UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS MEDICAS

FERNANDA MACEDO DE OLIVEIRA NEVES

RELACAO DO FATOR DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTO 23,
BIOMARCADORES ENDOTELIAIS E LESAO RENAL AGUDA EM PACIENTES
CRITICOS: UMA ANALISE DE MEDIACAO

FORTALEZA
2018



FERNANDA MACEDO DE OLIVEIRA NEVES

RELACAO DO FATOR DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTOS 23,
BIOMARCADORES ENDOTELIAIS E LESAO RENAL AGUDA EM PACIENTES
CRITICOS: UMA ANALISE DE MEDIACAO

Tese submetida a Coordenagao do
Programa de Doutorado em Ciéncias
Médicas, da Universidade Federal do
Ceara, como parte dos requisitos para
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias
Médicas.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Braga
Liborio.

FORTALEZA
2018



Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicacédo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo mddulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

N424r Neves, Fernanda Macedo de Oliveira.
Relagdo do fator de crescimento de fibroblasto 23, biomarcadores endoteliais e leséo
renal aguda em pacientes criticos: uma andlise de mediacéo / Fernanda Macedo de Qliveira
Neves. — 2018.
85 1. :il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncias Médicas, Fortaleza, 2018.
Orientagéo: Prof. Dr. Alexandre Braga Libério.

1. Lesdo renal aguda. 2. Biomarcadores. 3. Endotélio. 4. Paciente critico. I. Titulo.

CDD 610




FERNANDA MACEDO DE OLIVEIRA NEVES

RELACAO DO FATOR DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTOS 23,
BIOMARCADORES ENDOTELIAIS E LESAO RENAL AGUDA EM PACIENTES
CRITICOS: UMA ANALISE DE MEDIACAO

Tese submetida a Coordenagao do
Curso de Pos - Graduacao em
Ciéncias Médicas , da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do
Ceara, como parte dos requisitos
para obtencéo do grau de Doutor em
Ciéncias Médicas.

Aprovada em 1

BANCA EXAMINADORA

Prof.Dr. Alexandre Braga Libdrio
(Orientador — Universidade Federal do Ceara)

Prof.Dr. Geraldo Bezerra da Silva JUnior
(Universidade de Fortaleza)

Prof. Dr. Flavio de Oliveira Marques
(Universidade de Fortaleza)

Prof. Dr. Ramon Réseo Paula Pessoa Bezerra de Menezes
(Universidade Federal do Ceara)

Prof.Dr. Gdayllon Cavalcante Menezes
(Universidade Federal do Ceara)



A Deus, que nos concede a cada dia, uma
pagina de vida nova no livro do tempo.
Aos meus pais, Luiz Antbnio e Maria
Elisete pelo apoio continuo, por contribuir
na minha formacao pessoal e profissional
e despertar a importancia do estudo. Ao
meu marido Anselmo, companheiro de
todas as horas, pelo seu apoio nos
momentos de dificuldades e incentivo
constante. Aos meus filhos Gustavo,
Felipe e Lais, que embora ndo tivessem
conhecimento disso, mas sdo a razao do
meu esfor¢o e me ensinaram o significado
mais profundo da palavra amor e

dedicagéo.



AGRADECIMENTOS

As minhas irmas, Flavia e Anelize, que, mesmo as distancias sempre me

apoiaram e torceram por mim.

Ao professor e orientador Alexandre Braga Liborio pelos seus
ensinamentos, fonte para o enriguecimento dos meus conhecimentos, por sua

paciéncia e confianga em meu trabalho.

Ao meu amigo Gdayllon por estar sempre disponivel aos meus
guestionamento e duvidas, por compartilhar seus conhecimentos de toda a analise

laboratorial do estudo. Obrigada pelo incentivo.

Aos meus amigos: Camila Araujo, Camilla Maroni, e aos alunos Daniele,
Bianca, Leonardo e Vivian que de certa forma contribuiram para o desenvolvimento

deste trabalho.

Aos pacientes e seus familiares, pessoas fundamentais para

desenvolvimento deste estudo.

A todas as pessoas que contribuiram de alguma forma para essa

conquista, meu sincero agradecimento.



‘A verdadeira viagem de descobrimento
nao consiste em procurar novas
paisagens, mas em ter novos olhos”.

(Marcel Proust)



RESUMO

Introducéo: Cerca de2 milhdes de pessoasem todo o mundomorrem por anode
lesédo renalaguda (LRA). Na unidade de terapia intensiva (UTI), a LRAesta associada
com o aumento da mortalidade.O fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23) e
biomarcadores endoteliais tém sido relacionados a disfun¢des endoteliais e a LRA
em pacientes criticos. Objetivos: Avaliar a relacdo entre o biomarcador FGF-23 em
pacientes criticos com lesdo renal aguda grave e a mediacdo desta relacdo por
biomarcadores endoteliais.Metodologia:Estudo de coorte, prospectivo e
observacionalcompacientes admitidos na UTI do Hospital Geral de Fortaleza
(HGF).Amostras de sangue foram coletadas nas primeiras 24 horas apés a
admissdo. A LRA grave (definida de acordo com o estagio KDIGO 2/3) foi o
desfecho analisado.Foram realizadas varias regressdes logisticas multivariadas para
avaliar a associagao entre o FGF-23 e os biomarcadores relacionados ao endotélio
com a LRA grave. Andlises de mediacéo foram realizadascom base nos resultados
da regressdo logistica para verificar as relagdes hipotéticas do FGF-23 e dos
biomarcadores relacionados ao endotélio com LRA grave. Resultados:Foram
incluidos 265 pacientes,sendo 50,6% sédo do sexo masculino com idade média de
51,4 anos e 30,9% desenvolveram LRA grave. ApoOs ajuste para diversas variaveis,
FGF-23, proteina de adeséo celular vascular 1 (VCAM-1), angiopoietina 2 (AGPT2),
syndecan-1 e molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) estiveram associados com
LRA grave. O ICAM-1 ndo teve mediacdo estatisticamente significativa. Quando
todos os trés biomarcadores relacionados ao endotélio foram incluidos no mesmo
modelo de mediacao, 47% do efeito total do FGF-23 na LRA grave foi explicado e o
efeito direto ndo foi mais significativo, indicando uma mediagcdo completa. Além
disso, em todos os modelos, todas as vias estatisticamente significativas tinham
syndecan-1 como o ultimo mediador.Concluséo: A associagdo entre FGF-23 e LRA
grave é mediada por biomarcadores relacionados ao endotélio, principalmente
VCAM-1 e syndecan-1; os modelos com biomarcadores seriados mostraram que o
syndecan-1 parece ser um mediador final entre o FGF-23 e a LRA grave.

Palavras-Chave:Lesao renal aguda. Biomarcadores. Endotélio. Paciente critico.



ABSTRACT

Background:It isestimatedthatabout 2 millionpeopleworldwide die
eachyearfromacutekidneyinjury (AKI). In theintensivecareunit (ICU), AKI causes
anincrease in mortality. Fibroblastgrowthfactor 23 (FGF-23) andendothelium-
relatedbiomarkershavebeenrelatedto AKI in criticallyillpatients. Also, FGF-23
isassociatedwithendothelium
dysfunction.Objectives:Toevaluatetherelationshipbetweenthe FGF-23 biomarker in
criticallyillpatientswithsevereacute renal
injuryandthemediationofthisrelationshipbyendothelialbiomarkers.
Methods:Prospective cohort and observacional study with critically il
patientsadmittedtothe ICU. Bloodsampleswerecollectedwithin 24 hours ofadmission.
Severe AKI (definedaccordingtothe KDIGO 2/3 stage) was the analyzed outcome.
Data wereevaluatedandtested for a normal distribution as meanand standard
deviation (SD) ormedianandinterquartile range (IQR; 25th-75thpercentiles)
whenappropriate. For
simplecorrelationsbetweenvariablestheSpearmancoefficientwasused.
Severalmultivariatelogisticregressionswereperformedtoevaluatetheassociationbetwee
n FGF-23 andendothelium-relatedbiomarkerswithsevere AKI.
Mediationanalyzeswereperformedbasedonlogisticregressionresultstoverifythehypothe
ticalrelationshipsof =~ FGF-23  andendothelial-relatedbiomarkerswithsevere  AKI.
Results:We enrolled 265patientsand 30.9% developedsevere AKI. Afteradjustment
for severalvariables, FGF-23, vascular celladhesionprotein 1 (VCAM-1), angiopoietin
2 (AGPT2), syndecan-1 andintercellularadhesion molecule-1  (ICAM-1)
wereassociatedwithsevere AKI. ICAM-1 didnothavestatisticallysignificantmediation.
Whenallthreeendothelial-relatedbiomarkerswereincluded in thesamemediationmodel,
47% ofthe total effectof FGF-23 onsevere AKI wasexplainedandthedirecteffectwas no
longersignificant, indicating complete mediation. Furthermore, in allmodels,
allstatisticallysignificantpathwayshad syndecan-1 as theultimatemediator.
Conclusion: The associationbetween FGF-23 andsevere AKI
ismediatedbyendothelial-relatedbiomarkers, mainly VCAM-1 and syndecan-1;
modelswith serial biomarkershaveshownthat syndecan-1
appearstobeanultimatemediatorbetween FGF-23 andsevere AKI.

Keywords:Acutekidneyinjury. Biomarkers. Endothelium. Critical iliness.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO
1.1 Lesao renal aguda
1.1.1 Definicéo e epidemiologia

Apesar dos avangcosna compreensdo da patogénese da
disfuncéo renal aguda, estima-se que cerca de 2 milhdes de pessoas em todo o
mundo morrem  por ano de lesdo renal aguda (LRA)(MURUGAN; KELLUM,
2011;ABD ELHAFEEZ et al., 2017), sendo uma condicdo que afeta um em cada
cinco pacientes hospitalizados em todo 0 mundo(SUSANTITAPHONG et al., 2013).

A LRAatinge mais de 13 milhdes de pessoas por ano globalmente
(ABD ELHAFEEZ et al., 2017), ocorre em até 25% dos individuos gravemente
doentes e esta associada a internacdo prolongada, aumento dos custos
dahospitalizacdo e progressao para doenca renal cronica (DRC)(BOUCHARD et al.,
2015).

Além disso, em pacientes potencialmente graves, esta associada a
desfechos adversos e altas taxas de morbidade e mortalidade precoce e tardia dos
pacientes (NEGI 2018;MITCHELL et al., 2017), e também a aumentos significativos
na utilizacdo de recursos de saude e custos,mesmo com pequenas alteracdes
agudas na funcéo renal(COLLISTER et al., 2017).

As definigbes atuais para LRA baseiam-se amplamente nas alteragdes
dos valores de creatinina sérica(WALD et al., 2012), retencédo de ureia e residuos
metabolicos (azotemia), além da desregulacdo do volume extracelular e do balanco
eletrolitico, manifestados por aumento da creatinina sérica ou reducdo do volume
urinario (KHALIL; MURTY; PALEVSKY, 2008; SRISAWAT; HOSTE; KELLUM,
2010; PRAUGHT; SHLIPAK, 2005).

A perda rapida da funcdo renal e a oligaria, podem estar

relacionadastambém a terapias médicas e cirdrgicas cada vez mais agressivas em
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uma populacdo em grande parte envelhecida, com multiplas comorbidades
(WONNACOTT et al., 2014).

Ainda assim a supressdo da funcédo renal € mais facilmente detectada
pela medida da creatinina sérica, que €& usada para estimar a taxa de
filtracdo glomerular (TFG) (STEVENS et al., 2006). Porém a creatinina (Cr) ndo € um
marcador ideal para definir a lesdo renal aguda, pois, em estagios iniciais pode
nao apresentar alteracdes (STEVENS et al., 2006; CHERTOW et al., 2005).

O espectro de LRA engloba desde comprometimento leve da funcéo
renal, o que presumivelmente ocorre sem dano real a total faléncia do 6rgdo quanto
altos graus de severidade que provocam danos permanente a este
orgao(MURUGAN; KELLUM, 2011). A necessidade de estratégias para reduzir as
crescentes consequéncias da LRA, devem ser direcionada na deteccéo e tratamento
precoce(Ll; BURDMANN; MEHTA, 2013), em que a falta de um consenso na propria
definicdo de LRA dificultou, por muito tempo, a realizacdo desta investigacao
clinicaprecisa (SRISAWAT; HOSTE; KELLUM, 2010; MEHTA et al., 2007).

1.1.2 Classificacdo da leséo renal aguda

Nos ultimos anos, a associacao entre LRA e mortalidade vem se tornando
cada vez mais evidente. Entretanto, ndo havia um consenso para definicdo de LRA,
o que dificultava a comparacao de resultados entre diferentes estudos e até mesmo
o desenvolvimento de pesquisas (MEHTA; CHERTOW, 2003).

Assim, o grupoAcuteDialysisQualitylnitiative (ADQI) propos a classificacao
“ Risk, Injury, Failure, LossandEnd-stageKidneyDisease” (RIFLE) um sistema para
diagnosticobaseado em mudancgas agudas nas dosagens séricas de creatinina e/ou
nas variacdes da diurese (KELLUM, 2005).

Esta metodologia apresenta trés classes de gravidade onde “R”
corresponde ao Risco; “I”, Injuriae “F”, Faléncia e duas classes de evolugao “L”,
perda e “E”, Doencga renal em fase final (BELLOMO et al., 2004). Est4 associada a
diminuicdo da sobrevida e o aumento do estadgio do RIFLE eleva o risco de
morte(RICCI; CRUZ; RONCO, 2008;THAKAR et al., 2009; NEGI et al., 2018).

Em 2007, foi proposto a classificagdo de “AcuteKidneylnjury Network”
(AKIN) que revisou a definicho de RIFLE, sugerindo pequenas alteracoes,
baseando-se na reducgéo subita da funcdo renal (dentro de 48 horas) e determinando
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um sistema de estadiamento, na tentativa de definir os graus de disfung¢ao renal no
momento do diagndéstico (BELLOMO et al., 2004; MEHTA et al., 2007).

Mais recentemente um grupo interdisciplinar publicou uma nova diretriz
para a definicAo e classificacdo para LRA, Kidney Disease Improving Global
Outcomes(KDIGO),
RIFLE como alteragdes de creatinina dentro de 48 horas ou queda do ritmo de

que contemplou os critérios das classificacbes AKIN e

filtracdo glomerular em 7 dias (PALEVSKY et al., 2013). Além disso, acrescentou ao
estagio 3 do AKIN individuos menores de 18 anos com taxa de filtracdo glomerular
<35mL/min e também aqueles com creatinina sérica >4,0mg/dL emvalor absoluto
(LEVI et al.,, 2013). As principais diferengcas entre os sistemas de classificagdo

podem ser visualizadas no quadro 1.

Quadro 1 - Classificacao para diagnostico de lesdo renal aguda

RIFLE® AKIN® KDIGO® Diurese
Creatinina sérica ou TFG Creatinina sérica Creatinina sérica
Risco Aumento 1,5 Estadgio 1 | Aumento 20,3 Aumento 20,3 Reducgdo em
vezes na CrS mg/dl ou mg/dl ou aumento | 0,5 mL/Kg/h
basal, ou reducéo aumento del5-19da por > 6 h
TFG em 25% > 150 -200% da CrS basal
CrS basal
Injaria Aumento 2,0 Estagio 2 | Aumento > 200- | Aumento de 2,0 — | Reducdo em
vezes na CrS 300 % da CrS 2,9da CrS basal 0,5 mL/kg/h
basal, ou reducéo basal por >12 h
TFG em 50%
Faléncia Aumento 3,0 Estagio 3 | Aumento > 300 Aumento de 3,0 Reducgdo em
vezes na CrS % da CrS basal na CrS basal ou 0,3 mL/kg/h
basal, ou reducgéo ouCrS=4mg/dl | CrS=4 mg/dlou | por>24hou
TFG em 75% ou TSR ou TSR ou aumento anuria por
aumento agudo | agudo > 0,5 mg/dl >12h
> 0,5 mg/dl
Perda Insuficiéncia renal
aguda persistente
= perda completa
da funcéo renal
> 4 semanas
Doenca | Doenca renal em
renal em estagio final > 3
fase final meses

Fonte:RIFLE (KELLUM et al., 2005), ® AKIN(MEHTA et al., 2007), °KDIGO (KDIGO, 2012).

Nota: CrS, creatinina sérica; ml/Kg/h, ml por quilograma de peso por hora; TSR, terapia de

substituicdo renal;, TFG, taxa de filtracdo glomerular.

A LRA esta associada a resultados adversos tanto a curto como a longo

prazo, sendo a DRC cada vez mais reconhecida como uma sequela comum desta
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patologia. As inadequa¢des no seu manejo sdo destacadas em multiplos estudos
(KHWAJA, 2012).

Diante do exposto, considera-se somente o valor de creatinina nao
conduza um tratamento adequado, assim devendo se considerar a taxa de filtracdo

glomerular neste espectro para uma melhor classificacdo de LRA.

1.2Lesdo renal aguda em pacientes criticos

A LRA éuma complicagdo comum em pacientes hospitalizados; além
disso, sua ocorrénciaé crescente nas Ultimas décadas. A associacdo entre o
desenvolvimento da LRA e mortalidade em pacientes hospitalizados € elevado e tem
sido conhecida ha anos sendo relatados em varios estudos (COCA et al., 2009;
HATA et al., 2010).

De acordo com relatérios mais recentes, sua incidéncia é estimada em
0,25% na populacdo em geral, 18% em pacientes hospitalizados e de 30% a
60% em pacientes criticamente doentes, sendo semelhante ao infarto agudo do
miocardio (KELLUM; BELLOMO; RONCO, 2012).

PICCINNI et al. (2011) mostraram que a LRA é acompanhada de altas
taxas de mortalidade em unidade de terapia intensiva (UTI), em que dois tercosdos
casos sdo diagnosticados dentro de vinte e quatro horas e uma porcentagem
significativa desta populacéo foram tratados com terapia de substituicdo renal (TSR).

Nas unidades de terapia intensiva, a LRA segundo os critérios AKIN,
causa um aumento na mortalidade variando de 36% a 67% (DENNEN;DOUGLAS,;
ANDERSON, 2010). Estima-se que 5% a 6% dos pacientes internados em UTI
necessitem de terapia de substituicdo renal (HOSTE; KELLUM, 2006).

Taxas mais elevadas de LRA foram observadas em ambientes de
cuidados intensivos e apoés cirurgia cardiaca, identificando essas populagbes de alto
risco com necessidade urgente de intervencbes prévias para prognosticos
favoraveis(SUSANTITAPHONG et al., 2013).

Apesar dos avangos significativos no manejo e na compreensao da
LRA, a mortalidade do paciente permanece inaceitavelmente alta, particularmente

gquando a lesdo aguda é severa o suficiente para progredir para terapia de
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substituicéo renal (NEGI et al., 2018), conforme descrito no modelo de LRA na figura
1.

FIGURAL - Modelo de LRA
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Fonte:(MURUGAN; KELLUM, 2011), adaptado.

Uma vez que a LRA nao esta associada a nenhum sintoma especifico
e o diagndstico é amplamente baseado nas medicdes dos parametros laboratoriais,
€ essencial que a equipe multiprofissionalesteja capacitada para o reconhecimento
inicial, intervencdo em tempo adequado e acompanhamento efetivo para 0s riscos
do desenvolvimento de lesdo renal aguda (LEWINGTON; CERDA; MEHTA, 2013).

1.3Endotélio e glicocalix
1.3.1 Definicdo e composigao

O conceito de endotélio como um 0Orgdo extensomesocrinotornou-se

amplamente reconhecido por dados recentes nas consequéncias da lesdo e
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disfuncdo endotelial em varias doengcas como sepse, purpura trombocitopénica
trombotica (PTT), diabetes e hipertensdo (SUTTON; FISHER; MOLITORIS, 2002).

O endotélio é considerado um o6rgao enddcrino que reveste o limen dos
vasos sanguineos fazendo a interface fisica e funcional entre o sangue e a parede
vascular (DAVEL et al., 2011). Secreta varios mediadores bioativos, em que o
equilibrio entre a multiplicidade de vasodilatadores e vasoconstritores é fundamental
para o funcionamento fisiologico ideal do endotélio(NAFISA et al., 2018).

As células endoteliais funcionam como uma barreira contigua em todos os
orgdos entre o tecido subjacente e o0 sangue, prevenindo a trombose por meio de
diferentes mecanismos anticoagulantes e antiplaquetérios, inflamacdo local e
proliferacdo celular vascular, limitando a formacdo de coagulos nas areas onde a
homeostase é necessaria para restaurar a integridade vascular (RAJENDRAN et al.,
2013).

As juncdes inter-endoteliais conectam as ceélulas endoteliais em uma
monocamada adjunta para restringir o transporte de macromoléculas através da
barreira endotelial de maneira seletiva.Estas jun¢cbes mantém a homeostase dos
fluidos teciduais e sdo compostos por complexo proteico de juncdes aderentes,
juncdes integras e jun¢des comunicantes(KOMAROVA et al., 2017).

O glicocdlix endotelial € um gel complexo entre o fluxo de sangue e a
parede celular endotelial, interagindo com o plasma, proteinas e
lipidios(ALPHONSUS; RODSETH, 2014),como ilustrado na figura 2. Consiste em
uma camada da superficie onde os principais constituintes sdomoléculas carregadas
negativamente ligadas a membrana endotelial, incluindo glicoproteinas,
proteoglicanos predominantemente o syndecan-1, e glicosaminoglicanos como o
acido hialurdénico e o sulfato de heparano (VOYVODIC et al., 2014).
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FIGURA 2 — Caracteristicas do endotélio
Fonte: (CHELAZZI et al., 2015) adaptado.Nota: ETC: fenda endotelial; H,O: férmula agua.

O papel do endotélio € efetivado pela presenca de receptores ligados a
membrana para numerosas moléculas, incluindo proteinas, particulas
transportadoras de lipidios, metabdlitos e horménios, bem como por meio de
proteinas e receptores especificos da juncdo que controlam as interacdes
celulares(TODA, 2012).

O (glicocélix é responsavel pela homeostase vascular, regulacdo do
processo de permeabilidade ao longo da parede dos vasos e protecaoda adeséo de
leucécitos e plaquetas inibindo a coagulagdo (BRETTNER; VON DOSSOW,;
CHAPPELL, 2017).Além disso, o glicocalix endotelial parece ser um importante
mediador para tensdo de cisalhamento e regulador da microcirculacao regulando a
liberacdo de oOxido nitrico (NO) atravées das sintaxes deste componente
endotelial(YEN et al., 2015).

Na lesdo renal que geralmente ocorre no contexto de faléncia multipla de

orgaos, sepse e alteracdes hemodinamicas, ha o rompimento do citoesqueleto do
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glicocalix e alteracdo das juncdes inter-endoteliais que resultam no aumento da
permeabilidade microvascular (BONVENTRE; YANG, 2011).

Portantoas células endoteliais surgem como uma ferramenta para
deteccdo precoce de doencas agudas, podendo fornecer resultados clinicos mais
precisos e proporcionando um tratamento mais adequado e com melhoria do

prognastico.

1.3.2 Biomarcadores endoteliais

A utilizacdo de biomarcadores séricos para avaliacdo da funcao endotelial
para prognéstico e/ou diagndéstico de doencas vasculares apresenta grandes
vantagens devido a especificidade do processo. Contudo ainda estd em um estéagio
inicial de desenvolvimento, apresentando um grande potencial (LE BROCQ et al.,
2008).

Para PAGE; LILES, (2013), um biomarcador endotelial valido deve ser
especifico para a ativacdo e disfuncdo endotelial, que REITSMA et al., (2007)
classifica como disfuncéo, a aumento da permeabilidade vascular e a diminuicdo no
espessamento da camada de glicocalix endotelial e, consequentemente um aumento
dos biomarcadores no plasma, indicativo de fisiopatologia subjacente da
doenca, reproduzivel em pacientes e populagdes, Gtil em uma Unica medida, e que
se correlacione com a atividade da doenca ao longo do tempo (PAGE; LILES, 2013).

Uma das substancias vasodilatadoras mais importantes liberadas pelo
endotélio € éxido nitrico(NO), que dependendo da sua concentracdo pode inibir a
inflamacéo e tem efeitos antiagreganteplaquetario. Reducdes nos seus niveis sdo
reportados na presenca de fungcdo endotelial comprometida (ENDEMANN;
SCHIFFRIN, 2004).Também estédo incluidos o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF) e a prostaciclina. Os principais vasoconstritores sao a
prostaglandina H2 (PGH2), otromboxano A,, a angiotensina Il (Ang Il), as espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a endotelina-1 (ET-1) (LANGE et al., 2016).

A E-selectina,que é expressa em células endoteliais ativadas, atua sobre
a regulacdo de molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) emolécula de adesao
vascular-1(VCAM-1) favorecendo o deslocamento de leucécitos ao longo da camada
endotelial como um preladio para a adesao leucocitariasendo portanto moduladores
inflamatoérios(PAGE; LILES, 2013).
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A disfuncdo endotelial pode ser caracterizada por um aumento na
expressdo e liberacdo de moléculas de adesédo, em que a expressao de VCAM-1
pode resultar da ativacdo endotelial, uma vez que aumenta o recrutamento local de
monocitosdurante a iniciacdo da formacédo de lesdes ateroscleréticas(STORCH et
al., 2017). No entanto o marcador ICAM-1 € normalmente expresso em niveis basais
baixos nesta mesma condi¢do (NAGAO, 2007).

A angiopoietina-2 plasmatica (AGPT2) € uma citocina pré-inflamatoéria que
pode regular a permeabilidade endotelial demonstrando ser um promissor
biomarcador endotelial em doencas criticas, de forma que os niveis de AGPT2 se
correlacionam com a gravidade da doenca e os desfechos de mortalidade em
pacientes com sepse(XU et al., 2018).Além disso € uma marcador com elevado
potencial na inducdo da adesdo de mondcitos em humanos mediando ICAM-1 e
VCAM-1 (SCHOLZ; PLATE; REISS, 2015).

Outro marcador conhecido pelo fato de aumentar a permeabilidade
vascular o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), que é amplamente
conhecido por seu papel na angiogénese , estimulando a proliferagao e migragao de
células endoteliais, além de aumentar a permeabilidade vascular . Esse fator é
secretado por varios tipos celulares diferentes, incluindo as células endoteliais
(SCHOLZ; PLATE; REISS, 2015).

Syndecan-1¢é um proteoglicano do glicocéalix sendo um elemento critico na
sinalizacdo mediada por estresse de cisalhamento e regulacdo em células
endoteliais(VOYVODIC et al., 2014) e o seu aumento dos niveis na circulacédo
sanguinea esta correlacionado com a espessura reduzida do glicocélix (LARSEN et
al., 2013).

Portanto, a leséo inicial do endotélio resulta em aumento da expressao
desses marcadores que promovem a adesdo de células inflamatorias e a liberacéao
de fatores pro-trombéticos e anti-tromboéticos assim como ocorre na resposta a
lesdorenalaguda (FOGO; KON, 2010). Estudos de validacdo de biomarcadores
endoteliais com maior especificidade e sensibilidade podem ser uteis para ampliar o
espectro de deteccdo precoce de LRA e consequentemente progndstico favoravel a

longo prazo.

1.3.3 Endotélio e LRA
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O comprometimento das funcdes vitais das células endoteliais durante
e apos a isquemia renal pode contribuir para o comprometimento da perfuséo renal,
hipdxia renal continuada e subsequente lesdo das células epiteliais e diminuicdo na
taxa de filtracdo glomerular, que sdo os sinais da LRA (SUTTON; FISHER;
MOLITORIS, 2002), conforme descri¢ao da figura 3 abaixo.

FIGURA 3 - Proposta da lesdo de células endoteliais vasculares e
disfuncéo daleséo durante a LRA isquémica.
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Fonte: (SUTTON; FISHER; MOLITORIS, 2002), adaptado.
A ativacédo e disfuncdo endotelial subsequente, contribui para a gravidade

da doenca e sua progressdo em que a necessidade de um diagndstico rapido e
intervencdo precoce pode potencializar a melhoria dos resultados clinicos em
individuos em situagbes de criticidade. Biomarcadores de células de ativagéo e
disfuncéo endotelial podem, portanto, ser clinicamente Uteis para identificar aqueles
individuos que irdo evoluir para uma maior gravidade (PAGE; LILES, 2013).

O endotélio vascular desempenha um papel importante e essencial na
regulacdo da migracdo sistémica de leucocitos e é um processo complexo que
envolve varias moléculas da superficie da membrana celular endotelial (DE PABLO

et al., 2013).
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A lesdo endotelial pode comprometer a funcéo renal de varias maneiras,
influenciando a reatividade vascular, alterando a funcdo da barreira capilar,
modulando a funcéo inflamatéria e as vias de coagulacéo; estes podem prolongar o
estado de hipoperfusao renal e exacerbar a LRA(BASILE, 2007).

Em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada (ICC), o
syndecan-1, biomarcador do glicocélix endotelial, foi um preditor precoceda piora da
funcdo renal aguda, principalmente nas formas mais severas, e mortalidade
hospitalar nesta populacdo(NEVES et al., 2015). Ainda houve uma importante
associacao entre a lesao endotelial, e a presenca da gravidade da lesdo renal aguda
em pacientes com leptospirose (LIBORIO et al., 2015).

Portanto, a disfuncdo endotelial que estd presente no paciente critico
seja na modulacédo inflamatéria ou infecciosa quanto na doenca renal, pode

desempenhar uma relagéo bidirecional destas duas condicdes.

1.4Fator de crescimento de fibroblastos 23
1.4.1 Conceito do Fator de Crescimento de Fibroblastos 23

Membros da familia de fatores de crescimento de fibroblastos tém
diversas atividades bioldgicas, incluindo papéis na angiogénese, mitogénese,
diferenciacao celular, desenvolvimento, migracao celular e reparo de lesdo tecidual.
Séo divididos de acordo com seus mecanismos de acédo nos subgrupos intracelular,
paracrino e hormonal (KOVESDY; QUARLES, 2016).

O fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23) € um horménio, que
atua principalmente como fator fosfaturicoreduzindo a reabsorcéo de fosfato da
urina(SHIMADA et al., 2001) e suprimindo a atividade da 1a hidroxilase, enzima
responsavel pela sintese de calcitriol (LIU; QUARLES, 2007). Tal descoberta
possibilitou um novo entendimento sobre os mecanismos de controle do fésforo, um
elemento associado a mortalidade, especialmente na doenca renal cronica(YANG et
al., 2016).

O FGF-23 é produzido e secretado principalmente pelos ostedcitos e
osteoblastos (LIU; QUARLES, 2007).As principais acdes fisiologicas do FGF-23 sao
mediadas através do complexo FGFR-a-klotho nos tubulos renais e incluem a

inibicdo da reabsor¢ao do fosfato tubular proximal via supresséo do transportador de
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fosfato de sodio e redugBes nos niveis circulantes del,25-dihidroxicalciferol(1,25
(OH)2D)(QUARLES, 2012).

A descoberta do seu co-receptorKlotho (KL) permitiu o esclarecimento
sobre suas fungbes criticas no metabolismo mineral acelerando o entendimento
sobre a regulacdo do metabolismo de fosfato e vitamina D por essa via (KAWAI,
2016).A acdo do FGF-23, em conjunto com seu co-receptor Klotho no rim € diminuir
a reabsorcdo de fosfato e inibir a conversdo de 25-hidroxivitamina D a 1,25
hidroxivitamina D pela 1a-hidroxilase. Também inibe a liberacdo do horménio da
paratiredide(PTH) pelas glandulas paratiredides, regulando assim o PTH e a
vitamina D(WANG et al., 2017). A estrutura molecular do FGF-23 pode ser

visualizada na figura 4 com detalhes.

FIGURA 4 - Esquema

Regido de homologia central FGF Sequéncia de sinalizagdo

NH,( 154 aa | 24aa L 73 aa )-cOOH
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— cFGF23 |—

estrutural da molécula FGF-23

Fonte: (ROSSAINT; UNRUH; ZARBOCK, 2017), adaptado.

Nota: A molécula intacta de FGF-23 com 251 aminodcidos de comprimento, composta por um N-
terminal com 154 aminoacidos, uma sequéncia sinalizadora de 24 aminoacidos e um domino C-
terminal com 73 aminoacidos. O FGF-23 pode ser clivado entre os aminoacidos 176 e 178 por
proteases.

O Klotho é produzido pelo rim e pode ser um protetor renal através do
bloqueio do sistema renina-angiotensina-aldosterona e outros mecanismos.As
proteinas Klotho ancoradas na membrana e sollveis tém diferentes propriedades
funcionaisdemonstrado na figura 5. O Klotho soluvel funciona como um fator
enddcrino com varios efeitos nos rins e em outros tecidos, enquanto as formas de
Klotho nuclear e citoplasmatica possuem propriedades benéficas significativas,
incluindo funcbes de antienvelhecimento e antiapoptoticas(KALAITZIDIS; DUNI;
SIAMOPOULOS, 2016).
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(LU; HU, 2017)adaptado.

Pesquisas recentes sobre o FGF-23 e Klotho revelaram novas funcdes
importantes da sinalizacdo destes no rim, no coragcdo, NnOS 0SS0S, NOS Vvasos
sanguineos e na glandula paratireoide, ndo somente envolvido na homeostase do
fosfato, mas também no metabolismo do célcio e do sédio, na mineralizacdo Gssea,
bem como no desenvolvimento de hipertrofia cardiaca. Esses novos achados podem
ter importantes implicagfes fisiopatoldégicas na doenga renal crbnica, nas doencgas
cardiovasculares e nos disturbios da mineralizagdo 6ssea (ERBEN, 2016).

1.4.2 FGF-23 na doenca renal cronica

Os niveis de FGF-23 aumentam precocemente no curso da doenca renal

cronica e estdo associados a desfechos significativamente piores na DRC pré-
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dialitica e na doenca renal terminalonde os niveis se correlacionam com o grau de
hiperfosfatemiae estdo associados a aumento da mortalidade(QUARLES, 2012).

Apesar do importante efeito fisiologico do FGF-23 na manutencdo da
homeostase do fosfato, ha evidéncias crescentes de que niveis mais elevados de
FGF-23 sdo um fator de risco para mortalidade e doenga cardiovascularnesta
populacédo (HAFFNER; LEIFHEIT-NESTLER, 2017).

A medida que a elevacdo de FGF-23 ocorre de forma precoce, nos
pacientes com doenca renal terminal essa concentracdo pode atingir cem vezes
acima a concentracdo e os niveis séricos de fosforo sdo apenas levemente
aumentadas ou normais. Portanto, 0 aumento nas concentracdes de FGF-23 parece
ser um mecanismo compensatério para manter os niveis séricos de fosforo dentro
da normalidade (KENDRICK et al., 2011).

Sendo assim, o FGF-23 pode atuar como um elemento de ajuste fino
enddgeno que regula e equilibra o metabolismo 6sseo e mineral no sentido de um
ciclo de retroalimentacdo na relacéo fésforo e vitamina D (FUKUMOTO, 2018). E
certo que a DRC est4 associada a desordem do metabolismo mineral ésseo e que
estes distirbios também aumentam com a gravidade da doenca (XUE et al.,
2017).Possiveis vias moleculares responsaveis pelos aumentos nos niveis de FGF-
23 durante a DRC podem incluir diminuicdo da depuragéo renal, no entanto, os
mecanismos exatos responsaveis pelo aumento abrupto de FGF-23 durante a DRC
permanecem desconhecidos (ROSSAINT; UNRUH; ZARBOCK, 2017).

Corroborando com o texto acima,YANG et al.,, 2016, realizaram uma
metandlise mostrando o FGF-23 como preditor de mau prognostico nesses
individuos em que o0s possiveis mecanismos podem incluir que o FGF-23 suprime o
metabolismo da vitamina D, estimula o sistema renina-angiotensina-aldosterona e
aumenta a producao de marcadores inflamatoérios. Além disso, contribui diretamente
para a alta prevaléncia de hipertrofia ventricular esquerda na DRC. A figura 6 ilustra

brevemente algumas func¢des do FGF-23.

FIGURA 6 -Funcdes do
Mineralizagdo FGF-23

Tabulo distal |
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1.4.3 Relacao entre FGF-23 e LRA

Embora o FGF-23 tenha sido extensivamente estudado na DRC, os
mecanismos que desencadeiam e perpetuam sua ascensdo Sa0 pouco
compreendidos, menos ainda sobre o FGF-23 no contexto da LRA(HANUDEL et al.,
2016).

Estudos realizados na relacdo entre a elevacdo dos niveis de FGF-23 e
LRA séo evidenciados num contexto mais recente. O primeiro estudo publicado
sobre FGF-23 e LRA foi um relato de caso de Leaf e colaboradores (LEAF; WOLF,;
STERN, 2010), assim como (ZHANG et al., 2011) descrevem que pacientes criticos
com LRA apresentam niveis elevados de FGF-23 em comparagdo aos controles
gravemente doentes e forte associacao a risco aumentado de mortalidade.

Também um estudo com modeloanimal para LRA, demostrou que os
niveis circulantes de FGF-23 aumentaram em 1 hora ap0s a inducédo de LRA, e o
fizeram independentemente do fosfato, calcitriol e horménio da paratireoide
(CHRISTOQV et al., 2013).

Os niveis de FGF-23 estdo aumentados em pacientes criticos com LRA e
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com funcdo renal normal, além disso fornecem evidéncias que sugere uma
associacado do FGF-23 elevado com maior risco de mortalidade intra-hospitalar e/ou
necessidade de terapia de substituicdo renal (LEAF et al., 2012).

Diante disto, alguns estudos sugerem que o FGF-23 tem otimas
caracteristicas para ser considerado como biomarcador para identificacdo precoce
de LRA(SHAKER et al., 2018).Em adicdo, foi demonstrado queo FGF-23 elevado
estd associado a doenca cardiovascular que tem como pior desfecho um aumento
na mortalidade, principalmente quando a fracdo de excrecdo de fésforo € baixa,
sugerindo que o FGF-23 pode refletir também uma disfuncéo e resisténcia no tabulo
renal identificado pela diminuicdo da expressao de Klotho e consequentemente
diminuicdo do fosfato sérico(DOMINGUEZ et al.,, 2013), o que poderia identificar

individuos vulneraveis a LRA.

1.4.4 FGF-23 e endotélio

A disfuncéo das células endoteliais tem sido implicada na fisiopatologia de
diferentes formas da doenca cardiovascularincluindo hipertensdo, doenca arterial
coronariana, insuficiéncia cardiaca crénica, doenca arterial periférica, diabetes e na
insuficiéncia renal crénica(ENDEMANN; SCHIFFRIN, 2004).Essa disfuncdo surge
como um marcador de riscos relevantes para eventos cardiovasculares na
populacdo em geral, principalmente em individuos mais idosos(YEBOAH et al.,
2009).

A compreenséo da relacdo de Klotho e FGF-23 apoiam definitivamente a
nocéo de que uma disfuncéo na relacéo deste eixo promove a progressédo da DRC e
consequentemente o desenvolvimento de doencas cardiovasculares(LU; HU,
2017).Assim como CHUNG et al., (2017) demostraram a expressaoativa relevante
da proteina a-Klotho modulando a resposta das células endoteliais ao FGF-23 em
cultura de células humanas endoteliais da artéria aortica.

Os pacientes com niveis elevados de FGF-23 tiveram maiores escores de
calcificagéo aortica e coronariana do que aqueles com niveis mais baixos de FGF-23
gue pode exercer efeitos toxicos diretos na parede vascular e predizer desfechos
cardiovasculares (DESJARDINS et al., 2012).



36

Assim, o FGF-23 foi previamente associado com mortalidade, risco de
terapia de substituicdo renal e eventos cardiovasculares em que niveis séricos
elevados de fosforo estdo associados a calcificacdo vascular e eventos
cardiovasculares em individuos com  doenca renal grave(PARKER et al.,
2010).Logo, o FGF-23 como horménio regulador de fosfato e vitamina D, também foi
implicado no risco cardiovascular de pacientes tanto com a funcao renal normal
quanto na funcéo renal comprometida (GUTIERREZ et al., 2008).

ParaARNLOV et al., (2013), referem que FGF-23 esta associado a
eventos cardiovasculares incidentes na comunidade, independentemente da taxa de
filtracdo glomerular estimada,da disfungdo do metabolismo mineral e das medidas
gue retratam multiplas dimensdes da patologia cardiovascular.

Portanto fica expresso a relacdo intrinseca do biomarcador FGF-23 e a
disfuncdo do endotélio vascular podendo refletir aspectos novos e importantes do
risco cardiovascular e desfecho de lesdo renal aguda quando avaliados em um
mesmo contexto clinico,direcionando para uma maior especificidade da pratica

clinica.

1.4.5Associacao entre FGF-23 e LRA grave intermediado por endotélio

A LRA evolui rapidamente para o dano celular em que a pesquisa de
novos biomarcadores aumentou substancialmente sua predicdo precoce,
implicacbes diagndsticas e prognésticas. Entretanto estes biomarcadores e a sua
medicdo devem ser considerados em situacdes que agreguem valores aos
marcadores disponiveis atualmente (WASUNG; CHAWLA; MADERO, 2015).

WU et al., (2013),demonstraram que o biomarcador FGF-23 apresentou
um melhor desempenho na discriminagdo preditiva de LRA em relagcéo
aoneutrophilgelatinase-associatedlipocalin(NGAL), oKidneyinjury molecule-1(KIM-
l)e a creatinina, predizendo o desfecho dos pacientes criticos, permitindo
umamelhor estratificacdo de risco, o poder de progndstico e o julgamento clinico no
momento para iniciar a terapia de substituicao renal.

Portanto, diante do exposto, a consolidacdo de medidas terapéuticas
para LRA eficazes na reducdo da mortalidade em pacientes criticos depende de
diagnostico precoce, quantificacdo da lesdo e compreensdo da sua
fisiopatologia(SHAKER et al., 2018). Considerando a importancia da resposta
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inflamatoéria na fisiopatologia da LRA, sua regulacdo inadequada implica para o
paciente critico um aumento na mortalidade e um progndéstico mais reservado.

Considerando a deteccéo inicial de LRA para progndéstico mais efetivo em
pacientes criticos, a correlacdo do FGF-23 como um biomarcador precoce para LRA
e preditor de desfechos adversos, surge entdo a importancia da investigacéo e/ou
associacao de novos biomarcadores relacionados a LRA.

Sendo assim o estudo de biomarcadores do endotélio associados ao
FGF-23 podem fornecer informacgfes adicionais a respeito do desenvolvimento

inicial e da evolucédo da leséo renal aguda nos pacientes criticos.
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OBJETIVOS

2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral
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Avaliar a relacdo entre o biomarcador FGF-23e LRA grave mediada por

biomarcadores endoteliais em pacientes criticos.

2.2 Objetivos Especificos
e Avaliar arelacdo entre FGF-23 e LRA grave;

e Auvaliar a relacdo de produtos do metabolismo 6sseo (fosforo sérico, calcio
sérico, horménio da paratireoide intacto, 25-vitaminaD e 1,25-vitamina D)com
FGF-23 e LRA grave;

e Avaliar o papel dos biomarcadores endoteliais, syndecan-1, angiopoietina 2,
VCAM-1, ICAM-1 e VEGF na LRA grave e sua relagdo com o FGF-23;

e Avaliar diferentes vias de mediagéo entre o FGF-23 com LRA grave mediado
pelos biomarcadores endoteliais como syndecan-1, angiopoietina 2, VCAM-1,
ICAM-1 e VEGF correlacionando-os.
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METODOLOGIA

3 METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudo



41

Estudo de coorte, prospectivo e observacional de pacientes admitidos
para tratamentona unidade de terapia intensiva adulto.

3.2 Local do estudo

O estudo foi realizado nasUTlIs classificadas em trés tipos, Amarela,
Verde e Azul doHospital Geral de Fortaleza (HGF), num total de 38 leitos ativos,
situado na cidade de Fortaleza-Ceara, durante o periodo de maio 2015 a junho
2017.A escolha pela UTI do referido hospital para o desenvolvimento do estudo
decorreu do fato de ser um servico caracterizado por grande abrangéncia em termos
de atencdo a saude da populagédo e por tratar-se de um Centro de Referéncia em
Alta Complexidade atendendo casos de pacientes criticos provenientes de diversos

estados da regido Nordeste do Brasil.

3.3 Populacéo do estudo

A populacao foi composta pelos pacientes criticos admitidos nasUTIs de
ambos o0s sexos e foram acompanhados durante o processo de internagao

hospitalar num periodo de sete dias até desfecho final como alta da UTI e 6bito.

3.4 Critérios de inclusao e exclusao

3.4.1 Critérios de incluséo
Foram incluidos pacientes internados nasUTIs com idade igual ou maior

que 18 anos e sem diagnostico de doencga renal cronica dialitica prévia.

3.4.2 Critérios de exclusao
Os critérios de excluséao foram:
e Pacientes em UTI com permanéncia inferior a 24 horas de internacao;

e Pacientes com creatinina sérica maior que 4.0mg/dL na admisséo na UTI;
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e Pacientes ou responsaveis que nao preencherem o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) — (APENDICE B);

e (Gestantes.

3.5 Coleta de dados e procedimentos do estudo

Os pacientes foram selecionados a partir do primeiro dia de internagéo na
referida instituicdo, observando os registros do prontuario e os critérios de excluséao.
Dados clinicos e laboratoriais foram coletados do prontuério do paciente por meio de
um instrumento de coleta de dados padronizado (APENDICE A).

Foram registrados dados demograficos, comorbidades prévias,
medicamentos utilizados na internacdo e necessidade de terapia de substituicdo
renal. Para o parametro de gravidade nas primeiras 24 horas de permanéncia na
UTI foi utilizado o célculo da Fisiologia Aguda e Avaliacdo da Saude Crbnica —
APACHE Il que também prediz a mortalidade para estes pacientes(ZIMMERMAN;
KRAMER, 2014).

Durante os primeiros 7 dias de internacdo na UTI, a CrS foi medida
diariamente e o paciente foi avaliado quanto a necessidade de ventilacdo mecanica
ou uso de drogas vasoativas. A funcéo renal basal foi definida como a menor Cr
dentro de 365 dias antes da hospitalizacdo. Se ndo houvesse valores de
Crdisponiveis antes da hospitalizacdo, foi considerada a menor Cr durante a
internacdo, excluindo os valores obtidos ap6s o inicio da TSR.

As amostras de sangue venoso foram coletadas nas primeiras 24 horas
apenas para fim dessa pesquisa. Apos a coleta elas foram centrifugadas para
obtencdo do soro, aliquotadase mantidas a -80°Cpara analises bioquimicas e

quantificacdo dosbiomarcadores.

3.6 Analise laboratorial

Os biomarcadores endoteliais foram quantificados pela técnica ELISA
sanduiche (figura 7). O ELISA éum teste imunoenzimatico que permite a deteccdo

do biomarcador através de anticorpo especifico fornecido em kits comerciais,
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apresentando alta especificidade e sensibilidade e proporcionando um resultado
mais eficaz.

A placa de microtitulacdo fornecida, com 96 pocos, é pré-revestida com
anticorpo monoclonal especifico para o biomarcador. Apdés a preparacdo dos
reagentes necessdarios e adicionado 100uL de amostras e do padrao (em varias
concentracbes para a curva de calibracdo). Em seguida é adicionado aos pocos
50uL de anticorpo de deteccdo conjugado a biotina. A placa é selada com papel
filme e incubada em temperatura ambiente por uma hora. Apdés esse periodo, a
placa é lavada com tamp&o apropriado (300uL) e secada cuidadosamente com
papel toalha.

Em seguida é adicionado um complexo reacional, tornando-se a incubar
por 30 minutos. Passado o tempo necessério, a placa é novamente lavada, trés
vezes, e entdo € adicionado o reagente colorimétrico (TMB). A placa é incubada por
15 minutos. Finalmente, é adicionada aos poc¢os a solucdo de parada e segue-se

com a leitura em um espectrofotdmetro com comprimento de onda de 450nm.

FIGURA 7 - Principios e extensao Enzyme-
linkedimmunosorbentAssays(ELISA) sanduiche

HRP — Anticorpo conjugado A,

LA
W W Y Y N

Fonte: http://www.elisa-antibody.com/ELISA-Introduction/ELISA-Principle

Biomarcadores dosados:
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e FGF-23: foi medido utilizando um kit ELISA R&D Systems® (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA).

e Syndecan-1: foi medido como um biomarcador da lesdo do glicocélix
endotelial.Foi utilizado kit comercial da Abcam® (Abcam, Cambridge, MA,
EUA).

e Molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1): um marcador de ativacdo de
células  endoteliais, foi medida wusando um kit de ensaio
imunoenzimatico(Abcam, Cambridge, MA, EUA).

e Proteina de adesdo vascular 1 (VCAM-1): foi medida usando um kit de
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica comercialmente disponivelAbcam®
(Abcam, Cambridge, MA, EUA).

e Angiopoetina-2 (AGPT2): foi medida usando um ensaio imunossorvente
ligado a enzima R&D Systems® (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

e Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF): uma proteina
angiogénica conhecida por causar ativacdo endotelial e aumentar a
permeabilidade microvascular, foi medido por um ensaio imunoenzimatico
R&D Systems® (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

Os niveis séricos de creatinina, calcio ionizado e fosfato foram medidos

para fins clinicos pelo laboratério do hospital.

3.7 Estudo de subcoorte

Também foram realizadas analises adicionais de subcoorte em caso-
controlealeatério de 41 participantes com LRA grave e 41 participantes sem LRA. Os
casos foram pareados 1:1 para controles baseados em idade, sexo e func¢éo renal
basal. Neste subcoorte de caso-controle, foram dosados os niveis plasmaticos de
horménio deparatireoide intacto (iPTH), 25-hidroxivitamina D (25-vitD) e 1,25-
hidroxivitamina D (1,25-vitD). O iPTH foi medido utilizando um imunoensaio
guimioluminescente (BeckmanCoulter, Fullerton, CA). Ja 25-vitD e 1,25-vitD foram
dosados porimunoafinidade ecromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massa em tandem.

3.8 Avaliagdo da funcao renal
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Lesdo renal aguda foi definida de acordo com a creatinina basal,
utiizando as recomendacbes do GuidelineKidneyDisease: Improving Global
Outcomes (KDIGO) (KDIGO, 2012).0 principal desfecho analisado foi a LRA grave

(estagio 2 e 3), conforme quadro a sequir:

QUADRO 02 - Classificagdo LRA — KDIGO

KDIGO Creatinina sérica Fluxo urinario
Estagio 1 aumento de 1,5 a 1,9 vezes a CrS basal Reducédo em 0,5
9 ou aumento de = 0,3mg/dI mL/Kg/h por >6 h
L Aumento de 2 a 2,9 vezes a creatinina de Reducéo em 0,5
Estagio 2

basal mL/Kg/h por > 12 h

Aumento de 3,0 na CrS basal ou CrS 24 Reducédo em 0,3
Estagio 3 mg/dl ou TSR ou aumento agudo > 0,5 mL/kg/h por > 24 h
mg/dl ou anuria por >12 h

Fonte: KDIGO, 2012, elaborado pelo autor.

A taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe) foi calculado de acordo
com a equacao ChronicKidneyDiseaseEpidemiologyCollaboration(CKD-EPI);
(LEVEY et al., 2009). A creatinina sérica basal assumida foi dentro de um ano antes
da admissdo hospitalar. Quando esta ndo estiver disponivel, utilizou-se o menor
valor creatinina sérica durante a internagcdo, excluindo os valores obtidos apés o

inicio da terapia de substituicao renal.

3.9 indice de comorbidade de Charlson

O indice de comorbidade de Charlson & baseado em um numero de
condi¢cdes que recebem um peso inteiro de um a seis, com um peso de seis
representando a morbidade mais grave. A soma dos escores ponderados de
comorbidade resulta em um escore resumido (AUSTIN et al., 2015).Tabeladisponivel

e adaptada do escore de Charlson no apéndice A.

3.10 EscoreAcutePhysiologyandChronic Health Evaluation (APACHE 1)

A pontuagdo APACHE IIé uma forma de avaliar a gravidade de uma
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doenca através de um indice. E baseada no grau de desvio da funcdo normal dos
principais sistemas de érgaos, tem como objetivo a descricdo do grau da disfuncdo
organica dos pacientes graves, e tal gravidade é traduzida em namero (FREITAS,
2010). Knaus em 1985 validou o sistema de variaveis coletadas nas primeiras 24
horas ap6s a admissado do paciente na UTI eo pior resultado de cada variavel deve
ser considerado (WATERS; NIGHTINGALE; EDWARDS, 1990).

O calculo da pontuacdo APACHE Il é a soma das variaveis da tabela e
para realizar o calculo da probabilidade de Obito do paciente € necessaria a

utilizacado de uma equacéo (Figura 8) (KNAUS, 1985).
FIGURA 8 - EQUACAO DO APACHE I

- 3.517+( Pontuagcdo APACHE I1 X0.146)
)=+ (0.603 caso o paciente venha deuma cirurgia de emergéncia)
+(Pesoda categoriade diagndstico )

In(
1- R

Fonte: Adaptado de Knaus(1985).

O Quadro 3 no Anexo B foi uma adaptacéo feita do formulario de coleta
proposto no artigo original, que contém as informacfes a serem coletadas do

paciente, assim como a pontuacao de cada uma.

3.11Andlise estatistica

A analise foi realizada através do programa SPSS 20.0 para Windows. Os
dados foram avaliados e testados para uma distribuicdo normal como na média e
desvio padréo (DP) ou mediana e intervalo interquartil (IQR; percentis 25-75) quando
apropriados. As caracteristicas basais foram comparadas usando um teste t para
média de duas amostras ou teste de Mann-Whitney para varidveis continuas; e
variaveis dicotdmicas, com teste x* ou teste exato de Fisher. Correlacbes simples
entre variaveis continuas foram analisadas usando o coeficiente de correlacdo de
postos de Spearman. As distribuicbes ndo normais foram transformadas em log

natural para analise adicional.
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Foram realizadas varias regressoes logisticas multivariadas para avaliar a
associacdo entre o FGF-23 e os biomarcadores relacionados ao endotélio com a
LRA grave. Todos os modelos foram ajustados para idade, sexo, indice de
comorbidade de Charlson, admissao cirargica, uso de drogas vasoativas,
necessidade de ventilagdo mecanica e escore de APACHE Il na admisséo a UTI.

Andlises de mediacdo foram realizadas quando apropriado com base nos
resultados da regresséao logistica para examinar as rela¢des hipotéticas do FGF-23 e
dos biomarcadores relacionados ao endotélio com LRA grave.

A mediacdo é uma maneira pela qual um pesquisador pode explicar o
processo ou mecanismo pelo qual uma varidvel afeta outra. As andlises de
mediacao estdo no centro de uma gama de problemas em pesquisas e estudos na
psicologia para direcionar o tratamento focado nas intervencbes eficazes e
eficientes(ZHENG et al., 2015).

Para a selecdo de uma variavel como potencial mediador alguns critérios
precisam ser satisfeitos conforme descrito anteriormente por (BARON; KENNY,
1986)logo, um mediador (M) na relacdo entre a exposicdo (X) no desfecho (Y)
(caminho c): significante XM (caminho a) e associagcbes MY (controle para X)
(caminho b) e um efeito total significativo de X em Y (caminho c) — figura 9. Nao
deve haver efeito de X em Y apds o controle de M para estabelecer uma mediacéo
completa (JASKULSKI et al., 2018).

FIGURA 9 — Modelo de mediacéo

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
Nota: X = exposicéo; M = mediador; Y = desfecho.
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Para que a analise de media¢cédo possa estimar resultados no intervalo de
confianca, covariaveis foram excluidas, sendo consideradas como potencial
confundidores dentro do modelo de mediagao proposto.

Usamos como fatores confundidores as covariaveis que poderiam alterar
estimativas tanto no caminho direto quanto no caminho indireto dos modelos
propostos, como idade, sexo, indice de comorbidade de Charlson, admisséo
cirdrgica, uso de drogas vasoativas, necessidade de ventilacdo mecanica e escore
APACHE Il na admissao na UTI.

Especificamente, a analise de mediac¢éao foi realizada quando a exposi¢ao
foi significativamente correlacionada com o mediador e o desfecho (apés ajuste para
fatores confundidores) e quando o mediador se correlacionou significativamente com
o desfecho.

A andlise de mediagcdo estatisticamente significativa foi estabelecida
quando o efeito indireto é consideravelmente diferente de zero, com mediagcéo
completa definida pela atenuacdo adicional da associacdo entre variaveis
independentes e dependentes em nao significancia apos inclusdo da variavel ou
variaveis mediadoras. Todas as comparacfes sdo bicaudais, com p<0,05

considerado significativo.

3.12Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacéo do Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Geral de Fortaleza. Foram observados todos os dispostos
acerca da ética em pesquisa com seres humanos, conforme preconizado pela
Resolucdo n°. 466/12 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude,
com parecer favoravel sob o nimero 43445015.7.0000.5040 (Anexo A).
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS
4.1 Caracteristicas dos pacientes do estudo

Dos 312 pacientes admitidos na UTI durante o periodo do estudo, 47
foram excluidos pelas seguintes razfes: recusaram a assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido (h= 11), amostra insuficiente de plasma para
quantificar biomarcadores (n= 17) e uma permanéncia em UTIl menor que 24h (n =
19) - figura 10.

FIGURA 10- Fluxograma dos pacientes e critérios de excluséo

Critérios de indusao
(n= 312)

Recusuu assinar .
termo de Permanéncia menor Amostra de saro
que 24 haras e UTI insuficiente
consentimenta [r'|— 19 in= 17)
[h= 11]

Paciente induidos
[h= 2&5]

v

SEM LRA grave CoM LRA grave
[n= 153] [h=52]

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram entdo estudados 265 pacientes, sendo50,6% foram do sexo
masculino, com idade média de 51,4 + 17,8 anos. Cento e nove pacientes (41,1%)
tinham hipertenséo arterial prévia e 50 (18,9%) tinham diabetes mellitus. A mediana
(IQR) da pontuacdo de APACHE Il foi de 17 (13-22), destes, 160 (60,4%)

necessitaram de ventilacdo mecanica, e 88 (33,2%) tiveram como tipo de internacao
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prevalente cirdrgica. Quanto ao desenvolvimento e classificagdo de LRA, 82 (30,9%)
pacientes tiveram LRA grave. Caracteristicas basais adicionais de acordo com a

classificacdo de LRA grave sdo mostradas na tabela 1.

TABELA 1 - Caracteristicas basais estratificadas pela gravidade de LRA.

Sem LRA Com LRA
grave grave p
(n=183) (n=82)
Dados Demogréficos
Idade 51,2+17,2 51,7419,1 0,82
Masculino, n (%) 94 (51,4) 40 (48,8) 0,70
Mediana do indicede comorbidade
de Charlson (IQR) 1(1-2) 1(1-3) 0,52
Funcéo Renal Basal
Mediana CrS base (IQR) 0,6 (0,4-0,7) 0.9 (0,5-1,7) <0,001
Mediana TFGe (IQR) 109 (92-124) 85 (49-115) <0,001
Gravidade da doenca
Sepse, n (%) 48 (26,2) 34 (41,5) 0,015
Paciente cirurgico 77 (42,1) 11 (13,4) <0,001
Ventilagdo mecanica, n(%) 68 (37,2) 52 (63,4) <0,001
Drogas vasoativas n (%) 49 (26,8) 50 (61,0) <0,001
Mediana do escore APACHE Il 15 (11-20) 21 (17-27) <0,001
(IQR)
. 135,3 927,1
Mediana FGF-23 no plasma (IQR) (10.4-544,3) (197,6-1.232,6) <0,001

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

LRA: lesdo renal aguda; TFGe: taxa de filtracdo glomerular estimada; CrS: creatinina sérica. ldade

em anos; CrS: mg /dL; TFGe: mL / min / 1,73m% FGF-23: RU / mL; IQR: intervalo interquartil.
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4.2Correlacéo entre FGF-23 e biomarcadores endoteliais

Associacdes univariadas de biomarcadores relacionados ao endotélio, em
que cada um foi avaliado individualmente, com o FGF-23 sdo apresentados na
tabela 2. Como esperado, houve uma grande inter-relagéo entre os biomarcadores
endoteliais. O FGF-23 correlacionou-se diretamente com todos os biomarcadores
endoteliais, exceto com o VEGF. A correlacdo mais significativa foi de FGF-23 com o

biomarcador syndecan-1 (rs = 0,412 com p <0,001).

TABELA 2 —-FGF-23 e correlacdo de Spearman com biomarcadores endoteliais.

n (265) FGF-23 VCAM-1 AGPT2 Syndecan-1 ICAM-1
VCAM-1 0,365** - - - -
AGPT2 0,334** 0,510** - - -
Syndecan-1 0,412** 0,444** 0,357** - -
ICAM-1 0,297** 0,561** 0,530** 0,329** -

VEGF -0,011 0,134* 0,210* 0,079 0,249**

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

FGF-23: fator de crescimento de fibroblastos23; VCAM-1: molécula de ades&ovascular-1; AGPT2:
angiopioietina-2; ICAM-1: molécula de adeséo intercelular-1; VEGF: fator de crescimento do endotélio
vascular. *p<0,05 **p<0,001.

4.3 Produtos do metabolismo 6sseo séricos

No grupo de subcoorte de caso-controle aleatério pareados 1:1, sendo 41
pacientes sem LRA e 41 pacientes com LRA grave, o FGF-23 correlacionou-se
diretamente com o fosfato sérico (rs = 0,197, p = 0,002) e inversamente com 1,25-
vitD (rs = =0,27, p = 0,01). Nao observamos correlagéo significativa entre FGF-23 e
25-vitD (rs = 0,10, p = 0,33).

ApOs ajustes no subcoorte de caso-controle aleatorio, ndo houve
associacao entre fosfato sérico, célcio, iPTH e metabdlitos da vitamina D com LRA

grave —(tabela 3).
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TABELA 3 - Associacao de produtos do metabolismo 6sseo séricos com LRA

grave.

OR (IC 95%)

OR ajustado (IC 95%)

Fosforo sérico

1,17 (0,64-2,18)

1,04 (0,46-2,36)

Céalcio sérico

1,06 (0,72-1,85)

0,92 (0,64-1,73)

iPTH*

1,12 (0,63-1,88)

0,97 (0,46-2,1)

25-vitamina D *

1,02 (0,53-1,62)

1,07 (0,6-2,03)

1,25-vitamina D *

0,82 (0,32-1,48)

0,91 (0,7-2,22)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

*Subcoorte de caso-controle (n = 82).
Nota: ajustado por idade (por ano), sexo, principais comorbidades, taxa de filtracdo glomerular
estimada inicial, hemoglobina sérica, necessidade de drogas vasoativas, ventilagdo mecanica, sepse
e exposicao a nefrotoxina. iPTH: horménio de paratireoide intacto.

4.4 Niveis FGF 23 e biomarcadores endoteliais associados a LRA grave

Os valores médios dos biomarcadores endoteliais, de acordo com o

estado de LRA grave, sdo mostrados na tabela 4.

TABELA 4-FGF-23 e biomarcadores endoteliais estratificados pelo

status de

Sem LRA grave

Com LRA grave

(n=183) (n=82) b
FGF-23 (ng/mL) 135,3 (10,4 — 544,3) | 927,1 (197,6 — 1.232,6) | <0,001
VCAM-1(ng/mL) 379 (247-586) 667 (357-855) <0,001
AGPT2(pg/mL) 7,250 (3,180-17,050) | 14,845 (6,920-28,755) | <0,001
Syndecan-1 (ng/mL) 62,2 (43,3-11,.1) 142,7 (55,9-355,8) <0,001
ICAM-1 (ng/mL) 644 (462-794) 687 (501-998) 0,020
VEGF (pg/mL) 114,1 (69,9-201,1) 136 (74-246) 0,157

LRA.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
VCAM-1: molécula de adesaovascular-1; AGPT2: angiopioietina-2; ICAM-1. molécula de adesao
intercelular-1; VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular.

Todos os biomarcadores medidos, exceto o VEGF, foram
significantemente maiores em pacientes com LRA grave. A figura 11 mostra as
associacOes ajustadas de biomarcadores individuais com LRA grave. FGF-23,
syndecan-1, VCAM-1 e Angiopoetina-2estiveramfortemente associados com LRA
grave (p <0,001). O ICAM-1 teve apenas uma tendéncia estatisticamente

significativa na associacdo com LRA grave.

FIGURA 11-FGF-23 e biomarcadores endoteliais associam-se a risco
aumentado de LRA grave.

L]

FGF23 OR 1.72 (1.21-2.39)

VCAM 1 OR 1.99(1.46-2.72)

AGPT2 OR 1.57 (1.34-2.90)

Syndecan-1 OR 1.95 {1.45-2.61)

ICAM-1 OR 1.36 (0.97-1.73)

Y]

VEGF OR 1.18 (0.68-1.67} <

o 0.5 1 15 F 1.5 3

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Nota: apOs ajuste por idade, sexo, indice de comorbidade de Charlson, admissao cirlrgica, uso de
drogas vasoativas, necessidade de ventilagdo mecéanica e escore APACHE Il na admissdo na UTI.
ORs sdo mostrados por 1 unidade DP de valores transformados em log para cada biomarcador.

4.5 Analise de mediacéao

Os resultados das analises de mediacéo estédo resumidos nas figuras 12 e
13. A relacdo entre FGF-23 e LRA permaneceu significativa apos a incluséo
individual de cada biomarcador relacionado ao endotélio; a exclusdo de qualquer
biomarcador relacionado ao endotélio individualmente é responsavel pela mediacao
total de tal associacdo. No entanto, testamos se a relacdo entre FGF-23 e LRA
grave foi parcialmente mediada por VCAM-1, AGPT2, syndecan-1 e ICAM-1

individualmente (modelos AaD, respectivamente).
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FIGURA 12- Analise de mediacdo da associacdo entre FGF-23 e LRA grave.
Modelos de trajetorias e andalises de mediacdo descrevem a mediacdo da
relacdo entre o FGF-23 e a LRA grave por biomarcadores relacionados ao

endotélio individualmente.

MODELO - A
VCAM-1
y’ 1
FGF-23 A » LRA
grave
Caminho | Efeito IC 95%
Aq 0,50 |(0,09-0,91)
B:C1 0,15 | (0,03 -10,33)
MODELO -B
AGPT2
A, LRA
Caminho | Efeito IC 95%
Ao 0,42 | (0,00-0,84)
B,C», 0,19 | (0,06 —0,40)
MODELO - C
Syndecan-1
Y
A - LRA
FGF-23 < > grave

Caminho | Efeito [ 1C 95%
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As 0,44 | (0,02 — 0,86)
BsCs | 0,21 | (0,05 0,43)

MODELO - D

ICAM-1

A, LRA
FGF-23 > grave

Caminho | Efeito IC 95%
A4 0,51 | (0,10-0,82)
B4C.4 0,09 | (-0,04 —0,29)

Nota: Os efeitos dos caminhos séo relatados como escala Odds-ratio de valores de biomarcadores
transformados em log natural.Os modelos foram ajustados por idade, sexo, indice de comorbidade de
Charlson, internagdo cirargica, uso de drogas vasoativas, necessidade de ventilacdo mecénica e
escore APACHE Il na admissédo na UTI. Os efeitos diretos residuais sdo rotulados como caminho A
em cada modelo e os efeitos indiretos séo rotulados como letras B e C.

Como os metabdlitos do VEGF e da vitamina D néo tiveram associacao
independente com LRA grave, esses biomarcadores ndo foram testados no modelo
de mediacdo. O ICAM-1 (modelo D) ndo teve mediacao significativa na associacao
entre 0 FGF-23 e a LRA grave, por isso nao foi utilizado depois em outros modelos
testados. Em relacdo aos outros biomarcadores, os efeitos indiretos individuais de
VCAM-1 (modelo A), AGPT2 (modelo B) e syndecan-1 (modelo C) foram
significativos, mas n&o eliminaram a significancia do efeito direto residual de FGF-23
na LRA grave.

O efeito indireto em cada modelo foi explicado em 23% pelo VCAM-1,
31% pelo AGPT2 e 32% pelo syndecan-1 do efeito total observado. O calculo para
cada porcentagem é feito por uma regra de trés simples direta onde a soma do
efeito emA e BC representam 100% (efeito total) e BC sera a porcentagem que
gueremos obter dentro do modelo (efeito indireto). Descrito melhor abaixo na figura
13.

FIGURA 13 — Regra de trés simples

X =BCx100%
A+ BC




Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

57

Foram testados também véarias mediacbes em série usando VCAM-1,

AGPT2 e syndecan-1 no mesmo modelo de mediacdo. Primeiro, foi realizado teste

com todos os trés biomarcadores mediando-se em paralelos - figura 14.

FIGURA 14 - Andlises de mediacdo da associacdo entre FGF-23 e LRA grave

em paralelo.

VCAM-1

E
/ \
AGPT2 F
- T  |RA
FGF-23 A > grave
D\‘ Syndecan-1 /Gv
Caminho Efeito IC 95%
A 0,341 -0,097 a 0,778
BE 0,020 -0,149 a 0,201
CF 0,152 -0,023 a 0,358
DG 0,157 -0,041 a 0,430
Total indireto 0,329 0,096 a 0,600

Nota: Modelos de trajetéria e andlises de mediacdo descrevem a mediacao da relagdo entre FGF-23
e LRA grave por biomarcadores paralelos relacionados ao endotélio.

Os efeitos do caminho sao relatados como escala odds-ratio de valores

de biomarcadores transformados em log natural. Os modelos sdo ajustados por

idade, sexo, indice de comorbidade de Charlson, internacéo cirurgica, uso de drogas

vasoativas, necessidade de ventilagdo mecanica e escore APACHE Il na admissao

na UTI. Os efeitos diretos residuais (FGF-23 e LRA grave) sao rotulados como

caminho A em cada modelo e os efeitos indiretos sao rotulados com agrupamentos
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relevantes de letras B — G conforme necessario — figura 14. O modelo acima
explicou 49% do efeito indireto.

FIGURA 15 - Anélise de mediacdo da associacdo entre FGF-23 e LRA grave.
Modelos de trajetéria e analises de mediacdo descrevem a mediacdo da
relacdo entre o FGF-23 e a LRA grave por biomarcadores seriados
relacionados ao endotélio.

MODELO - E
Hs
N
VCAM-1 i» AGPT2 &» Syndecan-1
Es
As ~ LRA
FGF-23 > grave
Caminho Efeito IC 95%
As 0,261 | -0,127 a 0,558
Bsks 0,038 | -0,061 a 0,175
B5Csls 0,032 | -0,005 a 0,099
BsCsDsEs 0,008 | 0,013 a 0,027
Fsls 0,014 | -0,017 a 0,108
BsHsEs5 0,049 | 0,009 a 0,118
FsDsEs 0,003 | -0,004 a 0,029
GsEs 0,086 | 0,015 a 0,206
Total indireto | 0,231 | 0,087 a 0,424
MODELO - F

He

/\A
VCAM-1 _Cs Syndecan-l—Dﬁ—> AGPT2

Ee
A . LRA
FGF-23 & > orave
Caminho Efeito IC 95%
As 0,261 | -0,127 a 0,558
BesKs 0,038 | -0,066 a 0,166
BsCsls 0,057 | 0,011 a0,135




BeCesDsEs 0,072 | -0,001 a 0,028
Fsls 0,090 | 0,014 a 0,202
BeHeEs 0,024 | -0,003 a 0,090
FsDgEs 0,011 | -0,001 a 0,044
GsEs 0,002 | -0,040 a 0,068
Total indireto | 0,231 | 0,087 a 0,424

MODELO -G

H;

—
AGpT2 _Cz yvcam-1-D:z Syndecan-1

LRA
" grave

Caminho Efeito IC 95%
A 0,261 | -0,127 a 0,558
B-K- 0,045 | -0,010 a 0,157

B,C/l; 0,001 | -0,014 a 0,057
B-,C;D-E+ 0,012 0,001 a 0,379
F-I; 0,286 | -0,048 a 0,139
B-H-E- 0,012 0,001 a 0,485
F-D-E+ 0,036 | 0,007 a 0,010
G/E- 0,086 | 0,016 a 0,202
Total indireto | 0,231 | 0,089 a 0,418

MODELO - H
Hs

/\A
AGPT2 —8 5 syndecan-1-2&» VCAM-1

LRA
FGF-23 > grave
Caminho Efeito IC 95%
Ag 0,261 | -0,127 a 0,558
BsKs 0,045 | -0,006 a 0,171

BsCsls 0,025 | 0,003 a 0,078
BsCgDsgEs | 0,004 | -0,004 a 0,020
Fsls 0,123 | 0,025 a 0,274




BgHgEs 0,007 | -0,010 a 0,040
FsDgEsg 0,016 | -0,028 a 0,071
GgEsg 0,012 | -0,016 a 0,084
Total indireto | 0,231 | 0,093 a 0,421

MODELO - |
H
Syndecan-l&»VCAM-l D9—>AGPT2
A . LRA
FGF-23 2 grave
Caminho Efeito IC 95%
Ag 0,261 | -0,127 a 0,558
BoKg 0,147 | 0,030 a 0,310
BoColog 0,024 | -0,039 a 0,106
BoCgDoEg 0,015 | -0,002 a 0,052
Folg 0,014 | -0,017 a 0,095
BoHgEg 0,019 | -0,002 a 0,069
FoDoEg 0,009 | -0,002 a 0,043
GoEg 0,003 | -0,041 a 0,072
Total indireto | 0,231 | 0,090 a 0,424
MODELO -J

H

C D
Syndecan-1—=>% AGPT2 —2» VCAM-1

> LRA
grave
Caminho Efeito IC 95%
Aio 0,261 |-0,127 a 0,558
B1oK1o 0,147 0,027 a 0,314
B10Ciolio 0,034 | -0,007 a 0,100
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B10C10D10E10 | 0,005 | -0,008 a 0,024
Fiolio 0,012 -0,023 a 0,102
B1oH10E10 0,020 | -0,034 a 0,088
F10D10E10 0,016 | -0,004 a 0,029
G10E10 0,012 | -0,015 a 0,090
Total indireto | 0,231 | 0,090 a 0,420

Nota: Os efeitos do caminho séo relatados como escala Odds-ratio de valores de biomarcadores
transformados em log natural. Os modelos séo ajustados por idade, sexo, indice de comorbidade de
Charlson, internacdo cirlrgica, uso de drogas vasoativas, necessidade de ventilagdo mecanica e
escore APACHE Il na admissdo na UTI. Os efeitos diretos residuais sdo rotulados como caminho A
em cada modelo, e os efeitos indiretos sédo rotulados com agrupamentos relevantes de letras B — K
conforme necessario.

Embora o efeito indireto total tenha sido significativo, nenhum
biomarcador individualmente teve uma mediacao significativa como demonstrado na
figura 12 comparado ao FGF-23. Também foi realizado testes em varias vias de
biomarcadores em eventos sequenciais hipotéticos (figura 15). Cada modelo
explicou 47% do efeito total do FGF-23 na LRA grave um adicional de 15% em
comparacdo com o melhor modelo de mediador Unico que foi o syndecan-1 com
32%.

Isto pode justificar o efeito direto do FGF-23 na LRA grave, corroborando
assim com o0s nossos achados, estudos pré-clinicos descritos anteriormente em
seres humanos e modelos animais, mostraram que os niveis circulantes de FGF-23
aumentam na LRA.Ainda, multiplas fontes podem contribuir para o aumento dos
niveis circulantes de FGF-23 na lesdo renal aguda grave incluindo a inflamacéo
(CHRISTOV, MARTA et al., 2018)como demonstrado na figura 16.



Figura 16 - Potenciais mecanismos da LRA e o papel do FGF-

23 e lesao endotelial.

Inflamacéao

/

\
N\
\
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I

I

I
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| por ostedcitos
| &

I

|

I

I

I
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renal @

Redugéo i

Fonte: (CHRISTOV, MARTA et al., 2018) adaptado.
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Nota: regula positivamente a producdo de FGF-23 nos ostedcitos e nos tecidos extra esqueléticos,
bem como reduz a depuracédo renal. O FGF-23, por sua vez, também pode aumentar a inflamacéo,
resultando em um ciclo de feedback positivo. Caminhos menos bem estabelecidos sdo mostrados em

linhas pontilhadas.
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DISCUSSAQO

5DISCUSSAO

Neste estudo, avaliamos a associacéo do biomarcador FGF-23 com LRA
grave (estagio 2 e 3) em pacientes criticoscom modelos variados de mediacao por
biomarcadores do endotélio/glicocalix como ICAM-1, VCAM-1, AGPT2, VEFG e
syndecan-1.Foi demonstrado inicialmente a correlacdo estatisticamente significativa
entre FGF-23 e LRA em ambos os grupos estratificados com e sem lesdo grave,
correlacdo entre FGF-23 e os biomarcadores endoteliais e também a associagéo
entre FGF-23 e LRA grave e produtos dos metabdlitos 6sseos séricos.

Niveis elevados de FGF-23 vem sendo explorados em diferentes estudos
na DRC e estdo associados a mortalidade (YANG et al., 2016;KENDRICK et al.,
2011), eventos cardiovasculares (GUTIERREZ et al., 2008; SCIALLA; WOLF, 2014)
e inicializacdo da terapia renal substitutiva (KENDRICK et al., 2011). Mais
recentemente o FGF-23 esteve associado a lesédo renal aguda (ZHANG et al., 2011;
CHRISTOV et al.,, 2013), sendo estabelecido como um fator de risco para
progressao de LRA grave em pacientes criticos (LEAF et al., 2017; SHAKER et al.,
2018).

Em nosso estudo, confirmamos associagédo independente entre FGF-23 e
LRA grave. Foram demonstrados em estudos anteriores ja relataram essa
associacdo como niveis elevados de FGF-23 em um paciente com LRA induzida por
rabdomidlise(LEAF; WOLF; STERN, 2010). Outro estudo também demonstrou que
os niveis plasmaticos de FGF-23 também estiveram elevados em pacientes criticos
e associados independentemente a LRA e fatores de risco aumentado para
mortalidade (LEAF et al., 2017).

Muitos mecanismos explicam o aumento do nivel de FGF-23 em LRA,
dentre essas funcbes destacamos o0 aumento da producdo de ostedcitos e
possivelmente osteoblastos, via efeitos inibitérios na ativacdo do metabolito da
vitamina D (SHIMADA et al., 2003); em processos inflamatoérios sistémicos tanto na
lesdo renal aguda (CHRISTOV et al., 2013), quanto na DRC (MUNOZ MENDOZA et
al., 2012); disfuncéo tubular resultando em resisténcia ao FGF-23 (HASSAN et al.,
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2016). Logo ndo é possivel descartar outros mecanismos relacionados ao FGF-23
além da disfung&o do endotélio identificada no nosso estudo.

Sequencialmente, foram realizadas correlacbes entre FGF-23 e
biomarcadores endoteliais, onde somente VEFG néo se correlacionou com FGF-23e
0 syndecan-1 apresentou a correlagdo mais significativa seguidos pelos
biomarcadores VCAM-1, AGPT2 e ICAM-1.

Ha uma proposicdo de que a relacdo klotho/FGF-23 em células
endoteliais propiciam a instabilidade endotelial. O excesso de FGF-23 promove o
estresse oxidativo nessas células, causando disfuncdo endotelial, mas este
mecanismo ainda é pouco elucidado e necessita de estudos mais abrangentes.Além
disso, a co-expressdao de Klotho/FGF-23 provavelmente define a especificidade
tecidual dos efeitos do FGF-23 sendo amplamente expresso no rim (KUROSU et al.,
2006).

Avaliamos também a correlacao entre FGF-23, LRA grave e produtos do
metabolismo 0sseo séricos como fosfato sérico, metabdlitos da vitamina D, calcio
sérico e iPTH. O biomarcador FGF-23 correlacionou-se com o fosfato sérico e
inversamente com 1,25 vitamina D, entretanto ndo houve associacdo entre fosfato
sérico, célcio, iPTH e metabdlitos da vitamina D com LRA grave. JA no estudo
(ZHANG et al., 2011) as concentracbes de fosfato sérico em pacientes com LRA
estavam elevadas, porém nao se correlacionaram com FGF-23.

Corroborando com nosso estudo LEAF et al., (2012);CHRISTOQV et al.,
(2013);LEAF et al., (2017)demonstraram que o fosfato correlacionou-se diretamente
com FGF-23 e 1,25 vitamina D, embora ndo tenham encontrado uma associagao
entre qualquer um dos metabolitos da vitamina D e o risco de LRA. E possivel que o
FGF-23,mesmo contribuindo para a disfuncdo do endotélio (BAI et al., 2016), tenha
contribuido para ativacao e degradacdo dos metabdlitos da vitamina D, ou ainda, a
reducdo severa da TFG tenha contribuido para a diminuicdo da atividade da 1a-
hidroxilase renal(LEAF et al., 2012).

No presente estudo, na relagéo entre os biomarcadores endoteliais e LRA
estratificados por sua gravidade, mantivemos 0os mesmos parametros significativos
estatisticamente para AGPT2, VCAM-1 e syndecan-1, contudo ICAM-1 teve somente
uma tendéncia estatisticamente significativa. O VEGF ndo apresentou forte
associagcdo a LRA grave e ndo foi, portanto, comtemplado nos modelos de

mediacdes elaborados.
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Biomarcadores endoteliais ja foram avaliados anteriormente associados a
LRA.Estudos demonstraram a correlacdo do syndecan-1 com LRA grave em
pacientes com ICC e com leptospirose (NEVES et al., 2015; LIBORIO et al., 2015).
Ainda em criancgas pos cirurgia cardiaca, syndecan-1 demonstrou-se como marcador
precoce e preditor de LRA grave (CAVALCANTE et al., 2016). Os niveis de AGPT2
apresentaram-seaumentados em pacientes que desenvolveram LRA apds cirurgia
cardiaca, em comparacao a controles pareados (JONGMAN et al., 2015). Contudo,
num estudo avaliando diversos biomarcadores endoteliais em pacientes com sepse,
VCAM-1 e ICAM-1 néo se correlacionaram com LRA (POWELL et al., 2014).

Em nosso estudo na analise de mediacdo, entre FGF-23 e LRA grave
sendo mediada pelos biomarcadores plasmaticos relacionados com o endotélio
houve uma associacdo com VCAM-1 (efeito 0,15), AGPT2(efeito 0,19) e syndecan-1
(efeito 0,21), contudo nédo foram suficientes para eliminar a significancia de FGF-23
com LRA grave diretamente.Em outro modelo de mediagdo contendo todos esses
trés biomarcadores relacionados ao endotélio dispostos paralelamente, os achados
nos demonstram que também ndo houve mediacéo significativa comparado ao efeito
direto de FGF-23 e LRA grave.

Em adicdo aos modelosja descritos, testamos uma mediagdo com 0s
biomarcadores endoteliais seriados, entre a associacao de FGF-23 e LRA grave que
nao se mostrou mais significativa e, curiosamente; todas as vias significativas tinham
syndecan-1, um biomarcador de desarranjo do glicocalix endotelial, como um
mediador final de maneira significativa. Nossos achados podem fornecer evidéncias
em apoio a hipétese de que um aumento de FGF-23 podera levar a LRA grave por
leséo endotelial/glicocalix.

Ainda que existam dados biolégicos escassos sobre a sequéncia de
eventos de células endoteliais/glicocalix quando estas estruturas estdo sob estresse
severo e porque isso provavelmente ocorre em uma via bidirecional (ZHANG et al.,
2018), é interessante observar que todas as vias estatisticamente significativas
tiveram syndecan-1 como o Ultimo mediador. Além disso, quando o0s trés
mediadores foram incluidos no mesmo modelo, as vias indiretas totais foram sempre
significativas e a via direta ndo foi mais significativa, indicando uma mediacao
completa.

Estatisticamente, foram tentadas varias andlises de mediacdo seriada.

Quando foi testado se algum efeito indireto do FGF-23 na LRA grave através da



67

syndecan-1 foi subsequentemente mediado por AGPT2 ou VCAM-1 (modelos | e J),
nao se observou nenhuma via estatisticamente significativa. Quando a analise de
mediacao foi testada com VCAM-1 ou AGPT2 (modelos E, F, G e H) como um
primeiro mediador, foram encontradas varias vias significativas e todas elas tinham
syndecan-1 como o ultimo mediador dos efeitos do FGF-23 na LRA grave.

Nosso estudo apresenta algumas limitagcdes, mas pelo menos duas
devem ser abordadas. Primeiramente, neste estudoapesar de termos como
metodologia coorte e prospectivos, a dosagem dos biomarcadores foi realizada
transversalmente e, portanto, ndo pode mostrar uma causalidade. A andlise da
mediacao fornece evidéncias que apoiam potenciais caminhos causais que devem
ser confirmados em estudos intervencionais apropriados em modelos animais ou
ensaios clinicos. Embora tenhamos ajustado os modelos para varios potenciais
confundidores conhecidos, é possivel que os efeitos descritos possam ser atribuidos
a variaveis desconhecidas.

Além disso, a nossa sequéncia proposta de mediadores de
biomarcadores relacionados ao endotélio (isto €, a VCAM-1 a primeira e a syndecan-
1 o mediador final) foi apenas estatisticamente baseada e a confirmacgao biolégica
desta hipétese é necessaria.

O segundo ponto a ser considerado é que ndo medimos o FGF-23 intacto,
foram realizadas dosagens somente de FGF-23 C-terminal, no entanto, outros
estudos demonstraram que a associacdo de FGF-23 C-terminal com LRA é
semelhante ou até maior que o ensaio de FGF-23 intacto (LEAF et al., 2016).

Embora a natureza transversal das dosagens dos nossos biomarcadores
do estudo exclua a prova direta dos mecanismos causais que propomos, a
mediacdo estatistica fornece uma estrutura na qual podemos testar formalmente os
dados observados quanto a evidéncia de tais mecanismos. A mediacdo pode
mostrar se algum ou todo o significado da associacdo entre uma exposicdo e um
resultado estatisticamente é explicado pela influéncia da exposicdo no potencial
mediador.

A analise também fornece uma estimativa da quantidade do efeito
observado da exposicdo no resultado que pode ser explicado pela acdo da
exposicdo atraves do mediador, se 0 mecanismo hipotético existir. Mesmo que essa
evidéncia seja necessariamente circunstancial, ela ainda pode fornecer apoio e

motivacdo importante para investigacfes mais definitivas em futuros estudos.
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Ao contrario de outros marcadores, podemos sugerir que FGF-23 pode
ser um marcador de gravidade da doenca ou pode contribuir diretamente para
resultados adversos. Estd é uma questdo fundamental que ainda ndo pode ser
respondida por estudos observacionais anteriores ou atuais; mas além dos danos no
endotélio, existem outros possiveis mecanismos que explicam os efeitos adversos

agudos do FGF-23 na funcao renal.
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CONCLUSAO

6 CONCLUSAO

Em conclusao,niveis circulantes de FGF-23 foram encontrados tanto em
modelos animais e humanos associados a LRA segundo estudos especificados
anteriormente. Essas relacfes foram associadas as lesdes renais mais graves,
como demonstrado em nosso estudo.

A associacdo entre FGF-23 e LRA grave, é mediada por biomarcadores
relacionados ao endotélio, principalmente VCAM-1 e syndecan-1; no modelo
estatistico de mediacao individual, contudo ambos nao eliminaram a significancia
do efeito direto entre FGF-23 e LRA grave. Os niveis do VEGF quantificados néo
se correlacionaram com LRA grave, portanto ndo foi possivel realizar sua
mediagcdo com FGF-23 e LRA grave.

A relacdo entre FGF-23 e produtos do metabolismo 6sseo, foi
demonstrada somente entre o fosfato sérico e 1,25-vitamina D, entretanto ndo
houve correlacao entre os produtos do metabolismo 6sseo com LRA grave.

Os modelos estatisticos com os biomarcadores seriados mostraram que o
syndecan-1, um biomarcador da disfuncao do glicocalix endotelial, parece ser um

mediador final entre 0 FGF-23 e a LRA grave.
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APENDICE A - FICHA DE COLETA DE DADOS PARA PESQUISA

Prontuario: Data coleta: I
PACIENTE: Idade:
Data de nascimento: / / Sexo: ()M ()F
Data admisséo UTI: Data alta UTI:

Internagdo: () clinica ( ) cirdrgica

Raca: ( ) branca () parda ( ) negra ( )outra
Procedéncia: () Fortaleza () Interior Ceara () outro estado
Diagnostico Inicial:
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Desfecho: () Obito ( ) Alta enfermaria
Co-morbidades: Escore Charlson
IAM 1 Diabetes 1
Insuficiéncia cardiaca 1 Hemiplegia 2
Doencga vascular periférica 1 DRC 2
Doenca cerebrovascular 1 Diabetes com leséo 6rgdos 2
Deméncia 1 Tumor, leucemia, linfoma 2
Doenca pulmonar crénica 1 Hepatopatia crbnica/severa 3
Doenca tecido conjuntivo 1 Tumor sélido metastéatico 6
(lapus/artrite reumatoide)
Ulcera péptica 1 AIDS 6
Hepatopatia cronica leve 1 TOTAL
Medicacdes em uso domiciliar:
Primeiras 24 horas - valores
Escala Glasgow Leucdcitos
Bilirrubina Plaguetas
Temperatura (maior) pH
Creatinina PAS (menor)
FC (maior) PaO,
FiO,

1) Sedacéo: ( ) sim ( ) néo Inicio: I Fim: I



(dormonid, fentanil, precedex, propofol, entre outros)
2) Hemodialise: ( ) ndo () sim Inicio: _/ /| Fim:

3) VM: ( ) ndo () sim Inicio: /[ Fm:___ [ [

4) Drogas vasoativas: Nora-1_/ [ F___ [ [ ;Dopa-I_ [ [ F__[ [
Dobuta—1_/ [/ ;Fim__/ | ;Vasopressina-1__/ [/ ;Fim [

Outras:

Data

Cr

u

Na

K

Cl

Ca

Mg

Fésforo

Gasometria

pH

pCO2

HCO3

Hemograma

Hb

Ht

Leuc

Plaguetas

DIURESE
24h

Balango
hidrico

Outros
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa:AVALIACAO DE BIOMARCADORES RENAIS E ENDOTELIAIS
EM PACIENTES COM LESAO RENAL AGUDA EM UNIDADE DE TERAPIA
INTENSIVA

Pesquisadores: Alexandre Braga Libério
Prezado (a) participante,

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa. Sua participacao é
importante, porém, vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente
as informacfes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos 0s
procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos. Este estudo pretende avaliar
pacientes criticos e suas alteracfes nos rins que estédo internados no servico de
Terapia Intensiva deste hospital. Trata-se de uma pesquisa de observacao,
significando que seu tratamento ndo serd alterado de forma alguma pela sua
participacdo na pesquisa. Para tanto pec¢o autorizacdo para que vocé participe deste
estudo.

Ao participar desta pesquisa vocé sera convidado a responder algumas
guestdes que buscam caracterizar o ambiente que vocé vive, seu passado médico e
medicacbes em uso. Também serdo coletados dados da sua histéria como exames
laboratoriais anteriores, dados sobre sua doenga e por seguinte sera coletada uma
amostra de sangue (5ml — uma colher de sopa) e uma amostra de urina (5ml — uma
colher de sopa) que serdo armazenadas para posterior realizacdo de exames
(amostra de soro: hemograma completo, ureia, creatinina, albumina, sodio, potassio,
calcio, fosforo, magnésio gasometria venosa, syndecan-1, VCAM-1, ICAM-1 e
trombomodulina soltivel. Nas amostras de urinas, serdo analisadas as seguintes
variaveis: proteinuria de 24h, sédio, potassio, cloro, creatinina, KIM-1, NGAL, FABP-
1 e NAG). Esses exames que serao realizados ndo sédo da pratica médica do dia a
dia e tem a finalidade de avaliar lesdes nos rins em estagios bem iniciais.
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A amostra de sangue sera processada e guardada uma amostra de soro
(sangue sem as células). Essa amostra de soro e de urina serdo guardadas em um
congelador especial (-80°C) e sera utilizada para a pesquisa da qual vocé esta
fazendo parte. O armazenamento em biorrepositorio e descarte do material seguira
normas do Laboratério de Pesquisa em Nefrologia e Doencas Tropicais da
Universidade Federal do Ceara.

O material armazenado sera identificado por coédigo, sendo mantido o seu
sigilo e 0 seu acesso ao material guardado sera garantido através do contato com o
pesquisador que se encontra abaixo.

Por esse termo, vocé pode optar pela:

( ) cessao dos direitos sobre o material armazenado aos sucessores ou outros por
ele indicado, em caso de 6bito ou condi¢do incapacitante.

( ) ndo-cesséao dos direitos sobre o material armazenado aos sucessores ou outros
por ele indicado, em caso de 6bito ou condi¢cdo incapacitante

ApOs um periodo de dois anos, o material sera descartado de forma
apropriada. Essas amostras pertencem a vocé e apenas ficardo sob nossa guarda
durante o periodo necessario para realizar a pesquisa. Lembramos que a sua
participacdo é voluntéria, sem remuneracédo e vocé tem a liberdade de ndo querer
participar, e pode desistir, em qualquer momento, mesmo ap0ds ter iniciado a
resposta dos questiondarios, sem nenhum prejuizo para voceé.

Havera risco minimo para vocé ao participar dessa pesquisa. Podera sentir
desconforto durante a picada da agulha para a coleta do sangue e qualquer
constrangimento sera evitado mantendo-se o sigilo da sua pessoa.

A sua participacao possibilitara o levantamento de informacdes sobre a sua
salude e favorecera o estabelecimento de estratégias para melhorar o atendimento
prestado nessa instituigao.

As informacdes serdo utilizadas em trabalhos, divulgadas em congressos ou
publicadas em revista cientifica, sem permitir que vocé seja identificado. Acredita-se
que a realizacdo deste estudo terd como beneficios a melhoria da qualidade da
assisténcia nesta instituicdo, atendendo-o de forma individualizada, conforme as
reais necessidades do paciente.

Vocé podera ter acesso as informagfes e podera tirar davidas sobre este
trabalho em qualguer momento. Vocé tera a liberdade de desistir de participar, sem
que isso |lhe cause problemas no seu acompanhamento na instituicdo. Caso o Sr. (a)
aceite participar da pesquisa NAO receber4d pagamento ou gratificacdo pela
participacédo no estudo. Este termo sera realizado em duas vias, permanecendo uma
com o (a) senhor (a) e outra com a pesquisadora.

Estaremos a disposicdo para dar informacdes sobre o nosso trabalho. Caso o
senhor (a) precise entrar em contato com a gente, nosso endereco e telefone estao
abaixo:

Endereco da responsavel pela pesquisa
ALEXANDRE BRAGA LIBORIO
Universidade Federal do Ceara (UFC)
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Endereco: Rua: Monsenhor Furtado, s/n Rodolfo Tedfilo
Telefone para contato: (85) 9149-5241
Horario de atendimento: segunda — sexta das 8:00 as 17:00 horas.

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIMENTO

Eu, , portador (a) da
cédula de identidade , declaro que, apoés leitura
detalhada do TCLE, teve oportunidade de fazer perguntas, esclarecer duvidas que
foram devidamente explicadas pelos pesquisadores, ciente dos servicos e
procedimentos aos quais sera submetido e, ndo restando quaisquer duvidas a
respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
em participar voluntariamente desta pesquisa.

E, por estar de acordo, assina o presente termo.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante Assinatura do responsavel pela
coleta de dados

Assinatura da testemunha Assinatura do Pesquisador

DIGITAL
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Titulo da Pesquisa: AVAEIACE\O DE BIOMARCADORES RENAIS E ENDOTELIAIS EM PACIENTES COM
LESAO RENAL AGUDA EM UNIDADE DE TERAFIA INTENSIVA

Pesquisador: Fernanda Macedo de Oliveira Neves

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 43445015.7.0000.5040
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
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Apresentagio do Projeto:

Estudo de coorte prospectivo a ser realizado na unidade de terapia intensiva do Hospital Geral de Fortaleza
durante o periodo de Janeiro 2015 & Janeiro 2016. Serdo avaliados paciente internados na UTI com idade
igual ou maior que 18 anos sem diagnosticos de doenca renal crénica dialitica prévia, onde serdo
analisados as seguintes dosagens no sangue: hemograma completo, ureia, creatinina, albumina, sodio,
potassio, calcio, fosforo, magnésio gasometria venosa, syndecan-1 trombomodulina, YCAM-1 e ICAM-1.
Nas amostras de urinas, serdo analisados as seguintes variaveis: proteinuria de 24h, sédio, potassio, cloro,
KIM-1, NGAL, NAG, FABP-1. Essas dosagens serdo realizadas nas primeiras 24 e 72h de internacdo na
UTI. Este pacientes selecionados serdo acompanhados prospectivamente durante o periodo de um ano

quanto aos desfechos predeterminados.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar biomarcadores endoteliais e renais na lesdo renal aguda em pacientes criticos e
sua correlacdo com complicacdo metabdlicas, hidrica e necessidade dialitica. Objetivo Secundario: « Avaliar
o papel dos biomarcadores renais (Kim-1, NGAL, FABP-1, NAG) como método diagnostico precoce da lesdo
renal aguda em pacientes criticos;» Avaliar o papel dos biomarcadores endoteliais (Syndecan-1, ICAM-1,
VCAM-1 e trombomodulina soldvel) como

Enderego: Rua Avila Goulart, n® 900

Bairro: Papicl CEP: 60.155-290
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3101-7078 Fax: (85)3101-3163 E-mail: cep@hgf.ce.gov.br

Pagina 01de 03

HOSPITAL GERAL DE - Plataforma
FORTALEZA/SUS %oﬂ
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método diagndstico precoce da lesdo renal aguda em pacientes criticos;» Avaliar a correlacdo de IRA e
desfechos clinicos (complicaces metabdlicas, balanco hidrico, necessidade de terapias de substituicdo

renal, tempo de permanéncia hospitalar e mortalidade).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

*Riscos: O pesquisador relata que havera risco ou desconforto durante a picada da agulha para a coleta do
sangue e gue qualquer constrangimento sera evitado mantendo-se o sigilo da sua pessoa.

*Beneficios: Sendo a funcdo renal um o fator importante no prognéstico de pacientes criticos, o estudo
pretende: Determinar os correlatos entre biomarcadores funcionais (creatinina) e de danos (KIM-
1/NGAL/FABP-1/NAG) que podem proporcionar uma oportunidade para identificar pacientes com IRA que
estdo em risco para um prognéstico menos favoravel em termos de agravamento de danos ou novos
declinios na fun¢do renal, otimizando o tratamento e diminuindo os custos para o SUS; Verificar os
biomarcadores ICAM-1, VCAM-1, syndecan 1 e trombomodulina solivel conhecido como importante
marcadores de lesdo endotelial, em sua expressiva taxa de mortalidade nesta populacdo com um pior
prognostico acrescido & insuficiéncia renal sugerindo a correlagdo entre novos biomarcadores renais para
proporcionar uma melhor qualidade de vida aos pacientes;
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante e factivel de grande contribuigdo para a comunidade cientifica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Anexou todos os termos de apresentacdo obrigatéria.

Recomendagées:
Apresentar relatdrio final da pesquisa ao CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendéncias ou inadequacgdes

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
N&o

Endereco: Rua Avila Goulart, n® 900

Bairro: Papicl CEP: 60.155-290
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (35)3101-7078 Fax: (85)3101-3163 E-mail: cep@hgf.ce.gov.br

Pagina 02 d= 03

HOSPITAL GERAL DE Plataforma
FORTALEZA/SUS %oﬂl

Confinuagéo do Parecer: 1.032.914

Consideragdes Finais a critério do CEP:

FORTALEZA, 23 de Abril de 2015

Assinado por:
llvana Lima Verde Gomes
(Coordenador)
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ANEXO B - Formulario de classificagdo APACHE Il
Quadro 3 — Formulério de classificacdo APACHE I
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Variaveis Fisiologicas +4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4
Temperatura (C) >41 39-40,9 ?38859 36-38,4 34-35,9 32-33,9 30-31,9 | <299
Presséo artéria média > 160 139-159 110- 70-109 50-69 <40
mmHg 129
Frequéncia cardiaca bpm > 180 140-179 11;% 70-109 55-69 40-54 <39
Frequéncia respiratoria ipm > 50 3549 | 2534 | 1224 | 10-11 69 <5
(ventilados ou n&o)
Oxigenagao A-aDO,
a) FiO,> 0,5 A-aDO, >500 | 350-499 23(1%' <200
b) FiO,< 0,5 A-aDO; >70 61-70 55-60 <55
. 7,5- 7,33- 7,25- 7,15-
Ph Arterial >7,7 7,6-7,69 7,59 7.49 732 724 <7,15
P 155- 150-
Saédio sérico (mEg/L) > 180 160-179 159 154 130-149 120-129 | 111-119 | <110
Potassio sérico (mEg/L) >7 6-6,9 55-59 | 3,5-5,4 3-3,4 2,5-2,9 <25
Creatinina sérica (mg/dL) 1,5-
dobrar pontos se IRA >3.5 234 1,9 06-1.4 <06
. 50- 46-
Hematdcrito (%) > 60 509 499 30-45,9 20-29,9 <20
Numero de leucdcitos > 40 20- 15- 3-14,9 1-2,9 <1
39,9 19,9 ' '
Escala de Glasgow para o coma (CGS)
(A) Total do escore fisiolégico agudo (APS) = soma dos valores
Bicarbonato sérico (mEg/L) 32
(usar se nao coletar >52 41-51,9 20 9 22-31,9 18-21,9 15-17,9 <15

gasometria

(B) Pontos por idade

pontos como se segue:

(C) Pontos por doenga crbnica
Se o paciente tem uma histéria de insuficiéncia grave de 6rgao ou é imunocomprometido; assinale

a) para pacientes nao-cirirgicos ou pds-operatérios de emergéncia: 5 pontos
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Idade
(anos)

Pontos

<44

45-54

55-64

65-74

275

oO|O|Ww(N|O

Pontuacéo Apache =
(A)+(B)+(C)

b) para pacientes de pds-operatérios eletivos: 2 pontos

Defini¢cbes

A insuficiéncia de 6rgéo ou o estado de imunodepresséo deve ser evidente antes da admissédo
hospitalar e deve obedecer ao seguinte critério:

Figado: Cirrose comprovada por biépsia, hipertensdo portal documentada; episédios passados de
hemorragia gastrintestinal atribuidos a hipertensao portal; episodios anteriores de insuficiéncia
hepatica, encefalopatia ou coma.

Cardiovascular: New York Association classe IV.

Respiratéria: Doenga cronica restritiva, obstrutiva ou vascular resultando em grave restrigdo ao
exercicio, isto €, incapaz de subir escadas ou fazer servigcos domésticos; hipoxia cronica
documentada, hipercapnia, policitemia secundaria, hipertenséo pulmonar grave (> 40mmHg);
dependéncia de proétese ventilatoria.

Renal: Recebendo dialise cronicamente.

Imunocomprometido: Paciente tem recebido terapia que suprime a resisténcia a infecgao, isto &,
imunossupressores, quimioterapia, radioterapia, corticoides cronicamente ou recente em altas
doses; doenca que é suficientemente avangada para suprimir a resisténcia a infecgao, isto &,

leucemia, linfoma, AIDS.




