROOP Atencédo Atencao Seletiva

Funcédo Executiva

Controle Inibitério
Flexibilidade Cognitiva
\Velocidade de processamento

Teste de Trilhas

Atencéo
Memoria

Funcdo Executiva

Atencéo Seletiva e Alternada
Memodria operacional

Velocidade de Processamento
Flexibilidade Cognitiva

Fluéncia Verbal Semantica Linguagem Fluéncia Verbal
Funcdo Executiva
Fluéncia Verbal Fonémica Linguagem Fluéncia Verbal

Funcdo Executiva

Fonte: o préprio autor.

RAVLT- Teste de Aprendizagem Auditivo-Verbal de Rey; FDT-Teste dos 5 digitos.

A avaliagdo neuropsicolégica € uma avaliacdo de aplicabilidade
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regulamentar

elucidada através de investigacBes que se fundamentam no desempenho das mais diversas
predisposicOes cognitivas (HARVEY, 2012). Harvey (2012) e Fonseca et al. (2015) endossam
a avaliacdo neuropsicoldgica como um processo amplo e complexo que avalia o desempenho
funcional do individuo através das suas funcGes cognitivas. Com essas defini¢cGes entende-se
que a avaliagdo neuropsicoldgica € uma avaliagdo do funcionamento cognitivo geral para
levantar possiveis sintomas.

A avaliacdo neuropsicoldgica deste estudo ocorreu de forma psicométrica através de
testes neuropsicoldgicos, 0s quais sdo importantes por representarem, segundo Haase & Julio-
Costa (2017), instrumentos refinados e que sdo indispensaveis para o diagnostico
neuropsicoldgico. Seabra et al. (2012) corroboram desta significancia dos testes
neuropsicolégicos quando afirmam que a avaliacdo neuropsicoldgica atraves desses
instrumentos tem se expandido em todo o mundo, ampliando a criacdo de ferramentas

resguardadas e respaldadas nos preceitos da psicometria. Abaixo, serdo apresentados 0s 0ito
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instrumentos da avaliacdo neuropsicoldgica utilizados neste estudo.

4.3.3.1 Teste de Aprendizagem Auditivo-Verbal de Rey — RAVLT

O teste RAVLT é um instrumento de avaliacdo da memdria sendo um dos testes mais
utilizados para avaliar a aprendizagem, como também a memoria verbal episodico-semantica
(SALLES, 2018). O instrumento dispde de uma lista (A) de 15 palavras, que sdo lidas para o
individuo e apresentadas algumas vezes (Al a Ab). Ressalta-se que a cada apresentacdo dessa
listagem ¢é solicitado ao sujeito a evocacdo espontanea das palavras apresentadas (PAULA e
MALLOY-DINIZ, 2018).

Posteriormente, apresenta-se uma segunda lista (B) que também contém 15 palavras, a
qual o avaliando em seguida tera que evocar espontaneamente. Logo ap0s essa segunda
listagem é solicitado ao paciente que recorde livremente a primeira lista (A6). Decorridos 20
minutos, pede-se ao individuo que evoque as palavras da primeira lista (A7). Ademais, é
executado um teste de reconhecimento das palavras da lista (A), no qual o participante
identifica com “sim ou ndo” as palavras da primeira listagem que s&o apresentadas
novamente. Porém, no reconhecimento contém outras 35 palavras distratoras (PAULA e
MALLOY-DINIZ, 2018).

Nesta pesquisa foram utilizadas as seguintes medidas: 1) reconhecimento, 2) indices
de aprendizagem (escore total e aprendizagem ao longo das tentativas (ALT)), 3) indice de
retencdo (velocidade de esquecimento), 4) indices de interferéncia (interferéncia proativa e

interferéncia retroativa).
4.3.3.2. Teste dos Cinco Digitos -Five Digit Test- FDT

O instrumento Five Digit Test- FDT foi desenvolvido pelo neuropsicélogo espanhol
Manuel Sedé com o objetivo de ser utilizado em qualquer idioma para avaliar e obter as
métricas da velocidade de processamento, da atencdo e das funcbes executivas (controle
inibitério e flexibilidade cognitiva). Também busca identificar caracteristicas que ajudem no
diagnostico de pacientes que apresentem “transtornos neuroldgicos ou psiquiatricos” (DE
PAULA; MALLOY-DINIZ, 2015; CAMPOS et al., 2016).

O teste € composto por quatro partes: leitura, contagem, escolha e alternancia.
Destaca-se que as duas primeiras etapas sdo referentes aos conhecimentos minimos de
linguistica e relacionadas a medidas cognitivas como a “atengdo automatica” (CAMPOS et

al., 2016) e a “velocidade de processamento” (CAMPOS et al., 2016). Em relacdo as duas
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partes posteriores, destinam-se a avaliagdo da “atencdo controlada, atencdo executiva”
(CAMPOS et al., 2016) na busca de verificar a diminui¢do do desempenho do paciente (DE
PAULA; MALLOY-DINIZ, 2015).

A etapa da Leitura é mais compreensivel e apresenta numerais de 1 a 5, equivalentes
aos seus valores (ex.: “um 1, dois 2, trés 3, etc.”). Nesse segmento do teste 0 sujeito apenas
reconhecera e lera os digitos apresentados (DE PAULA; MALLOY-DINIZ, 2015). A
Contagem é representada por asteriscos que sdo agrupados nas quantidades de 1 a 5. O
individuo tem que identificar o grupo de asterisco(s) e verbalizar qual nimero é equivalente a
quantidade de cada conjunto. (DE PAULA; MALLOY-DINIZ, 2015).

Nos ciclos da Escolha e Alternancia, o esforco do avaliando é aumentado, pois tera
que realizar um trabalho controlado e consciente que exigira um maior empenho ao
desenvolver a atividade na qual despendera um funcionamento mental de nivel mais elevado.
Na Escolha é apresentado conjuntos com ndmeros que nao equivalem as quantidades
compostas em cada grupo (ou seja, um 3, dois 4, trés 2, e etc.). Em se tratando da alternancia
em cada grupo de cinco conjuntos dos digitos um é destacado por linhas mais grossas. Nessa
etapa o participante alternara entre contar os digitos dos conjuntos das bordas mais finas, mas
mudaré a regra e terd que ler os digitos dos conjuntos das bordas mais grossas. Ao mudar a
regra, muda-se também o esfor¢o cognitivo do individuo (DE PAULA; MALLOY-DINIZ,
2015, p. 10).

Apbs obter os resultados das etapas supracitadas, € indispensavel duas medidas
complementares: Inibigdo e Flexibilidade (DE PAULA; MALLOY-DINIZ, 2015, p. 22). As
pontuacdes dessas medidas sdo obtidas através de um céalculo simples que é realizado com as
pontuacOes diretas. O calculo se da “Inibicdo = Escolha — Leitura” e “Flexibilidade =
Alternéncia — Leitura. Essas medidas terdo apenas os resultados do tempo, pois ndo houve
inclusdo para os erros na padronizacdo do teste dos cinco digitos (DE PAULA; MALLOY-
DINIZ, 2015, p. 23). Para esta pesquisa foram incluidas todas as medidas de avaliacdo que o

instrumento FDT apresenta.

4.3.3.3 Tarefa de Alcance de Digitos Ordens Direta e Inversa

A tarefa de alcance de digitos faz parte do grupo dos subtestes da Bateria Wais-I1I:
Escala de Inteligéncia Wechsler para Adultos. Essa atividade tem o objetivo de investigar a
memoria de curto prazo relacionada a memoria operacional/trabalho auditiva, avaliando a

capacidade do individuo de repeticdo e propensdo de recordacdo imediata (WECHSLER,
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1896).

A atividade consiste em duas ordens: Direta e Inversa, que sdo realizadas uma
independente da outra. Nas duas etapas o avaliador |é para 0 examinando em tom de voz
audivel uma sequéncia de nimeros que sdo disponibilizados em série. Na Ordem Direta, 0
avaliando terda que reproduzir na mesma ordem a sequéncia dos digitos apresentada pelo
examinador. Ja na Ordem Inversa, o participante repetird a sequéncia dos nimeros em sentido
contrario ao que o avaliador apresentou. Para cada sequéncia ha duas tentativas e cada uma
apresenta a mesma quantidade de numerais, contudo, com diferentes digitos. A tarefa é
interrompida caso 0 sujeito erre em ambas as tentativas de mesma quantidade de itens.
Ressalta-se que as ordens: Direta e Inversa sdo realizadas separadamente (WECHSLER,
1896).

Para este estudo os resultados foram baseados nos escores brutos e seguiu como
parametro para as analises o artigo de normatizagdo para a populacdo brasileira
“Desempenhos nas Duas Tarefas do Subteste Digitos do WISC-IIl e do WAIS-III”
(FIGUEIREDO; NASCIMENTO, 2007).

4.3.3.4 Tarefa de Cubos de Corsi Ordens Direta e Inversa

A tarefa de Cubos de Corsi é extensamente utilizada na clinica e em estudos
experimentais com “alcance internacional” (BERCH; KRIKORIAN; HUHA, 1998) com a
finalidade de avaliar a memoria de curto prazo no que tange a memoria operacional/trabalho
visuoespacial (ANTUNES; JULIO-COSTA; HAASE, 2017; DE PAULA et al., 2010)). E um
teste similar a Tarefa de Alcance de Digitos, sendo que € uma atividade nao-verbal
importante, e amplamente executada em avaliacbes neuropsicolégicas (BERCH,;
KRIKORIAN; HUHA, 1998). O instrumento é formado por uma “base quadrada” (DE
PAULA et al., 2010), na qual sdo distribuidos nove blocos semelhantes que sdo tocados
primeiramente pelo avaliador, o qual segue uma sequéncia (DE PAULA et al., 2010; COSTA
et al., 2011) de digitos visiveis apenas ao examinador.

A tarefa consiste em duas partes que sdo realizadas nas ordens: Direta e Inversa
(ANTUNES; JULIO-COSTA; HAASE, 2017). Inicialmente, a atividade segue uma sequéncia
de dois cubos, podendo as séries atingirem o limite de nove cubos (COSTA et al., 2011). A
primeira parte do teste acontece na Ordem Direta e apds o examinador apresentar a sequéncia
tocando nos blocos o avaliando tocara eles seguindo a mesma ordem. Na etapa referente a

Ordem Inversa, o individuo realiza a tarefa no “sentido contrario” apresentado pelo avaliador
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(KESSELS et al., 2000).

Destaca-se que as etapas do instrumento sdo executadas em momentos distintos e a
tarefa & interrompida quando o participante erra ambas as sequéncias com as mesmas
quantidades de cubos a serem tocados.

Os resultados desta pesquisa foram analisados a partir dos pontos brutos e teve como
referéncia o estudo de normatizacao para a populacgio brasileira adulta “Normas do Cubos de
Corsi para populagdo adulta” (SANTANA et al., 2021).

4.3.3.5 Teste Stroop Victoria (Versao Adaptada)

O teste Stroop foi desenvolvido por John Ridley Stroop no ano de 1935 e com o passar
dos anos foram surgindo outras versdes (DUNCAN, 2006), uma delas é a Versdo Victoria que
segundo Campanholo et al. (2014) é considerada “a mais util”, e foi com essa versdo que
neste estudo foram realizadas as coletas dos dados tanto dos pacientes portadores de doenca
renal cronica, como dos controles. Utilizou-se o Teste Stroop Versdo Victéria com a finalidade
de investigar as funcGes executivas referentes a atencédo seletiva e controle inibitorio.

O instrumento é composto por trés diferentes cartbes (1 — cor, 2 — palavras e 3 —
interferéncia), os quais sdo apresentados separadamente ao individuo. No primeiro cartdo
(cor) o participante nomeia as cores que estdo representadas em retangulos nas cores rosa,
marrom, verde e azul (SILVA et al., 2017; CAMPANHOLO, 2018).

Nos cartbes 2 e 3 ndo ha leitura das palavras, mas nomeacdo das cores que elas
representam. O segundo cartdo € representado por palavras neutras (cada, hoje, nunca e tudo).
A tarefa é finalizada com o terceiro cartdo, no qual ha palavras impressas com 0s nomes das
cores rosa, marrom, verde e azul, mas a escrita ndo corresponde a nomeagao da cor (SILVA et
al., 2017; CAMPANHOLO, 2018).

O avaliando € orientado a nomear as cores de cada cartdo 0 mais rapido que puder e o
tempo é registrado em segundos. O registro do tempo de execucdo da tarefa é feito
separadamente (SILVA et al., 2017; CAMPANHOLO, 2018).

Nesta pesquisa os dados encontrados foram analisados pelo tempo em segundos
levando em consideracdo a idade e anos de escolaridade dos participes. As analises foram
guiadas pelas orientacbes do estudo de normatizacdo para a populacdo brasileira adulta
Performance of an adult Brazilian sample on the Trail Making Test and Stroop Test
(CAMPANHOLO et al., 2014).
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4.3.3.6 Teste de Trilhas- Trail Making Test (TMT) - PartesAe B

O Trail Making Test (TMT), também nomeado por Teste de Trilhas € amplamente
utilizado em avaliagdes neuropsicoldgicas com a premissa de avaliar a atencdo (seletiva e
alternada), velocidade de processamento e flexibilidade cognitiva (TOUMBAUGH, 2004,
SALVADOR et al, 2017; CAMPANHOLO et al., 2018).

O teste é dividido em duas partes TMT-A e TMT-B. O material utilizado ¢ lapis, papel
branco A4 e crondmetro (SALVADOR et al., 2017).

Antes da execucdo do teste 0 examinando passa por um breve treinamento referente a
cada parte da tarefa e é orientado em ambas as etapas realizar a atividade o mais rapido
possivel sem tirar o lapis do papel (SALVADOR et al, 2017; CAMPANHOLO et al., 2018).

Na primeira etapa TMT-A, o0 sujeito tem que ligar em ordem crescente numerais de 1 a
25 que estéo aleatoriamente disponibilizados dentro de circulos. Na segunda parte TMT-B, o
individuo deve interligar alternadamente numeros que vdo de 1 a 13 e letras de A ao L (ex.:
1A, 2B, 3C etc.) que também se encontram dentro de circulos e dispostos aleatoriamente.
Essa etapa da atividade segue a ordem crescente dos numeros e a ordem alfabética ao executar
a tarefa (CAMPANHOLDO et al., 2014; SALVADOR et al, 2017; CAMPANHOLO et al.,
2018).

Tanto o TMTA como 0 TMTB séo aplicados separadamente. As pontuagfes para esta
pesquisa foram aferidas pelo tempo de execucdo das tarefas e os parametros para analises
foram conforme o estudo de Campanholo et al., (2014) que foi realizado para normatizacéo

do teste para a populacdo brasileira adulta.

4.3.3.7 Tarefa de Fluéncia Verbal Semantica (FVS) - Categoria Animais e Tarefa de Fluéncia
Verbal Fonémica (FVF) Letras F-A-S

O Teste de Fluéncia Verbal esté relacionado a capacidade de precisdo da linguagem na
producdo fluente da fala (HAZIN et al., 2016; BERTOLA, 2020) e € extensamente utilizado
nos “dominios de letras e categorias” (HAZIN et al., 2016). Por estas razdes foram inseridas
essas tarefas de Fluéncia Verbal Semantica (FVS) Categoria Animais e Fluéncia Verbal
Fonémica (FVF) Letras F-A-S neste estudo com o objetivo de investigar a memoria
semantica, velocidade de processamento e fungdo executiva.

No FVS ¢ solicitado ao individuo que no tempo de 1 minuto, evoque a maior

quantidade possivel o mais rapido que puder palavras de determinada categoria (ex.: animais,
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frutas, roupas) (ESTEVES et al., 2015; CAMPANHOLO, 2018). Como supracitado, para esta
pesquisa optou-se pela categoria animais.

No que tange ao FVF o participante também tem que falar o mais rapido possivel o
méaximo de palavras (MOURA et al., 2017). O sujeito é orientado a produzir palavras que
iniciem com as letras F-A-S. O avaliando tem o tempo de 60 segundos por letra e tera que
seguir algumas regras de inibicao, as quais sdo: ndo pode falar substantivos proprios (nomes
de pessoas, paises nem de cidades), ndo deve evocar palavras parecidas como verbos
conjugados nem a mesma palavra com “sufixo diferente” (MACHADO et al., 2009; MOURA
etal., 2017).

Em ambos os Testes de Fluéncia cada etapa ocorre separadamente e as pontuagdes sdo
dadas pela soma das produc@es de palavras evocadas corretamente (ESTEVES et al., 2015) e
para este trabalho seguiu-se os dados de normatizacdo para a populacdo brasileira
disponibilizados no estudo Impact of sociodemographic variables on executive functions
(CAMPANHOLO et al., 2017).

4.4 Aspectos eticos

A pesquisa seguiu 0s preceitos éticos vigentes na Resolugdo 466/12 do Conselho
Nacional de Satde e foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara (HUWC-UFC), conforme registro n°
34337420.3.0000.5045 e parecer n’ 4.201.482. Todos os participantes da pesquisa assinaram o
TCLE, antes de qualquer procedimento do estudo. Em anexo, parecer do comité de ética e no

apéndice A, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.5 Andlise estatistica

As variaveis categoricas foram apresentadas como contagens e frequéncia relativa em
porcentagem. Para avaliar a associacdo entre variaveis categoricas foram usados os testes de
qui-quadrado ou teste exato de Fisher. As variaveis continuas foram avaliadas primeiramente
quanto a normalidade, usando teste de normalidade de Shapiro-Wilk, bem como analisando
graficos Q-Q, histogramas e medidas de dispersdo. Variaveis consideradas normais foram
apresentadas como média = desvio e ndo normais como mediana e amplitude interquartil.
Para as comparagfes de dados continuos normais entre trés grupos independentes (Controle

vs DRC leve vc DRC moderada/severa) foi usado ANOVA, e para as comparagdes multiplas
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entre 0s grupos em casos significativos (p<0,05) foi usado o pos-teste de Tukey. Para dados
continuos ndo normais, foi usado o teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn. Além
disso, andlises de correlacdo de Spearman foram feitas entre os biomarcadores e parametros
da avaliagdo neuropsicolégica. O coeficiente rho de Spearman foi calculado. Valores de p <
0,05 foram considerados significativos. Os dados foram analisados pelo software IBM SPSS
Statistics para Macintosh (\Verséo 23.0. Armonk, NY: IBM Corp).



55

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amostra, parametros clinicos e demograficos

De um total de 255 pacientes inicialmente pré-selecionados do ambulatério de DRC,
um total de 53 pacientes foram selecionados para as visitas. Destes pacientes, 9 pacientes ndo
compareceram as visitas agendadas. Um total de 44 pacientes portadores de DRC
compareceram & visita, além de 12 voluntarios saudaveis. Um total de 04 pacientes foram
posteriormente excluidos, 02 porque ndo conseguiram concluir a avaliagdo neuropsicologica,
01 deles por disturbio de ansiedade generalizada durante o exame neuropsicoldgico o que
impossibilitou a aplicacao dos testes, e outro paciente por Doenca de Parkinson. Além desses,
outros 02 pacientes foram excluidos por ndo ter sido possivel realizar coleta de amostra de
sangue destes pacientes, por dificuldade técnica na coleta. A amostra final de pacientes que

concluiram todas as etapas da pesquisa foram 52 pacientes e esta desenhada no Fluxograma 1.

Fluxograma 1 - Desenho do estudo.

255 pacientes pré
selecionados

53 pacientes DRC |9 pacientes
> selecionados faltaram
para visita visita
o+ 12
> 44 pacientes pacientes
com DRC voluntarios
sauddveis
*4 pacientes excluidos
56 pacientes 2 ndo coletaram exames
avaliados 1 Doenca de Parkinson

1 Ansiedade generalizada

Amostra final:
52 pacientes

Fonte: Feito pelo autor.
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Houve uma divisdo da amostra de pacientes, em 03 grupos distintos, baseados na TFG:

- Grupo 1 (G1) - Grupo controle, TFG estimada > ou igual 60 mL/min/ 1,73m? e
albumindria normal definida por RACU < 30mg/g, composto por um total de 12 pacientes.

- Grupo 2 (G2) - DRC leve, TFG estimada em 45 a 59 mL/min/1,73m? ou TFG > 60
mL/min/ 1,73m? e albumindria anormal, definida por uma RACU > 30mg/g, composto por
um total 29 pacientes.

- Grupo 3 (G3) - DRC moderada a severa, TFG estimada < 45 mL/min/1,73m?

(calculados pela formula do CKD-EPI), composto por um total de 11 pacientes.

Fluxograma 2 — Divisao dos grupos de pacientes de acordo com taxa de filtracdo

glomerular e albumindria.

52 pacientes

DRC | =29
Controle (n=12) e (n=d9) DRC moderada/severa (n=11)
TFG entre 45-60ml/min )
TFG>60ml/min e / TFG < 45 ml/min
P L TFG> 60ml/min e albuminuria L
auséncia de albumindria Com ou sem albumindria

presente

Fonte: Feito pelo autor. TFG-taxa de filtragdo glomerular, DRC-doenca renal crénica.

Em relacdo a distribui¢do do grupo, 31 pacientes (59,6%) eram do sexo feminino e 21
pacientes do sexo masculino (40,4%), a média de idade em anos foi de 53,3 + 15,4 anos. Os
pacientes portadores de DRC moderada a severa tinham média de idade 59,4 + 16,4 anos, um
pouco mais elevada que a média de idade quando comparado ao grupo controle 48,8 + 18,2
anos, porém nao houve significancia estatistica, entre as medias de idade entre 0s grupos.

Em relacdo a presenca de albumindria, a média de albumindria foi de 67,24 mg/g
(6,97 - 219,35). Um total de 21 pacientes (40,4 %) tinham albuminuria normal, <30mg/g, 23
pacientes (44,2%) tinham albumindria moderadamente elevada, 30-300 mg/g, e um total de 8
pacientes (15,4%) tinham albumindria severamente aumentada, >300 mg/g. A média de
albumindria do grupo Controle, RACU= 7,35 mg/g do grupo DRC leve, RACU= 290 mg/g, e
do grupo DRC moderada/severa RACU= 159 mg/g. A média de TFG entre 0s grupos
estudados foi 70,3 + 32,8 mL/min/1,73m?. O grupo Controle apresentou TFG média = 96
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mL/min/ 1,73m?. DRC leve teve TFG média = 77 mL/min/1,73m? e DRC moderada a severa
TFG média = 26 mL/min/1,73m?. Tabela 1 descreve a valores de albumintria e TFG entre os
grupos estudados. O IMC médio dos pacientes foi de 28,7 + 4,8 Kg/m?. A Tabela 1 mostra os
valores de albuminuria, TGF e IMC descritos acima.

Tabela 1. Classificacdo dos grupos de pacientes por taxa de filtracdo glomerular e
albuminuria.

Grupo total (n=52)

Sexo (N, %)

Feminino 31 (59,6)
Masculino 21 (40,4)
Idade, anos 53,3+154
IMC (Kg/m?) 28,7+4,8
TFG (mL/min/1,73 m?) 70,3+32,8
Controle 96 (66 — 135)
DRC Leve 77 (46 — 128)
DRC Moderada/Severa 26 (14 — 44)
Albuminudria (mg/g) 206,0
Controle 7,35
DRC Leve 290,0
DRC Moderada/Severa 159,0
Albuminuria (N, %)
Normal 21 (40,4%)
> 30mg/g 31 (59,6%)
Albuminuria (N, %)
Abaixo de 30 mg/g 21 (40,4%)
Entre 30 e 300 mg/g 23 (44,2%)
Acima de 300 mg/g 8 (15,4%)

Dados categdricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis.
Dados quantitativos expressos como média + desvio padrdo ou como mediana e amplitude interquartil entre
paréntesis.

As principais comorbidades presentes neste grupo de pacientes com DRC, ilustradas
na Tabela 2, foram: HAS- 32 pacientes (61,5%), Dislipidemia- 19 pacientes (36.5%), Diabetes
Mellitus- 16 pacientes (30,8%), Litiase renal - 11 pacientes (21,2%), Infeccdo urinéria
recorrente- 06 pacientes (11,5%), Nefrite Lupica- 06 (11,5%), Doenca Policistica Renal - 04
pacientes (7,7%). Estes achados evidenciam a HAS e o diabetes, duas patologias frequentes

nestes pacientes, e corroboram com os dados da literatura que evidenciam estas como as duas
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principais etiologias de DRC no Brasil e no mundo, a HAS e o diabetes (EKNOYAN;
LAMEIRE, 2013).

Tabela 2. Antecedentes médicos dos pacientes estudados.

Grupo total (n=52)

Hipertensdo Arterial Sistémica 61,5%
Dislipidemia 36,5%
Diabetes Mellitus 30,8%
Litiase Renal 21,2%
Infeccdo Urinaria 11,5%
Nefrite Lupica 11,5%
Rim Policistico 7,7%

Horas de sono

Nao Informado 1 (1,9%)

8 a 10 horas/dia 19 (36,5%)

7 a 6 horas/dia 20 (38,5%)

<5 horas/dia 12 (23,1%)
Historia familiar de deméncia 16 (30,8%)
Uso de alcool 29 (55,8%)
Tabagismo 13 (25%)
Uso de drogas ilicitas 2 (3,8%)

Dados categdricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis.

Em relacdo aos habitos de vida, na Tabela 2, observamos que 13 pacientes (25%)
tinham historico de tabagismo, 29 (55,8%) relataram fazer uso de bebidas alcoodlicas (uso
prévio ou atual), e 2 pacientes apenas (3,8%) relataram uso prévio de drogas ilicitas. Um total
de 16 (30,8%) pacientes relatou histéria familiar positiva para deméncia. Um total de 12
pacientes (23,1 %) relataram disturbios do sono (5 ou menos horas de sono).

Em relacdo ao uso de medicamentos anti-hipertensivos nefro protetores (iIECA ou
BRA), apenas 3 pacientes (25%) do grupo Controle faziam uso, enquanto 21 (72,4%)
pacientes do grupo DRC leve faziam uso da medicacdo, e apenas 3 pacientes (27,3%) do
Grupo DRC moderada/severa faziam uso da medicacdo. Essa diferenca foi estatisticamente
significativa entre os grupos (p <0,004). Percebe-se uma baixa frequéncia de uso dessas
medicag¢des em pacientes com DRC moderada/severa. Isso pode ser justificado pelo receio

dos profissionais médicos na prescri¢do desta classe de medicacdo na DRC em estagios mais
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avancados de DRC pelo risco de complicagdo com hipercalemia ou diminuicéo da TFG, e,
portanto, neste grupo percebemos baixo uso dos inibidores do Sistema Renina Angiotensina
Aldosterona. O gréafico 4 abaixo ilustra a baixa prevaléncia do uso de tais medicacGes em

pacientes com DRC moderada/severa.

Grafico 4 — Prevaléncia do uso de inibidores do Sistema Renina Angiotensina

Aldosterona nos grupos de pacientes estudados.

Uso de
100 iECA/BRA
[INao
Esim
80
£
%)
& 60
]
Y
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20
5%l [28% 27%
Y T T T
Controle DRC leve DRC
moderada ou
grave

Fonte: Feito pelo autor.

Evidéncias atuais orientam a utilizacdo e manutencdo de iIECA ou BRA, ambos
inibidores do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA), mesmo nos estagios mais
avancados pelo beneficio em diminuir albuminuria e retardar progressdo de DRC. Em um
recente estudo, multicéntrico, com uma amostra de 411 pacientes com DRC avangada (com
TFG < 30 mL/min/1,73m?), a descontinuacio desta medicagio neste grupo de pacientes néo
foi associada a menor taxa de reducdo da TFG em comparagdo ao grupo que permaneceu em
uso da medicacao, sugerindo beneficio em manter a medicacdo nos estagios mais avangados
da DRC (BHANDARI et al., 2022).

Ativacdo do SRAA promove e mantém diversas desordens clinicas incluindo
insuficiéncia cardiaca congestiva, HAS e DRC. Niveis elevados de angiotensina Il e

aldosterona promovem um ambiente pré fibrotico, pro-inflamatério, com consequente
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remodelamento miocardico e disfungdo cardiorrenal. A associagdo do SRAA com o Klotho
constitui importante determinante da integridade renal e cardiaca.

Em contraste ao efeito na secrecdo de FGF23, a aldosterona reduz os niveis renais do
RNA mensageiro (RNAm) do gene do Klotho e da proteina Klotho. O vasoconstrictor
angiotensina Il possui efeito similar (YU et al., 2005). Em estudos em camundongos foi
demonstrado que a administracdo de bloqueadores do receptor tipo 1 de angiotensina Il
(BRA) e de inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA) elevam 0s niveis renais
de mRNA do Klotho e da proteina Klotho, sugerindo que o0 SRAA possui papel negativo na
regulacdo da expressédo renal do Klotho (YU et al., 2005, KURO-O et al., 2019)

Aldosterona e Angiotensina 2 inibem a transcricdo do gene do Klotho, um efeito que
pode ser atenuado pelo bloqueio do receptor da angiotensina 2 (AT1R). Dai a importancia da
inibicdo do SRAA na manutencdo dos niveis séricos de Klotho. Os receptores AT1 sdo
expressos no pulmé&o, figado, nos rins, no coragdo, nos vasos, No cérebro, nas adrenais e varias
glandulas enddcrinas. Ainda sdo necessarios futuros estudos para pesquisar a associacdo da
inibicdo do SRAA e manutencdo da salde cerebral, através do aumento da regulacdo da
proteina Klotho (EPSTEIN et al., 2022)

Quando se avalia a distribuicdo das amostras de pacientes entre os 03 grupos distintos,
percebemos na Tabela 3, que os pacientes foram distribuidos de maneira uniforme em relagao
a idade, sexo, IMC, comorbidades, horas de sono, historia familiar de deméncia, e habitos de
vida como o tabagismo, etilismo e uso de drogas ilicitas. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre nenhuma destas variaveis nos grupos. Isso pode
demonstrar que as caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos participantes foram similares
nos trés grupos. Porém, vale salientar que como as amostras dos grupos eram pequenas, e por

este motivo o teste ndo conseguiu capturar diferenca entre 0s grupos.
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Tabela 3. Comparagao entre parametros clinicos, comorbidades e aspectos de satde mental entre
0s grupos estudados.

Doenca renal Cronica

Controle (n=12) Leve (n=29) Moderada/Severa(n=11) p

Sexo 0,539
Feminino 8 (66,7) 18 (62,1) 5 (45,5)
Masculino 4 (33,3) 11 (37,9) 6 (54,5)
Idade, anos 48,8 +18,2 53 +13,7 59,4 +16,4 0,281
IMC (Kg/m?) 30,2+5 28,547 27,3+4,8 0,362
Comorbidades
Diabetes mellitus 1(8,3) 10 (34,5) 5 (45,5) 0,126
Hipertensdo arterial sistémica 6 (50) 19 (65,5) 7 (63,6) 0,641
Litiase Renal 2 (16,7) 8 (27,6) 1(9,1) 0,442
Infeccdo urinaria 2 (16,7) 3(10,3) 1(9,1) 0,813
Obesidade 1(8,3) 3(10,3) 0 (0) 0,546
Rim policistico 1(8,3) 13,4 2 (18,2) 0,294
Nefrite lGpica 2 (16,7) 3(10,3) 1(9,1) 0,813
Abuso de AINES 0 (0) 1(3,4) 0 (0) 0,667
Infarto 1(8,3) 3(10,3) 2 (18,2) 0,84
Historico de DRC 3 (25) 6 (20,7) 4 (36,4) 0,593
Aspectos de saude mental e estilo de vida
Horas de sono 0,351
N&o Informado 1(8,3) 0(0) 0 (0)
8 a 10 horas/dia 4 (33,3) 10 (34,5) 5 (45,5)
7 a 6 horas/dia 2 (16,7) 14 (48,3) 4 (36,4)
5 a 4 horas/dia 4 (33,3) 4 (13,8) 1(9,1)
<4 horas/dia 1(8,3) 1(3,4) 1(9,1)
Ansiedade 1(8,3) 4 (13,8) 3(27,3) 0,426
Historia Familiar de deméncia 6 (50) 5(17,2) 5 (45,5) 0,058
Uso de alcool 5(41,7) 17 (58,6) 7 (63,6) 0,512
Uso de drogas 1(8,3) 0(0) 1(9,1) 0,268
Tabagismo 6 (50) 4 (13,8) 3(27,3) 0,050
Uso de IECA/BRA 3 (25) 21 (72,4) 3(27,3) 0,004

Dados categdricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis.
Dados quantitativos expressos como média + desvio padrdo. IMC: indice de massa corp6rea, iIECA: inibidor de enzima conversora de
angiotensina, BRA: blogueador do receptor de angiotensina.

5.2 Quantificacdo dos niveis séricos de Klotho em pacientes com DRC

Neste estudo, utilizando a técnica de ELISA, conseguimos constatar 0 que esta sendo
repetidamente demonstrado em pesquisas recentes que niveis séricos de Klotho foram
significativamente menores em pacientes com DRC moderada/severa, KL= 0,38 ng/mL (0,17

- 3,18), e pacientes com DRC leve, KL= 0,2 ng/mL (0,17 - 1,46), em compara¢do com grupo
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controle, KL=1,61 ng/mL (0,28 - 2,03) (p=0,015). Os niveis séricos de Klotho comegcam a
reduzir a partir do estdgio 2 de DRC e Klotho urinario até mesmo mais precocemente
(NEYRA et al., 2017). A Tabela 4 ilustra a distribuicdo dos valores de Klotho e outros
biomarcadores séricos entre os diferentes grupos de DRC.

Tabela 4. Comparacéo entre os biomarcadores séricos e os diferentes graus de doenca renal
cronica.

Doenca renal Cronica

Controle (n=12) Leve (n=29) ModeraEIa/ Severa
(n=11)

FGF23 (ng/mL) 0,2(0-4) 0,7(0-23) 4(0,5-11,6) 0,052
Angiopoietina-1 i ) )
(ng/mL) 75,1 (56,6 - 122,4) 62,5 (41,9 - 90,4) 94 (53,2 -129,9) 0,168
Angiopoietina 2
(ng/mL) 1,57 (0,94 - 2,04) 1,56 (1,13 - 2,65) 4,21 (2,16 - 4,96) 0,003
ANG2/ANG1 0,02 (0,01 - 0,03) 0,03 (0,02 - 0,04) 0,04 (0,03 -0,07) 0,065
VCAM-1 (ng/mL) 604 + 180 726 + 275 920 + 162 0,012
Ureia (mg/dL) 31 (29 - 43) 43 (39 - 58) 77 (57 - 110) 0,007
Creatinina serica
(mg/dL) 09(06-1) 1,05 (0,7 - 1,35) 2,3(1,8-3,8) <0,001
Célcio (mg/dL) 9,32+0,9 9,382,118 9,62+1,14 0,805
Fosforo (mg/dL) 4,73 +1,16 5,18 +2,01 5,33 +2,06 0,754

Dados categdricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis. Dados quantitativos expressos como
média £ desvio padrdo ou como mediana e amplitude interquartil entre parénteses. ANG2: angiopoietina 2, ANG1: angiopoietina
1.
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Gréfico 5 - Comparacao dos niveis de Klotho entre grupos conforme estagio de doencga

renal cronica.
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Gréfico de dispersdo vertical com barras representando mediana e quartis, e pontos representando cada paciente
avaliado.

A concentracdo sérica de Klotho é um marcador da concentracdo de Klotho renal, ja
que o rim é a principal fonte de Klotho. A disfungdo renal induz a redugdo da expressdo da
Klotho renal, que consequentemente reduz os niveis séricos de Klotho. Os niveis séricos de
Klotho no estagio V de DRC chegam a 20% dos niveis em pacientes com estagio | de DRC.
(SAKAN et al., 2014).

Deteccdo de RNAmM do Klotho renal foi significantemente menor em pacientes com
DRC que em controles saudaveis e se correlacionou com TFG estimada (KOH et al, 2001).
Em pacientes com DRC estagios 1-5, incluindo pacientes dialiticos, com bidpsias renais
disponiveis, deteccdo de RNAm do Klotho se correlacionou com a TFG estimada, apos ajuste
para idade e outros parametros (SAKAN et al., 2014).

Estudos indicam que a deficiéncia de Klotho estad fortemente relacionada com o
desenvolvimento e progressdao da DRC e complicacdes extrarrenais. Portanto, deficiéncia de
Klotho solUvel parece ter um potencial diagnostico, servindo como marcador precoce e
sensivel na DRC. Muitos pesquisadores tém investigado o possivel uso de Klotho como um
marcador de DRC (SHIMUMARA et al., 2012, ZOU et al., 2018).

Apesar de dados sugerirem o Klotho como um novo biomarcador promissor, a

validacdo dos ensaios para dosagem em larga escala e multicéntrica ainda € necessaria. Uma
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dificuldade a ser superada antes da utilizagdo em larga escala em humanos é a padronizagao
da metodologia da mensuracdo do Klotho solivel. Devido as divergéncias dos ensaios
clinicos, que usam reagentes de diferentes marcas e a maioria sem validacdo forte (NEYRA et
al., 2020).

Além disso, alguns fatores podem influenciar nas medidas do Klotho sérico, como
idade, sexo, inflamacéo, dieta rica em fosforo, FGF23, suplementacédo de vitamina D, e uso de
algumas medicac0es, estes fatores tém que serem levados em consideracdo em futuros estudos
prospectivos que testardo a viabilidade do Klotho como candidato a biomarcador (NEYRA et
al., 2020).

Um estudo avaliou dois métodos de mensuracao da concentracdo de Klotho sérico em
humanos, comparando o teste de imunoprecipitacdo-imunoblot (IP-IB) com o ELISA. As
mensuragdes de Klotho pela técnica de IP-IB se correlacionam fortemente com a taxa de
filtracdo glomerular estimada em comparacdo com uma menor correlagdo com a técnica do
ELISA. Essa é uma noticia negativa para o avanco na area do Klotho pois a técnica IP-IB
consome muito tempo e ndo é apropriada para estudos em grandes escalas (NEYRA et al,
2019).

Resultados da mensuracao de Klotho divergem quando comparado plasma fresco com
amostras congeladas, sendo a técnica do ELISA menos estavel que a técnica IP-1B, quando as

amostras sao submetidas a ciclos de congelacdo (BARKER et al., 2015).

5.3 Quantificacao dos niveis séricos de FGF23 nos pacientes com DRC

A dosagem de FGF23 = 4,0 (ng/mL) (0,5 - 11,6), no grupo DRC moderada/severa, foi
maior que o grupo DRC leve, FGF23 = 0,7 (ng/mL) (0 - 2,3) e no grupo controle, FGF23= 0,2
(ng/mL) (0 - 4) (p= 0,052). Podemos observar uma tendéncia a significancia estatistica (p=
0,052), contudo o pequeno nimero da amostra, ndo conseguiu evidenciar este achado. O

gréafico 6 ilustra a distribui¢do dos valores de FGF23 nos grupos de pacientes estudados.
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Gréfico 6 - Comparacao dos niveis de FGF23 entre grupos conforme estagio de doenca

renal cronica.
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Grafico de dispersao vertical com barras representando mediana quartis, e pontos representando cada paciente

avaliado.

Quando se correlacionou a TFG estimada em valor absoluto, com niveis séricos de
FGF23, utilizando a correlagdo de Spearman, no grupo DRC moderada/severa, ou seja, TFG
estimada < 45 mL/min/ 1,73m?, houve significancia estatistica, 0 que sinaliza que com a
reducdo dos valores de TFG ha aumento dos valores de FGF23 (rho= -0,636, p=0,035). Este
achado foi ilustrado na Tabela 5. Percebeu-se neste estudo, confirmando achados da literatura,
gue o maior aumento dos niveis de FGF23 é evidenciado neste grupo de pacientes, DRC em
estagios mais avancados. (NEYRA et al., 2020).

A secrecdo aumentada de FGF23 na circulagdo ocorre pela sobrecarga de fésforo em
estagios iniciais da DRC. O aumento do FGF23 aumenta a fracdo de excrecao de fdsforo e
reduz niveis de 1,25-Vitamina D3 via sinalizacdo FGF23-Klotho. Na DRC avancada, niveis
de Klotho reduzidos ndo sdo suficientes para a sinalizacdo deste como cofator do FGF23,
portanto o FGF23 ndo € mais capaz de manter niveis seéricos de fdésforo dentro da
normalidade. Consequentemente, os niveis de fosforo se elevam e a secrecdo de FGF23
também. Com o avancar da progressdo da DRC ha aumento dos niveis séricos de FGF23 e
reducédo dos niveis séricos de Klotho (SAKAN et al., 2014)

Em um grupo de pacientes com DRC néo dialitica, acompanhados por uma media de

36 meses, 40 de um total de 128 pacientes (31,2%) evoluiram com pior desfecho, iniciaram
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terapia dialitica ou foram a 6bito por causas cardiovasculares (31 e 9, respectivamente).
Paciente com nivel sérico de FGF23 maiores que os valores medios (218,8 RU/mL) tiveram
menor sobrevida livre de evento comparado aos pacientes com niveis abaixo da média (p<
0,0003). Ao contrario, aqueles com niveis séricos de Klotho acima da média (479,8 pg/mL)
tiveram maior sobrevida livre de evento comparados com aqueles com niveis abaixo da média
(p = 0,004) (MANOU et al., 2020). Portanto, 0 aumento do FGF23 e reducdo de niveis de
Klotho estdo associados a piores desfechos e mortalidade cardiovascular.

O eixo enddcrino envolvendo a relagdo entre 0 FGF23 e o Klotho é capaz de mediar
uma série de processos fisioldgicos que colaboram para a manutencdo da homeostase do
calcio e do fésforo no organismo, principalmente através da regulacdo da funcédo renal e das
glandulas paratireoides, regulando o metabolismo do fésforo. Quando ocorre esse desbalanco,
ocorre hiperfosfatemia e calcificagdo vascular, dano vascular, o que pode explicar a leséo

vascular nestes pacientes.

5.4 Quantificacdo dos niveis séricos marcadores de lesdo endotelial VCAM-1 e

Angiopoietina 2 em pacientes com DRC

Neste estudo, conseguimos demonstrar que niveis séricos do biomarcador de lesdo
endotelial, VCAM-1, foi significantemente maior em pacientes com DRC moderada/severa
guando comparado ao grupo controle, com evidéncia estatistica, Grupo controle: 604 + 180
ng/mL, Grupo DRC leve: 726 + 275 ng/mL, Grupo DRC moderada/severa: 920 + 162 ng/mL
(p=0,012). Estes dados podem ser visualizados no grafico 7.

VCAM-1 é uma proteina expressada na superficie da célula endotelial que interage
com a superficie dos leucdcitos, participando da adesdo e migracdo de leucocitos para o
intersticio durante a inflamacdo. Sob estimulo inflamatério, como TNF-a e IL1pB, havera
transcricdo do gene VCAM-1 induzida pela via NF-kB. Com a redugéo da TFG, a inflamagéo
nas células endoteliais glomerulares induz expressdo de moléculas de adesdao, como a VCAM-
1, que agrava ainda mais a injuria renal. VCAM-1 é um preditor de doenca cardiovascular, e
preditor de mortalidade (TRONCOSO et al., 2021).
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Gréfico 7 - Comparacao dos niveis de VCAM-1 entre grupos conforme estagio de doenca

renal cronica.
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Gréfico de disperséo vertical com barras Grafico representando mediana e quartis, e pontos representando cada

paciente avaliado.

A fim de validar nosso resultado, conseguimos também demonstrar que niveis séricos
de outro biomarcador de lesdo endotelial, Angiopoietina 2, foram significativamente
aumentados, de maneira inversamente proporcional, & diminui¢do da TFG. Grupo controle:
1,57 (0,94 - 2,04) ng/mL, Grupo DRC leve: 1,56 (1,13 - 2,65) ng/mL, Grupo DRC
moderada/severa: 4,21 (2,16 - 4,96) ng/mL (p= 0,003). Estes dados estdo demostrados na
Tabela 4 e ilustrado no Grafico 8.

Angiopoietina 2 é um fator de crescimento endotelial, modula o desenvolvimento e
remodelamento durante o processo de angiogénese e inflamacdo. Existem dois tipos de
angiopoietinas, angiopoietina 1 (Ang 1) e angiopoietina 2 (Ang 2), e ambas agem no mesmo
receptor endotelial, Tie-2. Ang 1 se liga ao receptor Tie2 e estabiliza a estrutura endotelial
vascular. Contudo, a Ang 2 possui propriedades opostas a Ang 1. Ang 2 interrompe o sinal
Angl-Tie-2, e contribui para mudancas estruturais e funcionais dos vasos atraves do efeito do
VEGF 2 (Vascular Endothelial Growth Factor 2). Aumento da expressdo de Ang 2 gerou
apoptose endotelial, e promoveu expressdo de moléculas de adesdo como a ICAM-1 e
VCAM-1 (TSAIl et al., 2016). A Ang 1 parece ter efeito protetor vascular, ao contrario da Ang

2. Em relacdo a Ang 1 ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Gréfico 8 - Comparacao dos niveis de Angiopoietina 2 entre grupos conforme estagio de

doenca renal cronica.
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Gréfico de dispersdo vertical com barras representando mediana e quartis, € pontos representando cada paciente
avaliado.

Estudo anterior ja evidenciou niveis elevados de Ang 2 e VCAM-1 em pacientes com
DRC nédo dialitica (estagios 3-5). Nestes pacientes também foi evidenciado aumento dos
niveis de SYNDECAN-1, marcador de lesdo de glicocélix endotelial (PADBERG et al.,
2014).

Outro estudo demonstrou uma associacdo significante entre trés biomarcadores de
lesdo endotelial (ICAM-1, Ang 2, SYNDECAN-1) e funcdo cognitiva em pacientes DRC
dialiticos, demonstrando evidéncia que doenca vascular pode ser um importante fator
fisiopatoldgico do déficit cognitivo em pacientes com DRC. Estes marcadores de lesdo
endotelial também foram associados com mortalidade cardiovascular nesse grupo de
pacientes (FREIRE et al., 2020).

Biomarcadores relacionados a injaria endotelial estdo aumentados em pacientes com
DRC em hemodiélise e estdo relacionados a aterosclerose, doenga cardiovascular, mortalidade
cardiovascular e mortalidade por outras causas (PAPAYIANNI et al., 2002).
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Na Tabela 5, abaixo representada, constata-se a relagdo inversa, estatisticamente

significante, de niveis de Klotho com niveis séricos de VCAM-1 (p= 0,019) no grupo de

pacientes com DRC moderada/severa. Um resultado importante deste estudo clinico foi

atestar a relacéo inversa dos niveis de Klotho e VCAM-1, demonstrando que a redugdo de

nivel de Klotho esta associada a aumento deste biomarcador de lesdo endotelial, com o

avancar da DRC. A Tabela 5 demonstra esses resultados através da correlacdo de Spearman e

0 Gréfico 9 evidencia a distribuicdo dos valores de Klotho e VCAM-1.

Tabela 5. Correlacéo entre biomarcadores endoteliais com niveis de Klotho e FGF23 em

pacientes com estagio moderado/severo de doenca renal crénica.

Klotho (ng/mL) FGF23(ng/mL)
n rho p n rho p
Exames Laboratoriais
Albumindria (mg/g) 10 0,152 0,676 10 0,103 0,777
TFG estimada (mL/min/1,73m?) 11 -0,418 0,201 11  -0,636* 0,035
Angiopoietina 2 (ng/mL) 11 0,091 0,79 11 0,445 0,170
VCAM-1 (ng/mL) 11 -0,691* 0,019 11 -0,064 0,853

*p <0,005

Grafico 9 - Correlacdo entre niveis sisttmicos de Klotho com o biomarcador endotelial

VCAM-1.
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Estes achados, bastante relevantes, corroboram com dados apontados anteriormente
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em modelos experimentais, que evidenciaram que animais com deficiéncia de Klotho
apresentam reducdo na biodisponibilidade de &xido nitrico, angiogénese defeituosa,
inflamacdo e disfuncdo endotelial acelerada. Klotho suprime a expressdo de VCAM-1 e
ICAM-1 induzido por ativagdo do NF-kB (MAEKAWA et al., 2009; ROUMELIOTIS et al.,
2020), e inibe apoptose endotelial aumentando o influxo de célcio nestas células
(ROUMELIOTIS et al., 2020). Niveis diminuidos de Klotho se associam com niveis
reduzidos de fluxo mediado por vasodilatacdo e maior espessamento camada intima da
arteriola em pacientes saudaveis (KELES et al., 2015; ROUMELIOTIS et al., 2020). Esse
achado confirma a intima relacdo do Klotho com a prote¢édo vascular, demostrando que com a
reducdo dos niveis de Klotho, h4 perda na inibicdo da expressdo de biomarcador de lesdo
endotelial (VCAM-1), com consequente aumento dos seus niveis.

O agravamento da DRC gera o acumulo de toxinas nitrogenadas, principalmente o
indoxil sulfato e o sulfato de p-Cresol, que estdo associados a lesdo endotelial (LIEW et al.,
2022). Estudo experimental, utilizando cultura de células demonstrou que a administracdo de
Klotho antagoniza o desenvolvimento de injaria vascular endotelial induzido por indoxil
sulfato, através da diminuicdo da expressédo de ICAM-1 e VCAM-1 (CHEN et al., 2021).

O nivel de uréia foi significantemente maior em pacientes com DRC moderada/severa
Ur= 77 (57-110) mg/dl, quando comparado ao grupo controle Ur= 31 (29 - 43) mg/dl
(p=0,007). A uréia aumenta com o agravamento da DRC e representa um parametro de
acumulo de toxinas nitrogenadas. Através destes achados, podemos demonstrar que no grupo
DRC moderada/severa, as toxinas urémicas (representadas pela uréia plasmatica) estdo em
niveis mais aumentados e os niveis de Klotho mais reduzidos, aumentando os niveis de
VCAM-1.

5.6 Correlagdo niveis séricos de Klotho e albumindria em pacientes com DRC

moderada/severa

Neste estudo ndo foi possivel demonstrar uma correlacdo entre os niveis séricos de
Klotho e albumindria. Baseado em estudos experimentais, era esperado que niveis mais
elevados de albumina urinaria fossem associados a menores niveis séricos de Klotho.
Acreditamos que ndo conseguimos reproduzir este resultado pela amostra pequena de
pacientes.

Estudo experimental em murinos demonstrou que a expressao de Klotho nos tubulos

renais esta diminuida em paciente com albuminuria, mesmo com funcdo renal ainda
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preservada, no estagio grau 1 da DRC, demonstrando que a albuminiria contribui para
reducdo dos niveis séricos de Klotho. Isso ocorre, pois, a albumina é tdéxica as células
tubulares renais e pode resultar em morte da célula tubular ou pelo efeito indireto, causar um
estresse subletal caracterizado por secre¢do de mediadores inflamatérios como o MCP 1
(FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2018).

A perda de Klotho em resposta a albuminuria associado ao impacto negativo da
deficiéncia de Klotho na doenca renal pode gerar um ciclo vicioso no qual a lesdo renal
resulta em baixos niveis de Klotho renal e diminuicdo da expressdo de Klotho favorece a
progressao da injuria renal (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2018).

A demonstracao recente que albumindria diminui a expressdo de Klotho diretamente
através de mecanismos epigenéticos, sugere que a deficiéncia adquirida de Klotho pode ser a
ligagdo entre a albumindria e desfechos adversos (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2020).

5.7 Correlacdo entre parametros de avaliacdo neuropsicoldgica e classificacdo da DRC

Neste estudo foram aplicados uma bateria de oito testes neuropsicoldgicos que
analisaram variados dominios da cognicdo, de maneira global, como atencdo (atencédo
automatica e seletiva), memoria (verbal, auditiva, visuoespacial e de trabalho), funcdes
executivas (controle inibitério, velocidade de processamento, flexibilidade cognitiva) e
linguagem. A funcdo executiva se refere a uma diversidade de tarefas cognitivas usadas no
pensamento da ordem superior, como capacidade de planejamento, flexibilidade e resolugédo
de problemas (MCCLINTOCK et al., 2019).

N&o foi possivel demonstrar uma diferenca estatisticamente significativa entre os
valores numéricos da pontuacdo dos testes neuropsicoldgicos avaliados e a classificacdo da
DRC. Seria esperada pior avaliagdo nos testes em pacientes com DRC moderada/severa em
comparagdo com o grupo DRC leve e o grupo controle. A limitagdo desta avaliacdo pode ser
justificada por nossa amostra ser constituida por apenas 52 pacientes e a maioria deles 29
pacientes com DRC leve. Sabe-se que a prevaléncia de distlrbio cognitivo aumenta com a
piora da TFG, portanto em estagios mais avancados da DRC. A Tabela 6 evidencia o0s
resultados dos parametros neuropsicolégicos nos grupos avaliados nos diferentes grupos

estudados.
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Tabela 6. Comparacéo entre parametros da avaliagdo neuropsicoldgica de acordo com

grupos conforme estagio de doenca renal crénica.

Doenca renal Cronica

TESTES NEUROPSICOLOGICOS Controle (n=12)  Leve(n=29)  04€Tach Sever
RAVLT
Reconhecimento (pontuaco) 12 (10 - 14) 10 (7-14) 10 (2-14) 0,351
Indice de aprendizagem - (pontuac&o) 41 (38 -42,5) 38 (33 -43) 36 (31 - 45) 0,517
Indice de aprendizagem -(pontuacéo) 17,5 (15 - 20,5) 14 (8-22) 12 (7-17) 0,182
Indice de retencéo - (pontuago) 1(0,93-1,13) 1(0,86-1) 1(09-1) 0,485
Interferéncia proativa (pontuaco) 0,8 (0,71 -1) 1(0,75-12) 0,75(0,55-1,3) 0,543
Interferéncia retroativa (pontuagio) 0,77(0,7-0,92)  0,88(0,67-1) 0,83 (0,7-0,91) 0,902
FDT
Tempo - leitura (tempo - s) 32 (26 - 36) 31 (27 -34) 30 (26 - 34) 0,788
Erros - leitura (erros) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0,714
Tempo - contagem (tempo - s) 32 (28 - 35) 33(30-37) 32 (31-36) 0,744
Erros - contagem (erros) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0,131
Tempo - escolha (tempo - 5) 56 (48 - 60,5) 56 (46 - 63) 49 (42 - 65) 0,698
Erros - escolha (erros) 0(0-25) 0(0-0) 1(0-2) 0,059
Tempo - alternancia (tempo - s) 82 (64,5 - 103,5) 85 (63 - 96) 73 (57 -91) 0,724
Erros - alternancia (erros) 3(1-9) 3(0-6) 1(0-3) 0,246
Tempo - inibic&o (tempo - 5) 225(155-29,5)  22(16-31) 17 (15 - 33) 0,815
Tempo - flexibilidade (tempo - s) 45,5 (32,5 - 68) 55 (34 - 64) 44 (34 - 60) 0,918
Digitos - ordem direita (pontuac&o) 6,5(5,5-7) 6(5-7) 6(5-8) 0,94
Digitos - ordem inversa (pontuacao) 35(3-4) 4(3-4) 3(2-4) 0,644
Cubos de corsi - ordem direita (pontuac&o) 75(6-9) 8(7-9) 7(6-9) 0,728
Cubos de corsi - ordem inversa (pontuac&o) 4(35-6) 4(4-6) 5(4-6) 0,710
Teste de STROOP
Cart&o cor (tempo - s) 19,5 (18 - 26) 20 (18 - 28) 28 (21 - 63) 0,104
Cartdo palavras (tempo - s) 23,5 (20 - 42,5) 27 (24 - 35) 25 (22 - 47) 0,822
Cartdo interferéncia (tempo - s) 35,5 (28 - 42,5) 40 (32 - 53) 39 (34 - 66) 0,555
Teste de Trilhas
Parte a (tempo - s) 41 (32,5 - 67,5) 39 (32 - 49) 40 (30 - 65) 0,738
Parte b (tempo - 5) 138,5(100-1935) 130(95-183) 163 (101-289) 0622
Fluéncia verbal Semantica (pontos) 14,5 (11 - 18,5) 14 (11 -19) 14 (8-21) 0,933
Fluéncia verbal Fonémica (pontos) 20 (19 - 40,5) 27 (21 - 38) 18 (10 - 33) 0,144

Dados quantitativos expressos como média + desvio padrdo ou como mediana e amplitude interquartil entre parénteses.
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Tabela 7. Correlacdo entre parametros da avaliagdo neuropsicolégica com niveis de

Klotho e FGF23 em pacientes com estagio moderado/severo de doenga renal cronica.

Klotho (ng/mL) FGF23(ng/mL)

n rho p n rho p
RAVLT
Reconhecimento (pontuacéo) 11 0,215 0,526 11 -0,626* 0,04
Indice de aprendizagem - (pontuacéo) 11 0,545 0,083 11 -0,464 0,151
Indice de aprendizagem - (pontuacgdo) 11 0,501 0,116 11 0,314 0,346
Indice de retencéo (pontuacao) 11 -0,248 0,462 11 -0,381 0,247
Interferéncia proativa (pontuagéo) 11 0,078 0,82 11 0,421 0,197
Interferéncia retroativa (pontuacéao) 11 0,273 0,416 11 -0,087 0,800
FDT
Tempo - leitura (tempo - s) 11 -0,656 0,028 11 0,182 0,592
Erros - leitura (erros) 11 -0,500 0,117 11 -0,3 0,37
Tempo - contagem (tempo - ) 11 -0,753 ** 0,007 11 -0,014 0,968
Erros - contagem (erros) 11 -0,224 0,509 11 -0,149 0,662
Tempo - escolha (tempo - s) 11 -0,700* 0,016 11 -0,009 0,979
Erros - escolha (erros) 11 -0,285 0,396 11 -0,028 0,934
Tempo - alternancia (tempo - s) 11 -0,656 0,945 11 0,109 0,749
Erros - alternéncia (erros) 11 -0,024 0,945 11 0,551 0,079
Tempo - inibi¢do (tempo - s) 11 -0,583 0,06 11 0,014 0,968
Tempo - flexibilidade (tempo - s) 11 -0,564 0,071 11 0,145 0,67
DIGITOS
Ordem direita (pontuacéo) 11 0,418 0,201 11 -0,141 0,679
Ordem inversa (pontuacdo) 11 0,655* 0,029 11 0,373 0,259
CUBOS DE CORSI
Ordem direita (pontuagéo) 11 0,790 ** 0,004 11 0,019 0,956
Ordem inversa (pontuacdo) 11 0,770 ** 0,006 11 -0,117 0,731
TESTE STROOP
Cartdo cor (tempo - s) 11 -0,694* 0,018 11 0,119 0,728
Cartdo palavras (tempo - s) 11 -0,725* 0,012 11 0,239 0,48
Cartdo interferéncia (tempo - s) 11 -0,506 0,113 11 0,424 0,194
TRAIL MAKING TEST
Parte A (tempo - s) 11 -0,629* 0,038 11 0,323 0,332
Parte B (tempo - ) 11 -0,782 ** 0,004 11 -0,036 0,915
FLUENCIA VERBAL
Semantica - animais (tempo - s) 11 0,461 0,153 11 -0,132 0,698
Fonémica - letras (tempo - s) 11 0,515 0,105 11 0,005 0,989

*p<0,005 **p <0,001
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5.8 Correlacdo entre niveis séricos de Klotho e Teste Neuropsicolégicos em pacientes

com DRC moderada/severa

O principal resultado deste trabalho foi evidenciar pela primeira vez, em pacientes
com DRC, fora do tratamento dialitico, a associacdo da reducdo de Klotho sérico a desfechos
negativos em uma série de testes neuropsicologicos, descritos a seguir. Um unico estudo,
publicado em 2019, analisou 88 pacientes com DRC em hemodialise, com e sem doenga
cerebrovascular, e evidenciou associagdo do nivel sérico de Klotho com doenca
cerebrovascular através de testes neuropsicoldgicos (WEI et al., 2019). A inovagdo do nosso
estudo foi a associacdo do Klotho sérico com déficit cognitivo em pacientes com DRC nao

dialitica, e sem doenca cerebrovascular conhecida.
5.8.1 Teste dos Cinco digitos-FDT (Five Digit Test)

Em pacientes com DRC moderada/severa foi constatado na Tabela 7 ilustrada acima,
utilizando a correlacdo de Spearman, que niveis de Klotho sérico se correlacionam
inversamente a pontuacdo do tempo (em segundos) na avaliacdo da Contagem no Teste dos
Cinco Digitos (rho= - 0,753, p=0,007) no FDT. Esta parte do teste esta relacionada a dominios
cognitivos como a “atengdo automatica” (CAMPOS et al., 2016) e a “velocidade de
processamento” (CAMPOS et al., 2016). Isso significa que os pacientes demoraram mais
tempo na resposta, maior tempo de execugdo. Quanto maior o tempo utilizado para concluséo
da tarefa solicitada, pior o resultado.

Foi evidenciado tambeém correlacdo inversamente proporcional & pontuacdo do tempo
(em segundos) na parte da Escolha no FDT (rho= - 0,7, p=0,016). Esta parte do exame
destina-se a avaliacdo da atencdo controlada e atencédo executiva (CAMPOS et al., 2016).

Estes resultados bastante relevantes mostram um pior desempenho destes pacientes
com DRC moderada/severa nestas duas etapas do FDT: Contagem e Escolha, demonstrando
alteracdo de trés fungbes cognitivas: atencdo, velocidade de processamento e funcdes

executivas (controle inibitorio e flexibilidade cognitiva).
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5.8.2 Tarefa de Alcance de Digitos Ordem Inversa

Em pacientes com DRC moderada/severa foi constatado, utilizando a correlagéo de
Spearman, que niveis de Klotho sérico se correlacionam linearmente a pontuacdo da Tarefa de
Alcance de Digitos Ordem Inversa (rho= 0,655, p=0,007). Neste teste, na avaliacdo da ordem
inversa, o participante repetira a sequéncia dos numeros em sentido contrario ao que o
avaliador apresentou. Ou seja, quanto maior a pontuacdo indica melhor resposta ao teste, pois
0 paciente recobrou o0 maior nimero de digitos. Estes dados indicam que quanto menor 0s
niveis de Klotho, pior foram os resultados, menor pontuacdo neste teste.

A tarefa de alcance de digitos tem o objetivo de investigar a memdria de curto prazo
relacionada & memoria operacional/trabalho auditiva, avaliando a capacidade do individuo de
repeticdo e propensdo de recordagdo imediata (WECHSLER, 1896). Este achado, da reducéo
dos niveis séricos de Klotho com resultado desfavoravel neste teste, correlaciona diminuicédo

do Klotho com um novo dominio cognitivo, memoria auditiva.

5.8.3 Tarefa de Cubos de Corsi Ordens Direta e Inversa

Em pacientes com DRC moderada/severa foi constatado, utilizando a correlacdo de
Spearman, que niveis de Klotho sérico se correlacionam positivamente, de forma linear, a
pontuacdo nas duas categorias da Tarefa de Cubos de Corsi Ordem Direta (rho= 0,79,
p=0,004) e Ordem Inversa (rho= 0,77, p=0,006).

A primeira etapa do teste acontece na Ordem Direta e apds o examinador apresentar a
sequéncia tocando nos blocos (cubos), o avaliando tocara eles seguindo a mesma ordem. Na
etapa referente a Ordem Inversa, o individuo realiza a tarefa no “sentido contrario”
apresentado pelo avaliador (KESSELS et al., 2000).

Neste exame, pacientes que tiveram niveis menores de Klotho tiveram os piores
resultados no teste. Este teste avalia a memoria visuoespacial, avalia um dominio cognitivo
ndo avaliado anteriormente, demonstrando que os niveis Klotho reduzidos na DRC

moderada/severa foi associado a piores desfechos neste dominio cognitivo.
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5.8.4 Teste Stroop Victoria (Versdo Adaptada)

Em pacientes com DRC moderada/severa foi constatado, utilizando a correlacdo de
Spearman, que niveis de Klotho sérico se correlacionam inversamente a pontuacdo do tempo
(em segundos) no teste Stroop Victoria na avaliacdo cartdo 1- cor (rho=- 0,694, p=0,018) e no
cartdo 2-palavras (rho= - 0,725, p=0,012).

O instrumento € composto por trés diferentes cartdes (1 — cor, 2 — palavras e 3 —
interferéncia), os quais sdo apresentados separadamente ao individuo. O avaliando é
orientado a nomear as cores de cada cartdo o mais rapido que puder e o tempo é registrado em
segundos. O registro do tempo de execucdo da tarefa é feito separadamente (SILVA et al.,
2017, p. 163-166; CAMPANHOLO, 2018, p. 90-92).

Neste estudo, evidenciamos que pacientes com DRC moderada/severa executam esta
tarefa gastando maior tempo em segundos(s), resposta mais tardia. O Stroop teste avalia
atencdo seletiva, velocidade de processamento e flexibilidade cognitiva (HOWIESON et al.,
2004, p. 365-367). Este teste reproduz novamente o que foi evidenciado no FDT, ambos

testam dominios de atencdo e flexibilidade cognitiva.

5.8.5 Teste de Trilhas-Trail Making Test (TMT) - PartesAe B

Em pacientes com DRC moderada/severa foi constatado, utilizando a correlagdo de
Spearman, que niveis de Klotho sérico se correlacionam inversamente a pontuacao do teste
medida em tempo (segundos) no Trail Making Test (TMT) - Partes A e B na avaliagéo cartdo
1- cor (rho= - 0,694, p=0,018). e no cartdo 2-palavras (rho= - 0,725, p=0,012).

O Trail Making Test (TMT) avalia atencdo (seletiva e alternada), velocidade de
processamento e flexibilidade cognitiva (TOUMBAUGH, 2004; SALVADOR et al., 2017, p.
175; CAMPANHOLO et al., 2018, p. 94).

Esses resultados sugerem que niveis de Klotho plasmatico diminuidos foram
associados ao pior resultado no resultado dos testes psicolégicos em pacientes com DRC
moderada/severa. Dentre um total de os oito testes neuropsicologicos avaliados nestes
pacientes, conseguimos evidenciar que em mais de um teste avaliado o pior resultado nos
testes foi associado a niveis reduzidos de Klotho sérico. Os testes foram: Teste dos Cinco
Digitos, Tarefa de Alcance de Digitos Ordem, Teste de Trilhas, Stroop, e Cubos de Corsi.
Cada teste propde avaliar uma ou mais funcdo cognitiva. A reducdo dos niveis séricos de

Klotho foi associada a alteracdo em varios dominios da cognicdo como atencdo automatica,
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memdria auditiva e visuoespacial, flexibilidade cognitiva, velocidade de processamento e
controle inibitorio.

Na Tabela 8, ilustrada abaixo, classificamos todos os pacientes com base nos
resultados dos testes neuropsicoldgicos utilizando padronizagdo dos instrumentos através do Z
escore, percentil e desvio padrdo. Os resultados brutos foram convertidos em dois niveis de
desempenho diferentes, ap6s padronizacdo para idade e escolaridade, como DEFICIT ou
NAO DEFICIT em cada teste neuropsicoldgico avaliado.

Confirmamos através desta classificacdo em categorias, que pacientes com resultado
deficitario em dois instrumentos avaliados (RAVLT e FDT), tinham niveis séricos de Klotho
menores. E os niveis mais elevados de Klotho foram associados & normalidade no exame, ou
seja, classificado como NAO DEFICIT. Estes achados foram estatisticamente significantes,
nos seguintes exames: RAVLT (indice de Aprendizagem) (p=0,027), no FDT (Contagem)
(p=0,001), no FDT (Escolha) (p=0,013), no FDT (Alternancia) (p=0,004), no FDT (Inibic&o)
(p=0,005). Demonstramos que reducdo do Klotho estd associado a pior resultado nos
seguintes dominios cognitivos testados: memoria verbal, atencdo, controle inibitorio e
flexibilidade cognitiva. Desta forma, pudemos mais uma vez confirmar que niveis séricos de
Klotho reduzidos foram associados a piores resultados, mesmo quando incluimos todos os
grupos de pacientes estudados. Importante salientar que estes resultados foram padronizados

por idade, sexo e escolaridade, orientados pela padronizacdo de cada teste.
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Tabela 8. Associacdo entre niveis de Klotho com a classificacdo dos aspectos

neuropsicoldgicos nos grupos estudados.

Klotho (ng/mL)

n mediana (AIQ) p
RAVLT- RECONHECIMENTO 0,074
Déficit 18 0,18 (0,15 - 0,28)
Nao deficit 34 1,29 (0,19 - 1,88)
RAVLT- INDICE DE APRENDIZAGEM 0,027 *
Déficit 29 0,19 (0,15 - 0,88)
Nao deéficit 23 1,54 (0,2 - 2,22)
RAVLT- INDICE DE APRENDIZAGEM 0,975
Déficit 18 0,21 (0,17 -1,92)
Nao deficit 34 0,28 (0,18 - 1,66)
RAVLT -INDICE DE RETENCAO 0,52
Déficit 12 0,2 (0,18 -0,43)
Nao deéficit 40 0,33 (0,17 -1,79)
RAVLT-INTERFERENCIA PROATIVA 0,619
Déficit 10 0,21 (0,17 - 1,53)
Ndo déficit 42 0,3(0,17-1,88)
RAVLT- INTERFERENCIA RETROATIVA 0,842
Déficit 14 0,22 (0,15-2,1)
Nao deéficit 38 0,21 (0,18 - 1,66)
FDT - LEITURA (TEMPO) 0,445
Déficit 38 0,21 (0,17 - 1,56)
Nao deficit 14 0,66 (0,18 - 2,18)
FDT - LEITURA (ERROS) 0,323
Déficit 3 0,13 (0,13-1,74)
Nao deéficit 49 0,22 (0,18 - 1,84)
FDT - CONTAGEM (TEMPO) 0,001 **
Déficit 32 0,19 (0,15 - 0,43)
Nao deficit 20 1,74 (0,2 - 2,27)
FDT — CONTAGEM (ERROS) 0,217
Déficit 3 0,17 (0,1-0,38)
Néo deéficit 49 0,22 (0,18 - 1,84)
FDT - ESCOLHA (TEMPO) 0,013 *
Déficit 36 0,21 (0,15 - 1,53)
Ndo deficit 16 1,59 (0,19 - 2,22)



FDT - ESCOLHA (ERROS)
Déficit
Né&o déficit
FDT - ALTERNANCIA (TEMPO)
Déficit
Né&o déficit
FDT - ALTERNANCIA (ERROS)
Déficit
Né&o déficit
FDT - INIBICAO (TEMPO)
Déficit
Néo déficit
FDT - FLEXIBILIDADE (TEMPO)
Déficit
Né&o déficit
Digitos - Ordem direita
Déficit
N&o déficit
Digitos - Ordem inversa
Déficit
Né&o déficit
Cubos de CORSI - Ordem Direita
Déficit
Néo déficit
Cubos de CORSI - Ordem inversa
Déficit
Né&o déficit
Teste Stroop - CARTAO COR
Déficit
Né&o déficit
Teste Stroop - CARTAO PALAVRAS
Déficit
N&o déficit
Teste Stroop- CARTAO INTERFERENCIA
Déficit
N&o déficit
Trail Making Test - PARTE A
Déficit
Néo déficit
Trail Making Test - PARTE B

14
38

38
14

26
26

27
25

35
17

38
14

36
16

36
16

17
35

14
38

11

41

20

32

34
18

0,22 (0,17 - 1,74)
0,21 (0,18 - 1,59)

0,2 (0,15 - 1,49)
1,78 (0,21 - 3,18)

0,21 (0,19 - 1,83)
0,3 (0,17 - 1,59)

0,19 (0,13 - 1,46)
1,09 (0,19 - 2,23)

0,21 (0,15 - 1,53)
1,53 (0,18 - 2,22)

0,38 (0,18 - 1,84)
0,21 (0,17 - 1,46)

0,4 (0,18 - 1,84)
0,2 (0,16 - 1,61)

0,54 (0,18 - 1,92)
0,2 (0,13 - 0,75)

0,66 (0,18 - 1,96)
0,21 (0,17 - 1,53)

0,21 (0,18 - 1,46)
0,22 (0,17 - 1,84)

0,66 (0,18 - 1,96)
0,21 (0,17 - 1,66)
0,36 (0,16 - 1,9)

0,21 (0,18 - 1,53)

0,21 (0,17 - 1,83)
0,75 (0,17 - 1,66)
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0,965

0,004 **

0,509

0,005 **

0,095

0,493

0,4

0,241

0,282

0,69

0,337

0,616

0,816

0,803
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Déficit 12 0,43 (0,18 -1,78)
Néo déficit 40 0,21 (0,17 - 1,74)

Fluéncia Verbal Semantica 0,899
Déficit 22 0,25 (0,15 - 1,96)
Néo déficit 30 0,21 (0,18 -1,61)

Fluéncia Verbal Fonémica - 0,959
Déficit 18 0,21 (0,18 - 1,84)
Néo déficit 34 0,22 (0,17 - 1,66)

*p <0,005, **p <0,001

5.9 Correlagdo entre niveis séricos de FGF23 e RAVLT em pacientes com DRC

moderada/severa

A dosagem sérica de FGF23 aumentada teve correlacdo inversa a pontuacdo do
resultado do reconhecimento no teste RAVLT (Tabela 7). Ou seja, quanto maior os niveis de
FGF23 menor a pontuacdo no teste. Este teste € um instrumento de avaliacdo de Memodria,
dispde de uma lista de 15 palavras lidas, e posteriormente 0 paciente tem que recobrar as
palavras que foram ditas. Portanto, pontuacdo menor, significa pior memoria.

Neste estudo conseguimos evidenciar, uma correlagdo inversamente proporcional dos
niveis de FGF 23 séricos e a TFG, que seria 0 esperado, pois 0s niveis de FGF23 aumentam
com a progressao da DRC para estagios mais avancados. Este dado nos mostra 0 aumento do
FG 23 com pior resultado neste dominio avaliado pelo RAVLT.

Ambos, a diminui¢do da proteina Klotho e 0 aumento do FGF23, mostrou correlagdo
com pior resultado nos testes neuropsicoldgicos realizados. Sabe-se que desregulacdo no eixo
Klotho-FGF23 esta associado a piores desfechos no paciente com DRC. Neste estudo, a
proteina Klotho foi um preditor de déficit cognitivo mais evidente que o FGF23 ja que este
resultado foi reproduzido em mais de um teste neurocognitivo, e em mais de um dominio
avaliado. O declinio dos niveis séricos de Klotho em adultos com DRC leve (estagio 2)
precede a elevacdo de FGF23, PTH, e fosforo, e por isso representa um possivel biomarcador
para DRC e mais precocemente prever suas morbidades, como por exemplo, o déficit

cognitivo.
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6 Correlacdo entre niveis séricos de VCAM-1 e Angiopoietina 2 e Testes

Neuropsicologicos em pacientes com DRC moderada/severa.

Outro achado muito relevante deste estudo foi a que a elevagédo de niveis de VCAM-1
foi associada a pior resultados nos testes neurocognitivos e isso se reproduziu em mais de um
exame neuropsicologico, mostrando associacdo significante em mais de um dominio da
cognicdo. A Tabela 9 evidencia essa correlacéo.

Um estudo anterior j& demonstrava o aumento dos niveis de VCAM-1, e outros
biomarcadores de lesdo endotelial aumentados em pacientes com DRC néo dialitica (estagios
3-5) (PADBERG et al., 2014). Outro estudo evidenciou aumento de marcadores endoteliais
em pacientes dialiticos e associacdo com déficit cognitivo estimado através do teste
CAMCOG-Cambridge Cognitive Examination, versdo adaptada para o0 portugués do
CAMDEX -Cambridge Cognitive Examination Test of the Elderly. Neste estudo, os niveis de
VCAM-1 ndo haviam demonstrado associacdo com déficit cognitivo, apenas a Angiopoietina
2 e 0 Syndecan-1 (MEDEIROS et al., 2020). Vale salientar que nosso estudo foi além, e
avaliou pacientes ndo dialiticos utilizando uma bateria maior de testes neurocognitivos
validados mundialmente e aplicados por uma profissional habilitada. O CAMCOG néo parece
ser um teste adequado para a populacédo brasileira. Neste estudo, ndo conseguimos evidenciar
associacdo de Angiopoietina 2 e pior resultado nos testes neurocognitivos.

Houve uma associacdo dos niveis séricos de VCAM-1 em quase todos os testes
neuropsicolégicos avaliados, RAVLT, FDT, Cubos de Corsi, Teste de Stroop, Teste de Trilhas
e Fluéncia Verbal Semantica, exceto no Teste dos Digitos. Esse estudo evidencia de forma
robusta a associacdo de aumento de VCAM-1, com pior resultado em varios dominios de
cognicdo como atengdo, memoria, funcdes executivas e linguagem.

Os achados desse estudo fortalecem a hipétese da doenca cerebrovascular como uma
etiologia muito relevante no distarbio cognitivo em pacientes com DRC moderada/severa
(TFG < 45 mL/min/ 1,73m?) n3o dialiticos, pois conseguimos demonstrar que este marcador
de les@o endotelial aumentado esta associado a piores resultados nos testes cognitivos, dado
que tinha apenas sido evidenciado previamente em pacientes em hemodialise. Esse dado corre
em paralelo com a reducdo dos niveis de Klotho sérico, que tem um papel importante na
protecdo contra danos vasculares, demonstrando que niveis diminuidos de Klotho foram
associados a aumento dos niveis de VCAM-1 e ambos se correlacionaram a piores resultados

na avaliacdo cognitiva.
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Tabela 9. Correlacdo entre parametros da avaliacdo neuropsicologica com niveis séricos de VCAM-1

e Angiopoietina 2 em pacientes com estdgio moderado/severo de doenca renal cronica.

VCAM-1 Angiopoietina 2

n rho p n rho p
Albumindria (mg/g) 10 -0,176 0,627 10 -0,2 0,58
TFG (mL/min/1,73 m2)

11 -0,155 0,65 11 -0,6 0,051
RAVLT
Reconhecimento (pontuacao) 11 -0,379 0,25 11 -0,47 0,144
Indice de aprendizagem - (pontuagao) 11 -,664* 0,026 11 -0,255 0,45
Indice de aprendizagem - (pontuag&o) 11 -0,2 0,555 11 0,141 0,679
Indice de retencdo - (pontuacéo) 11 0,038 0,911 11 0,133 0,696
Interferéncia proativa (pontuacao) 11 -0,009 0,979 11 0,238 0,481
II:nlét)e_lr_ferenua retroativa (pontuacéo) 11 0478 0,137 11 0,228 0.501
Tempo - leitura (tempo - s) 11 , (43** 0,009 11 0,064 0,852
Erros - leitura (erros) 11 0,4 0,223 11 -0,1 0,77
Tempo - contagem (tempo - s) 11 ,130* 0011 11 -0,065 0,85
Erros - contagem (erros) 11 0,522 0,1 11 0,522 0,1
Tempo - escolha (tempo - s) 11 ,155** 0,007 11 -0,082 0,811
Erros - escolha (erros) 11 0,142 0676 11 0,199 0,557
Tempo - alternéncia (tempo - s) 11 ,156** 0,007 11 0,096 0,78
Erros - alternéncia (erros) 11 0,283 0,4 11 0,344 0,301
Tempo - inibigdo (tempo - s) 11 ,720* 0,013 11 0,1 0,769
Tempo - flexibilidade (tempo - s)
DIGITOS 11 ,645* 0,032 11 0,227 0,502
Ordem direita (pontuacéo) 11 0,127 0,71 11 0,094 0,784
Ordem inversa (pontuacéo) i
CUBOS DE CORSI 11 0,119 0,726 11 0,511 0,108
Cubos de corsi - ordem direita (pontuagéo) 11 -, 129% 0,011 11 0,033 0,924
Cubos de corsi - ordem inversa (pontuagao)
TESTE STROOP 11 -,639* 0,034 11 -0,277 0,409
Cartéo cor (tempo - s) 11 ,195%* 0,003 11 0,183 0,591
Cartéo palavras (tempo - s) 11 ,189** 0,004 11 0,193 0,57
Cartdo interferéncia (tempo - s) -
TRAIL MAKING TEST 11 733 0,01 11 0,433 0,184
Parte A (tempo - s) 11 ,124%* 0,012 11 0,415 0,205
Parte B (tempo - s) i
ELUENCIA VERBAL 11 0,509 0,11 11 0,091 0,79
Semantica - animais (tempo - s) 11 -,667* 0,025 11 -0,174 0,61
Fonémica- letras (tempo - s) 11 -0,351 0,29 11 0,337 0,311

*p <0,005, **p <0,001.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo realizado em pacientes com DRC ndo dialitica em acompanhamento
ambulatorial, sem diagndstico clinico de doenga cerebrovascular, conseguimos demonstrar
diminuicdo dos niveis séricos de Klotho e elevacdo dos marcadores de lesdo endotelial
VCAM-1 e Angiopoietina 2 em pacientes com DRC quando comparado ao grupo controle.
Foi evidenciado uma correlacdo inversa entre os niveis diminuidos de Klotho e aumento do
marcador de lesdo endotelial VCAM-1 nos pacientes DRC moderada/severa. Esta correlacdo
ndo foi evidenciada entre os niveis séricos de Klotho e os outros marcadores de lesdo
endotelial, Angiopoietina 2 e albuminuria.

Outro achado relevante deste estudo foi que niveis séricos reduzidos de Klotho estdo
associados a piores resultados em diferentes testes neurocognitivos em pacientes com DRC
sem diagnostico clinico prévio de doenga cerebrovascular, sendo evidenciado pior resultado
de dominios cognitivos distintos como mémoria, atencdo e funcdes executivas.

Niveis séricos de VCAM-1 aumentados também estdo associados a pior resultado nos
testes neurocognitivos e essa correlacdo ndo foi encontrada com a Angiopoietina 2. Este
achado de diminuicéo dos niveis séricos de Klotho, aumento do VCAM-1 e déficit cognitivo
em pacientes com DRC moderada/severa fortalece a hipotese de lesdo endotelial e
consequente doenca vascular como um fator importante na fisiopatologia do déficit cognitivo
em pacientes com DRC.

Esta pesquisa sugere o papel a proteina Klotho como um possivel marcador precoce de
déficit cognitivo em pacientes com DRC ndo dialitica sem diagnostico clinico prévio de
doenca cerebrovascular, além de reforcar, seu papel na neuroprotecdo. Serdo necessarios
novos estudos para confirmar estes dados, reproduzir estes resultados em um ndmero maior
de pacientes e ampliar os estudos clinicos para investigar a aplicabilidade clinica da proteina

Klotho como alvo terapéutico no déficit cognitivo em pacientes com doenca renal cronica.
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Termo de Consentimento livre e esclarecido

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado”
Avaliacdo da fungdo neurocognitiva e da proteina Klotho em pacientes portadores de
doenca renal créonica “, que tem por objetivo investigar os distdrbios neurocognitivos em
pacientes com doenca renal cronica e a associacdo destes distirbios com a proteina Klotho.
Proteina que vem sendo muito importante em pesquisas recentes em pacientes portadores de
doenca renal crénica.

A participacdo do Sr.(a) na pesquisa consiste em autorizar 0 acesso ao Prontudrio
Clinico para a coleta de dados clinicos e laboratoriais. A participacdo é voluntaria, sem custos,
e também ndo remunerada. O Sr.(a) pode se recusar a participar ou retirar seu consentimento
em qualquer momento da realizacdo da pesquisa sem sofrer qualquer tipo de pressdo ou
punicao.

Essa pesquisa ndo traz riscos biologicos aos pacientes envolvidos, ja que se trata de
um estudo de dados a partir de prontuarios. Os riscos que devem ser considerados nesse
projeto sdo o extravio de prontuérios e a perda da confidencialidade dos dados. Para eliminar
esses riscos, serdo tomadas providéncias e precaucdes. O risco de extravio de prontuarios sera
minimizado pela entrega dos prontuarios exclusivamente a médica Dra. Anaiara Lucena
Queiroz, que assinou o termo de compromisso com 0 SAME, setor responsavel pela liberacdo
dos prontuarios.

A identidade dos participantes da pesquisa serd preservada, ja que serdo utilizados
somente os dados clinicos e laboratoriais do prontuario dos pacientes, sem a necessidade de
divulgacdo do nome ou iniciais dos mesmos. Os dados sO serdo coletados e divulgados
mediante a assinatura desse termo de consentimento livre e esclarecido, ao passo que sera
garantida a manutencdo absoluta do sigilo profissional sobre a identidade do(a) participante
durante e ap06s o término da pesquisa. Assim, a identidade pessoal e/ou profissional do(a)
participante ndo sera divulgada em nenhuma publicagéo cientifica.

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participagéo.
Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. Os
pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.

O funcionamento dos seus rins sera avaliado através de exames de sangue e urina, para
iSso sera necesséria a coleta de pequena amostra de sangue e urina depois de jejum por um
periodo de 12 horas. Suas amostras de sangue serdo armazenadas em um freezer no
Laboratério de Nefrologia e Doencas Tropicais da Universidade Federal do Ceara. Sera
entregue um recipiente adequado para vocé coletar a sua urina. Vocé tera um ( 1) tubo de
sangue total coletado (20 mL) para avaliagdo em laboratério. O procedimento de coleta de
sangue pode causar desconforto, dor e manchas roxas no local da puncéo, onde a agulha sera
inserida. Todos esses procedimentos serdo feitos por profissionais experientes e treinados,
envolvidos no projeto, utilizando materiais descartaveis e esterelizados para diminuir o risco
do exame. Além disso, seu nome e dados pessoais registrados para controle ndo serdo
divulgados, sendo mantidos em sigilo.

Apds a coleta do exame de sangue e urina, vocé passara por uma avaliacdo clinica,
através de alguns testes e perguntas que serdo realizadas pela equipe da pesquisa para avaliar
sua funcao cognitiva, que consiste em avaliar sua memoria, atengéo, linguagem, percepc¢éo e a
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capacidade de executar algumas tarefas. Esta avaliacdo deve demorar em média por um
periodo de 60 minutos.

O beneficio que poderé ser obtido através desta pesquisa é o melhor entendimento de
anormalidades no funcionamento cerebral que € uma complicacdo em pacientes com doenca
renal cronica. Vocé estara contribuindo para a descoberta de solugdes para os problemas
cerebrais relacionados com a doenca renal, tendo grande importancia para um melhor
prognéstico da doenca. Além disso, caso seja detectado alguma alteracdo da sua fungdo
cognitiva, vocé serd encaminhado para uma unidade especializada para acompanhamento
adequado.

Os pacientes que concordarem em participar do projeto deverao assinar este termo de
consentimento livre e esclarecido. VVocé assinard as duas vias do termo de consentimento livre
esclarecido de igual teor e recebera por direito uma das vias para controle pessoal;

O principal investigador ¢ o doutorando Anaiara Lucena Queiroz que pode ser
encontrado no endere¢co Rua Pastor Samuel Munguba, 1290, bairro Rodolfo Tedfilo,
Fortaleza, Ceard; telefone(s) (85) 3366-8167. E-mail: anaiaralucena@yahoo.com.br. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua Capitdo Francisco Pedro 1290,
Rodolfo Tedfilo; fone: 3366-8589 — E-mail: cephuwc@huwec.ufc.br. Caso vocé se sinta
suficientemente informado a respeito das informacg6es que leu ou que foram lidas para vocé
sobre 0s propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes e que sua
participagdo € voluntaria, que ndo ha remuneracdo para participar do estudo e se vocé
concordar em participar solicitamos que assine no espago abaixo. O sr. (a) ficard com uma via
deste termo, e outra via ficara com o investigador responsavel pela pesquisa.

Vocé autoriza o armazenamento do sangue coletado para possiveis novas avaliacfes
nesta pesquisa? ( )Sim ( ) Néo

Gostaria de receber o resultado desses exames? Registrar endereco e contato telefonico
para que possamos contata-lo () Sim () Nao

Endereco:
Telefone 1:
Telefone 2:

Eu discuti com Dra. Anaiara Lucena Queiroz e/ou equipe delegada sobre a minha
decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo,
0s procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que
tenho garantia do acesso aos profissionais de salde do estudo para acompanhamento, quando
necessario. Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo. Tenho ciéncia de que
poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Servico. Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo
neste estudo.


mailto:anaiaralucena@yahoo.com.br
mailto:cephuwc@huwc.ufc.br
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Assinatura do paciente/representante Data I

Assinatura da testemunha Data [

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data /I

* O campo “nome do participante” devera ser preenchido somente pelo mesmo. O
representante legal deverd assinar para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos,
semianalfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual. Nos casos de analfabetismo
ou semi-analfabetismo do participante também pode ser utilizada a impressdo digital do
mesmo (datiloscépica).
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@
e

UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

ROTEIRO PARA ANAMNESE
DATA: / /
DADOS DE IDENTIFICACAO
NOME:
NASCIMENTO: / / IDADE:
ENDERECO:
SEXO: MASCULINO( ) FEMININO( )
NATURALIDADE: NACIONALIDADE:
ESCOLARIDADE: PROFISSAO:
CELULAR: FIXO:
PESO: ALTURA IMC:

DIAGNOSTICO DA DOENCA RENAL CRONICA
1- CAUSA DA DRC - ESTAGIO:

DM( ), HAS( ). LITIASE RENAL ( ), INFECCAO URINARIA ( ),
OBESIDADE ( )

2- TEVE COVID?

( )SIM ( )NAO DATA: / /

FOIINTERNADO (A)? ( )SIM ( )NAO

HOUVE NECESSIDADE DE OXIGENOTERAPIA? () SIM ( )NAO
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3- OUTRAS CONDICOES MEDICAS:

INFARTO DO MIOCARDIO?

ALGUMA PATOLOGIA NEUROLOGICA?

4- TEM HISTORICO FAMILIAR DE DOENCA RENAL CRONICA?

b iy

QUANTAS HORAS DE SONO?

6- TEM QUEIXAS COGNITIVAS E/OU COMPORTAMENTAIS?

7- HA ANTECEDENTES HEREDITARIOS / FAMILIARES DE DEMENCIAS
E/OU DOENCAS MENTAIS NA FAMILIA?

( )SIM ( YNAO

e SESIM, QUAL (IS)?

8- TEVE CANCER? ( )SIM ( )NAO
PASSOU POR QUIMIOTERAPIA?  ( )SIM ( )NAO
PASSOU POR RADIOTERAPIA? ( )SIM ( )NAO

9- FAZ OU FEZ USO DE BEBIDA (S) ALCOOLICA (S)?
( )SIM ( )NAO

e SE SIM. QUAL (IS) E POR QUANTO TEMPO?

10- FAZ OU FEZ USO DE DROGA (S) ILICITA (S)?
( )SIM ( )NAO
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SE SIM. QUAL (IS) E POR QUANTO TEMPO?

11- E TABAGISTA?

( )SIM ( )NAO

SE SIM, HA QUANTO TEMPO E QUANTOS CIGARROS POR DIA?

e CASONAO FACA MAIS USO, HA QUANTO TEMPO PAROU?

12- MEDICACOES EM USO:

e PSICOTROPICO? ( )SIM ( )NAO

e ANTIDEPRESSIVO? ( )SIM ( )NAO

FORTALEZA, DE

ASSINATURA E CRM

DO RESPONSAVEL DA PESQUISA
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