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RESUMO

bY

A doenca renal crénica (DRC) estd associada a elevada morbimortalidade,
inclusive por alteracbes hemostaticas e doencas cardiovasculares, e ao
comprometimento na qualidade de vida dos pacientes. Na infancia, essas
alteracdes sdo extremamente relevantes por afetarem ndo so6 o curso da doenca,
como também desencadear comprometimentos na vida adulta. O objetivo do
presente estudo foi investigar as funcdes endotelial e plaguetaria em pacientes
pediatricos com DRC pré-dialitica e comparar com individuos saudaveis, bem
como avaliar se os biomarcadores analisados estéo relacionados com a doenca
renal cronica em criancas e adolescentes. O estudo incluiu 95 participantes,
sendo 43 pacientes pediatricos com doenca renal crénica (DRC) em estagios 1
a 4 em tratamento conservador, e 52 crian¢cas saudaveis (grupo-controle),
pareados em idade e sexo. Como marcadores da ativacdo plaquetaria foram
determinadas, por citometria de fluxo, a expressao plaquetaria de P-selectina
(CD62P), GPIIb/llla (CD41a), GPIlla (CD61) e CD40L (CD154), e a percentagem
de agregados plaquetas-leucdcitos. Os niveis plasmaticos dos biomarcadores
de ativacdo endotelial sE-selectina, fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), moléculas de adesao celular vascular (sVCAM-1) e intercelular (SICAM-
1) foram determinados por ELISA, bem como os biomarcadores receptor de uPA
solavel (suPAR), ADAMTS13 e FVW. As expressodes de P-selectina e GPllla nos
pacientes com DRC foram inferiores ao grupo-controle. A percentagem de
agregados plaquetas-monadcitos (APM), os niveis plasmaticos de sE-selectina,
VEGF, sICAM-1, sVCAM-1, suPAR, FVW e a relacdo FVW:ADAMTS13 foram
mais elevados na doenca. Os niveis de FVW e a sE-selectina se apresentaram
reduzidos nos pacientes tratados com o0s antagonistas do Sistema Renina-
Angiotensina, refletindo uma protecdo endotelial conferida por esses
medicamentos. Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que
houve evidéncias de disfuncéo plaquetéaria e ativacdo endotelial nas criancas e
adolescentes com DRC em estagio pré-dialitico; as alteracbes encontradas
estdo presentes precocemente na populacdo pediatrica e sdo promovidas
principalmente pela doenca renal; as alteracbes dos marcadores de funcdo
plaquetaria e endotelial e os niveis de FVW e ADAMTS13 nas criancas e
adolescentes com DRC em estagios avancados pré-dialiticos suportam a
existéncia de um estado de hipercoagulabilidade nesses pacientes; a etiologia
da DRC (malformacdes congénitas, glomerulopatias ou outras) ndo mostrou
associacdo com a alteracdo dos biomarcadores hemostéticos, de disfuncdo
plaquetéria e endotelial; houve correlacdo entre a expressao dos biomarcadores
plaquetéarios e também entre a producédo dos marcadores de ativacdo endotelial.
A reducédo do RFG foi associada & menor expressao dos receptores plaquetérios,
a maior formacgéo de APM e aos maiores niveis de marcadores endoteliais. Os
biomarcadores de ativacdo plaquetédria e endotelial, quando avaliados em
conjunto por meio da regressao logistica, mostraram relagdo com a DRC e com
o0 RFG.

Palavras-chave: Nefrologia pediatrica. Hemostasia. Ativacdo endotelial e
plaquetaria.



ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is associated with high morbidity and mortality,
including hemostatic changes and cardiovascular diseases, and compromised
patients' quality of life. In childhood, these changes are extremely relevant
because they affect not only the course of the disease but also triggering
impairments in adult life. The objective of the present study was to investigate the
endothelial and platelet functions in pediatric patients with pre-dialytic CKD and
compare it with healthy individuals, as well as to evaluate if the biomarkers
analyzed were related to chronic kidney disease in children and adolescents. The
study included 95 participants, 43 pediatric patients with chronic renal disease
(CKD) in stages 1 to 4 on conservative treatment, and 52 healthy children (control
group) matched for age and sex. Platelet activation markers expression: P-
selectin platelet (CD62P), GPIib/llla (CD41la), GPllla (CD61) and CD40L
(CD154), and the percentage of platelet-leukocyte aggregates were determined
by flow cytometry. Plasma levels of the endothelial activation biomarkers sE-
selectin, vascular endothelial growth factor (VEGF), vascular cell adhesion
molecules (sVCAM-1) and intercellular (sICAM-1), uPA receptor biomarkers
soluble (suPAR), ADAMTS13 and FVW were determined by ELISA. Expressions
of P-selectin and GPllla in patients with CKD were lower than the control group.
The percentage of platelet-monocyte aggregates, plasma levels of sE-selectin,
VEGF, sICAM-1, sVCAM-1, suPAR, FVW and the FVW: ADAMTS13 ratio were
higher in the disease. The levels of VWF and sE-selectin were reduced in patients
treated with the Renin-Angiotensin Systems antagonists, reflecting an endothelial
protection conferred by these drugs. The results allow to conclude that there was
evidence of platelet dysfunction and endothelial activation in pre-dialytic CKD
children and adolescents; the alterations are present early in the pediatric
population and was promoted by renal disease; the changes in of platelet and
endothelial biomarkers function and the levels of VWF and ADAMTS13 in CKD
children and adolescents in pre-dialytic stages support the existence of a
hypercoagulable state in these patients; the etiology of CKD (congenital
malformations, glomerulopathies or others) showed no association with alteration
of hemostatic biomarkers, platelet and endothelial dysfunction; there was a
correlation between the expression of the platelet biomarkers and also between
the production of endothelial activation markers. Reduction of RFG was
associated with lower expression of platelet receptors, higher APM formation,
and higher levels of endothelial markers. The biomarkers of platelet and
endothelial activation, when assessed together by logistic regression, showed a
relationship with CKD and with RFG.

Keywords: Pediatric nephrology. Hemostasis. Endothelial and platelet activation.
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1 INTRODUCAO E RELEVANCIA

A doenca renal cronica (DRC) é definida por anormalidades estruturais e
funcionais dos rins em periodo maior que trés meses, com implica¢des para a saude
do paciente. A classifica¢do de risco da DRC é baseada na causa, no grau de reducao
da da taxa de filtracdo glomerular (RFG) e no grau da albumindria. Quando o RFG é
reduzido para menos de 15mL/min/1,73m2, caracteriza-se a faléncia renal, sendo
necessaria a realizagcéo de terapia de substituicdo renal para a manutencéo da vida .

Nos adultos, o diabetes melitus e a hipertensao arterial sdo as principais causas
de DRC. Na populacéo pediatrica, as principais causas sdo as anomalias congénitas
dos rins e do trato renal e urinario (CAKUT), seguidas pelas glomerulopatias e
nefropatias hereditarias?. Dentre as glomerulopatias, destaca-se a glomerulosclerose
focal e segmentar (GESF). Os registros e informacgdes acerca da DRC na populagéo
pediatrica ainda sdo limitados, sendo que os dados epidemiolégicos, em geral,
referem-se aos estagios mais avancados da doenca, quando as criancas ja estdo em
didlise ou apés o transplante 3 4.

A DRC na infancia possui uma baixa prevaléncia, quando comparada a
populacao adulta. No entanto, tem grande relevancia devido a elevada mortalidade e
morbidade, principalmente por complicacBes cardiovasculares associadas ao estagio
final da doenga. As criangas e adolescentes com DRC vivenciam alteragdes
emocionais, fisicas e sociais, que comprometem a qualidade de vida das mesmas. As
medidas precoces de prevencdo da DRC tornam-se necessarias visando retardar a
sua progressao e reduzir a morbidade e a mortalidade das criancas. O conhecimento
da fisiopatologia da DRC, de suas complicagdes clinicas associadas e dos
mecanismos de progressao, bem como a definicdo de biomarcadores de diagnostico
e progndstico da doenca renal sédo importantes para o diagnostico precoce, predi¢éo
do prognéstico e auxilio no aconselhamento das criancas e suas familias °.

O presente estudo incluiu pacientes pediatricos (menores de 18 anos de idade)
com DRC, em tratamento conservador pré-dialitico, acompanhadas na Unidade de
Nefrologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da UFMG. Cumpre ressaltar que essa
Unidade tem carater interdisciplinar e constitui um servico de referéncia em Nefrologia
Pediatrica, no qual as criancas e adolescentes tém acesso ao atendimento por

nefrologistas, enfermeiros, nutricionistas, psicélogos, assistentes sociais e terapeutas



ocupacionais. O objetivo principal desse servico € monitorar as alteracdes clinicas e
psicossociais associadas a DRC e instituir a terapia adequada, visando preservar a
funcd@o renal e retardar o periodo de inicio da didlise e, dessa forma, reduzir a
morbidade associada a doenca & 7 8,

Sabe-se que a DRC esta associada a episddios hemorragicos ou a eventos
trombadticos venosos e arteriais, que podem estar relacionados a ativacéo plaquetaria
e das proteinas da coagulagéo, reducéo da atividade dos anticoagulantes naturais,
comprometimento da fibrinélise, dentre outras causas °. Além disso, a exacerbacéo
da resposta inflamatéria tem sido observada nas criancas e adolescentes com DRC
10_

As células endoteliais sdo importantes na composicdo da estrutura glomerular
e sdo essenciais para a manutencdo adequada do processo de filtracdo . Em
condicdes fisiologicas, 0 endotélio intacto expressa moléculas que inibem o processo
hemostéatico e inflamatério. No entanto, em condicbes patologicas, as células
endoteliais interagem com outras estruturas, favorecendo a expresséo e secrec¢ao de
diversas moléculas que ativam a coagulacdo, atraem células inflamatérias para o
local, resultando em lesdo vascular e destruicdo tecidual. E evidente o envolvimento
do endotélio, plaquetas e leucdcitos, tanto na hemostasia como nos processos
inflamatérios 12,

As plaquetas, além do papel essencial que desempenham na manutenc¢éo da
hemostasia, também tém uma participacdo importante no processo inflamatoério. As
citocinas e fatores de crescimento liberados pelas plaquetas induzem a atracéo de
células inflamatérias. A expressdo de receptores plaquetarios promove a interacéo
das plaquetas com o endotélio e com os leucdcitos. Essas interagfes promovem a
ativacao das células endoteliais com liberagcéo e expressédo de mais citocinas e outras
moléculas de adesdo 12 %3,

Esta bem estabelecido que o fator de von Willebrand (FVW), sintetizado pelas
células endoteliais, é essencial ao processo de adesdo plaquetaria. Sabe-se que a
redugéo dos niveis de ADAMTS13, a enzima responsavel pela clivagem do FVW,
resulta na elevacdo nos niveis de grandes multimeros de FVW (UL-FVW),
predispondo ao processo trombaotico, principalmente em condi¢des de shear stress,
como na microcirculacdo renal. Dessa forma, o comprometimento da clivagem dos
UL-FVW contribui para a progressdao da DRC. A sintese da ADAMTS13 ocorre



principalmente no figado e, recentemente, a sintese endotelial, plaquetaria e renal foi
demonstrada'4.

O presente estudo teve por objetivo caracterizar o estado de ativacao endotelial
e plaquetaria em pacientes pediatricos com DRC pré-dialitica, comparando-os com
criancas e adolescentes saudaveis pareados por idade e sexo.

As principais motivacdes para a realizacdo do presente estudo foram a
escassez de investigacbes das alteracbes associadas a DRC em pacientes
pediatricos, principalmente em estagios pré-dialiticos, e a deteccdo, em estudos
anteriores, de um fendtipo pré-inflamatério nessa populacdo atendida na Unidade de
Nefrologia Pediatrica *°. A maioria dos estudos de alteracdes hemostaticas na DRC
séo realizados em pacientes adultos e quando esses ja se encontram em dialise, mas
sao poucos os realizados em pacientes em fases precoces da doenca. Sabe-se que
a didlise, por si so, predispbe a alteracdes hemostaticas. Sabendo da relacdo da
resposta inflamatoria com a hemostasia e da importancia da resposta inflamatoéria na
indugcédo de fibrose tecidual na DRC, os resultados desse estudo permitirdo o
entendimento dos distarbios hemostéaticos na populacdo pediatrica com DRC, o que
podera subsidiar condutas terapéuticas que visem retardar a progressao da leséo
renal.

Considerando a relevancia das alteracdes hemostaticas nas criancas e
adolescentes com DRC, uma vez que essas alteracbes podem impactar ndo somente
na piora da funcdo renal, como também em alteracdes clinicas quando esses
atingirem a fase adulta, a necessidade de definir o risco cardiovascular e o grau de
protecdo endotelial a longo prazo, conferido pelos antagonistas do sistema renina-
angiotensina, e a escassez de estudos na populacdo pediatrica, o presente estudo
reveste-se de grande importancia.

Admite-se que quanto mais precoces forem o diagndstico e o tratamento das
doencas renais e de suas morbidades, maiores serdo as chances de preservacao da
fungéo renal. Nos pacientes adultos com DRC, as altera¢cdes hemostaticas descritas,
associadas a relevante morbidade e mortalidade inerentes a doenga, podem se
confundir com outros fatores que predispdem ao risco aterosclerético. Como 0s
pacientes pediatricos ainda ndo possuem muitos desses fatores, € imperativo avaliar
precocemente 0 risco cardiovascular, e que estaria associado principalmente a

doenca renal.



Acredita-se que o0 presente estudo servira como base para estudos
longitudinais, avaliando os marcadores que se mostraram promissores, associados a
marcadores de risco cardiovascular para se determinar o momento em que as
alteracdes hemostéaticas tém inicio e qual a importancia do risco cardiovascular a partir
dessas alteracdes. As evidéncias da disfuncédo plaquetéaria e endotelial, que sdo os
eventos primarios na ativacdo dos mecanismos da coagulacédo, poderédo contribuir
para o monitorar e tratar a doenca renal e retardar a perda da funcdo dos rins,
melhorando indiscutivelmente a qualidade de vida das criangas e adolescentes com
DRC.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doencarenal cronica

A doenca renal crénica (DRC) é definida como anormalidades estruturais e
funcionais dos rins em periodo maior que trés meses, com implicacdes para a saude
do paciente *.

A avaliacao laboratorial da funcéo renal tenta estimar o ritmo ou taxa de filtracao
glomerular (RFG), definida como o volume plasmatico de uma substancia que pode
ser completamente filtrada pelos rins em uma determinada unidade de tempo. O RFG
€ uma das mais importantes ferramentas na analise da funcéo renal, sendo também
um indicador do nimero de néfrons funcionais *°.

Duas equagbes mateméticas sdo utilizadas para estimar o RFG em adultos a
partir da dosagem sérica da creatinina, que consideram varidveis demograficas como
idade, género, etnia e area corporal. A equacdo de Cockcroft-Gault consiste na

seguinte formula 17

Depuracgdo de creatinina (mL/min)= 140-idade (anos) x peso(Kg)/72 x Creatinina sérica (x 0,85

se mulher)
Na equacao abreviada do estudo Modification of Diet in Renal Disease (MDRD)
a formula é 18:
RFG (mL/min/1,73m?)= 186 x Creatinina sérica x (idade)??%x (0,742 se mulher) x (1,210 se

individuo afro-americano)

Em criancas e adultos, a faixa de referéncia do ritmo de filtracdo glomerular
(RFG) é superior a 90mL/min/1,79mz2. Uma reduc¢do no RFG para valores menores ou
iguais a 60mL/min/1,79m2 caracterizam a DRC ?!°. Sua classificacdo de risco é
baseada na causa, no grau de reducdo do RFG e no grau da albumindria 2.

A funcao renal na DRC piora progressivamente, e quando o RFG reduz para
menos de 15mL/min/1,73m?2 se caracteriza o estagio final de doenca renal (DRCT) ou
faléncia renal, tornando necesséarias as terapéuticas de substituicdo renal para

manutencado da vida 29; 21,
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Considerando o papel central do RFG na fisiopatologia das complicacoes, a

DRC é classificada em cinco estagios, com base no RFG?, como definido no Quadro

1 abaixo:
Quadro 1- Estagio da DRC, descricao e valores do RFG*.
) ) RFG
Estagio da DRC Descrigéo )
(mL/min/1,73m?2)
1 RFG normal ou aumentado Superior a 90
2 Leséo renal com RFG levemente reduzido 60-89
3a Leséo renal com RFG leve a moderadamente reduzido 45-59
3b Lesao renal com RFG moderado a intensamente reduzido 30-44
4 Leséo renal com RFG intensamente reduzido 15-29
5 Faléncia renal Inferior 15

*RFG: ritmo de filtragdo glomerular. Fonte: KDIGO, 20131,

O numero de pacientes adultos com DRC vem aumentando consideravelmente
nos ultimos anos, principalmente devido ao envelhecimento da populacdo e a
ocorréncia frequente de doencas como Diabetes mellitus tipo 2. Nos adultos, a
diabetes e a hipertenséo arterial sdo as principais causas de DRC 2.

A DRC é considerada o principal problema de saude publica em todo o mundo
e ha grande possibilidade de alcancar proporcdes epidémicas nos préximos anos 2.
No Brasil, a Sociedade Brasileira de Nefrologia estimou que 100.397 pacientes
estavam em dialise em 2013. A prevaléncia de pacientes em dialise, que no ano de
1994 era de 155 pacientes por milhdo (pmp) de habitantes, em 2013 foi de 499pmp,
e foram 34.161 novos casos no ano %2.

O declinio irreversivel da funcdo renal é causado por uma reacéo fibrotica nos
rins que destroi o intersticio e gradualmente substitui os néfrons funcionais por tecido
cicatricial. Esse tecido € composto por uma variedade de proteinas da matriz
extracelular que se acumulam excessivamente pela deposi¢céo de fibrina. A fibrose
nos Orgaos constitui o estagio final de varias doengas e € um processo comum da
DRC em estagio final, o que leva a glomerulosclerose e fibrose tubulointersticial.
Muitos tipos de proteases que degradam os componentes da matriz extracelular estao
envolvidos no desenvolvimento da fibrose renal 2% 21, Em um estudo de glomérulos

em ratos idosos, foi detectado um processo inflamatério, procoagulante e fibrético
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induzido pelo fator transcricional NF kappa B (NFkB), semelhante ao que é observado
na aterosclerose. Houve um aumento da expressao génica de moléculas de adeséo,
citocinas quimiotéticas, metaloproteinases de matriz e ativacdo do TGF-B (envolvida
em processos fibroticos) pelas células endoteliais e epiteliais dos glomérulos e pelos

macréfagos teciduais 24,

2.2 DRC nainfancia

Apesar dos mecanismos fisiopatolégicos da DRC serem os mesmos do adulto,
na infancia essa doenca apresenta caracteristicas clinicas que sédo especificas e
totalmente peculiares, tais como o impacto da doenca sobre o crescimento,
decorrentes de desordens minerais e 6sseas por comprometimento no metabolismo
da vitamina D, célcio, fésforo e outros minerais, niveis de paratormdnio e alteracdes
no hormdnio do crescimento 3. Outros achados clinicos caracteristicos da DRC
pediatrica ou em adultos sdo a anemia, a hipertensdo e o risco de doencas
cardiovasculares elevado. As criancas também apresentam fraqueza muscular,
reducado da capacidade respiratéria com dificuldade na realizacéo de atividades fisicas
e estdo vulneraveis aos impactos psicossociais, que comprometem a qualidade de
vida desses pacientes, bem como de seus familiares 3 25 26,

A etiologia da DRC ou as complicagbes cardiovasculares subsequentes
influenciam ndo apenas na saude do paciente durante a infancia, mas tém ter um
impacto sobre a vida adulta futura dessas criancas. Este impacto muitas vezes nao é
reconhecido, mas néo deve ser negligenciado 3. Na Figura 1 estédo representadas
algumas manifestagbes clinicas da DRC na infancia e o0 consequente

comprometimento no paciente quando em idade adulta.
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Hipertenséo ventricular esquerda

Anemia Progresséo do risco cardiovascular
Hipertensdo Progressao da DRC e do risco cardiovascular
Alteracdes no eixo GH/ IGF-1 Baixa estatura
Nutri¢do inadequada Comprometimento no crescimento
Disfungao endotelial Infarto do miocardio
Hipertensdo ventricular esquerda Arritmia
Desordens minerais e 6sseas da DRC Deformidades 6sseas
[ — .
\ |
Numero reduzido de néfrons funcionantes Hipertensio, albumindria e DRC
""Refluxo vesico-ureteral " Disfuncio da bexiga

Figura 1: Complicacdes clinicas da DRC: uma dupla perspectiva.

A parte superior da figura mostra a correspondéncia entre as caracteristicas clinicas e as complicacdes da DRC
com inicio na infancia (esquerda, superior) e as consequéncias relacionadas a vida adulta (direita, superior). A
parte inferior mostra os achados da DRC em um adulto (direita e inferior) que encontram explicagdo nas
anormalidades estruturais e funcionais renais que ja existiam durante a infancia (esquerda, inferior), mas que
podem ter sido perdidas ou subdiagnosticadas por serem clinicamente silenciosas. DRC: doenca renal cronica;
GH-IGF-I: eixo horménio do crescimento e fator de crescimento semelhante a insulina; GESF, glomeruloesclerose

focal segmentar. FONTE: Traduzido de Becherucci et al., 2016 3,

A expectativa de vida de pacientes com doenca renal cronica terminal (DRCT)
até os 14 anos de idade é de aproximadamente 30 anos 27, sendo a taxa de sobrevida
aproximadamente 30 vezes menor do que em criancas saudaveis. Dessa forma,
diversas estratégias s8o0 necessarias para preservar a funcédo renal e reduzir a
morbidade associada as doencas cardiovasculares 2% 29, A relevancia da DRC na
infancia é grande principalmente pela mortalidade e morbidade cardiovasculares
associadas ao estagio final dessa doenca?.

De modo geral, a prevaléncia da DRC na populacéo pediatrica € menor que na
populacdo adulta'?. Porém, os registros e informacées acerca da DRC em pacientes
pediatricos vém se elevando apenas nos ultimos anos, mas os dados epidemioldgicos
atualmente disponiveis sobre a prevaléncia e a incidéncia sao limitados, pouco
precisos e falhos em razdo das diferencas metodolégicas entre as varias fontes 123,
Em geral, esses dados se concentram em estagios mais avangados da doencga,
quando as criancas jA estdo em didlise ou apds transplante® 4. A escassez de
informacéao é atribuida ao ndo reconhecimento da doencga, muitas vezes silenciosa, e

a subnotificagdo dos casos diagnosticados 3°. A comparagdo entre os estudos
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epidemioldgicos de DRC na populacédo pediatrica, realizados em diferentes regides
geograficas, também é complicada devido as diferencas metodologicas na definicdo
de casos e na classificacdo da doenca 3 3.

Grande parte das criangas com alteracdo da funcéo renal, particularmente
guando decorrente de anomalias congénitas dos rins e do trato renal e urinario,
alcanca o estagio de DRCT acima da idade pediatrica, ndo sendo, portanto, incluidas
nesses registros que, em consequéncia, fornecem informacées incompletas 2°. O fato
de muitas criancas nos estagios iniciais da DRC serem assintométicas também
contribui para a falta de informacées sobre a prevaléncia a doenca 2. Entretanto, o
conhecimento mais profundo dessa populacdo de pacientes € de importancia
fundamental, uma vez que estagios menos avancados de lesdo renal sé&o
potencialmente mais susceptiveis a intervencdes terapéuticas que possam modificar
0 curso da doenca e evitar que evolua para o estagio terminal 2.

Nos Estados Unidos, a prevaléncia de DRCT na infancia em 2007 foi estimada
em 84,6 pacientes por milhdo de populacdo com idade compativel (pmpic)®2. Na
Europa, dados do European Registry for Children on Renal Replacement Therapy
revelaram uma incidéncia de 11-12 de pmpic com DRC em estagios 3 a 5, e uma
prevaléncia aproximada de 50 pmpic 3% 34 De acordo com um registro populacional
prospectivo conduzido na lItalia, o ItalKid Project, a incidéncia média de DRC pré-
terminal (definida como depuracdo de creatinina <75mL/min/1,73m?) entre 1995 e
2000, foi de 12,1 casos/ano/1 milhdao de pessoas, com prevaléncia pontual em 1° de
janeiro de 2001 de 74,7 por milhdo de populacdo com idade compativel em criancas
e adolescentes menores de 20 anos 3. Um levantamento epidemiolégico realizado na
Franca, entre 1975 e 1990, revelou que a taxa de incidéncia de DRC em estagios 3 e
4 foi estimada em 7,5 casos/ 1 milh&o de pessoas, com idade compativel em criancas
com menos de 16 anos. A prevaléncia de DRCT variou de 29,4 e 54 por milhdo nessa
populacdo com idade compativel 35,

No Brasil, os dados sobre DRC na infancia sdo escassos, e a incidéncia exata
€ desconhecida, sendo a maioria dos dados disponiveis provenientes de criancas ja
em didlise 3% 37, Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia, dos 34.161 novos
casos de didlise no ano de 2012 a 2013, 0,4% tinham 1 a 12 anos de idade e 5,6% 13
a 18 anos. Os pacientes de 19 a 64 anos, de 65 a 80 anos, e com mais de 80 anos de
idade somaram, respectivamente, 62,6%, 26,7% e 4,7% 22. Um estudo realizado em

Sé&o Paulo com criangas com DRCT encontrou uma prevaléncia de 23,4 casos pmpic
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no ano de 2008 3. Em 2015, Konstantyner et al. ¢ encontraram um total de 1.283
pacientes pediatricos em tratamento de dialise cronica no Brasil, resultando em uma
prevaléncia de 20 casos pmic e uma incidéncia de 6,6 casos pmic em 2012 36, As
possiveis explicacdes para a menor prevaléncia no Brasil em comparacdo com outros
paises incluem a mortalidade de pacientes em DRCT, que pode ser maior em nosso
meio ou a subnotificacdo de casos da doenca 36 37,

Becherucci et al.® publicaram um estudo de revisdo no qual incluiram dados
epidemiologicos mundiais da DRC em criangas, porém os dados da populacdo do
Brasil ndo foram considerados. A Figura 2 representa as prevaléncias mundiais
definidas por Becherucci et al.3, porém com o acréscimo dos dados para populagéo

pediatrica brasileira, obtidos no estudo de Konstantyner et al. 6.

>50 pmpic
40-50 pmpic
20-40

<20
Dados nao disponiveis ou
" desconhecidos

>50 pmpic
40-50 pmpic
20-40

<20
| Dados ndo disponiveis ou
“— desconhecidos

Figura 2: Prevaléncia estimada de DRC e doenca renal terminal (DRCT) em criancas
em todo o mundo.

Pmpic: pacientes por milhdo de pessoas em idade compativel. DRCT: insuficiéncia renal terminal. Fonte:
traduzido e modificado de Becherucci et al.3; Konstantyner et al. 36,
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2.2.1 Diagnéstico da DRC nainfancia

O diagnéstico da DRC na infancia por meio do RFG, bem como a classificagéo
da doenca renal nos estagios iniciais sdo complexos, principalmente pela dificuldade
de se determinar com acuracia o RFG em criancas menores de dois anos de idade
(pela dificuldade da coleta de urina de 24 horas para determinar a depuracdo de
creatinina). Em recém-nascidos com anormalidades estruturais, o critério diagnostico
que inclui a confirmacado apos trés meses da suspeita inicial também néo é valido. No
entanto, o diagnostico da DRC é essencial para a prevencdo primaria, deteccao e
tratamento precoces, visando evitar a evolucéo para o estagio final da doenca 4 38,

Como a coleta da urina de 24 horas € um fator limitante, pode ser feita uma
estimativa do RFG por meio de calculos matematicos que relacionam a estatura ou
altura em centimetros da crianga com o valor da creatinina sérica. Diversas férmulas
foram propostas para estimar o RFG e sdo baseadas na relacdo entre a creatinina
plasmaética (corrigida para sexo, massa corporal, etnia e/ou idade) e o RFG .

Uma das féormulas mais empregadas na populacdo pediatrica, recomendada
pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, € a formula de Schwartz modificada: RFG=
(k x h)/CCr, na qual o RFG é estimado em mililitros/minuto/1,73m?, sendo que h
corresponde a altura em centimetros, k € uma constante empirica e CCr é a
concentragdo plasmética de creatinina em miligramas/decilitro. O valor da constante
k depende da idade e do sexo e do método de determinacao laboratorial da creatinina
plasmatica. Quando a creatinina é determinada pelo método colorimétrico de Jaffé sdo
utilizados os seguintes valores para a constante K; 0,45 para recém-nascidos a termo
até o primeiro ano de vida; 0,55 para criancas de ambos os sexos e adolescentes do
sexo feminino e 0,7 para adolescentes do sexo masculino 4% 41, No entanto, quando a
creatinina € medida por espectrometria de massa (IDMS), recomenda-se para
criancas acima de um ano de idade, independente do sexo, o uso do valor de 0,413
para a constante K, ou seja, utiliza-se a férmula de Schwartz modificada 2.

Os valores de referéncia do RFG para criancas sao distintos dos adultos e

variam de acordo com a idade e o género 4344, como representado no Quadro 2:



Quadro 2- Valores de referéncia da RFG para criancas.

17

Idade RFG mL/min/1,73m?2
1 semana 41+15
2-8 semanas 66+25
>8 semanas 96+22
2-12 anos 133+27
13-21 anos (género masculino) 140+30
13-21 anos (género feminino) 126+22

Dados em média+desvio-padrdo. Fonte: Hogg et al.*3

2.2.2 Etiologia da DRC na infancia

A etiologia da DRC difere significativamente na populacdo pediatrica em
comparacao aos adultos. Enquanto o diabetes e a hipertensdo sdo os principais
responsaveis pela ocorréncia de DRC nos adultos, as causas congénitas respondem
pelo maior percentual da doenca nas criancas % .

As principais causas de DRC na infancia séo as anormalidades congénitas dos
rins e trato urinario (Congenital Anormalies Kidney Urinary Tract - CAKUT) 2. Nos EUA,
as CAKUT séo responsaveis por 48% das DRC na infancia, enquanto as nefropatias
hereditarias respondem por 10% e as glomerulonefrites por 14%. Na Europa, a
proporcéo de CAKUT é de aproximadamente 58% 4.

A prevaléncia varia no mundo de acordo com a etnia e as condicbes
socioecondmicas. Nos paises em desenvolvimento, incluindo América Latina, india,
sudeste asiatico, regido do Caribe e Africa Subsaariana, as doencas glomerulares
cronicas possuem prevaléncia entre 30 e 60%, e as glomerulonefrites secundarias a
doencas infecciosas parasitarias, virais e bacterianas que afetam 0s rins sdo muito
comuns 2.

Na América Latina, a Latin American Pediatric Nephrotic Association
(ALANEPE) coletou dados de transplante renal no Brasil, Argentina, Chile, Venezuela,
México, Cuba, Colébmbia, Costa Rica, Nicaragua, Equador, Guatemala, Honduras,
Paraguai, Peru e foi observado que 1458 pacientes menores de 21 anos e portadores
de DRCT receberam transplante renal no periodo de 2004 a 2008 (30). A etiologia e
0 respectivo percentual dos casos que resultaram no transplante renal foram uropatia/

nefropatia de refluxo (27%), doencas glomerulares (24%), sendo glomeruloesclerose
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focal e segmentar 12%, hipoplasia/displasia (11%), causa congénita/hereditaria (5%),
doencas vasculares (5%) e etiologia desconhecida (19%). Considerando todas as
faixas etarias, as CAKUT constituiram a maior propor¢éo de diagnéstico etiologico da
DRC. Esses dados mostraram que as doengas glomerulares como causa de DRC
aumentaram com a idade dos pacientes e as causas desconhecidas predominaram
em criancas mais jovens. O diagnostico de defeitos estruturais, tais como uropatia
obstrutiva, nefropatia de refluxo e hipoplasia/displasia, representou a maior propor¢cao
(38%) de causas primarias de DRC entre as criangas com menos de cinco anos “°.

No Brasil, um estudo conduzido em Sdo Paulo revelou que as CAKUT
responderam por 24,9% dos casos de DRC na infancia, glomerulonefrites (exceto
GESF) por 18,9% e a glomerulosclerose focal e segmentar (GESF) por 10% 2.
Cerqueira et al. 7 verificaram em criancas portadoras de DRC pré-dialitica que a
principal etiologia da doenca foram as CAKUT (59.9%), seguidas da GESF (10%).

Outro estudo, realizado em Ribeirdo Preto/ SP, avaliou prontuarios de criancas
com DRC e revelou que 58,7% eram do sexo masculino. A média de idade de entrada
foi 59,1 meses e 0s pacientes menores que 5 anos somaram 62,5% do total. As
causas basicas de DRC foram uropatias (48,8%), glomerulopatias (20,7%), displasias
renais congénitas ou policisticas (7,4%), vasculopatias (6,6%), tubulopatias (2,5%),
outras causas (7,4%) e causa indeterminada (6,6%). Das glomerulopatias, os tipos
histologicos encontrados foram a GESF (25,0%), a proliferacdo mesangial difusa
(20,8%), a glomerulonefrite avancada (12,5%), a glomerulonefrite crescéntica (8,3%)
e a Sindrome de Alport (8,3%), sendo que 4,2% dos casos foram considerados
indeterminados e 20,8% dos pacientes n&o foram submetidos a biépsia “°.

Dados brasileiros mais recentes incluindo criancas com DRCT em didlise,
também detectaram maior prevaléncia de CAKUT como diagnaostico primario. A Figura

3 demonstra as prevaléncias encontradas nesse estudo 3.
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Figura 3: Prevaléncia de diagnostico primario em pacientes abaixo de 19 anos de
idade com DRC e submetidos a dialise crénica ambulatorial no Brasil em 2012.

CAKUT: Anomalias congénitas do rim e do trato renal e urinério; GESF: glomeruloesclerose focal e segmentar;
GN: A glomerulonefrites. Fonte: traduzido de Konstantyner, 2015 36,

As diferencas nos relatos de casos de DRC pediatrica entre as diversas regides
geograficas podem ser atribuidas, pelo menos em parte, a caracteristicas ambientais,
genéticas e culturais distintas, como, por exemplo, a frequéncia de casamentos
consanguineos 4. As causas de DRC variam ainda com a idade, havendo predominio
de causas estruturais em pacientes mais jovens, enquanto doencas glomerulares sao
mais expressivas em criancas maiores de 12 anos 2. Entre as causas glomerulares

individuais, a GESF aparece em varios estudos como causa importante de DRC 2 3L
45

2.3 Progresséo e manejo da DRC na inféancia

O tratamento geral de doencas glomerulares como a sindrome nefrotica (SN) é
clinico e consiste na restricdo de sal e uso de diuréticos (para reverter o edema), de
inibidores da enzima conversora de angiotensina (para reduzir a proteinuria), uso de
estatinas (para controle da hiperlipidemia) e anticoagulagdo nos casos de
tromboembolismo, aliado a dieta com contetdo controlado de proteinas 4’.

O tratamento especifico é indicado para evitar a perda progressiva da funcéo

renal, sendo administrados imunossupressores como a prednisona, com avaliacao
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periodica da proteindria e de outros parametros clinicos. A conduta depende do tipo
histolégico de SN, definido a partir da bidpsia renal, e também da resposta aos
corticosteroides. O paciente tratado pode ter remissdo completa da SN
(desaparecimento de todos os sintomas), parcial (proteinaria entre 0,3-3,59/1,73m?2,
com gueda maior ou igual a 50%, atingindo valores sub-nefréticos), recidiva (novo
surto nefrotico apds resposta parcial), resisténcia a esses medicamentos (persisténcia
da SN, mesmo apos 6 meses de tratamento), ou ser dependente do corticosteroide
(recidiva com a reducéo da dose ou retirada do medicamento). Se ndo houver reducéo
significativa na proteinaria, a ciclosporina ou o micofenolato mofetil podem ser
adicionados ao esquema terapéutico 47 48,

O sistema renina-angiotensina (SRA) esta envolvido na patogénese da leséo
renal e cardiovascular, e tem sido o alvo terapéutico preferido para a protecéo renal®.
Os medicamentos inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) e
bloqueadores do receptor da angiotensina (BRA) sdo amplamente usados para
bloqguear o SRA 0. A terapia de longo prazo com IECA resulta em aumento
significativo da sobrevida de pacientes com doengas -cardiovasculares
ateroscleroticas. Acredita-se que esses medicamentos proporcionam uma protecao
adicional ao inibir a angiotensina Il, sintetizada localmente ao nivel do receptor de
angiotensina tipo 1 (ATz) L.

Os medicamentos antagonistas do Sistema Renina-Angiotensina (SRA)
reduzem a lesdo do endotélio vascular glomerular, e sdo utilizados na DRC néo sé
para a hipertensdo, mas também na reducdo da proteindria e para retardar a
insuficiéncia renal 5 53,

A monoterapia com IECA ou BRA na doencga renal, juntamente com o controle
da pressao arterial constitui o principal tratamento para retardar a progressao para
DRCT “4°. Em pacientes com diabetes e doenca renal, IECA e BRA previnem o
desenvolvimento de DRCT 0. A combinacéo de uma das drogas com um antagonista
do receptor de aldosterona promove reducao da albuminuria e possivelmente melhora
o desfecho renal, embora tenha risco aumentado de efeitos secundarios
potencialmente graves. Além disso, a terapia de combinagéo ndo é capaz de fornecer
protecdo cardiovascular adicional, e deve ser limitada a pacientes selecionados com
proteindria residuais e de risco renal alto #°.

A progressao dos estagios iniciais de DRC é bastante variavel e imprevisivel.

Pode estar associada a doenca subjacente, gravidade da les&o inicial e presenca de
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fatores de risco adicionais 2. Por exemplo, em relagdo a sindrome nefrética primaria,
0S pacientes que respondem a terapia padrdo com corticosteroides tém bom
prognostico em longo prazo, e raramente evoluem para DRCT >4, Por outro lado, os
pacientes que ndo respondem aos corticosteroides podem ter uma série de
complicac@es clinicas.

As complicacdes tromboembodlicas sao frequentes e decorrem de alteracao das
proteinas da coagulacgéo, fibrindlise e plaquetas. O risco de tromboses venosas e
arteriais em criancas € menor que em adultos, mas ocorrem em 1,8 a 5% dos casos.
Esses pacientes podem desenvolver doenca renal cronica e permanecer em estado
nefrético por meses a anos. Na infancia, as infec¢des sédo importantes, devido a perda
de imunoglobulinas, complemento e alteracédo na funcéo de linfécitos T, pelo uso de
imunossupressores. Outras complicacdes sao hiperlipidemia, desnutricao,
insuficiéncia renal cronica, decorrente do desenvolvimento da glomeulonefrite,
distarbios hidroeletroliticos e enddcrinos, hipertensédo e anemia®® %6,

A compreensao das causas de mortalidade e morbidade em crian¢cas com DRC
requer informacdes sobre os fatores de risco que levam aos resultados adversos °’.

Criancas portadoras de anomalias renais congénitas sofrem progressao mais
lenta para DRCT do que aquelas com doencas glomerulares e, por isso, verifica-se
uma proporcao menor de hipodisplasia e uropatias na popula¢cdo com DRCT, quando
comparada a estagios iniciais de DRC 6. As doencas glomerulares primarias possuem
associacdo independente com a progressdo para DRCT, e o tempo médio de
sobrevida renal € menor, comparado a outras doencas renais primarias /. Pacientes
com GESF tém um tempo médio de progressao mais rapido para DRCT do que outras
etiologias ?’.

A puberdade e o inicio do periodo pds-pubere parecem ser criticos para os
pacientes com comprometimento da funcéo renal, independente do grau inicial de
disfuncéo renal. A taxa de progressao da DRC pode se elevar nesse periodo da vida
do paciente, havendo queda acentuada na sobrevida dos rins 3!, As causas incluem
elevacao da pressao arterial com desequilibrio entre a massa renal residual, maiores
necessidades de filtracdo durante as modificagbes rapidas no tamanho corporal, e
alteracées na fisiologia enddcrina % 32,

Ha também uma relacdo entre a presenca de proteinaria e de presséo arterial
elevada com a progressdo da DRC em criancas 8. A proteinlria, antes de ser

consequéncia da DRC, contribui diretamente para a progressao da lesédo renal. Sabe-
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se que as proteinas acumuladas no lumen tubular podem provocar efeitos que
favorecem a inflamacdo e a esclerose, promovendo lesdo estrutural intersticial e
progressdo da doenca. A remissdo da proteinuria com o tratamento eleva a sobrevida
renal em longo prazo e indica progndstico favoravel 5% %8,

A reducdo no RFG se relaciona com valores elevados da razéo
proteina/creatinina urinarias > %°, Na populacéo pediatrica, a progresséo para DRCT
€ inversamente proporcional ao valor da depuracéo de creatinina, independentemente
da doenca renal subjacente e da presenca de fatores de risco adicionais 4 3.

A progressdo da DRC é, ainda, influenciada por diversos fatores de risco,
incluindo os fatores modificaveis por medidas terapéuticas, como anemia,
hipoalbuminemia, hiperfosfatemia, hipocalcemia e crescimento inadequado e fatores
nao-modificaveis como genética, género e idade, a causa priméria e estagio da DRC
no momento do diagnostico 4 27. A obesidade infantil, por estar associada a
hipertenséo, albuminuria e dislipidemias, contribui para a progressdo da DRC %5, O
peso reduzido ao nascer € acompanhado de um nimero menor de néfrons, o que
também pode predispor a hipertenséo e a doenca renal ao longo da vida 2. Além da
influéncia biolégica, a condicdo socioeconbmica pode desempenhar um papel
significativo na salude e bem-estar das criancas com DRC %’. Essas crian¢as sofrem
de uma infinidade de complicacdes fisicas, mentais e psicologicas. Além de
expectativa de vida reduzida, apresentam comprometimento do crescimento, baixa
autoestima, problemas comportamentais e de aprendizagem, de habilidades motoras
e atraso no desenvolvimento °’. Criancas que sobrevivem a DRCT apresentam pior
qualidade de vida relacionada a saude, colocacdo no mercado de trabalho e
independéncia dos pais, quando comparados a populacédo em geral 2’. A melhoria no
manejo clinico e terapéutico da DRC na infancia tem resultado em grande namero de
adultos que enfrentam problemas que sdo especificos para doenca renal e que
surgiram na infancia 3.

Como manejo clinico, € recomendado que o paciente seja encaminhado
precocemente a uma equipe especializada, antes da necessidade do tratamento
dialitico. A constituicdo de equipes interdisciplinares especializadas na abordagem da
DRC pode contribuir para melhorar a qualidade de vida e a sobrevida dos pacientes.
Na fase pré-dialise, os fatores que deterioram a funcéo renal podem ser controlados
pela abordagem adequada da nutricdo, da anemia, dos distirbios metabdlicos e

acidobasicos, além de programas de suporte para os familiares e pacientes, da
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garantia de um acesso vascular adequado e a indicacéo da terapia de substituicdo da
funcdo renal em um tempo ideal > 3°. A proposicdo de tratamentos capazes de
desacelerar a progressédo da DRC é altamente necessaria ?’.

Em 2014, algumas diretrizes clinicas foram estabelecidas pelo Ministério da
Saude (MS) no Brasil, para tratamento conservador e manejo dos pacientes com DRC
no Sistema Unico de Salde, de acordo com o estagio da DRC. O MS preconiza o
tratamento medicamentoso e ndo medicamentoso, como a corre¢cdo da anemia e dos
disturbios do metabolismo mineral e 6ésseo, que coexistem com a doenca renal, e

destaca a necessidade de equipes multidisciplinares para dar suporte aos pacientes
60

2.4 Doenca renal, hemostasia e inflamacéo

2.4.1 Hemostasia - Consideracdes gerais

O sistema hemostético € responsavel pela manutencdo do fluxo sanguineo e
da integridade vascular, visto que é capaz de formar um tampé&o quando ocorre leséo
do endotélio vascular. Dessa forma, a hemostasia minimiza a perda sanguinea e
promove a restauracdo da arquitetura vascular normal 6%,

O endotélio possui um papel critico na hemostasia e responde a uma série de
estimulos mecénicos como a pressdo, shear stress, estimulo hormonal e de
substancias vasoativas, além de secretar substancias que modulam o ténus vascular,
a coagulacdo sanguinea, a proliferacéo celular e a inflamacéo ©2.

O sistema hemostéatico é regulado pelo endotélio com a liberacdo de
substancias importantes, como o fator tecidual (FT), ativador do plasminogénio (t-PA),
inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), fator de von Willebrand (FVW), 6xido
nitrico (NO) e prostaciclina 62. Além do endotélio, tém participacédo chave no processo
hemostatico, as proteinas da coagulagéo, o sistema da anticoagulacdo natural e o
sistema fibrinolitico 6% 62,

Tao logo ocorre leséo endotelial, as plaquetas fazem o contato e aderem ao
local lesado por meio da GPIb/IX da superficie plaquetaria e do FVW, presente no

plasma. A seguir, as plaquetas liberam o conteddo de seus granulos para congregar
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mais plaquetas para o local e agregam entre si por meio da glicoproteina GPIIb/llla e
do fibrinogénio plasmatico 4 4,

As plaquetas desempenham um papel crucial na fisiologia da hemostasia,
formando imediatamente um tampao no local lesado, prevenindo a perda de sangue
e fornecendo a superficie adequada para a ativagcdo sequencial dos fatores da
coagulacdo, que culmina com a formacéo de fibrina estavel ©°.

Os fatores de coagulacdo circulam na forma inativa e séo ativados de forma
sequencial no local da lesdo. Essa ativagdo depende dos fosfolipides das células e
das plaquetas como superficie 1. O modelo atualmente aceito da cascata da

coagulacéo, representado na Figura 4, tem por base as superficies celulares.
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Figura 4: Representacdo do modelo da cascata de coagulagdo baseado em
superficies celulares.

A fase de iniciagdo se da em células que expressam fator tecidual (FT), que ativa uma pequena quantidade de
fatores. A fase de amplificacdo e propagacgdo podem ocorrer na superficie de plaquetas ativadas e a producdo e

ativacdo de grandes quantidade de fatores de coagulagao culminam com a formacéo da fibrina. Fonte: Ferreira
et al.%,
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Nesse novo modelo, o inicio da cascata ocorre pela exposi¢cdo no plasma do
FT, que é o iniciador da cascata, e as plaquetas e as células lesadas funcionam como
superficie para a ativacdo dos fatores da coagulacdo. Este processo ocorre em trés
fases, iniciacdo, amplificacdo e propagacéo. A etapa de iniciacdo ocorre nas células
que liberam o FT e esse ativa o fator VII, formando um complexo (FT:FVII) que ativa
os fatores IX e X. O fator Xa atua somente na superficie das células, pois ao sair para
o plasma é prontamente inativado pelo tissue factor pathway inhibitor (TFPI). O fator
Xa forma o complexo protrombinase que ativa o fator Il e forma pequenas quantidade
de trombina (fase de iniciacdo). A trombina inicialmente formada ativa os fatores V,
VIl e IX e as plaguetas (fase de amplificacdo). O fator IXa desprende-se da superficie
celular onde foi ativado e alcanca a superficie das plaquetas, desencadeando a fase
de propagacado, quando os fatores IXa, Va, Vllla, Xla sdo formados em quantidades
suficientes para a geracéo de grande quantidade de fibrina estavel 66 67,

O controle da formacé&o de fibrina ocorre por trés mecanismos principais que
envolvem o TFPI (que inibe o FXa e o complexo FT-VIla), a proteina C (que é ativada
quando a trombina se liga a trombomodulina (TM) expressa no endotélio integro e
cliva os fatores Vllla e Va, inativando-os) e a antitrombina (que se liga principalmente
a trombina, inibindo sua atividade) 8.

Uma vez que a parede vascular lesada é reconstituida, o coagulo de fibrina
torna-se desnecessario e representa um obstaculo a passagem do sangue.
Simultaneamente a formacao da fibrina, o processo de fibrindlise é iniciado e constitui
um mecanismo importante para garantir a hemostasia, ou seja, a manutencao do
sangue circulando na forma fluida dentro da rede vascular. A fibrinélise envolve a
ativacdo do plasminogénio em plasmina, enzima responsavel pela degradacdo da
fibrina. A ativagéo do plasminogénio em plasmina € promovida pelos ativadores de
plasminogénio tecidual (t-PA) e tipo uroquinase (uPA). O inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1) inibe tanto o t-PA quanto o uPA e tem, portanto, a funcdo de

controlar a quantidade de plasmina formada 68 69

2.4.2 Hemostasia e doenca renal

Alteracbes no mecanismo da coagulacdo e da fibrindlise, nas funcgbes
endoteliais e plaguetarias sdo comumente observadas em pacientes com DRC e

resultam tanto em sangramento, como em complicacfes trombadticas. A terapia de
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substituicdo renal também contribui para o estado de hipo ou hipercoagulabilidade
visto nestes pacientes, o que dificulta a prevencéo e o tratamento das complicacdes
vasculares e respondem por 20 a 25% das causas de hospitalizagéo  °.

A disfuncdo endotelial desempenha um papel critico no desenvolvimento da
aterosclerose e de lesfes vasculares, que podem ser uma via de patogénese comum
para a DRC e para a doenca cardiovascular 1. A uremia é considerada uma indutora
da lesdo endotelial ¢2. Na DRC a alteracdo endotelial é exacerbada pela hipertenséo,
shear stress e pelas toxinas urémicas presentes no plasma, o que também contribui
para um estado hipercoagulavel ’°. Muitos pacientes com DRC néo chegam ao estagio
final da doenca renal e morrem prematuramente em consequéncia a doencas
cardiovasculares. O risco desses eventos € cerca de cinco vezes maior nos pacientes
com DRC em estagio final quando comparados aos individuos saudaveis 2.

Por outro lado, as hemorragias ocorrem em aproximadamente 50% de
pacientes com DRC em faléncia renal, devido a uma série de fatores como uremia,
trombocitopenia e alteracGes funcionais plaquetarias 7°. Apesar da contagem de
plaguetas estar normal na maioria das vezes, essas possuem disfungdes na adeséo,
devido a uremia e ao acumulo de outros metabdlitos. Plaguetas de pacientes com
DRC podem apresentar menor expressao da glicoproteina GPIb/IX, baixa afinidade
ao FVW, e alteracBes conformacionais nos receptores de fibrinogénio. A secrecéo dos
granulos e a agregacao plaquetaria pode ser inibida pelo aumento de 6xido nitrico
(NO) e prostaciclina (PGl2), que induzem o relaxamento vascular, bem como pela
reducdo da cicloxigenase (COX), que diminuem os niveis de AMP ciclico e
tromboxana A2 intraplaquetario (TXA2) 6970,

Apesar do comprometimento da funcdo plaquetéaria, os pacientes com DRC
podem se apresentar hipercoagulaveis, devido ao estado inflamatério constante e de
baixo grau 7% 72,

Nos pacientes com DRCT, durante o processo de hemodialise, é observada
uma elevacdo dos fatores procoagulantes, comprometimento da anticoagulagéo
natural, hiperfibrinogenemia, aumento da formagéo de trombina, comprometimento da
fibrindlise, ativacdo de células endoteliais e de mondcitos, dislipidemia,
hemoconcentracéo e ativacédo da coagulacéo .

Okumura et al. ”® evidenciaram a importancia da acédo plaquetaria na inducéo
de leséo renal. Esses pesquisadores verificaram que a TXA2, indutora da ativacéo e

agregacdao plaquetéria, contribuiu para a progressao da nefropatia diabética em ratos



27

e 0 uso de inibidores de TXA2 reduziram a trombose glomerular e glomerulosclerose,
prevenindo a proteinuria.

Niveis elevados de FT e de fator VIl e a reducéo dos anticoagulantes naturais,
proteina S (PS) e TFPI, foram relatados em pacientes com DRC, em relacdo a
individuos saudaveis, sugerindo ativacéo da coagulacéo pela via do FT 6% 74,

Adams et al. 8° verificaram que a funcédo endotelial também esta alterada nos
pacientes com DRC, pelos niveis elevados de sE-selectina e trombomodulina. Esses
autores sugeriram que o FT expresso nas células endoteliais ou nos mondcitos e 0s
niveis elevados de trombomodulina plasmatica comprometem a anticoagulacéo pela
via da proteina C.

Al-Saady et al. ® verificaram um aumento de mondcitos expressando FT que
determinaram grande geracao de trombina, evidenciada pelos niveis elevados de fator
1+2 da protrombina, nos pacientes com DRC que faziam hemodialise ou ndo. Pawlak
et al. " propuseram que os niveis de FT possuem uma correlacéo forte com o grau
de insuficiéncia renal.

Landray et al. 2 detectaram niveis plasmaéticos elevados de P-selectina soluvel
e de FVW (marcadores de ativacdo endotelial e plaguetaria) em pacientes com DRC,
gue foram relacionados ao grau de lesdo renal. Esses pesquisadores detectaram,
também, niveis elevados de PCR e reduzidos de albumina e propuseram que a DRC
esta associada a um estado inflamatério de baixo grau, disfuncéo endotelial e ativacédo
plaquetaria, mesmo nos pacientes com insuficiéncia renal moderada.

Experimentos mostraram que a coagulacdo intrarrenal e a fibrindlise estédo
envolvidas na patogénese da nefropatia. A expressao génica nos rins de PAI-1 esta
aumentada em ratos diabéticos, e de t-PA e uPA estdo reduzidas, resultando em
inibicdo da fibrindlise 76. Os marcadores de ativacdo da fibrindlise, uPA, suPAR
(receptor soluvel de uPA), PAI-1 e do complexo plasmina-antiplasmina mostraram-se
elevados nos pacientes com DRC em relacdo a um grupo controle saudavel e quanto

maior o grau de disfuncéo renal, maiores foram os niveis dessas moléculas 7.

2.4.3 Inter-relacdo entre hemostasia e inflamacao na doenca renal

Os mecanismos de sinalizacao celular que guiam os processos de coagulacao
e inflamacdo sdo complexos e estdo intimamente relacionados 7’. A ativacdo da

coagulacdo sanguinea produz proteases que ndo sO interagem com os fatores da
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coagulacdo, mas também com receptores celulares especificos envolvidos na
resposta inflamatéria. Os sistemas da coagulacéo e inflamatério interagem e realizam
uma modulacdo mitua, e estéo envolvidos na patogénese de doencas vasculares 8.

A trombina (fator lla) resulta da clivagem da protrombina e é a enzima
responsavel pela quebra da molécula do fibrinogénio em mondémeros de fibrina. Além
desta acédo, a trombina age em uma variedade de células, incluindo as endoteliais,
musculares lisas, leucécitos, mondcitos e plaguetas. Nas células endoteliais, a
trombina pode alterar significativamente a expresséo génica (promovendo um fenétipo
pré-inflamatério) e pode também induzir a expressao de fatores pro-trombdticos, tais
como o FT e PAI-1. A trombina pode, ainda, induzir a expressao pelo endotélio de
moléculas de adesdo, incluindo a molécula de adeséao celular-vascular 1 (VCAM-1), e
a expressdo de algumas citocinas e quimiocinas como IL-6 (interleucina-6), CXCL8
(interleucina-8) e MCP-1/ CCL2. A CCL2 aumenta o recrutamento de células
inflamatérias para a superficie endotelial, que pode levar a aterosclerose °. Nas
plaquetas, a trombina induz a degranulacdo e liberacdo de mais trombina e nos
mondacitos induz a liberagdo de IL-8/ CXCLS 0.

O endotélio ativado sintetiza alguns moduladores inflamatorios, incluindo o NO,
molécula de adesdo intercelular (ICAM-1), VCAM-1, sE-selectina e fator NFkB 2. O
NFkB é um fator de transcri¢cao e induz a producdo de moléculas inflamatérias como
TNFa, IL-6 e CCL2 8. O endotélio vascular contribui para a mitogénese, angiogénese,
permeabilidade vascular e equilibrio de liquidos 2.

Nos ultimos anos, tornou-se claro que as plaquetas sdo importantes, ndo s6 na
hemostasia e trombose, mas também na inflamacdo e em aspectos distintos da
aterosclerose. Sabe-se que as plaguetas apresentam uma grande variedade de
funcbes, sdo capazes de interagir com inumeras células, como as endoteliais e
musculares lisas e o0s leucocitos, e essas interagfes tém sido implicadas na
fisiopatologia da inflamacéo vascular. Atualmente € aceito que as plaguetas tém um
papel altamente inflamatério, sendo capazes de realizar o transporte, sintese e
deposito de citocinas, de quimiocinas, e de mediadores lipidicos, iniciando e
propagando a doenca ateroscler6tica ©°.

Uma vez na parede vascular, as plaguetas ativadas atraem leucdcitos
circulantes por meio da liberacdo de varios mediadores. As plaguetas possuem
granulos alfa, lisossomos e granulos densos, bem como um conjunto complexo de

membranas preparadas para estocar uma série de moléculas e libera-las
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rapidamente. Essas moléculas incluem os fatores V e Xl, PAI-1, plasminogénio,
proteina S, proteinas de adeséao (fibrinogénio, fibronectina, FVW, trombospondina, P-
selectina, GPIIb/llla), quimiocinas (RANTES, fator plaquetério 4) e citocinas (IL-1,
CD40L) 82,

As citocinas inflamatdrias aumentam o nimero e a atividade das plaquetas e
estimulam a expressao de FT pelos mondcitos. A PCR, que se encontra elevada nos
pacientes com DRC, facilita as interag6es entre as células endoteliais e 0s mondcitos,
promovendo ativagdo adicional dos mondcitos, expressdo de mais FT e ativagdo do
sistema do complemento, aumentando a ativacéo plaquetaria 7°.

Os fatores da coagulacdo tém um papel na inducdo do processo inflamatorio
83, A trombina, FT, fatores Vlla e Xa podem se ligar a receptores de protease ativados
(PARSs), localizados nas células endoteliais, mononucleares, plaquetas, fibroblastos e
células musculares lisas. Essa ligacdo aos PARs altera a producdo de citocinas e
induz a apoptose celular 84 8586 H4 quatro isoformas de PARs (1,2,3 e 4). Os PARs-
1, 3 e 4 respondem a sinalizacdo pela trombina, os PAR-1, 2 e 3 respondem ao fator
Xa e o PAR-2 transmite a sinalizacdo ao fator Vila. A ligacdo dos fatores da
coagulacédo aos PARs provoca a clivagem e ativacao de receptores e, dessa forma,
sinalizam para a producéo, expressao e secrecdo de diversas moléculas inflamatérias,
incluindo a IL-6, CXCL8, CCL2, TGF-B, PDGF (fator de crescimento derivado de
plaquetas), VEGF, P-selectina, VCAM-1, ICAM-1, mobilizagcdo de calcio intracelular e
ativacdo da enzima sintase do NO induzivel (iNOS), e cicloxigenase (COX2), com
consequente sintese de NO e PGE2. Como consequéncia ocorre vasodilatacao,
agregacdo plaquetaria e atracdo de células inflamatérias 8% 83,

Estudos evidenciam que o processo inflamatorio possui um papel importante
na instalacéo e progresséo da DRC 2. O processo inflamatério é considerado um fator
preditor independente de mortalidade em criangcas com DRC 15,

Landray et al. > demonstraram um estado inflamatério em grau baixo em
pacientes com DRC, detectado pelos niveis plasmaticos elevados das proteinas de
fase aguda, proteina C reativa (PCR) e fibrinogénio e niveis reduzidos de albumina.

A migracao e infiltracdo de macrofagos e linfocitos no glomérulo e intersticio é
uma caracteristica comum da doenca renal tanto nas formas aguda ou cronica. Uma
vez no tecido, os macrofagos representam uma fonte de mediadores inflamatorios,
tais como lipidios bioativos, incluindo metabdlitos do acido araquidénico, metabdlitos

reativos de oxigénio, enzimas proteoliticas e uma variedade de citocinas e fatores de
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crescimento. Como consequéncia, a infiltracdo de macrofagos tem sido associada,
em estudos com humanos ou animais, a proteinuria e ao declinio da funcéo renal 8.
Os macrdéfagos sédo considerados participantes ativos na inducdo da fibrose renal e
h& uma correlagéo entre o grau da fibrose e o numero de macrofagos infiltrados no
tecido renal lesado 3.

Tem sido sugerido um papel importante de algumas citocinas inflamatérias e
fatores de crescimento na DRC, incluindo as quimiocinas *°. Suas agdes incluem a
quimiotaxia e a ativacdo de células inflamatorias com indugédo de degranulacédo ou
explosdo oxidativa, modulacdo da adesividade de leucdcitos, vasoconstricao,
aumento da permeabilidade vascular, estimulacéo ou inibicdo da proliferacéo celular
e angiogénese °.

O TGF-B1 tem sido associado a progressao da doenga renal devido as suas
propriedades fibrogénicas e regulatérias. Uma de suas ac¢des é induzir o acumulo de
monaocitos e a estimulacao de fibroblastos pelo aumento da expressao da quimiocina
MCP-1/ CCL2 1554: 88 Nas células endoteliais vasculares, o TGF-B1 atua induzindo a
angiogénese 21, Fank et al.8? demonstraram que o TGF-B1 causa grande recrutamento
e infiltracdo tecidual de células hematopoiéticas in vivo e induz uma expressao
elevada de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) pelas células recrutadas.
Isto poderia explicar o mecanismo de inducdo de crescimento e remodelamento
vascular em processos inflamatérios, nos quais ocorre uma producdo elevada desse
fator de crescimento. Souto et al. > encontraram niveis elevados de TGF-f1 em
criancas com SN idiopatica resistentes aos corticosteroides, em relacdo a um grupo
de criancas sem lesédo renal e sugeriram que esse esta envolvido na progresséo da
doenca. De forma semelhante ao TGF-B1, a CCL2 esta envolvida em processos de
deposicdo de matriz extracelular no tecido renal e proteinaria. A CCL2 pode ser
induzida em diversas formas de lesédo renal e € responsavel pela infiltracdo de
leucécitos na doenca renal 8. Os niveis plasmaticos e urinarios de CCL2 estdo
elevados nas doencas glomerulares, rejeicdo ao enxerto e nefrite intersticial. Um
aumento significativo de CCL2 foi obtido em criangcas com DRC, quando comparados
as criangas saudaveis. Esses niveis também estavam elevados nas criangcas com a
doenca por causas glomerulares, quando comparados aquelas com malformacdes do
trato urinario 1°,

A IL-8/ CXCL8 é um dos mediadores importantes da resposta inflamatoria,

sendo secretada por varios tipos celulares, como células endoteliais e macréfagos.
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Essa citocina funciona como um quimioatraente de linfécitos, neutrofilos e mondcitos
no sitio de inflamacéo e é, também um fator angiogénico potente 5487, Sob condi¢cbes
de fluxo sanguineo rapido, a CXCLS8 facilita a adesdo de mondcitos ao endotélio. Em
doencas cardiovasculares esse processo € importante na migracao dessas células
para a camada intima e determinacao da arterioesclerose. A lesédo de reperfusao apos
o infarto, bem como a sindrome da resposta inflamatoria sistémica tem sido

associadas ao aumento dos niveis de IL-8/ CXCLS8 9091,

2.5 Marcadores de ativacao plaquetéria e endotelial

2.5.1 E-selectina (CD62E) e P-selectina (CD62P)

As moléculas de adesdo celular desempenham um papel primordial nas
interacOes celulares em diversos processos patogénicos. As selectinas e seus ligantes
sao essenciais para a adesao de leucécitos e rolamento sobre as células endoteliais
para a iniciacdo da resposta inflamatdria. As selectinas séo lectinas do tipo C e sdo
compostas por trés membros: P, L, e E-selectinas. A P-selectina é expressa apos
estimulacao inflamatéria em plaquetas e células endoteliais. A L-selectina € expressa
constitutivamente em linfécitos e esta implicada no retorno desses para os linfonodos.
A E-selectina é especificamente induzida no endotélio apés estimulacédo inflamatdria.
Assim, a E-selectina e a P-selectina possuem um papel importante no recrutamento
de leucécitos para os sitios inflamatérios %2.

Kato et al. 2 demonstraram que a E-selectina induziu leséo renal aguda apoés
a isquemia e reperfusdo animais, aumentando a atracdo de neutrofilos para o local da
leséo.

As plaquetas estdo ativadas em varias condi¢des, incluindo shear stress,
inflamacé&o e hipertensao, e expressam a P-selectina, que é translocada dos granulos
a para sua superficie %. A P-selectina é uma glicoproteina de membrana encontrada
tanto nos granulos alfa das plaquetas como nos corpusculos de Weibel-Palade das
células endoteliais. ApOs a ativacao celular por agonistas, como a trombina, a P-
selectina é rapidamente redistribuida para a superficie celular, ligando-se a um
receptor expresso nos neutréfilos e monaocitos (receptor glicoproteina ligante-1 da P-

selectina ou PSGL-1), mediando, dessa forma, as interacdes entre plaquetas e células
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endoteliais com os leucdcitos % %: 97, Os niveis de P-selectina apresentaram-se
elevados em pacientes com angina instavel, em comparacdo com pacientes com
angina estavel, demonstrando maior ativacao plaquetaria no rompimento da placa de

ateroma 92,

2.5.2 Agregados plaquetas-leucocitos, GPIIb/llla (CD41a e CD61) e CD40L
(CD154)

As interacdes celulares entre plaguetas e leucécitos séo capazes de modular a
inflamacé&o e promover eventos na parede vascular, no local da formacéo do trombo
ou na circulagdo %. As plaquetas circulantes interagem com os leucécitos e células
endoteliais nos processos de remodelacgéo, inflamacéo vascular e trombose 9% 19,

Além da P-selectina, os receptores CD40-ligante (CD40L) expressos nas
plaguetas ativadas estdo também diretamente envolvidos com a interacdo entre
plaquetas, endotélio e leucdcitos. A ligacdo do receptor CD40 das células endoteliais
ao CD40L das plaquetas induz a ativacao de neutréfilos e monécitos que liberam
CXCLS, FT, CCL2, TNF-a e moléculas quimioatraentes, além de promover a adesao
dos neutrofilos e expressao de FT pelos mondcitos. Nas células endotelias, a ativacao
de CD40 induz ao aumento da expressdao de ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina,
predispondo a aterosclerose, e a inibicdo de CD40/CD40L pode inibir esse processo
82,101 Ao formar agregados de plaguetas e mondcitos via P-selectina/ PSGL-1, ha um
aumento da expressao de integrinas pelos mondcitos, que ativam o endotélio e
aumentam a adesdo de mondcitos via VCAM-1 %,

Tanto a ativacdo plaquetaria quanto a formacdo de agregados plaquetas-
leucocitos tem sido avaliada em uma série de doencas inflamatorias, especialmente
nos eventos cardiovasculares com aterosclerose . Os complexos plaquetas-
leucdcitos constituem um fator importante na patogénese das doencas vasculares
isquémicas, como na fase aguda de infarto e isquemia cerebral. O processo de adesao
celular, migracdo de mondocitos e macrofagos e a transmigracao das células através
do endotélio sdo essenciais para a aterogénese %.

Durante a hemodialise, plaquetas e leucdcitos sdo ativados e formam os
agregados plaguetas-leucécitos, nos quais ha envolvimento da expressdo da

GPIlb/llla e também de P-selectina %% 1, Dessa forma, os agregados plaquetas-



33

monaocitos sdo considerados marcadores promissores da ativacado plaquetéria in vivo

e podem ser determinados por citometria de fluxo 102,

2.5.3 Molécula de adesao celular-vascular 1 (VCAM-1) e Molécula de

adesao intercelular 1 (ICAM-1)

As moléculas de adesédo ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina fazem parte da
superficie das células endoteliais, e sua expressao ocorre em resposta a citocinas pro-
inflamatdrias. A expressado exacerbada dessas moléculas indica ativagédo endotelial e
aumento da interacdo com leucécitos. Essas moléculas representam marcadores
promissores da relacéo entre ativacédo endotelial e inflamacéo 103 104,

E-selectina, ICAM-1, VCAM-1 séo transcricionalmente reguladas por citocinas,
lipopolissacarides, ou outros mediadores de inflamag&o. As combina¢des de citocinas
podem modular, de forma diferente, a inducdo dessas moléculas de adeséo. Varios
agonistas induzem a expresséao de E-selectina e VCAM-1. A trombina é capaz de
ativar a expressdo conjunta de E-selectina, ICAM-1, VCAM-1. Ha um recrutamento
seletivo de subpopulacdes de leucdcitos durante a resposta inflamatoria ou imunitaria,
de acordo com cada receptor expresso. Tem sido admitido que o endotélio de grandes
vasos e aquele da microcirculacdo expressam quantidades diferentes de moléculas
de adesdo. No entanto, de uma forma geral, a E-selectina e outras selectinas
promovem uma capacidade de adesdo mais fraca, participando da etapa inicial de
ativacao endotelial, rolamento e ativacao dos leucdcitos. As moléculas como ICAM-1
e VCAM-1 participam de etapas de adesdo tardia e migracéo transendotelial 1.

A liberacdo de moléculas de adesdo tem sido avaliada em muitas condicdes
clinicas, tais como na aterosclerose, hipertenséo, terapia imunossupressora, doencas
autoimunes e processos de rejeicdo a enxertos 13, Niveis plasmaticos elevados de
VCAM-1 foram detectados em pacientes com DRC, dializados e nao dializados, e
houve correlacdo com o processo inflamatério (avaliado pelos niveis elevados de
PCR), com o risco de doencas cardiovasculares e com a subnutricdo. Os niveis de
VCAM-1 e ICAM-1 foram identificados como fatores preditores independentes de
mortalidade nos pacientes com DRC e em transplantados renais, com o progndéstico

de mortalidade e com o risco cardiovascular, independentes da funcéo renal 103 104,
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2.5.4 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O VEGF é uma proteina que age especificamente nas células endoteliais
vasculares e tem como funcgdo principal a inducdo da angiogénese 1%. O VEGF
estimula a proliferacdo de células endoteliais e da diferenciacdo, aumenta a
permeabilidade vascular, medeia a vasodilatacdo dependente do endotélio e promove
a quimiotaxia de mondcitos e expressao de moléculas de adesdo. A exposicédo de
células endoteliais e macréfagos ao VEGF ativa do fator de transcricdo NFkB, que
induz a sintese de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas 1%7.

O VEGF é produzido largamente por células epiteliais e macréfagos. Nos rins,
sua expressao foi detectada nos poddcitos glomerulares, tabulos distais e em menor
quantidade nos tubulos proximais 108 109 110 As plaquetas ativadas também liberam o
VEGF de seus granulos alfa .

O VEGF possui um papel importante em doencas associadas a angiogénese
anormal, como em algumas condi¢des inflamatérias e crescimento tumoral. Citocinas
e fatores reguladores de crescimento podem modular a angiogénese por regulacao
da expressédo de VEGF em algumas células. Alguns fatores podem potencializar sua
producao, tais como condi¢cbes de hipodxia, fator de crescimento de fibroblastos 4
(FGF-4), PDGF, TGF-B, IL-1, TNF-a, fator de crescimento de queratindcitos, dentre
outros 89% 106,

Peng et al. 1% relataram que os niveis de VEGF plasmaéticos e urinarios
mostraram-se elevados nos pacientes transplantados renais com rejeicdo subclinica
do 6rgao (antes da alteracdo dos niveis de creatinina). A expressdo de VEGF esta
aumentada em condicdes patologicas associadas a infiltracdo de macrofagos, como
ocorre na rejeicdo ao enxerto. Os mondcitos e linfécitos T podem produzir VEGF em
processos inflamatorios e infecciosos. O VEGF provoca atracdo de mais mondocitos,
pelo aumento da expressdo da molécula de adesédo P-selectina no endotélio e pelo
aumento da permeabilidade capilar, o0 que pode conduzir ao episodio de rejeicdo. Por
ser um fator de crescimento, o VEGF também pode refletir um processo continuo de
lesé@o e reparacao tecidual no enxerto.

A trombina interage com o0s receptores PAR-1 nas células endoteliais e
promove, dentre outros efeitos, uma acéo angiogénica. O fator Xa além de contribuir
indiretamente com a angiogénese, por sintetizar trombina, é capaz de induzir uma

resposta proliferativa em fibroblastos e a sintese de proteinas de matriz extracelular
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(importantes na fibrogénese) por sinalizacdo de PAR-2 que, por sua vez, induz a
liberacdo de VEGF pelos fibroblastos 112,

Pawlak et al. 7# investigaram os niveis plasmaticos de VEGF e sua relagdo com
a desregulacdo do sistema hemostético em pacientes com DRC. Verificaram que
estes apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de VEGF e que
correlacionavam com o grau de disfuncéo renal. Verificaram, ainda, que os niveis de
VEGF também correlacionaram com o0s niveis de marcadores de ativacdo de
coagulacdo (FT) e da fibrindlise (UPA, suPAR, PAI-1 e complexo plasmina-
antiplasmina). Dessa forma, esses investigadores propuseram que existe uma relacao

entre a angiogénese anormal, a coagulacao e a ativacdo excessiva da fibrindlise.

2.5.5 Receptor de uPA (UPAR) e sua forma solluvel (SuPAR)

O sistema fibrinolitico apresenta um efeito contraditorio e ainda desconhecido
na promocao da fibrogénese e angiogénese na doenca renal. Alguns estudos
relataram um efeito protetor e outros, um efeito promotor de leséo renal. A fibrogénese
€ uma resposta do tecido a lesdo tecidual e ao processo inflamatério. Em geral, apés
a lesdo do tecido e o estabelecimento de uma reacdo inflamatéria, a fibrose se
desenvolve visando a resolucdo do processo com cicatrizacdo (ou reparacao
tecidual). No entanto, em situacdes patoldgicas, o processo de reparacao se perpetua
e a fibrose progressiva leva a destruicdo da arquitetura do 6rgéo, caracterizada por
lesdo cicatricial 2% 113,

O ativador do plasminogénio tipo uroquinase (UPA) é expresso nos tubulos
renais em grandes quantidades. Quando ocorre lesdo renal € também sintetizado
pelos macréfagos e fibroblastos, recrutados para a area da lesdo. Como o uPA atua
ativando o plasminogénio em plasmina, é esperado que esse apresente um efeito
protetor contra a fibrogénese no rim, uma vez que a plasmina, além de degradar a
fibrina, degrada também proteinas de matriz. Por outro lado, o PAI-1, que inibe 0 uPA,
teria potencial fibrogénico 2.

Em condicdes fisiologicas, o PAI-1 ndo é produzido pelos rins, mas quando
ocorre lesdo, sua expressao € induzida nos macrofagos, fibroblastos, epitélio tubular
e células glomerulares 21,

Com a ligacdo da P-selectina ao seu receptor nos leucécitos ligante de P-

selectina (PSGL-1), ocorre regulacdo da expresséo de proteinas, como o receptor do
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ativador do plasminogénio tipo uroquinase (UPAR), uma protease de superficie que
tem acéo reguladora da adeséo de leucécitos (mediada por integrina) e esta envolvida
em processos inflamatérios 2.

O ativador do plasminogénio tipo uroquinase (UPA) liga-se ao seu receptor de
superficie celular (UPAR) e esses produzem efeitos sinalizadores de adeséo celular,
migracdo e proliferacdo de uma variedade de células, contribuindo para a protedlise
pericelular em processos de remodelamento tecidual 14 115,

A forma soluvel do receptor de uPA (suPAR), resultante da clivagem do uPAR,
estd significativamente aumentada em fluidos biolégicos durante as diferentes
condicBes infecciosas e inflamatérias e correlaciona positivamente com o nivel de
ativacdo do sistema imune 16, Os niveis de suPAR também correlacionam com os
niveis de marcadores classicos de disfuncdo renal como a creatinina, ureia e cistatina
C 113.

O suPAR expresso pelas células vasculares € hiperregulado por fatores de
crescimento e citocinas pré-angiogénicos e pro-aterogénicos. Este receptor é liberado
no lado basolateral das células endoteliais e se acumula na parede vascular. A
interleucina-1B, o fator de crescimento de fibroblastos ou o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) aumentam a liberacdo de suPAR das células endoteliais,
enquanto que o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF B), fator de
crescimento de fibroblastos e interleucina-13 estimulam sua liberagdo das células
musculares lisas vasculares 114,

O uPAR esta envolvido na via de ativacdo do plasminogénio, processos
inflamatorios, modulacéo da adeséo celular, migracao e proliferacdo. Os receptores
de membrana e a forma solUvel se ligam a integrinas e facilitam o recrutamento de
mondcitos e neutrdéfilos 113,

O receptor de uPA (UPAR) nédo é produzido em condi¢des normais nos rins,
mas quando ha lesao renal, as células tubulares, as inflamatoérias e os miofibroblastos
intersticiais podem expressa-lo. tem sido admitido que o uPAR possui um efeito
protetor da fibrose ao auxiliar a degradacao intracelular de PAI-1 e reduzir o nUmero
de miofibroblastos no tecido. A forma solivel suPAR se liga a receptores em
leucdcitos, promovendo a quimiotaxia e recrutamento de leucdcitos. Por outro lado, o
UPAR pode promover a angiogénese e proliferacédo celular, e facilitar o recrutamento

dos macréfagos para o rim, exacerbando a lesdo 2% 115,
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Wei et al.ll” sugeriram que niveis circulantes elevados do sSuPAR estdo
associados a GESF. Estes pesquisadores relataram niveis elevados desse receptor
em dois tercos de pacientes com GESF primarias, mas ndo naqueles com outras
doencas glomerulares. Relataram também que os niveis elevados desse receptor
antes do transplante resultou em risco aumentado de recorréncia de GESF pos-
transplante. Em estudos utilizando ratos, estes pesquisadores detectaram que 0
suPAR ativa a integrina 33 dos poddcitos nos rins, provocando alteracdes estruturais
e causando proteindria e glomerulopatia semelhante a GESF. Wei et al. '’ ainda
propuseram que a reducdo dos niveis plasmaticos do suPAR pela plasmaférese ou
por interferéncia de anticorpos anti-integrina f3 ou moléculas pequenas que se ligam
a integrina ou ao UPAR poderiam constituir uma ferramenta importante para o
tratamento da GESF. No entanto, Parikh et al. ¥ questionou esses resultados e
sugeriu que o suPAR é mais um candidato a marcador humoral da sindrome nefrética
idiopatica.

Pawlak et al.”* admitiram que o uPA e o uPAR sdo marcadores de
hiperfibrindlise. Admitiram que esses marcadores estdo associados a protedlise
pericelular induzida pela plasmina e ao remodelamento tecidual e relataram que os
niveis de suPAR estéo relacionados aos niveis do VEGF, que tem grande importancia
na promocao da angiogénese.

A Figura 5 sintetiza a descricdo do suPAR na leséo renal.



38

* Expresso apés interagio
plaquetas-leucécitos

= Sinalizadores de ades3o,
PA migracio, proliferagio, protedlise
Liga-se ao receptor u R perice!u[a rem remodehmenta
tecidual

Expresso nos tabulos renais;
Sintese por macrofagos e
fibroblastos na lesio renal

ativa

(MAY etal, 2008, EDDY, 2009) M " Elevado em infecces e

inflamacdes
Correlaciona com marcadores
disfuncdo renal (PLIVEV, 2010,

Forma soltvel

BACKES, 2012)
Potencial ﬁ'brogénico Protetor contra ﬁ'brogénese Quimiotaxia e recrutamento
de leucécito ZIERI & BLASI,
2005; EDDY, 200!
Proliferacio celular Au;clll; n]a 1degraéljag:ao’[ntraceél[u|ar Protedlise pericelular e
- e PAI-1 e reduz nimero de remodelamento tecidual,
Angiogénese miofibroblastos (EDDY, 2009)

) angiogénese (PAWLAK et 3/
Recrutamento de mondcitos e (2012)
neutréfilos nos rins

(MAZZIERI & BLASI, 2005;
EDDY, 2009)

Figura 5: Papel do suPAR na lesdo renal: envolvimento na fibrindlise e na
angiogénese.

Fonte: elaborada pelo autor.

2.5.6 ADAMTS13 e Fator de von Willebrand

O FVW é uma proteina sintetizada pelas células endoteliais e megacaridcitos.
Nas células endoteliais o FVW é armazenado nos granulos denominados corpos de
Weibel-Palade e quando liberado para o plasma, atua como carreador do fator VIII da
coagulacdo e mediador da adeséo plaquetaria ao subendotélio vascular lesado. A
intensidade de adesdo plaquetaria ao endotélio lesado e a atividade do FVW
dependem do tamanho da molécula de FVW. Moléculas com peso molecular acima
de 20000Da (ultra large FVW) ligam a GPIb das plaquetas em toda sua extenséo,
resultando em agregacéo plaguetaria excessiva 1% 120; 121,

A ADAMTS13 (Desintegrin-like and Metalloprotease Thrombospondin Type 1
Motif, Member 13) € uma metaloprotease plasmatica com funcao especifica de clivar
multimeros do FVW. Assim que multimeros ultra large FVW séo liberados no plasma,
esses sdo clivados especificamente pela ADAMTS13 entre os aminoacidos tirosina
(posicédo 1605) e metionina (posicdo 1606) do dominio A2 reduzindo, dessa forma,
seu peso molecular e a atividade 119 120: 122 Dessa forma, a ADAMTS13 faz o controle
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da formacdo dos UL-FVW e, consequentemente, da intensidade de agregacao
plaquetéria, ao gerar multimeros menores e de diferentes comprimentos. Os UL-FVW
sdo0 mais ativos que multimeros menores do FVW devido & mudanca na sua
conformacao em condi¢des de shear stress, quando alteram a forma globular para a
forma estendida ?3. Quando os niveis plasmaticos de ADAMTS13 estédo reduzidos ha
risco de ocorréncia de eventos tromboticos e quando estdo elevados, risco de
hemorragias. % 11°. Na Figura 6 esta representada a acdo da ADAMTS13 sobre o
FVW em individuos normais e na purpura trombocitopénica trombdética, na qual os
niveis de ADAMTS13 estéo reduzidos.

Adesdo e agregacao
plaquetaria

Clivagem dos
multimeros do fator de
von Willebrand

Célula

endotelial } endotelial }
Secregdo dos multimeros de Secrecao dos multimeros
von Willebrand pelos de von Willebrand pelos
Corpos de Weibel Palade Corpos de Weibel Palade

A B

Figura 6: Clivagem do Fator de von Willebrand pela ADAMTS13.

(A) em um individuo normal e (B) em um paciente com purpura trombocitopénica trombética. Apos estimulo, os
grandes multimeros de FVW séo liberados pelos corpos de Weibel Palade na célula endotelial. A ADAMTS13 se
conecta a célula endotelial por meio de um dos seus dominios trombospondin-1-like, cliva os grandes multimeros
e impede, assim, que o FVW promova adesé@o e agregacgdo plaquetéria durante o fluxo sanguineo normal. A
protedlise do FVW pela ADAMTS13 parece ser critica na prevengdo de trombose na microvasculatura. Fonte:
Boungers!?,

A reducdo quantitativa ou funcional de ADAMTS13 resulta em trombos
formados basicamente de UL-FVW e plaquetas, principalmente em condi¢des de fluxo
sanguineo lento e shear stress elevado como ocorre na microcirculagédo renal 120,
Nessas condi¢des, os UL-FVW podem promover a ligagao entre as plaquetas via GPIb

na luz vascular e ndo ao endotélio %4.
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A reducéo da atividade da ADAMTS13 pode ser causada por mutagdes no gene
gue codifica essa enzima ou pela presenca de anticorpos que inibem sua funcao. A
deficiéncia congénita ou adquirida de ADAMTS13 pode levar a purpura
trombocitopénica trombética 1% 125, Alguns polimorfismos no gene da ADAMTS13
estdo associados ao risco de eventos cardiovasculares e doencas coronarianas
cronicas 121,

Estudos recentes relataram que pacientes com lesdes renais como na
nefropatia diabética possuem niveis reduzidos de ADAMTS13 157160, Como a ativacéo
plaquetéaria contribui para complicacdes na microvasculatura, os niveis reduzidos de
ADAMTS13 permitem um aumento dos niveis de UL-FVW, propiciando a formacao de
trombos na microvasculatura renal compostos basicamente por plaquetas, que tém
um papel importante na progressdo da nefropatia diabétical?3. Pacientes em
hemodidlise apresentam niveis elevados de substancias liberadas pelas células
endoteliais, como a trombomodulina, o PAI-1 e o FVW 120 126; 127,

Em gestantes com pré-eclampsia, uma doenca especifica da gravidez, que
cursa com hipertensao e proteinaria, também foi detectada uma reducéo dos niveis
plasmaticos de ADAMTS13, o que pode contribuir para as complicacbes da
microvasculatura placentaria e renal vistas nessa doenca'?®.

A ADAMTS13 é sintetizada no figado, plaquetas e endotélio'?*. Manea et al.1?°
detectaram a expressdo de RNAmM e secre¢cdo de ADAMTS13 nos rins, incluindo
endotélio glomerular, podécitos, membrana basal glomerular e células epiteliais
tubulares. Rios et al. 129 compararam os niveis plasmaticos de ADAMTS13 antes e
apos o transplante renal, nos mesmos pacientes, e obtiveram a normalizacdo dos
niveis dessa enzima, apés o transplante bem-sucedido. Sugeriram que 0s rins possam
ter um papel importante na sintese ou no metabolismo da ADAMTS13. Tati et al. 130
sugeriram que a atividade proteolitica da ADAMTS13 teria um papel protetor na
prevencao da deposicéo de plaquetas no limen capilar glomerular em condicdes de
shear stress, que é comum ao glomérulo. Manea et al.'?° também sugeriram que a
sintese de ADAMTS13 pelas células epiteliais tubulares teria um efeito protetor na
regulacdo da hemostasia da microcirculacao local. Ainda ndo esta definido o papel da
ADAMTS13 secretada pelas células endoteliais e ndo esta claro se a ADAMTS13
funciona local ou sistemicamente 2°. Na purpura trombocitopénica trombdtica, a
deficiéncia de ADAMTS13 resulta em lesdo endotelial microvascular e formacéo de

microtrombos inclusive nos pequenos vasos renaisst.
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A ADAMTS13 pode se complexar aos fatores Xl e Xla no plasma, mas o papel
destes complexos ainda ndo esta claro. No entanto, niveis reduzidos do complexo
ADAMTS13-FXI-FXla foram associados a niveis reduzidos e baixa atividade da
ADAMTS13 em pacientes com microangiopatia trombética, incluindo purpura
trombocitopénica 1°. Kobayashi et al. 1° propuseram a utilidade da dosagem desse
complexo para o diagndéstico de microangiopatias.

A ADAMTS13 possui dominios semelhantes a outras proteinas membros das
familias ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) e ADAMTS, que sé&o
multifuncionais, capazes de regular eventos proteoliticos e néo proteoliticos. O
dominio metaloproteinase induz a liberacdo de citocinas e de fatores de crescimento,
promovendo proliferacéo celular, migracdo e angiogénese. O dominio desintegrina
regula processos de adesao e migracdo e o dominio trombospondina (TSP) inibe a
angiogénese pela modulagdo da atividade do VEGF 125,

Além da regulacdo da adeséo plaquetéaria pela clivagem de UL-FVW, Lee et
al.'?> demonstraram que a ADAMTS13 possui efeitos reguladores pré e anti-
angiogénicos. Esta enzima promove diretamente a angiogénese in vitro, no entanto,
inibe o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e a angiogénese induzida por
esse fator, atividade essa realizada pelo dominio TSP1. Estes pesquisadores
sugeriram que o efeito pr6é ou anti-angiogénico dependeria do microambiente e que
estudos adicionais sd0 necessarios para avaliar o papel da ADAMTS13 na
vasculatura.

A relacdo FVW/ADAMTS13 tem sido utilizada na avaliacdo da patogenia de
algumas doencas'3?> 133, Em pacientes submetidos a hepatectomia, a relagdo
FVW/atividade de ADAMTS13 estava elevada em pacientes com complicacdes
trombdticas, mesmo antes da ocorréncia dessas complicacGes!34. Em pacientes com
faléncia hepética também foi detectado um desequilibrio na relacéo
FVW/ADAMTS13'%, Em pacientes com sepse, o desequilibrio entre a secrecdo UL-
FVW e os niveis de ADAMTS13 pode causar a disfungdo de multiplos 6rgédos®®. Em
pacientes com infarto cerebral, foi sugerido que a atividade reduzida de ADAMTS13
pode contribuir para a patogénese da doenca'3¢. Em diabéticos, os niveis diminuidos
de ADAMTS e elevados de FVW podem acelerar as complicacdes cardiovasculares e
renais'®’. Tem sido admitido que o desequilibrio FVW/ADAMTS13 pode resultar em
menor protecdo endotelial na microvasculatura renal e, dessa forma, promover um

declinio da funcéo renal*®.



42

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar as funcdes endotelial e plaquetaria em pacientes pediatricos com
DRC pré-dialitica.

3.2 Objetivos especificos

Determinar, em pacientes pediatricos com DRC em estagios pré-dialiticos e em
criancas e adolescentes saudaveis:

e A expressao de P-selectina (CD62P), GPIIb/llla (CD41a), GPllla (CD61) e
CD40L (CD154) na membrana plaquetaria

e A percentagem de agregados plaquetas-mondcitos (APM) e plaquetas-
neutroéfilos (APN) circulantes

e Os niveis plasmaticos de sE-selectina soluvel, de fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), de moléculas de adesdo celular vascular
(sVCAM-1) e intercelular (sSICAM-1) sollveis, do receptor solavel de uPA
(SUPAR), de ADAMTS13 e de FVW

e Arelacdo plasmatica de FVW:ADAMTS13.

Investigar se ha diferenca nos niveis dos marcadores laboratoriais avaliados
entre os pacientes pediatricos com DRC e o grupo controle de criancas e adolescentes
saudaveis, pareados por idade e sexo com 0s pacientes.

Comparar os marcadores laboratoriais avaliados entre os pacientes pediatricos
com DRC tratados ou ndo com antagonistas do sistema renina-angiotensina.

Investigar se ha correlagdo entre os biomarcadores laboratoriais avaliados nos
participantes do estudo.

Investigar, por meio de modelos de regressdo logistica, se os marcadores

plaguetarios e endoteliais estéo relacionados & DRC em pacientes pediatricos.
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4 CASUISTICA E METODOS

O presente estudo caracteriza-se como analitico observacional, transversal e
comparativo. A amostragem foi definida como nao-probabilistica por conveniéncia, na
qual os pacientes pediatricos com DRC que realizavam acompanhamento no
Ambulatério de Nefrologia Pediatrica do Hospital das Clinicas/ Faculdade de Medicina
da UFMG foram identificados como possiveis participantes do estudo, no periodo de

fevereiro de 2013 a margo de 2014.

4.1 Casuistica
4.1.1 Aspectos Eticos

O presente estudo foi analisado, sob o ponto de vista ético e formal, e aprovado
pela Comiss&o de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais/COEP
ANEXO 1) e pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Hospital das
Clinicas/DEPE -UFMG (ANEXO 2).

O esclarecimento dos objetivos da pesquisa, utilizando-se linguagem clara, foi
feito pelos pesquisadores a todos os pacientes envolvidos no estudo e seus
responsaveis. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE (APENDICE 1)
foi assinado pelos responsaveis pelas criancas de até 7 anos de idade. Para os
maiores de 7 anos, tanto o participante, quanto seus responsaveis, assinaram este

termo.

4.1.2 Selecao dos participantes do estudo

O recrutamento dos pacientes foi realizado em conjunto com os médicos da
Unidade de Nefrologia Pediatrica do Hospital das Clinicas/lUFMG. Os pacientes
pediatricos ja possuiam diagndstico de DRC em estagios 3 e 4 (pré-dialiticos), e eram
acompanhados periodicamente nesta Unidade.

Inicialmente foram analisados os prontuarios de 84 pacientes que tinham
consulta marcada na Unidade de Nefrologia Pediatrica do Hospital das Clinicas/lUFMG
no periodo de fevereiro de 2013 a marco de 2014. Utilizando os critérios de inclusédo

e exclusdo previamente estabelecidos, 43 desses pacientes foram incluidos no estudo
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e 41 nao foram. Os motivos da exclusao dos pacientes pediatricos com DRC no estudo

estao relacionados na Tabela 1.

Tabela 1- Relacdo dos motivos de exclusdo das pacientes pediatricos com DRC em

estagios 3 ou 4 no estudo.

Motivos NUmero de criangas
Recusaram a participar do estudo 10
Menores de 2 anos de idade ou baixo peso 15

Completaram 18 anos

Portador de Diabetes mellitus

Portador de anemia de Fanconi

3
1
Portador de plaguetopenia 1
1
Portador de cancer 1

9

N&o compareceram a Unidade de Nefrologia Pediatrica

Total 41

Um grupo-controle foi composto por criancas e adolescentes declaradamente
saudaveis (n=52), selecionados na comunidade em geral, no Centro Pedagdgico da
UFMG e no Colégio Técnico da UFMG, com idade e sexo pareados com 0s pacientes
com DRC.

Portanto, foram efetivamente incluidos no estudo 95 participantes, que foram
distribuidos em dois grupos, o grupo de pacientes (grupo DRC, n=43) e o grupo de
saudaveis (Grupo-Controle, n=52).

Os critérios de inclusdo e de exclusédo, previamente estabelecidos, estdo

apresentados a seguir.

4.1.2.1 Critérios de inclusao
Grupo de pacientes (DRC)

e Pacientes pediatricos com DRC causada por glomerulopatias, CAKUT ou

por outras etiologias
e Ter idade inferior a 18 anos, no momento de coleta da amostra biolégica

e Apresentar DRC em estagios 3 ou 4 (pré-dialiticos)

Grupo- controle
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Ser declaradamente saudavel

Idade e género pareaveis com os pacientes com DRC

4.1.2.2 Critérios de exclusdo para os pacientes com DRC

Idade superior a 18 anos

Idade inferior a 2 anos ou baixo peso

Portadores de DRC com o RFG abaixo de 15mL/min/1,73m3 e em terapia
de substituicdo renal (hemodidlise e didlise peritoneal)

Portadores de doencas infectocontagiosas

Portadoras de processo infeccioso e/ou inflamatério na data da coleta ou
até trés semanas precedentes

Portadores de Diabetes mellitus

Portadores de outras doencas intercorrentes, tais como cancer, doencas
autoimunes, doencas hepaticas, disturbios hormonais e anemias
Portadores de disturbios plaquetarios ou da coagulacao

Em uso de medicamentos polivitaminicos ou hormonios contraceptivos

4.1.3 Critérios de exclusao dos participantes grupo-controle

Idade superior a 18 anos

Idade inferior a 2 anos ou baixo peso

Portadores de qualquer patologia renal e do trato urinario

Portadores de doencas infectocontagiosas, cancer, doencas autoimunes,
doencas hepaticas, distarbios hormonais

Portadores de processo infeccioso e/ou inflamatério na data da coleta ou
até trés semanas precedentes

Portadores de Diabetes mellitus ou com outras doengas metabdlicas
Portadores de disturbios plaquetéarios ou de coagulacéo

Em uso de quaisquer medicamentos anti-inflamatoérios, horménios

contraceptivos ou polivitaminicos

Uma ficha contendo dados clinico-laboratoriais relevantes para andlise dos

resultados foi preenchida, por meio de consulta aos prontuarios médicos de cada
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participante (APENDICE 2). As informacdes dos participantes do grupo-controle foram

obtidas durante entrevista.

4.2 Amostra bioldgica

Um total de 10,5mL de sangue venoso foi coletado de cada participante do
estudo diretamente em tubos do sistema Vacutainer®, sendo 4,5mL em tubos
contendo citrato de sodio a 3,2%, 2mL em tubos contendo KsEDTA e 4mL sem
anticoagulante.

As amostras colhidas em citrato de sodio foram homogeneizadas e uma
aliquota de 450uL foi transferida para outro tubo para avaliacdo da formacao de
agregados plaquetas-leucdcitos, que foi realizada em até duas horas apds a coleta.
Essa aliquota foi centrifugada a 800rpm por 10 minutos em centrifuga refrigerada a
4°C (Megafuge X3R Thermoscientific®), para a obtencao do plasma rico em plaquetas
(PRP), ao qual foi adicionado a uma solucao fixadora e armazenado em geladeira (4-
8°C) para posterior determinacdo de marcadores de ativacao plaquetaria.

O restante da amostra em citrato de sédio foi centrifugado a 2500rpm por 15
minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C (Megafuge X3R Thermoscientific®).
Aliguotas de plasma livre de plaguetas (PLP) foram transferidas para criotubos e
armazenadas a -80°C até a realizacdo das determinacbes de FVW, ADAMTS13,
VEGF e sE-Selectina.

A amostra colhida em EDTA foi centrifugada e aliquotas de plasma foram
transferidas para criotubos e armazenadas a -80°C até a realizacdo das
determinacdes de sICAM, sVCAM e suPAR. Para o Grupo-controle foi realizado, com
sangue total, um filme sanguineo para avaliacdo dos elementos celulares ao
microscopio e contagem percentual dos leucdcitos e plaquetas, como parte do
hemograma.

A amostra sem anticoagulante foi centrifugada e aliquotas do soro foram
transferidas para criotubos e armazenadas a -80°C até a realizacédo da determinacao

plasmatica de creatinina.
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4.3 Métodos

4.3.1 Delineamento experimental

Aprovacio do projeto pela Comissdo de Etica e Pesquisa da UFMG Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Hospital
das Clinicas/ UFMG (DEPE)
(Maio/2013)

4

Selegdo dos participantes do estudo (n=95), conforme critérios de inclusdo e exclusido
Grupo DRC (n=43)
Grupo Controle (n=52)

4

Obtencdo do TCLE e preenchimento da Ficha clinica

~

Coleta das amostras bioldgicas
(Julho/2013 a maio/2014)

Sangue em citrato 3,2% (4,0mL) Sangue colhido em EDTA (2mL) Sangue sem anticoagulante (4,5mL)
I I T [ 1
Sangue total ou Centrifugado
cenFrlfugado p/ Plasma e plasma Centrifugado e Hemograma Centrifugado e
rico em plaquetas, Stmarenads plasma armazenado completo no soro armazenado
processado em até 2h a-80°C para ELISA grupo GC a-80°C
para Citometria de fluxo | | a-80°C para ELISA

| P-selectina L E-selectina SVCAM-1 e sICAM-1 Creatinina no Grupo-

(FREITAS, 2012) (R&D Systems Inc.®) (R&D Systems Inc.®) | controle
(Analisa®)
GPlIb/llla, GPllla | VEGF SUPAR
DRG Dit tics®, I
(FREITAS, 2012) { fG2nasic) (R&D Systems Inc.”) | | Analises de outro
tudo
FVW . =

| Cb4oL | R | Andlises em outro

(FREITAS, 2012) (IMMUNOBIND®, estudo
——— SEKISUI®)
Agregados plaquetas- ADAMTS13

L leucécitos L (IMMUNOBIND,

(FREITAS, 2012) SEKISUI®)

L

Andlise estatistica dos resultados
Programas: PRISM 6.0° e MINITAB 17¢
Teste de normalidade por Komolgorov Smirnov
Teste t-Student ou ANOVA/ Bonferroni para dados normais
Teste de Kruskal-Wallis/ Mann-Whitney para dados ndo-normais
Correlagdo de Spearman
Andlise de regressdo logistica para DRC x ndo-doentes

p<0,05 estatisticamente significativo
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4.3.2 Protocolo de estudo da expressdo de componentes plaquetarios

A expressdo dos marcadores de ativacdo plaquetaria: P-selectina (CD62P),
GPIlIb/llla (CD41a) e GPllla (CD61), CD40L (CD154) foi avaliada por citometria de
fluxo.

O protocolo foi baseado no estudo de Freitas et al. 13° e nas instrucdes do
fabricante dos anticorpos monoclonais. Algumas adaptacdes foram realizadas no
protocolo, bem como a titulacao dos anticorpos, para definicdo da concentragdo mais
adequada para a populagéo avaliada no presente estudo.

A amostra de sangue total colhido em citrato de sédio foi centrifugada a 800rpm
por 10 minutos, em até 2 horas apés a coleta. O plasma rico em plaquetas (PRP) foi
imediatamente foi imediatamente gotejado em tubos de poliestireno contendo uma
solucdo fixadora de plaguetas (paraformaldeido a 10g/L em cacodilato de sodio a
10,2g/L e cloreto de sodio a 6,63g/L; pH 7,2-7,4), sob agitacdo em vortex (AP56®,
Phoenix). As plaquetas foram acondicionadas por um periodo minimo de 12 horas,
em geladeira (4°C a 8°C). As plaquetas fixadas foram, entéo, lavadas com solugéo de
PBS 0,015M (solucdo de fosfato tamponada filtrada a 0,22um, pH=7,2) e
centrifugadas a 2.200rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado por
inversdo e o pellet foi ressuspenso com 1mL de PBS. O contador de células
COULTER T890® foi utilizado para a contagem de plaquetas e ajuste de sua
concentracdo na suspensdo para 5000 plaquetas/uL. Aliquotas de 100uL dessa
suspensao foram transferidas para 4 tubos de poliestireno e incubadas com anticorpos
monoclonais (Becton Dickinson Pharmingen®) dirigidos contra glicoproteinas
plaquetérias, por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Um dos tubos
foi utilizado como controle interno de autofluorescéncia (branco), no qual a suspenséo
de plaquetas foi incubada na auséncia de anticorpos monoclonais. Nos outros trés

tubos foram adicionados os anticorpos, conforme Tabela 2.
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Tabela 2: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para

avaliacao das glicoproteinas plaquetarias.

Tubos Reagente/ Fluorocromo Catalogo/ Volume Clone Fenétipo alvo

anticorpo Referéncia

1 PBS 20uL -

2 Anfi.CDAla PE 555467, BD® 3L HIPS GPIibilla

3 ANT-CD61 PE 555754, BD® 154l VI-PL2 GPllla
Anti-CD42a FITC 648887 0,2uL ALMA.16 GPIX

4 Anti-CD62P PE 555524 5uL AK-4 P-selectina
Anti-CD154 APC 648887 2,5uL 89-76 CD40L

PBS: tampéo fosfato-salino; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; APC: aloficocianina.

O anticorpo Anti-CD42a foi utilizado para identificacéo das plaquetas e posterior anélise da P-selectina e CD40L

nas mesmas.

Em seguida, foram realizadas lavagens com 1mL de PBS, homogeneizagdo em

vortex e centrifugacdo a 2200rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o

pellet ressuspenso com 400uL de PBS para leitura no citdmetro de fluxo.

Foram adquiridos 50.000 eventos por tubo, utilizando-se o citbmetro de fluxo

LSRFortessa BD® e o software BD FACSDIVA® 8.0.1, para aquisi¢ao e registro dos

resultados. A andlise dos resultados foi realizada por meio do software FlowJo ®

versao 9.5.1.

A estratégia de analise esta representada na Figura 7.
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Figura 7. Estratégias para andlise da expressdo dos marcadores de ativacdo
plaguetaria por citometria de fluxo.

1A: Selecédo da populacdo GPIIb/llla (CD41a+); 1B: histograma e MFI de GPllIb/llla (CD41a+); 2A: Selecéo da
populacéo GPllla (CD61+); 2B: histograma e MFI de GPllla (CD61+); 3A: Selecdo da populagédo GPIX (CD42a+);
3B: percentagem da populacéo duplo positiva GPIX/CD40L (CD42a+/CD154+); 3C: percentagem da populacéo
duplo positiva GPIX/ P-selectina (CD42a+/CD62P*).

Para GPIlIb/llla (CD4la) e GPllla (CD61), a populacdo de plaquetas foi
selecionada por tamanho versus granulosidade (FSC x SSC), seguida de SSC versus
fluorescéncias especificas de cada anticorpo monoclonal (anti-CD61-PE para
plaguetas CD61+ e anti-CD41a-PE para plaquetas CD41a+ (Figura 7: 1A e 2A). Foram
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utilizados histogramas unidimensionais de cada fluorocromo para estabelecer a
Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) para as glicoproteinas plaguetarias CD41a
e CD61 (Figura 7: 1B e 2B). Para as analises da expressao de P-selectina (CD62P+)
e de CD40L (CD154+), a populacdo de plaguetas positivas para CD42a foi
selecionada (Figura 7: 3A) e, a partir dessa, o percentual de plaquetas positivas para
CD154 (Figura 7: 3B) e CD62P (Figura 7: 3C). Os resultados foram expressos em
percentual de plaguetas CD42a+/CD154+ e CD42a+/CD62P+, correspondente ao
quadrante superior direito-duplo positivo.

4.3.3 Protocolo de estudo dos agregados plaquetas-leucocitos

As analises da formacdo de agregados plaquetas-mondcitos (APM) e de
agregados plaquetas-neutréfilos (APN) foram realizadas por citometria de fluxo, a
partir do sangue total obtido das amostras colhidas em citrato de sodio.

O protocolo foi baseado no estudo de Freitas (2012) 13° e nas instru¢ées do
fabricante dos anticorpos monoclonais. Algumas adaptagdes foram realizadas no
protocolo, bem como a titulagcdo dos anticorpos, para definicdo da concentragdo mais
adequada para a populacéo avaliada no presente estudo.

Os leucdcitos foram incubados com os anticorpos em até 2 horas ap0s a coleta
do sangue. Aliquotas de 100uL de sangue total foram adicionadas a 4 tubos de
poliestireno e 3 desses foram incubados com os anticorpos monoclonais (Becton
Dickinson Pharmingen®) dirigidos contra glicoproteinas plaquetarias (CD51/CD61),
monacitos (CD14) e neutrofilos (CD16), conforme descrito na Tabela 3. O 4° tubo foi
utilizado como controle interno de autofluorescéncia (branco), no qual o sangue total

foi incubado na auséncia de anticorpos monoclonais.
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Tabela 3: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para

avaliacdo de agregados plaquetas-leucaocitos.

Tubos Reagente/ Fluorocromo Catalogo/ Volume Clone  Fenétipo alvo

anticorpo Referéncia

1 PBS - 20uL - -

) Anti-CD51/CD61 FITC 555505, BD® 0,1pL 23C6 Integrina VB3
Anti-CD14 PE 345785, BD® 0,4uL M5E2 Monécitos

3 Anti-CD51/CD61 FITC 555505, BD® 0,1pL 23C6 Integrina VB3
Anti-CD16 PECy5 555408, BD® 0,1pL 3G8 Neutrofilos

4 Anti-CD14 PE 345785, BD® 0,4pL M5E2 Mondcitos
Anti-CD16 PECy5 555408, BD® 0,1pL 3G8 Neutrofilos

PBS: tampéo fosfato-salino; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; PECy5: ficoeritrina-cianina 5

Os tubos foram homogeneizados em voértex e incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apés a incubacao com os anticorpos, foram
adicionados 2mL de uma solucéo de lise de hemacias (citrato trissédico dihidratado a
25¢/L; heparina comercial a 5000Ul/mL; formaldeido a 54v/v; dietileno glicol a 30v/v;
pH ajustado para 7,85, diluida 10 vezes em &gua destilada), seguido de
homogeneizacdo em vértex e incubacdo por 10 minutos, ao abrigo da luz. Os tubos
foram centrifugados a 1.300rpm durante 7 minutos, o sobrenadante desprezado por
inversao e o excesso foi retirado vertendo-se o tudo sobre papel absorvente. O pellet
foi ressuspenso em vortex e os leucécitos foram lavados com 2mL de PBS. As etapas
de centrifugacdo e descarte do sobrenadante foram repetidas. O pellet foi entdo
ressuspenso em 200ulL de PBS e, em seguida foi realizada a leitura de 50.000 eventos
por tubo no citbmetro de fluxo (BD LSRFortessa). O software BD FACSDIVA® 6.2 foi
utilizado para a aquisi¢do dos dados.

A analise dos resultados foi realizada por meio do software FlowJo®. A

estratégia de analise foi realizada conforme Figura 8.



53

1B
250K ' s 1° ' 0.438
IR 10
APN
20064 ;L
— ] T 4 —
%) 10
o 150K - - D
k] 1 o
@ r g 3
% 2 10° 5
=2 100K 5] E
g g
@ T
1 107 4
50K -~ F
| TR ' 03, " 996
0 LI Lo B LA RRLL | T T T LB RLLL | T LA L B BN RRLL | LR LA | T T T my [
0 10° 10t 10° 0 10° 10* 10°
Neutrofilos (CD16+) Neutrofilos (CD16+)
2B
250K . 1° 2.03
10" AP
200K
8 +10% o
%3 ©
S 150K b
) [
=] [&]
8 — 3
E E 10 3
3 100K 3 3
(0] g 1
o 4
50K o;
10 98
0 e e o—— -
0 102 10° 10 10° 0 107 10° 10* 10°

Monécitos (CD14+) Monécitos (CD14+)

Figura 8: Estratégias para analise da formacdo dos agregados plaquetas-leucécitos
por citometria de fluxo.

1A: Selecdo da populacdo de neutréfilos (CD16+); 1B: Percentagem de agregados plaguetas-neutrofilos- APN
(CD51/61+/ CD16+); 2A: Selegdo da populacédo de mondcitos (CD14+); 2B: Percentagem de agregados plaquetas-
monocitos- APM (CD51/61+ / CD14+).

Um total de 50.000 eventos por tubo foi obtido usando o citdmetro de fluxo. Os
resultados foram expressos como percentual da populacdo CD51/CD61+/CD14+
(APM) e CD51/CD61+/CD16+ (APN), correspondente ao quadrante superior direito-
duplo marcado.

Para a analise seletiva de neutrdéfilos e determinacdo de APN, foi constituido o
grafico com combinacédo de anti-CD16 PECy5 (ou neutréfilos, CD16+) versus SSC
(granulosidade). A populacéo de interesse (positiva para CD16) foi selecionada e, a
partir dessa, feito o grafico anti-CD16 PECy5 (ou neutrdfilos, CD16+) versus anti-
CD51/CD61 FITC (plaquetas, CD51/CD61+) para definir a percentagem de APN
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(Figura 8: 1A e 1B). Dessa forma, foi determinada a percentagem da populacao duplo-
positiva CD16+/ CD51/61+.

Para a analise seletiva de mondcitos e determinacao de APM, foi constituido o
grafico com combinacdo de anti-CD14 PE (ou monécitos, CD14+) versus SSC
(granulosidade). A populacéo de interesse (positiva para CD14) foi selecionada e, a
partir dessa, feito o gréafico anti-CD14 PE (mondcitos, CD14+) versus anti-CD51/CD61
FITC (plaquetas, CD51/CD61+) para definir a percentagem de APM (Figura 8: 2A e
2B). Dessa forma, foi determinada a percentagem da populacdo duplo-positiva
CD14+/ CD51/61+.

4.3.4 Determinacgao dos niveis plasmaticos de sE-Selectina

A determinacdo de E-Selectina soluvel no plasma foi feita por ELISA
guantitativo tipo sanduiche, utilizando-se o Kit Quantikine® ELISA sE-Selectin/CD62E
(R&D Systems Inc.®, Minneapolis, EUA; Catalogo: DUPO00), seguindo-se
rigorosamente as instru¢des do fabricante.

O principio do teste consiste na captura dos antigenos sE-Selectina presentes
nos plasmas testados por anticorpos policlonais anti-sE-Selectina, fixados na
superficie de uma microplaca. Os antigenos ndo capturados foram retirados por
lavagens sucessivas. Em seguida, adicionou-se anticorpos policlonais conjugados a
peroxidase, que se ligaram a determinantes antigénicos do sE-Selectina (capturados
na etapa anterior). Os anticorpos conjugados com peroxidase que nao se ligaram ao
foram retirados por lavagens sucessivas. A revelacdo dos antigenos capturados na
primeira etapa foi feita pela reacdo da enzima peroxidase (HRP) ligada ao anticorpo
secundario, com o substrato TMB (perborato 3,3’,5,5 tetrametilbenzidina), que gerou
um produto de coloracdo azul. Essa reacgdo foi interrompida pela adicdo de acido
sulflrico e a cor tornou-se amarela. A intensidade da cor produzida (determinada
fotometricamente) é diretamente proporcional a concentracdo de sE-Selectina na
amostra plasmatica.

As absorvancias das amostras foram determinadas utilizando-se o leitor de
microplacas VersaMaxMicroplate Reader- MOLECULAR DEVICES®. Os niveis

plasmaticos de sE-Selectina foram calculados interpolando-se as leituras das
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amostras em uma curva-padrao, construida com padrdes de concentracdo conhecida
e utilizando o software SoftMax Pro®.

Os valores de sE-Selectina encontrados pelo fabricante para amostras de
plasma de individuos saudaveis foram de 13,0 a 51,3ng/mL (29,6+9,4).

O mesmo principio do teste de ELISA é aplicavel aos demais marcadores
avaliados no presente estudo (itens 4.3.5 a 4.3.9), porém substituindo-se os antigenos

E-selectina e anticorpos monoclonais anti-E-selectin pelos demais marcadores.

4.3.5 Determinacdao dos niveis plasmaticos de VEGF

A determinacdo do VEGF plasmatico foi feita por ELISA quantitativo tipo
sanduiche, cujo principio € o mesmo descrito para sE-selectina, com as devidas
substituicdes de antigenos e anticorpos monoclonais. Foi utilizado o Kit Human VEGF
ELISA (DRG Diagnostics®, Germany; REF EIA-4819, Lote n°120822), seguindo
rigorosamente as instrucdes do fabricante.

O fabricante nédo forneceu valores de referéncia para os niveis plasmaticos do
VEGF. No presente estudo foram utilizados os valores do grupo-controle como

referéncia.

4.3.6 Determinacdao dos niveis plasméaticos de sICAM-1

A determinacdo do ICAM-1 plasmatico foi feita por ELISA quantitativo tipo
sanduiche, cujo principio € o mesmo descrito para sE-selectina, com as devidas
substituicBes de antigenos e anticorpos monoclonais. Foi utilizado o Kit Quantikine®
ELISA sICAM-1/CD54 (R&D Systems Inc.®, Minneapolis, EUA; Catalogo: DCD540;
Lote: 313330), seguindo rigorosamente as instru¢des do fabricante.

Os valores de sICAM-1 encontrados pelo fabricante para amostras de EDTA
de individuos saudaveis foram de 100 a 307ng/mL (211+42,9).

4.3.7 Determinacao dos niveis de plasmaticos de sVCAM-1

A determinacdo do sVCAM-1 plasmatico foi feita por ELISA quantitativo tipo
sanduiche, cujo principio € o mesmo descrito para sE-selectina, com as devidas
substituicdes de antigenos e anticorpos monoclonais. Foi utilizado o Kit Quantikine®
ELISA sVCAM-1/CD106 (R&D Systems Inc.®, Minneapolis, EUA; Catalogo: DVCOO;
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Lote: 313355), seguindo-se rigorosamente as instrucdes do fabricante. As amostras
de plasma colhido em EDTA foram descongeladas a temperatura ambiente para
realizagéo dos testes.

Os valores de sVCAM-1 encontrados pelo fabricante para amostras de EDTA
de individuos saudaveis foram de 341 a 897ng/mL (531+132,5).

4.3.8 Determinacdo dos niveis plasmaticos de suPAR

A determinacdo de uPAR sollvel no plasma (suPAR) foi feita por ELISA
guantitativo tipo sanduiche, cujo principio € o mesmo descrito para sE-selectina, com
as devidas substituicdes de antigenos e anticorpos monoclonais. Foi utilizado o Kit
Quantikine® ELISA Human uPAR (R&D Systems Inc.®, Minneapolis, EUA; Catalogo:
DUPO0O0), seguindo-se rigorosamente as instru¢cdes do fabricante.

Os valores de suPAR encontrados pelo fabricante para amostras de plasma de

individuos saudaveis foram de 864 a 3829ng/mL.

4.3.9 Determinac@es dos niveis plasmaticos de ADAMTS13

A determinacdo da ADAMTS13 plasmaética foi feita por ELISA sanduiche, cujo
principio € o mesmo descrito para sE-selectina, com as devidas substituicbes de
antigenos e anticorpos monoclonais. Foi utilizado o Kit IMUBIND® ADAMTS13
(Sekisui Diagnostics®, Stamford, USA; REF 813RUO, Lote n°130801), seguindo
rigorosamente as instru¢des do fabricante.

O valor de ADAMTS13 para o plasma de referéncia fornecido pelo fabricante
(controle positivo - lote 130425) era 24,0+ 3,6ng/mL, e o valor obtido no experimento
foi 22,2ng/mL. O fabricante ndo fornece valores dos niveis plasmaticos normais de
ADAMTS13.

4.3.10 Determinacédo dos niveis plasmaticos de FVW

A determinacdo dos niveis plasméticos de FVW foi feita por ELISA (enzyme
linked imunossorbent assay) tipo sanduiche, cujo principio € o mesmo descrito para
sE-selectina, com as devidas substituicdes de antigenos e anticorpos monoclonais.
Foi utilizado o Kit IMUBIND® FVW (Sekisui Diagnostics®, Stamford, USA; REF 828,

Lote n°131502), seguindo-se rigorosamente as instru¢cdes do fabricante.
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O fabricante nao forneceu valores de referéncia para os niveis plasmaticos do
FVW.

4.3.11 Hemograma completo e dosagem de creatinina dos participantes

do grupo-controle

Para os participantes do grupo controle foi realizado o hemograma completo,
utilizando a amostra colhida em EDTA, utilizando o contador automético de células
Coulter T890® e a contagem diferencial de leucdcitos foi feita por microscopia 6tica.

A dosagem de creatinina foi feita na aliqguota de soro, utilizando o conjunto
diagnéstico Creatinina Analisa® (Catalogo 335, lote 3003), por metodologia cinética
de dois pontos. As leituras das absorvancias foram feitas no espectrofotometro
BTR811 Analisa®.

Os resultados dos exames laboratoriais de rotina das criancas com DRC foram

obtidos por meio da consulta aos prontuarios clinicos.

4.4 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se os programas Prism
6.0® e MINITAB 17®. Os dados foram primeiramente submetidos a uma andlise
descritiva, tanto em conjunto como individualizados por grupos, e analisados quanto
a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk.

Os resultados entre o grupo de pacientes (DRC) e o grupo-controle saudavel
foram comparados. As variaveis que seguiram a normalidade foram submetidas ao
teste t-Student (se dois grupos) ou ANOVA/ Bonferroni (se trés ou mais grupos para
comparacao de médias). Para as variaveis nao-normais, foi realizado o teste de Mann-
Whitney (se dois grupos) ou o teste de Kruskal-Wallis, para comparacao de medianas.
O coeficiente de correlagéo de Spearman foi utilizado para medir a associacao entre
0s marcadores de ativagdo plaquetéaria e endotelial, para pacientes com DRC e para
o controle saudavel.

Dois modelos de regressao logistica binaria foram realizados para todos os
participantes para se avaliar a relacdo conjunta dos biomarcadores plaquetéarios e
endoteliais com o status doente versus ndo-doente. As curvas ROC (e a area sob a
curva) foram utilizadas para avaliar o ajuste dos modelos.

Para todos os testes, valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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5.1 Caracteristicas clinicas da populacdo estudada

O presente estudo incluiu 95 participantes, sendo 43 pacientes pediatricos com

DRC e 52 criancas e adolescentes saudaveis, pareados por idade e sexo com 0s

pacientes (como grupo controle). Os dados clinicos dos participantes estéao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos participantes do estudo.

Pardmetros Grl&?&g)Rc Grup(?lzcsozr;trole P
Idade (anos) 14 (10-15) 11 (10-14) -
Género Masculino [n (%)] 26 (60,5%) 34 (65,4%) -
Feminino [n (%)] 17 (39,5%) 18 (34,6%) -
Percentil altura 16 (3-40) 70 (57-93) 0,0141
Percentil peso 10 (0-50) 76 (42-95) 0,0049
IMC (Kg/m?) 16,20 (14,38-19,49) 19,35 (16,83-21,55) 0,0188
Presséo arterial Sistolica 107,2+12,0
Diastélica 66,3+ 11,2 ) )

Hipertens&o arterial

32 (74,4%)

Medicamentos

Uso de um ou mais hipotensores e/ou
renoprotetores [n (%)]

31 (72,1%)

IECA 23 (53,5%) - -

BRA 2 (4,7%) - .

Beta-bloqueador 1 (2,3%) - -

Antagonista de canal de célcio 5 (11,6%) - -

Diurético

19 (44,2%)

Estatinas

4 (9,3%)

Bicarbonato de s6dio

26 (60,4%)

Imunossupressores [n (%)]*

4 (9,3%)

Tratamento da anemia™

12 (27,9%)

Dados obtidos dos prontuarios médicos.

IMC: indice de massa corporal; DRC: doenga renal cronica; IECA: inibidores da enzima conversora de angiotensina; BRA:
antagonistas dos receptores de angiotensina; RFG: taxa de filtracdo glomerular. *Imunossupressores prednisona, ciclosporina
ou outros; “Uso de eritropoietina e/ou sulfato ferroso. (ns): ndo ha diferenga significativa entre os grupos
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Em relacao a etiologia da DRC, 26 pacientes (60,4%) tinham CAKUT, 9 (20,9%)

tinham glomerulopatias e 8 (18,6%) tinham DRC de etiologias distintas de

glomerulopatias ou CAKUT, todas em estagio 3 ou 4 da doenca renal.

5.2 Avaliacdo dos parametros laboratoriais

Os dados laboratoriais coletados dos prontuarios médicos dos pacientes

pediatricos com DRC, bem como os dados obtidos em laboratério para o grupo-

controle, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados laboratoriais dos participantes do estudo.

Parametros Grl(Jr?=04I§)RC Grup(c:]fsozr;trole p

N de hemécias x 109/mL e ey 0,001
Hemoglobina (g/dL) 1(2n$$)5 1(3;1":1:;:%3 <0,0001
Hematocrito (%) (gzgg) (ﬁg;‘;g) 0,192 (ns)
N° de plaquetas x 103/mL 257(‘”6:3152)3’7 273;;%1 1 0,388 (ns)
N° de leucdcitos x 103/mL 7(;19:;4;3 5(;19:512';3 0,002
RFG (mL/min/1,73m2) 40,3 ((552153')65’2) 1108 ((%1225’%‘131-0) <0,0001
Creatinina (mg/dL) Z’O(r(if;"z) 08&%&?’” <0,0001
Ureia (mg/dL) 75(’[19:52%’4

Sédio (mmol/L) 1‘&;64123;1 ]

Potassio (mmol/L) ‘zn7:12?3)7 .

Cloreto (mmol/L) 1‘2‘2;";83;8 .

Calcio (mg/dL) %fjféf )

Fosfato (mg/dL) 5’3(r(1‘i’;§'6) .

Acido drico (mg/dL) %15:311‘53 B

Colesterol total (mg/dL) 160.0 ((1ni73’§)-19513) i

Triglicérides (mg/dL) 109’0((Zf'3%‘)14310) )

Dados dos pacientes obtidos dos prontuarios médicos com os resultados da mesma data da coleta sanguinea para a pesquisa.
A variagdo do nimero de individuos (n) por grupo por analito ocorreu devido a auséncia de resultados nos prontuarios na data

dos exames. RFG: ritmo de filtrag&o glomerular. (ns): ndo houve diferenca significativa entre os grupos
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5.3 Avaliacdo dos biomarcadores de ativacdo plaquetaria P-selectina,
GPllIb/llla, GPIlla, CD40L, agregados plaquetas-leucocitos (APM e APN)

O resultado da expressdao dos marcadores de ativagdo plaquetaria e dos
agregados plaquetas-leucdcitos para os pacientes pediatricos com DRC e para o

grupo-controle estao listados na Tabela 6.

Tabela 6: Expressao dos biomarcadores de ativacao plaguetaria nos participantes do

estudo.
Grupos
Parametros DRC (n=43) Controle (n=52) P
P-selectina (%) 1,65 (1,230) 2,36 (1,897) 0,0003
GPlibllla (MFI) 3537 (1954) 3690 (1277) 0,2241
GPllla (MFI) 3222 (1984) 6765 (2006) <0.0001
CD40L (%) 0,534 (0,412) 0,422 (0,709) 0,3507
APM (%) 1,61 (0,628) 1,32 (0,438) 0,0008
APN (%) 0,217 (0,213) 0,188 (0,097) 0,1015

Dados apresentados em mediana (amplitude interquartil). Comparag6es entre os grupos realizadas por teste de Mann-Whitney.
Diferencas significativas se p< 0,05.
MFI: Intensidade Média de fluorescéncia; APM: agregados plaquetas-mondcitos; APN: agregados plaquetas-neutrdfilos.

O grupo com DRC apresentou menor expressao plaguetaria de P-selectina e
de GPllla e uma percentagem maior de agregados plaquetas-mondcitos formados em
relacdo ao grupo-controle (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica entre a expressao
de GPlIbllla, CD40L e APN, comparando-se os dois grupos.

A distribuicéo dos valores obtidos para P-selectina, GPlIbllla, GPIlla e CD40L,
bem como os valores de p representando as diferencas estatisticas entre os grupos,

estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9: Distribuicdo dos valores de expressdo dos biomarcadores de ativagéo
plaquetéaria P-selectina, GPIIb/llla, GPIlla e CD40L nos grupos DRC e controle.

(As barras horizontais representam as medianas de cada grupo. p<0,05: diferencas estatisticas entre os grupos)

A distribuicdo dos valores das percentagens de agregados plaquetas-

monaocitos (APM) e plaquetas-neutréfilos (APN) por grupo, bem como os valores de P
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representando as diferencas estatisticas entre 0s grupos, estdo apresentadas na

Figura 10.
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Figura 10: Distribuicdo dos valores obtidos para a percentagens de plaquetas-
mondcitos (APM) e plaguetas-neutréfilos (APN) nos grupos DRC e Controle.

(As barras horizontais representam as medianas de cada grupo; p<0,05: diferencas estatisticas entre os grupos)

5.4 Avaliacéo dos biomarcadores de ativacédo endotelial

5.4.1 sE-selectina, sVEGF, sVCAM-1 e sICAM-1

Os niveis plasméticos de sE-selectina, VEGF, sICAM-1 e sVCAM-1 avaliados

na DRC e controle estao listados na Tabela 7.
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Tabela 7: Niveis plasmaticos dos biomarcadores endoteliais sE-selectina, VEGF,

SICAM-1 e sVCAM-1 para o grupo com DRC e para o grupo-controle.

Grupos
Parametros DRC (n=38) Controle (n=31) P
sE-Selectina (ng/mL) 40,39 (32,95) 32,87 (15,16) 0,0005
VEGF (pg/mL) 253,7 (155,10) 111,0 (86,15) <0,0001
sICAM-1 (ng/mL) 254,1 (128,50) 202,0 (109,20) 0,0024
sVCAM-1 (ng/mL) 925,6 (340,50) 511,7 (145,20) <0,0001

Dados apresentados em mediana (amplitude interquartil). Comparacdes entre os grupos realizadas por teste de Mann-Whitney.
Diferengas significativas se p<0,05.

Os pacientes pediatricos com DRC apresentaram valores elevados em todos

0s parametros endoteliais avaliados em relagéo ao grupo-controle (p<0,05).

A distribuicdo dos resultados de sE-selectina, VEGF, sICAM-1 e sVCAM-1 por
grupo, bem como os valores de p representando as diferencas estatisticas entre os
grupos, estao apresentadas na Figura 11.
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Figura 11: Distribuicdo dos valores de sE-selectina (ng/mL), VEGF (pg/mL), sSICAM-1
(ng/mL) e sVCAM (ng/mL) para os grupos DRC e controle.

(As barras horizontais representam as medianas de cada grupo. p<0,05: diferencas estatisticas entre os grupos)
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5.4.2 suPAR, FVW e ADAMTS13

Os niveis plasmaticos dos marcadores de ativacao endotelial e hemostaticos
SuPAR, ADAMTS13, FVW e da relacdo FVW:ADAMTS13 para os participantes do
estudo estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Niveis plasmaticos dos biomarcadores endoteliais e hemostaticos suPAR,
FVW e ADAMTS13 e da relagdo FVW:ADAMTS13 nos pacientes com DRC e no
grupo-controle.

Grupos
Parametros DRC (n=38) Controle (n=31) P
SuPAR (pg/mL) 1216 (592,6) 615,8 (165,1) <0,0001
ADAMTS13 (ng/mL) 1350 (532,0) 1505 (463,0) 0,2860
FVW (mU/mL) 1196 (529,3) 882,2 (505,5) 0,0002
FVW:ADAMTS13 0,852(0,364) 0,582 (0,418) 0,0003

Wpresentados em mediana (amplitude interquartil). Comparagdes entre os grupos realizadas por teste de Mann-Whitney.
Diferencas significativas se p< 0,05.

Os pacientes pediatricos com DRC apresentaram valores elevados de suPAR
e de FVW em relacdo ao grupo-controle. Os niveis de ADAMTS13 néo diferiram entre
0S grupos, porém guando realizada a relacéo entre os niveis de FVW e ADAMTS13,
o0 grupo com DRC apresentou valores significativamente maiores em relacdo ao
grupo-controle.

A distribuicdo dos valores de suPAR, ADAMTS13, FVW e da relagéo
FVW:ADAMTS, bem como as diferencas estatisticas entre os grupos avaliados, estdo
apresentadas na Figura 12.
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Figura 12: Distribuicdo dos valores de suPAR (pg/mL), ADAMTS13 (ng/mL), FVW
(mU/mL) e relacdo FVW:ADAMTS13 para os grupos DRC e Controle.

(As barras horizontais representam as medianas de cada grupo. p<0,05: diferengas estatisticas entre 0os grupos)
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5.5 Comparacdo dos biomarcadores em relacdo ao uso dos

medicamentos antagonistas do sistema renina-angiotensina (SRA)

Os medicamentos antagonistas do SRA incluem os inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) e blogueadores do receptor de angiotensina
(BRA), e sédo utilizados ndo so para tratamento da hipertensdo como também para
controle da proteinuria e nefroprotecéo. Dos 43 pacientes avaliados, 25 faziam uso
desses medicamentos, todos em monoterapia (n=23 com IECA e n=2 com BRA).

Para avaliar a influéncia do uso dos medicamentos antagonistas do SRA nas
funcdes plaquetaria e endotelial, os pacientes foram distribuidos em dois grupos,
usuarios (SIM) e nao-usuéarios (NAO) desses medicamentos. Na Tabela 9 estdo

apresentados os resultados das andlises entre esses dois grupos.

Tabela 9: Diferencas estatisticas entre os biomarcadores em relacdo ao uso de

medicamentos antagonistas do SRA.

Uso dos antagonistas do SRA

Pardmetros Sim (n=25) N&o (n=18) p

P-selectina (%) 1,65 (1,24) 1,625 (1,37) 0,7469
GPlIbllla (MFI) 3483 (1527) 3557 (1965) 0,5821
GPllla (MFI) 3042 (1600) 3937 (3540) 0,2824
CDA40L (%) 0,619 (0,515) 0,4705 (0,2588) 0,2328
APM (%) 1,72 (0,622) 1,385 (0,615) 0,0718
APN (%) 0,218 (0,221) 0,216 (0,155) 0,4464
sE-Selectina (ng/mL) 38,39 (27,46) 49,34 (51,5) 0,0370**
VEGF (pg/mL) 227,1 (145,4) 266,9 (154,5) 0,3593
sICAM-1 (ng/mL) 274,1 (116,2) 234,5 (189,7) 0,2433
SVCAM-1 (ng/mL) 928,2 (462) 919,7 (334,4) 0,4926
SUPAR (pg/mL) 1251 (643,7) 1178 (514,0) 0,8339
ADAMTS13 (ng/mL) 1407 (401) 1131 (641) 0,0980
FVW (mU/mL) 1091 (433,9) 1385 (409,0) 0,0102**
FVW:ADAMTS13 0,8090 (0,405) 0,9870 (0,441) 0,0032**

Dados apresentados como médiatdesvio-padrdo se distribuicdo segue a normalidade. Valores em mediana (amplitude
interquartil). SRA: sistema renina-angiotensina; FVW (fator de von Willebrand). **: diferenca significativa entre usuarios e néo-
usuarios dos inibidores do SRA (p<0,05).
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De todas as variaveis, somente a sE-selectina, o FVW e a relacao
FVW:ADAMST13 apresentaram reduzidos nos pacientes que faziam uso de
antagonistas do SRA.

5.6 Analises de Correlacao

As correlagfes (Spearman) entre as variaveis obtidas no presente estudo foram
testadas para todos os participantes, e também isoladamente para o grupo-controle e
para o grupo com DRC. O objetivo dessa analise foi verificar se as variaveis possuiam
associacdo em sua producao ou expressao.

No APENDICE 3 estfo apresentadas todas as correlacdes obtidas de todos os
participantes e por grupo (DRC e Controle), bem como seus niveis de significancia.
Como o numero de correlacdes foi bastante extenso, para possibilitar interpretacao
dos resultados, a representacao das correlagdes foi realizada com os biomarcadores
de ativacdo plaquetaria, o RFG, FVYW e ADAMTS13 em uma analise e o0s
biomarcadores de ativacdo endotelial, RFG, FVW, e ADAMTS13 em outra andlise.
Nas Figuras 13 e 14 podem ser visualizadas as redes de correlacdes entre esses

biomarcadores.
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ADAMTS13

GPlibllla

Figura 13: CorrelagBes (Spearman) entre os marcadores de expressao plaquetaria,
FVW, ADAMTS13 e RFG.

Foram consideradas correlagdes significativas se p<0,05, com coeficiente r de 0,2 a 1. As linhas sélidas
representam correlacéo positiva. As linhas pontilhadas representam correlagcao negativa.

Figura 14: Correlacdes (Spearman) entre os marcadores de ativagcdo endotelial, FVW,
ADAMTS13 e RFG.

Foram consideradas correlagdes significativas se p<0,05, com coeficiente r de 0,2 a 1. As linhas sdlidas
representam correlacéo positiva. As linhas pontilhadas representam correlag@o negativa.
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5.7 Anélises de Regressao Logistica

Para avaliar a relacédo conjunta dos biomarcadores estudados e a presenca da
DRC, dois modelos de regressao logistica binaria foram ajustados para a condicao do
paciente (DRC, ndo-DRC) como variavel resposta, baseado nos critérios de
diagnoéstico da doenca, considerando os valores de RFG e marcadores plaquetarios
(ou marcadores endoteliais) como variaveis explicativas.

Para os marcadores plaquetarios, o modelo final manteve os parametros
GPllla, CD40L e P-selectina. A P-selectina, embora tenha apresentando coeficiente
de regressao com p=0,11, foi mantida no modelo, uma vez que se mostrou importante
teoricamente e melhorou o ajuste (p<0,05 no Teste de bondade de ajuste de Hosmer-
Lemeshow). Este modelo estima a probabilidade n= de um paciente ser doente por
meio da equacédo ajustada

n=[1+e-(7:15:0,02793x-0,000856y+3,192-0,734W)]-1 (Eq, 1),
onde x é o valor de RFG, y o valor de GPllla, z o valor de CD40L e w o valor de P-
selectina. Por esta equagao, um paciente seria classificado como “potencial doente”
para valores altos de .

Como demonstrado na Figura 15, o boxplot desta probabilidade calculada
mostra que ela é marcadamente mais elevada nos pacientes com DRC. A curva ROC
mostra que este modelo tem alta capacidade preditiva (area sob a curva ROC igual a
0,922). O melhor ponto de corte (cut-off) foi 0,350, que gerou uma classificacdo com

sensibilidade igual a 0,829 e especificidade igual a 0,962.
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Figura 15: Curva ROC e boxplots de probabilidade estimada de DRC do modelo de
regressao logistica com biomarcadores de ativacdo plaquetaria (GPllla, CD40L, e P-
selectina) e RFG.

AUC: area sob a curva.

Para os marcadores endoteliais, 0 modelo final manteve os parametros suPAR,
o FVW, o VCAM (p=0,51 no teste de bondade de ajuste de Hosmer-Lemeshow). Este
modelo estima a probabilidade de um paciente ser doente por meio da equacao
ajustada:

n=[1+e-(12,88+0,00506x+0,00783y+0,002842)]-1 (E(j. 2),
onde x é o valor de VCAM, y é o valor de suPAR, z € o FVW. Por esta equagdo, um
paciente seria classificado como “potencial doente” para valores altos de .

Como demonstrado na Figura 16, o boxplot desta probabilidade calculada
mostra que essa foi marcadamente mais elevada nos pacientes com DRC. A curva
ROC mostra que este modelo tem alta capacidade preditiva (area sob a curva ROC
igual a 0,964). O melhor ponto de corte (cut-off) foi ©>0,575, que gerou uma

classificagdo com sensibilidade igual a 0,921 e especificidade igual a 0,968.
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Figura 16: Curva ROC e boxplots de probabilidade estimada de DRC do modelo de
regressao logistica com biomarcadores de ativacao endotelial (SUPAR e FVW) e RFG.

AUC: area sob a curva.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliadas 95 criancas e adolescentes, sendo 43
portadoras de DRC e 52 criancas e adolescentes saudaveis, pareados por idade e
sexo com 0s pacientes (grupo controle).

As criancas e adolescentes com DRC foram distribuidas em grupos de acordo
com a etiologia da DRC: Glomerulopatias, CAKUT e outras etiologias. No entanto, nédo
foram encontradas diferencas estatisticas entre os biomarcadores avaliados no
presente estudo. Dessa forma, foi possivel verificar que as etiologias ndo foram

relevantes para originar diferencas nas moléculas estudadas.

6.1 Caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes pediatricos com
DRC

A analise percentual dos 43 pacientes pediatricos com DRC em estagio
avancado pré-dialise evidenciou que 9 (20,9%) eram portadores de glomerulopatias,
26 (62,4%) portadores de CAKUT e 8 (14,8%) portadoras de DRC por etiologias
distintas de glomerulopatias ou CAKUT.

Em concordancia com outros estudos na literatura, no presente estudo foi
obtida maior porcentagem de criancas portadoras de CAKUT em relacdo as outras
etiologias da DRC 2% # 31, Dados semelhantes, relativos a frequéncia das
glomerulopatias e de CAKUT na Unidade de Nefrologia Pediatrica do HC/UFMG,
foram obtidos para a populacdo americana em 2008 2 e também para a populacéo
pediatrica brasileira em didlise cronica em 2015 6.

Dentre os portadores de CAKUT, o refluxo vesicoureteral foi a malformagéo
mais comum, tendo sido diagnosticado em 7 criancas (16,2%). Esse dado esta de
acordo com outro estudo, realizado com levantamento de dados entre 1969 e 2002
nessa mesma Unidade de Nefrologia Pediatrica, que incluiu as criancas e
adolescentes com o mesmo perfil clinico-laboratorial dos integrantes do presente
estudo %0, A segunda causa mais frequente de CAKUT foi a valvula de uretra

posterior, diagnosticada em 6 pacientes (13,9%).
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Com relagcéo ao género dos pacientes com DRC, houve maior ocorréncia da
doenca no género masculino, com um percentual de 60,5%. O percentual de meninos
por etiologia da doenca foi 73% para os pacientes com CAKUT, 60% para
glomerulopatias, 25% para 0s pacientes com outras etiologias. A maior porcentagem
de participantes do género masculino esta de acordo com outros relatos da literatura
e, provavelmente, reflete a maior incidéncia de CAKUT em meninos 2 4. Dados da
populacdo pediatrica brasileira em didlise crbnica revelaram uma prevaléncia de
52,5% de meninos e, também, maior percentual de meninos com CAKUT. As
alteracdes genéticas relacionadas ao CAKUT ainda ndo sdo capazes de explicar a
diversidade fenotipica das malformacdes?4t 142,

A mediana da idade dos pacientes com DRC do estudo foi de 14 (10,0-15,0)
anos. A mediana dos percentis de altura e peso para os pacientes com DRC foram
15,5e 10,0, e para as criancas saudaveis foram 70,5 e 75,5. O retardo do crescimento,
que resulta em baixa estatura, é relatado na populagdo pediatrica com DRC 44 No
conjunto, 32,5% dos pacientes com DRC apresentavam altura inferior ao percentil 5
para género e idade, indicando baixa estatura. E possivel inferir a magnitude desses
percentuais pela comparacdo com o grupo-controle, no qual apenas 3,8% das
criancas e adolescentes apresentavam baixa estatura.

O retardo no crescimento de criancas e adolescentes com DRC estéa associado
a varios fatores, principalmente por anormalidades do eixo GH-sistema IGF (hormdnio
de crescimento, fatores de crescimento insulina-simile ou insulin-like growth factors),
prematuridade, acidose metabdlica cronica, uso de corticosteroides, dieta inadequada
e as perdas de massa muscular e 6éssea *3. A acidose e a uremia podem contribuir
para o retardo no crescimento por atuar no eixo GH-IGF, reduzindo a secrecdo do GH
e os niveis de IGF-1. Além disso, a acidose causa resisténcia aos efeitos anabolicos
do GH, suprime a sintese de albumina e promove o catabolismo proteico 44,

A hipertenséo constitui uma comorbidade frequente, tanto em adultos quanto
na populacdo pediatrica com DRC, e em muitos casos contribui para a progressao da
doenca *°. Dos 43 pacientes com DRC do estudo, 31 (72,1%) utilizavam algum tipo
de medicamento hipotensor e 11 (25,5%) apresentaram, no Ultimo atendimento
médico, nivel pressorico (sistolico ou diastélico) superior ao percentil 95 recomendado
por idade, género e altura. Considerando a definicdo de hipertensdo como nivel
pressorico (sistolico ou diastolico) superior ao percentil 95, recomendado por idade,

género e altura, no ultimo atendimento médico e/ou uso de medicamento hipotensor,
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72,1% (n=31) dos pacientes pediatricos avaliados eram considerados hipertensos. De
forma semelhante, um estudo coorte Chronic Kidney Disease in Children Study
(CKiD), realizado nos Estados Unidos e no Canada, revelou que 47% das criangas
eram hipertensas e 64% faziam uso algum medicamento hipotensor43,

A Kidney Disease Outcome Quality Initiative (KDOQI) recomenda que a
populacao pediatrica com DRC mantenha a pressao arterial inferior a 130/80mmHg
ou ao percentil 95 para idade, género e altura, o que for menor, a menos que haja
alguma recomendacdo médica especifica 4. Cabe ressaltar que, embora a
hipertensédo arterial ndo seja uma causa frequente de DRC em criangas, € uma
comorbidade que usualmente acompanha a doenca e acredita-se que tenha grande
influéncia na sua progressao. Criangas hipertensas com DRC possuem risco elevado
de progresséo da doenca em relacdo as ndo hipertensas 2’.

Admite-se que a progressao da DRC em pacientes hipertensos seja atribuida
a diversos mecanismos inter-relacionados, especialmente o SRA. Esse sistema
influencia a progresséo da lesao renal principalmente pelo aumento da formagéo de
angiotensina Il no tecido renal. A producdo local de angiotensina Il induz
vasoconstricdo predominante da arteriola renal eferente, o que eleva a presséo
intraglomerular e, consequentemente, desencadeia hiperfiltracdo, proteindria e a
liberacdo de marcadores de inflamacéo e fibrose. Esses mecanismos determinam um
ciclo vicioso que promove a leséo renal progressiva. Dessa forma, medicamentos que
atuam nesse sistema sdo amplamente recomendados no tratamento de pacientes
hipertensos com DRC 145 146,

A ativacdo da via classica do SRA, formada pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), angiotensina 1l e seu receptor do tipo 1 (ATi), promove
hipertenséo sistémica e no capilar glomerular, o que pode produzir lesdo no endotélio
vascular e no glomérulo. As acbes pro-fibroticas e pro-inflamatoérias diretas da
angiotensina Il e da aldosterona também podem promover lesdes renais. Dessa
forma, os medicamentos inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) e
0s antagonistas do receptor AT1 da angiotensina Il (BRA) séo utilizados também no
tratamento complementar da DRC, ndo apenas para diminuir a incidéncia de leséo
renal causada pela hipertensdo, como também reduzir a proteinaria e assim retardar
a perda de funcao renal % %3, De fato, 2 (4,6%) das criangcas com DRC avaliadas no

presente estudo estavam em uso de BRA e 23 (52,5%) usavam IECA.
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A mediana do RFG calculada para as criancas com DRC foi significativamente
inferior & mediana da taxa calculada para as criancas saudaveis (40,3 e 110,8,
respectivamente, P<0,0001), como esperado. Sabe-se que com a deterioracdo da
funcdo renal, um nimero menor de néfrons fica responsavel pela funcdo dos rins, o
que resulta em aumento da pressdo de filtracdo glomerular e hiperfiltracdo. A
hipertensédo intraglomerular eleva a pressdo de filtracdo e a proteindria, o que
predispbe a deposi¢cdo de matriz mesangial, fibrose intersticial e glomerulosclerose,
acelerando a progressdo da DRC 47 148 Admite-se que diversas anormalidades
clinicas e metabdlicas acompanham a deterioracdo da funcéo renal e, em geral, a
reducado da funcao renal esta associada a gravidade e prevaléncia dessas alteracfes
149.

No presente estudo, 6 das 43 criangas com DRC (13,9%), faziam tratamento
com eritropoietina. Nesse, 11 criancas (20%) estavam em tratamento com sulfato
ferroso. Do total de criancas com DRC, 18 (41,8%) apresentaram niveis de
hemoglobina inferiores ao preconizado para idade e género, segundo a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), no ultimo exame laboratorial.

Com a progressdo da DRC, frequentemente se instala a anemia, e sua
investigacdo deve ser feita com rigor em todos os pacientes com RFG inferior a
60mL/min/1,73m?2. A principal causa de anemia em pacientes com DRC é a reducéo
dos niveis de eritropoietina, uma vez que o rim € o principal responsavel pela sintese
desse hormonio 44. Outras causas podem ser a deficiéncia absoluta ou funcional de
ferro, que esta presente em 30% a 50% dos pacientes com DRC, perda sanguinea,
hiperparatireoidismo, estado inflamatério, diminuicdo da meia-vida das hemacias, e
deficiéncia de acido félico e/ou vitamina B12 0. Para a populacéo pediatrica ainda
nao esta definido qual o limiar do RFG que determina o declinio dos niveis de
hemoglobina. Os critérios para a reposi¢do com eritropoietina recombinante (epoetina
alfa), estabelecidos pelo MS/ Brasil, sdo niveis de hemoglobina e hematdcrito
menores que 10mg/dL e 30% respectivamente, e em pacientes com DRC em estagios
3 a 5 L. No entanto, sabe-se que as criancas seriam beneficiadas pelo uso antes
desse limiar 152,

A avaliagdo da anemia em criangcas com DRC assume grande importancia pela
associacdo dessa a limitacédo da atividade fisica e efeitos adversos sobre a qualidade
de vida e aumento da mortalidade %3, O estudo de Staples et al.?” revelou que criancas

com registro de anemia possuiam um aumento de 52% do risco de progressdo da
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DRC em comparagdo com aquelas sem anemia. Admite-se que o tratamento de
fatores de risco como anemia, hipoalbuminemia, hiperfosfatemia, hipocalcemia,
hipertenséo e a baixa estatura ameniza a progressédo da DRC na populacao pediétrica
27_

Das criancas com DRC avaliadas, 26 (60,4%) estavam em tratamento para
acidose metabolica com bicarbonato de sodio. A acidose metabdlica € outra
comorbidade clinica observada com frequéncia em pacientes com DRC. Essa
condicao é consequente a reducdo da filtragdo glomerular, reducédo da excrecéo de
hidrogénio e redugédo do gas carbdnico (CO2) plasmatico total, em decorréncia da
perda da funcéo renal. Isso pode afetar a mineralizacdo 6ssea, inibir a atividade dos
osteoblastos e estimular a acdo dos osteoclastos, induzir o catabolismo de proteinas,
inibir a absorcao do calcio obtido da dieta e limitar o crescimento da crianga 44. Sabe-
se que a acidose metabdlica piora com a reducdo do RFG, contribuindo para a
deficiéncia no crescimento em criancas, bem como a perda de massa 0ssea e
muscular. A dieta suplementada com bicarbonato pode retardar a progresséo da DRC
154.

Sabe-se que as dislipidemias constituem fatores de risco para ocorréncia de
doencas cardiovasculares na populacéo geral e em adultos com DRC. Na populagéo
pediatrica, especialmente nas criancas afetadas por DRC, as evidéncias dessa
associacao sado escassas devido ao tempo reduzido de acompanhamento em estudos
observacionais e ensaios clinicos !*. No entanto, tem sido observado que nas
sindromes nefréticas é comum o aparecimento das dislipidemias 4% >, Admite-se que
a dislipidemia na infancia participe da patogénese da aterosclerose e que o processo
aterosclerotico na DRC é acelerado pelo metabolismo lipidico alterado e outros fatores
de risco aterogénico. Dessa forma, pacientes pediatricos com DRC tém risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares na idade adulta. A prevaléncia de
hipercolesterolemia em criancas com DRC varia de 39 a 65%*°°.

Dos 43 pacientes do presente estudo, 15 (34,9%) apresentaram colesterol total
superior a 170mg/dL no ultimo exame laboratorial. Dos pacientes avaliados, 13
(30,2%), apresentaram niveis de triglicerideos superiores a 130mg/dL no udltimo
exame laboratorial. A Kidney Disease Improving Global Outcomes - KDIGO
recomenda que o tratamento para hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia em
criancas seja primeiramente realizado com restricdo lipidica e orientacao dietética,

além do controle da obesidade com regimes de perda de peso, se necessario. A
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restricdo de gordura na dieta € segura em criancas, sem efeitos adversos no
crescimento e desenvolvimento. No entanto, as dietas ndo devem ser utilizadas em
todos os pacientes para ndo resultar em desequilibrio nutricional. As causas
secundarias de dislipidemias também devem ser tratadas antes da terapia com

estatinas 1%°,

6.2 Avaliacdo dos biomarcadores de ativacdo plaquetéria P-selectina,
GPllb/llla, GPllla e CD40L

Sabe-se que a P-selectina é uma glicoproteina encontrada nos granulos alfa
plaguetarios e expressa na membrana das plaquetas, sendo utilizada como marcador
de ativacdo plaquetaria. Quando ativadas, h& distribuicdo da P-selectina para a
superficie plaquetaria, para a ligacdo a receptores de neutrofilos e mondcitos,
promovendo o recrutamento dessas células para os sitios inflamatérios*°®,

No presente estudo, a expressao percentual de P-selectina nas plaquetas foi
menor quando avaliados todos os pacientes com DRC em relagdo ao grupo-controle
(Tab. 6, Fig. 9A). Van Bladel et al. 15" também encontraram uma reduc¢é&o na expressao
de P-selectina e uma baixa reatividade plaquetaria, ap6s estimulo com agonistas, em
pacientes com DRC comparando-se a individuos saudaveis. Uma provavel justificativa
para a reducdo na expressao de P-selectina é a deficiéncia dos granulos alfa,
consequente ao estado urémico caracteristico da DRC %7, Schoorl et al.1® em um
estudo da morfologia dos granulos plaquetarios detectaram um padréo anormal de
granulos alfa em pacientes com insuficiéncia renal, mostrando reducéo quantitativa e
qualitativa desses, quando comparados a individuos saudaveis.

A ativagéo plaquetéria estimula a translocagéo da GPIIb/llla para a membrana,
aumentando a agregacdo das plaguetas "3 % 156 A literatura sugere que o aumento
da expressao de GPIlIb/llla correlaciona-se com a ativacao plaquetéria, e pode ser util
para demonstrar a atividade pro-trombética em algumas condigdes clinicas, como na
angioplastia coronaria, pré-eclampsia e doenca falciforme 1%°. No entanto, no presente
estudo a expresséo de GPIlIb/llla (CD41a) nao diferiu entre os grupos com DRC e
controle (Tab. 6, Fig. 9B). Em concordancia, Moal et al. 1% também n&o obtiveram
diferenca na expressdo de GPIlIb/llla nas plaquetas de pacientes adultos com DRC

em tratamento conservador e em hemodialise, sem estimulo prévio das plaquetas,
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como no presente estudo, comparando-se com individuos controle. Porém, apos
estimulo com agonistas como ADP, esses pesquisadores obtiveram uma expressao
mais baixa de GPIIb/llla nos pacientes em relacdo ao controle saudavel.

Kozek-Langenecker et al. 16 encontraram uma reducdo da expressdo de
GPlIb/llla em pacientes urémicos, comparando a individuos saudaveis. Propuseram
gue essa reducdo resultou da ocupacdo desses receptores por proteinas adesivas
antes da ativacdo plaquetéria. Dessa forma, essas proteinas bloqueariam a ligacéo
do fibrinogénio intacto as plaquetas apds a estimulacdo, o que contribuiria para a
disfuncéo plaquetaria na DRC. Liani et al.'®! avaliaram pacientes em hemodialise com
trombose de fistula e detectaram maior expressao de GPlb e GPIIb/llla. Concluiram
qgue a ativagdo maior das plaquetas provavelmente contribuiu para a obstrucdo do
acesso vascular.

No presente estudo, apesar de nao ter sido obtida diferenca para o complexo
GPIlIb/llla, comparando-se o grupo com DRC com o controle, a expressao de GPllla
foi menor no grupo com DRC (Tab.6, Fig. 9C).

Sabe-se que a GPllla é uma glicoproteina transmembrana, integrina (3,
expressa constitutivamente em plaquetas, megacariocitos, osteoclastos e endotélio.
Essa GP associa-se a GPIlb para formar o complexo GPIIb/llla, o qual medeia a
agregacdo entre as plaquetas ativadas, e ao CD51 para formar o complexo
CD51/CD61, um receptor de vitronectina. Além disso, na lesdo vascular a GPllla
exerce outras fungles, incluindo a ligagcdo ao fibrinogénio, fibronectina, FVW, e
trombospondina, para mediar o processo de adeséo das plaguetas ao subendotélio%%
163,164 Uma vez que a GPllla atua em outros processos, ndo apenas na ligacéo a
GPllIb, a expressao reduzida dessa, sem uma diminuigcdo concomitante do complexo
GPIllIb/llla, permite inferir um comprometimento nas funcdes plaquetarias distintas da
agregacao entre as plaquetas.

No presente estudo, a reducéo da expressao de P-selectina e GPllla no grupo
com DRC em relacdo ao controle permite inferir uma deficiéncia da ativacao
plaguetaria nessa doenca. Kyrle et al. 155 propuseram que a expresséao reduzida tanto
de P-selectina como de GPIIb/llla em seu estudo poderia ser decorrente do defeito na
liberacdo dos granulos alfa em situacdes de uremia, 0 que explicaria a menor
expressado da P-selectina na DRC.

A expressao de CD40L nao diferiu entre os grupos com DRC e controle (Tab.

6, Fig. 9D). O CDA40L e seu receptor CD40, sdo moléculas co-estimulatérias da familia
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do fator de necrose tumoral (TNF) e tém um papel importante na modulacdo da
resposta imune e a inflamacédo 1%. O CD40L plaquetario € um indutor potente de
processos inflamatérios pro-aterogénicos e aumenta a interacdo entre as plaquetas,
leucécitos e o endotélio. Além disso, o CD40L plaquetario altera a homeostasia de
células T e sua resposta inflamatéria, promovendo ainda mais aterogénese %7. O
CD40L e rapidamente expresso na superficie plaguetaria apds a estimulacdo. Uma
vez expresso, ele é subsequentemente clivado em um periodo de minutos a horas,
gerando fragmentos sollveis designados por sCD40L 8. Estudos sobre a distribuicéo
celular do CD40L indicam que 95% do CD40L circulantes é proveniente das
plaguetas, o que sugere gque o entendimento dos eventos estimuladores de plaquetas
devem consider a funcdo biolégica e patolégica do CD40L. Sua forma soluvel
(circulante), sCD40L, também tem sido avaliada no plasma como marcador de risco
aterosclerético. Malyszko et al. 6° detectaram maior agregacéo plaquetaria associada
a niveis elevados de sCD40L em pacientes em tratamento dialitico, e propuseram que
0 sCD40L pode ser atil como biomarcador prognéstico de risco cardiovascular em
pacientes com DRC em estagio final.

O resultado do presente estudo permite inferir que a expressao de CD40L nos
pacientes com DRC nédo esta alterada (em relacdo aos controles saudaveis) pela
menor ativacdo plaquetaria decorrente do estado urémico observado nesses
pacientes. Essa premissa é compativel com a menor expressao de P-selectina e
GPllla em relacdo ao grupo-controle. No entanto, ndo se pode descartar a clivagem
rapida desse receptor antes da fixacdo das plaquetas apés a coleta do sangue (que
foi feita em até duas horas). Dessa forma, a avaliacdo da forma soluvel do CD40L
seria um melhor indicador de risco nos pacientes com DRC.

Analisados em conjunto, os resultados da expressdo dos marcadores de
ativacdo plaquetaria em criancas e adolescentes com DRC, no presente estudo,
sugerem uma reducdo da ativacdo das plaquetas, em relacdo ao grupo controle,
apesar do perfil pré-inflamatério desses pacientes demonstrado em outros estudos*®
15 %4 No entanto, ndo se pode descartar a interferéncia do fibrinogénio ou seus

fragmentos na ativacdo plaquetéaria, ao bloquear os receptores de superficie.
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6.3 Avaliacdo da formacao de agregados plaquetas-mondcitos (APM) e

plaquetas-neutréfilos (APN)

A percentagem de APM foi maior no grupo com DRC em relagdo ao grupo-
controle (Tab. 6, Fig. 10).

Sabe-se que a adesédo de plaguetas ativadas por meio da P-selectina, GPIb e
GPIlIb/llla ao endotélio vascular induz a expressao de mais moléculas de adeséao, tais
como VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, quimiocinas e metaloproteinases de matriz.
Essas moléculas facilitam o recrutamento de leucdcitos para o local da lesao vascular
e formam os agregados de plaquetas-leucocitos (APL). As plaquetas se ligam ao
receptor PSGL-1 nos leucaocitos, por meio da P-selectina, e esses agregados induzem
a producéo de quimiocinas e citocinas, ativando mais leucocitos¢”: 170,

Os APL constituem uma superficie de ancoragem para células inflamatorias, e
secretam diferentes proteases que aumentam a adesao plaquetaria dependente do
FVW 171 As interacbes plaquetas-monécitos sdo importantes na regulacdo da
ativacéo e secregdo de IL1, CXCL8, CCL2 e fator tecidual pelos mondcitos 2. Sabe-
se que a ativacdo exacerbada de mondcitos pode contribuir para a secre¢éo elevada
de quimiocinas no tecido renal, como demonstrado por Vianna et al. °, que
detectaram niveis urinarios elevados de CCL2 em pacientes pediatricos com DRC em
tratamento conservador, em comparacao aos controles saudaveis.

Para a percentagem de APN, n&o houve diferenca significativa entre os grupos
(Tab. 6, Fig 10). Tem sido admitido que a avaliacdo de APM circulantes pode ser um
indicador mais sensivel de ativacao plaquetaria in vivo do que APN. Além de refletirem
a ativacao plaquetaria, os APM tém também um papel relevante na inducdo da
ativacdo de outras plaguetas e mondcitos, a partir da expressdo e secrecdo de
citocinas, e ativacdo da cascata de coagulacdo 3. As plaquetas ligam-se aos
neutrofilos em menor extensdo do que aos mondcitos, determinam a secre¢cédo de
ativadores do endotélio e facilitam a estagnacdo dos neutrofilos nos pequenos vasos
172 Ahn et al. 173 verificaram que em situacdes de shear stress, ha um recrutamento
preferencial de mondcitos do que de neutrofilos pelas plaquetas ativadas para a
formacao de agregados.

Ashman et al. 1! avaliaram a percentagem de plaquetas-leucécitos (APM e
APN) em pacientes em dialise peritoneal e hemodialise, como um potencial fator de

risco cardiovascular. Esses pesquisadores detectaram um aumento de APM nos
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pacientes em estagio final da doenca renal em relagdo ao grupo-controle, e
associaram esses achados a um risco maior de doenca cardiovascular. Sugeriram
ainda que a percentagem de APM poderia determinar um mecanismo pelo qual os
monacitos e plaquetas sdo ativados e promovem a aceleragcdo da aterosclerose em
pacientes urémicos.

No presente estudo, contrariamente aos dados obtidos para avaliacdo de
glicoproteinas de superficie plaquetaria, a obtencéo de percentagem elevada de APM
sugere maior ativagcdo plaquetaria nos pacientes com DRC em relagdo ao controle.
Sabe-se que a formacéo dos APL ocorre, inicialmente, pela ligacao de P-selectina aos
receptores PSGL-1 nos leucécitos. Um segundo evento de ligacdo da integrina Mac-
1 (amB2, CD11b/CD18) estabiliza o complexo, que € crucial para a permanéncia de APM
na circulacéo & 174 175 Admite-se que, em presenca de CD40L ou de fibrinogénio, a
formacdo de APM se d& pela via da Mac-1, independente da participacdo das
selectinas 174 175 Michelson et al. 13 propuseram que as plaquetas degranuladas
podem perder P-selectina rapidamente, mas continuariam a funcionar sob forma de
APM. Dessa forma, pode-se inferir que, como a formacdo de APM e ativagcao
plaquetéria ainda ocorre, apesar da baixa expressao de P-selectina e GPllla, podendo
permanecer o risco cardiovascular nos pacientes pediatricos com DRC.Melohrar a

redacao! Esta sem sentido!

6.4 Avaliacdo dos biomarcadores de ativacdo endotelial

6.4.1 sE-selectina, VEGF, sVCAM-1 e sICAM-1

As criancas e adolescentes com DRC apresentaram niveis plasmaticos
elevados de sE-selectina em relagéo ao grupo-controle (Tab. 7, Fig.11A). Malatino et
al. 17® avaliaram os niveis plasmaticos de sE-selectina em pacientes com DRC em
estagio final e também encontraram niveis significativamente elevados em relagéo a
individuos saudaveis. Esses pesquisadores demonstraram, por meio da curva de
Kaplan-Meyer, que a sE-selectina constitui um fator de risco independente de
mortalidade e risco cardiovascular fatal e ndo fatal nesses pacientes. Stam et al.1”’
verificaram que o grau de disfuncéo renal foi associado aos marcadores de disfungao
endotelial e de atividade inflamatoria: FVYW, PCR, sICAM-1, sVCAM-1, tPA, PAI-1 e
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sE-selectina. Ito et al.!’”® demonstraram que as toxinas urémicas estimulam a
expressao de sE-selectina e o stress oxidativo in vitro e in vivo em células endoteliais
e, portanto, promovem maior interacdo entre os leucécitos e o endotélio. Estes
investigadores sugeriram a agao das toxinas urémicas na promoc¢ao da inflamacao
vascular em pacientes com disfuncao renal.

Em relacdo ao VEGF, também foram obtidos niveis elevados nos pacientes
pediatricos com DRC em relac&o aos controles (Tab. 7, Fig.11B). Em concordéancia,
Pawlak et al. " verificaram que pacientes com DRC apresentaram niveis plasmaticos
elevados de VEGF que correlacionaram com o grau da disfuncao renal. Kolseth et al.
179 investigaram mediadores inflamatérios, moléculas de adesédo e marcadores de
disfuncdo endotelial em pacientes com e sem nefropatia diabética e encontraram
niveis plasmaticos elevados de VEGF e outros mediadores nos pacientes com
nefropatia. Ressaltaram a importancia da inflamacdo e da disfuncdo endotelial nos
pacientes com o RFG reduzido.

Sabe-se que o VEGF é uma proteina multifuncional capaz de estimular a
proliferacdo e diferenciacdo, bem como inibir a apoptose de células endoteliais,
aumentar a permeabilidade vascular, mediar a vasodilatacdo dependente do
endotélio, promover a quimiotaxia de mondcitos e a expressdao de moléculas de
adesdo 110 180 Nos rins, esse fator de crescimento é produzido pelos poddcitos. A
regulacdo de sua sinalizacao é necessaria para o desenvolvimento e manutencéo da
barreira de filtracdo glomerular e regulacdo adequada da proliferacdo do endotélio
glomerular na angiogénese. Nos glomérulos normais, um estreito equilibrio € mantido
entre as isoformas de VEGF produzidas pelos poddcitos, e os receptores de VEGF
(VEGFR), expressos pelo endotélio glomerular, células mesangiais e poddcitos. A
doenca renal ocorre quando esse equilibrio homeostatico € perturbado, resultando na
sinalizacdo inadequada de VEGF/ VEGFR, promovendo lesdo da estrutura
glomerular, tubular e comprometimento da filtragéo 8.

Os niveis plasmaticos de sICAM-1 também foram maiores na DRC em relagéo
aos controles (Tab. 7, Fig.11C). Upadhyay et al. 182 avaliaram diversos biomarcadores
inflamatorios e endoteliais e verificaram niveis elevados de sICAM-1, correlacionados
a reducdo da funcdo renal e ao maior grau de albuminuria. Paradoxalmente, Chen et
al.’®3 ndo obtiveram aumento de sICAM-1 nos pacientes com DRC em relacdo aos
controles. Stenvinkel et al. 1° sugeriram que os niveis de sICAM-1 seriam fatores

preditores independentes de mortalidade nos pacientes com DRC e em
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transplantados renais, com prognostico de mortalidade e com o risco cardiovascular,
independentes da funcdo renal. Tumur et al. ¥ observaram que a toxina urémica
sulfato de indoxil aumentou a expresséo endotelial de ICAM-1 e da quimiocina CCL2,
e sugeriram mais uma acgdo dessas toxinas no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares em pacientes com DRC.

Os niveis plasmaticos de sVCAM-1 também foram mais elevados na DRC no
presente estudo (Tab.7, Fig.11D). Wang et al. 18 comprovaram, pela curva de Kaplan-
Meyer, que o sVCAM-1 apresentou associacdo forte com o risco de evento
cardiovascular fatal em pacientes em dialise peritoneal. Esses pesquisadores
detectaram, ainda, uma correlacédo negativa entre os niveis plasmaticos de sVCAM-1
e a funcao renal residual.

Moléculas de adesdo como a E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 orientam o
processo de adesdo e migracao de leucdcitos ao espaco subendotelial, o que é
fundamental na formacdo das lesGes ateroscleréticas'®s. Sabe-se que a disfuncéo
endotelial e a inflamacéo crbnica, dois fendmenos importantes na aterogénese, estéo
presentes na doenga renal terminal 1’7, Apesar das condi¢des clinicas e considerando
gue os guimioatraentes distintos induzem a expresséo distinta desses receptores 105,
os resultados do presente estudo mostraram um comportamento semelhante dos
niveis de sk-selectina, VEGF, sVCAM-1 e sICAM-1, sendo mais elevados nos grupos
com DRC em relacdo ao controle, o que sugere maior ativacdo endotelial nos
pacientes pediatricos com DRC em estagios avancados pré-dialiticos.

Em concordancia com os resultados do presente estudo, Stenvinkel et al. 103
encontraram niveis plasmaticos elevados de sVCAM-1, sICAM-1 e sE-selectina em
adultos com DRC em pré-dialise e em didlise, quando comparados a individuos
saudaveis. Houve correlagdo com o processo inflamatorio (avaliado pelos niveis
elevados de PCR), com o risco de doengas cardiovasculares e com o grau de
subnutricdo. Chen et al.'8 também encontraram niveis plasmaéticos elevados de
sVCAM-1, FVW, sE-selectina em adultos com DRC em estagios pré-dialise em
relacdo aos controles. Os niveis de sSVCAM-1 foram associados a reducdo do RFG e
ao grau de albumindria, os de sE-selectina foram associados a elevacdo da

albumindria e os de FVW, a reducéo do RFG.
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6.4.2 Receptor soluvel de uPA (suPAR)

Os niveis plasmaticos de suPAR foram mais elevados nos pacientes com DRC
em relacdo aos controles (Tab.8, Fig.12A).

Wei et al. 17 obtiveram niveis plasmaticos elevados de suPAR em pacientes
com GESF primaria, mas ndo em um grupo com outras doencas glomerulares.
Relataram que os niveis elevados pré-transplante aumentaram o risco de recorréncia
de GESF apds transplante renal. Apesar da literatura indicar que o SUPAR possa ser
um marcador de GESF, no presente estudo, os resultados nado diferenciaram
glomerulopatias de outras etiologias (resultados ndo apresentados neste estudo).

Em concordancia, Bock et al. 18 mostraram que os niveis SUPAR ndo foram
diferentes em criancas com DRC de origem glomerular ou ndo-glomerulares em
relacdo aos controles saudaveis. Esses pesquisadores sugeriram que, ao contrario
dos dados obtidos por Wei et al. 1*7, 0 suPAR n&o é um bom indicador para sindrome
nefrética primaria, com baixo poder diagndéstico. No presente estudo, foi obtida
correlagdo negativa dos niveis de suPAR e o RFG nos pacientes com DRC, resultados
concordantes com o estudo de Bock et al. 186,

Sabe-se que, em condicOes fisioldgicas, o suPAR é encontrado em niveis
reduzidos na circulacéo e participa da mobilizacdo de neutréfilos e de células-tronco,
estando envolvido em processos de adesédo celular, diferenciacao, proliferacdo e
migracdo 87. Sever et al. ¥ questionaram se a elevacéo do suPAR é consequente a
inflamacéo sistémica e ativacdo imune, uma vez que 0s niveis plasmaticos podem
estar aumentados em uma variedade de doencas que nao sao primariamente
associadas com proteinuria, tais como hemoglobinudria paroxistica noturna, doencas
infecciosas como HIV-1, sepse, infecc¢cbes bacterianas ou virais no sistema nervoso
central, bem como em doencgas malignas.

Schlondorff et al. 18 questionaram o valor o sSUPAR como marcador de GESF,
uma vez que niveis elevados desse ocorrem em cerca de metade de todos 0s casos
de criangas e adultos com sindrome nefrética ou outras doengas renais com
proteindria, ndo distinguindo, de forma confiavel, as GESF primarias e secundarias ou
GESF e outras doencas glomerulares. Segundo esses pesquisadores, 0s niveis
plasmaticos de suPAR nao correlacionam consistentemente com o grau de proteindria
e correlacionam inversamente com a funcgéo renal em todas as doencas renais. No

entanto, no presente estudo, ndo foi encontrada correlacdo do suPAR com o RFG.
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Schlondorff et al. 18° relatou que niveis plasmaticos de suPAR se correlacionam, com

niveis elevados de PCR, como um indicador de inflamacéo sistémica.

6.4.3 Fator de von Willebrand e ADAMST13

Os niveis de FVW foram mais elevados nos pacientes com DRC, comparando-
se aos controles, enquanto os niveis de ADAMTS13 néo diferiram entre 0s grupos
(Tab.8, Fig. 12B e 12C).

Sabendo-se que a acdo protrombética dos multimeros de FVW dependem de
sua clivagem pela ADAMTS13, no presente estudo, foi avaliada a relacéo entre niveis
de FVW e ADAMTS13. Os pacientes com DRC apresentaram valores maiores da
relacdo FVW:ADAMTS13, comparando-se ao grupo controle. Esse resultado permite
inferir que, apesar dos niveis inalterados de ADAMTS13, h4 exacerbagdo da
coagulacédo nos pacientes com DRC e consequente risco de ocorréncia de eventos
trombaticos pela elevacdo do FVW. Corroborando com essa hipétese, os niveis de
dimero D (D-Di), um marcador de hipercoagulabilidade e fibrindlise, foram
determinados em um estudo anterior nos mesmos participantes do presente estudo
190 e foram encontrados niveis maiores de D-Di para os pacientes com DRC em
relacdo ao controle (grupo DRC com mediana de 343,7ng/mL; amplitude interquartil
1Q=329,9 versus mediana de 191ng/mL; IQ=158,4 para controle, P=0,0029) 1%,

Sedaghat et al.»3?, em uma coorte envolvendo pacientes com DRC, verificaram
um aumento da relacdo FVW:ADAMTS13 (atividade) em relagéo aos controles. Esse
aumento estava associado a rapida deterioracdo da funcdo renal, resultante do
ambiente pré-tromboético, que contribui para a progressdo da doenca renal 32,

O grupo de pesquisa em Hemostasia da Faculdade de Farmacia/UFMG vem
investigando o FVW e ADAMTS13 em diversas formas de doengas renais.

Rios et al. ° avaliaram niveis de ADAMTS13 e de FVW em pacientes
submetidos & hemodiélise, com e sem complicagdo tromboética do acesso vascular.
Os niveis do FVW foram significativamente maiores e os de ADAMTS13
significativamente menores nos pacientes, quando comparados ao grupo-controle e
nao diferiram comparando-se 0s pacientes com e sem trombose do acesso vascular.

Mota et al.1% investigaram os niveis de FVW, ADAMTS13, trombomodulina e
D-Di em pacientes transplantados renais e encontraram associacdo desses

marcadores com 0s hiveis de creatinina e com a funcédo do enxerto. Verificaram que
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os niveis de ADAMTS13 e D-Di estavam relacionados a disfuncao renal tardia pos-
transplante.

Rios et al. 192 compararam os niveis plasmaticos de ADAMTS13 e FVW em
quatro pacientes antes e ap0s o transplante renal bem-sucedido e verificaram
aumento dos niveis de ADAMTS13 pos-transplante. Esses dados permitiram inferir
que o rim pode ter um papel importante na sintese de ADAMTS13 ou no seu
metabolismo, como anteriormente aventado por Manea et al.'?®>. A reducédo
correspondente dos niveis de FVW foi observada apenas em dois dos quatro
pacientes. Os pesquisadores admitiram que uma possivel razdo para a ndo reducao
dos niveis de FVW foi a ocorréncia de inflamacao, que esta associada ao um aumento
dos niveis do fator VIII (proteina de fase aguda) e, consequentemente, do seu
carreador, o FVW 192,

Domingueti et al. 1% demonstraram que os niveis de FVW e de ADAMTS13 se
apresentaram elevados em pacientes diabéticos com disfuncéo renal leve e grave em
comparagao com o grupo-controle. Os niveis de FVW e ADAMTS13 foram associados
ao grau da disfuncao renal nos pacientes com diabetes tipo 1.

Embora a avaliacdo da inflamacédo ndo tenha sido investigada no presente
estudo, outros estudos revelaram aumento das citocinas pro-inflamatorias nos
pacientes pediatricos com DRCS % e associacdo de marcadores inflamatérios e de
coagulacdo com a progressdo da DRC 1%, Sabe-se que as citocinas inflamatérias
podem induzir a liberacdo de FVW e, possivelmente, reduzir a atividade da
ADAMTS13. Domingueti et al.1% sugeriram que a inflamacéo crénica em baixo grau
presente em pacientes com DRC pode ser, pelo menos parcialmente, responséavel
pela ligacdo entre a nefropatia diabética e alto risco de eventos cardiovasculares.

Chen et al.'® obtiveram aumento dos niveis de FVW, sE-selectina, sSVCAM-1
em pacientes com DRC e ressaltaram mudltiplas vias da disfuncdo endotelial, que
resultaria no aumento desses marcadores no plasma, e aumentaria 0 risco

cardiovascular nesses pacientes.
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6.5 Avaliacdo do uso dos medicamentos antagonistas do sistema renina-

angiotensina (SRA)

No presente estudo, os niveis de FVW e sE-selectina foram maiores nos
pacientes ndo-tratados em relagdo aos pacientes em terapia com
bloqueadores/antagonistas da via classica do SRA, IECA e BRA (Tab. 9).

Liu et al.*®® demonstraram que o uso de BRA em pacientes hipertensos
promoveu a reducao nos niveis de FVW em relacao ao periodo anterior ao tratamento.
Em outro estudo, Liu et al. **’, observaram que a angiotensina Il induziu uma
regulacdo positiva da expressao de skE-selectina e sVCAM-1 em células endoteliais
microvasculares. Em pacientes em hemodialise, o ramipril (um IECA), promoveu uma
regulacao da funcéo endotelial, medida pela reducéo dos niveis de FVW, e o valsartan
(um BRA) induziu efeitos anti-inflamatérios 1%,

Sabe-se que o SRA participa das fungBes renais, hepéaticas, do endotélio
vascular, cortex adrenal, e contra regulam a funcéo enddcrina cardiaca. A hipertenséo
sistémica e no capilar glomerular sdo mantidas, o que pode induzir a lesédo glomerular
e do endotélio vascular, causando disfuncao renal e doenca aterosclerotica vascular.
As acles pro-inflamatdrias e pro-fibroticas diretas da angiotensina Il e da aldosterona
podem também promover a lesdo renal. A maioria dos efeitos adversos associados
com a angiotensina Il € mediada pela sua ligacéo aos receptores ATz 5% 53,

A utilizagdo dos antagonistas do SRA promove efeitos protetores aos rins,
reduzindo a perda de proteinas e da pressdo no capilar glomerular, inibindo a
liberacdo de moléculas proé-inflamatérias, diminuindo a matriz extracelular e a
proliferacédo de células mesangiais. Os beneficios dos IECA e BRA nas doencas renais
podem ser decorrentes, pelo menos em parte, da ativacdo da chamada via contra
regulatorio do SRA, formada pela enzima homologa da ECA denominada ECA2, pela
angiotensina-(1-7) e por seu receptor Mas 9% 200 A elevacdo dos niveis de
angiotensina-(1-7) decorrente do tratamento com IECA ou BRA pode desencadear
vasodilatacdo, acbes anti-inflamatorias, antifibroticas e antiproliferativas, inibindo
significativamente a lesdo aterosclerética precoce 146 199, Sabe-se que, em pacientes
com hipertenséo ou diabetes, os IECA melhoram a funcéo endotelial e hemostéatica %
201 Os IECA podem promover a restauracdo dos niveis fisiolégicos do FVW,

contribuindo para a cardioprotecéo %7,
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No presente estudo, a reducdo de FVW e E-selectina nos pacientes em uso
dos antagonistas do SRA sugerem uma protecdo endotelial conferida por esses
medicamentos, bem como a protecdo glomerular nesses pacientes.

Os niveis de D-Di obtidos anteriormente nos pacientes do presente estudo que
nao faziam uso de antagonistas do SRA foram maiores que no grupo controle, o que
evidencia um estado de hipercoagulabilidade ou hiperfibrindlise, possivelmente

decorrente da maior ativagdo endotelial nesses pacientes 1.

6.6 Correlacfes entre os biomarcadores avaliados

A anadlise de correlacdo entre os biomarcadores plaquetarios evidenciou
multiplas correlacdes entre os marcadores de expressao plaquetarias. O RFG
apresentou correlacdes negativas com os APM e o FVW, indicando maior producéo
desses com a perda da funcéo renal. O RFG apresentou correlacdes positivas com
GPllla e P-Selectina, indicando que a perda da fung&o renal gerou menor expressao
dos marcadores de superficie, provavelmente devido a reducdo de granulos de
plaquetas em pacientes urémicos 8,

Os APM tiveram correlacdo negativa também com GPllla e P-selectina. Esse
resultado corrobora com a suposi¢ao de que a formacao dos agregados plaquetas-
mondcitos pode ocorrer por meio de outros receptores que ndo a P-selectina 174

No presente estudo, foram obtidas correlacdes entres receptores P-selectina,
GPllla, GPIlbllla e CD40L. Mesmo nédo tendo sido encontradas diferencas na
expressao da GPlIbllla e CD40L, comparando-se 0s pacientes e controles (Tab. 6), a
analise de correlacdo evidenciou que h& associacdo na expressdo desses
marcadores.

Em relacdo aos biomarcadores de ativacdo endotelial, todos os marcadores
apresentaram correlacdo negativa com o RFG e também apresentaram multiplas
correlagdes positivas entre si. O FVW apresentou correlacdo positiva com sVCAM,
SuPAR e VEGF, podendo ser reforcada a possibilidade do FVW ser um indicador de
ativacdo endotelial 2°2.

Em concordancia com o presente estudo, Chen et al. 18 também detectaram
gue os marcadores sICAM, sVCAM, FVW e sE-selectina que estavam correlacionados

entre si. Esses pesquisadores relacionaram as alteragcbes dos biomarcadores
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endoteliais a um maior risco de DRC. No estudo de Stam et al. 1’7, com pacientes com
DRC em estagios pré-didlise e terminal, a disfuncdo renal determinada pela
depuracédo de creatinina foi associada fortemente a biomarcadores de disfuncao
endotelial e inflamatdrios, dentre eles FVW e sVCAM-1 e sICAM-1.

6.7 Andlise dos modelos de regressao logistica

Os dois modelos de regressao logistica com os biomarcadores plaquetérios e
endoteliais e 0 RFG foram capazes de diferenciar os pacientes com DRC e o controle
saudavel, embora essa diferenciacdo ndo constituisse objetivo do estudo, uma vez
que o diagndstico da DRC esta bem estabelecido na literatura e na prética clinica % 42,
Esses modelos foram utilizados para mostrar que ha uma relacdo sensivel e
especifica do estado de ativacao plaquetario e do estado de ativacdo endotelial nos
pacientes pediatricos com DRC, pela determinacdo dos biomarcadores avaliados.

As sensibilidades e as especificidades elevadas tanto para os biomarcadores
de ativacdo plaquetéaria (GPlIbllla, CD40L e P-selectina) quanto para os marcadores
endoteliais (SUPAR, FVW) e as curvas ROC obtidas (Fig. 15 e 16) nesses dois
modelos de regressdo demonstraram uma relacdo importante com o RFG e com a
DRC, ou seja, pode-se identificar que a disfungcéo plaquetaria e a ativacdo endotelial
estdo associadas a DRC nos pacientes pediatricos. Essa associacao pode levar a
uma hipercoagulabilidade precoce nesses pacientes e a um possivel risco

cardiovascular futuro.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A grande relevancia desse estudo foi evidenciar disfuncbes plaquetarias e
endoteliais nas criangas e adolescentes com DRC, que ndo possuiam outros fatores
de risco para essas alteracdes, a ndo ser aqueles inerentes a propria doenca renal.
Os pacientes avaliados ainda nao sofreram influéncia da dialise, sabidamente indutora
de diversos disturbios hemostaticos. As disfuncdes plaquetarias e endoteliais podem
levar a um estado de hipercoagulabilidade e, dessa forma, promover o risco
cardiovascular. Na populacdo adulta com DRC, h& inumeros fatores de risco que se
confundem na determinacéo da progressao da aterosclerose e risco cardiovascular,
mas na populacdo pediatrica, selecionada com o0s critérios rigorosamente
estabelecidos, provavelmente apenas a DRC foi capaz de justificar tais alteracdes de
inicio bastante precoce.

Os resultados obtidos nesse estudo atestam as dificuldades no
desenvolvimento de pesquisas sobre doencas multifatoriais, principalmente em
pacientes pediatricos. A importancia da DRC em criancas e adolescentes justifica os
esforcos para uma melhor compreensédo dos diversos aspectos da doenca, o que
pode impactar em medidas terapéuticas para aumentar a sobrevida e a qualidade de
vida desses pacientes.

O presente estudo representa, ainda, uma contribuicdo relevante para a
literatura sobre o tema, uma vez que fornece informacdes sobre os estagios pré-

dialiticos da DRC em criancas e adolescentes.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

¢ Houve evidéncias de disfuncéo plaguetaria e ativacao endotelial nas criancas
e adolescentes com DRC pré-dialitica.

e As alteragbes encontradas estdo presentes precocemente na populacdo
pediatrica e sdo decorrentes da doenca renal crénica, independentemente de
sua etiologia.

e As alteracfes dos marcadores de funcéo plaquetéaria e endotelial e os niveis de
FVW e ADAMTS13 nas criancas e adolescentes com DRC em estagios pré-
dialiticos indicam um estado de hipercoagulabilidade nesses pacientes.

e Nos pacientes pediatricos avaliados, a etiologia da DRC (malformacdes
congénitas, glomerulopatias ou outras) ndo mostrou associacdo com a
alteracdo dos biomarcadores hemostaticos, de disfuncdo plaquetéria e
endotelial.

e Houve correlacéo entre a expressao dos biomarcadores plaquetarios e também
entre a producéo dos marcadores de ativacdo endotelial.

e A reducdo do RFG foi associada a menor expressdo dos receptores
plaquetarios, & maior formagcdo de APM e aos maiores niveis de marcadores
endoteliais.

e Os biomarcadores de ativacao plaquetaria e endotelial, quando avaliados em
conjunto por meio da regressao logistica, mostraram relagcdo com a DRC e com
0 RFG.
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9 LIMITACOES DO ESTUDO

e A n&o determinacao da atividade da enzima ADAMTS13 neste estudo constitui
uma limitacdo, uma vez que a presenca do antigeno ADAMTS13 ndao
necessariamente corresponde a atividade dessa enzima. Cumpre ressaltar,
que, ainda assim, foi possivel detectar que nos estagios mais avancados da
DRC h& um maior desequilibrio entre os niveis de FVW e ADAMTS13.

e O desenho transversal e o uso de uma amostra de conveniéncia dificultam a
homogeneidade entre o0s grupos selecionados. Quando 0s pacientes
pediatricos do estudo foram distribuidos de acordo com a etiologia da DRC, os
subgrupos obtidos tiveram numero reduzido de participantes, ndo sendo
possivel uma andélise com poder estatistico. Apesar disso, foi possivel detectar
diferencas relevantes entre os estagios da DRC pré-dialitica em relacéo ao de

criancas e adolescentes sem a doenca renal.
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10 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

e Determinar os niveis plasméticos dos biomarcadores endoteliais e plaquetarios
ao longo da progressdo da DRC, associando-se a avaliacdo clinica e
laboratorial das criancas.

e Determinar a atividade da ADAMTS13, o nivel de citocinas pro-inflamatorias
nos pacientes pediatricos do presente estudo e correlacionar com 0s
marcadores de funcdo plaquetaria e endotelial avaliados e com a relacéao
FVW:ADAMTS13.

e Acompanhar os pacientes em uso dos medicamentos antagonistas do SRA e
determinar biomarcadores plasmaticos dessa inibicdo, para se avaliar o grau
de protecéo glomerular, e correlacionar com os biomarcadores investigados no
presente estudo.

e Determinar, em um estudo longitudinal, os marcadores hemostéaticos no
desenvolvimento do risco cardiovascular ou da taxa de sobrevivéncia dos
pacientes pediatricos com DRC.

e Acompanhar os principais desfechos clinicos relacionados a disfungéo
endotelial e plaguetaria das criangcas e adolescentes com DRC que
participaram do presente estudo.

e Avaliar maior numero de criancas com DRC por diversas etiologias para
confirmar se as alteragcdes da funcdo endotelial e plaquetaria ndo estao

realmente associadas a etiologia e sim a evolucéao clinica da doenca.
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CRONICA NA INFANCIA: AVALIACAO DA HEMOSTASIA, DO ESTRESSE
OXIDATIVO E IMPLICACOES CLINICAS” seri realizada na Unidade de

Nefrologia Pediatrica, com total anuéncia da coordenagdo da Unidade.

Atenciosamente,

/zfm/q S 42‘/7

Eduardo Aratjo de Oliveira
Prof Titular do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina - UFMG
Coordenador da Unidade de Nefrologia Pediatrica
Hospital das Clinicas da UFMG
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APENDICE 1 TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

U F m G Faculdade de Farmacia — Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas
- Faculdade de Medicina - Departamento de Pediatria

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (para 0os responsaveis por
criancas saudaveis na faixa etéaria inferior a 7 anos - GRUPO CONTROLE)
PROJETO DE PESQUISA: “Doenca renal crénica na infancia: avaliagdo da hemostasia,
do estresse oxidativo e implica¢8es clinicas”

Prezado (a) Sr(a),

Estamos desenvolvendo uma pesquisa na Faculdade de Farmécia e no Hospital das
Clinicas da UFMG para estudarmos a coagulacéo do sangue em criangas com doenca renal.
Alguns estudos mostram que as doengas renais podem estar associadas a alteragfes da
coagulagédo e este estudo visa avaliar isto nas criancas atendidas no Hospital das Clinicas da
UFMG.

Para realizar este estudo, precisamos também fazer os exames de coagulacdo em
criangas saudaveis como é o caso do seu(ua) filho(a). Dessa forma, gostariamos de pedir sua
autorizacao para colhermos 12mL dele(a), uma Unica vez.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formag&o de um pequeno
hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue sera realizada por um profissional
experiente e serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

A participacdo de seu(ua) filho(a) neste estudo é voluntaria e ndo haverd nenhum
pagamento ou beneficios. O nome e os resultados dos exames dos participantes do estudo
serdo mantidos em segredo.

Caso vocé nao queira dar sua autorizacdo, ndo havera nenhum problema.

Para qualquer duvida sobre esta pesquisa vocé deverd entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estdo abaixo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG de
acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude (Resolucdes 196/96) que assegura
protecdo aos voluntarios envolvidos em pesquisas biomédicas.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine este termo de compromisso.

Professores responsaveis:

Dr2 Ana Cristina Simdes e Silva — Telefone — 3409-9640

Dr2Luci Maria Sant’/Ana Dusse — Telefone: 3409-6880

Doutoranda Rivia Mara Morais e Silva — Telefone — 3409-6900

Mestranda Leticia Parreiras Nunes Sousa — 3409-6900
Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antbnio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa Il. CEP: 31270-901. Tel.: 3409.4592

Eu, responsavel pela
crianca , entendi tudo que foi explicado
sobre essa pesquisa e concordo em permitir a participacdo da mesma.

Confirmo que a selecédo desta crianca foi feita de forma voluntaria e que assinei e recebi
uma cépia deste termo de consentimento.

Assinatura do responsavel ID:

Assinatura do pesquisado

Belo Horizonte, de 201
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UFMG

_— Faculdade de Farmacia — Departamento de Analises Clinicas e

Toxicolbgicas

Faculdade de Medicina - Departamento de Pediatria

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (para participantes saudaveis
na faixa etaria de 7 a 12 anos e seus responsaveis - GRUPO CONTROLE)
PROJETO DE PESQUISA: “Doenca renal cronica na infancia: avaliacdo da hemostasia,
do estresse oxidativo e implicacdes clinicas”

Prezado (a) Sr(a),

Estamos desenvolvendo uma pesquisa ha Faculdade de Farméacia e no Hospital das
Clinicas da UFMG para estudarmos a coagulacéo do sangue em criangas com doenca renal.
Alguns estudos mostram que as doencas renais podem estar associadas a alteracfes da
coagulacéo e este estudo visa avaliar isto nas criancas atendidas no Hospital das Clinicas da
UFMG.

Para realizar este estudo, precisamos também fazer os exames de coagulacdo em
criancas saudaveis como é o caso do seu(ua) filho(a). Dessa forma, gostariamos de pedir sua
autorizacdo, bem como a dele(a) para colhermos 12mL de sangue, uma Unica vez. Na coleta
de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formagéo de um pequeno hematoma. Para
minimizar este risco, a coleta de sangue sera realizada por um profissional experiente e serdo
utilizados agulhas e tubos descartaveis.

A participagdo de seu(ua) filho(a) neste estudo é voluntaria e ndo havera nenhum
pagamento ou beneficios. O nome e os resultados dos exames dos participantes do estudo
serdo mantidos em segredo.

Caso vocé ou ele(a) ndo queiram dar a autorizagdo, ndo havera nenhum problema.

Para qualquer davida sobre esta pesquisa vocés deverdo entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estéo abaixo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG de
acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude (Resolu¢des 196/96) que assegura
protecdo aos voluntarios envolvidos em pesquisas biomédicas.

Se vocé e seu(ua) filho(a) estiverem de acordo, por favor, assinem este termo de
cCompromisso.

Professores responsaveis:

Dr2 Ana Cristina Simdes e Silva — Telefone — 3409-9640

Dr2Luci Maria Sant’/Ana Dusse — Telefone: 3409-6880

Doutoranda Rivia Mara Morais e Silva — Telefone — 3409-6900

Mestranda Leticia Parreiras Nunes Sousa — 3409-6900
Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antonio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa Il. CEP: 31270-901. Tel.: 3409.4592

Eu, responsavel por
, bem como ele(a),
entendemos tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordamos em participar da
mesma. Confirmamos que a selecdo deste participante foi feita de forma voluntaria e que
assinamos e recebemos uma coépia deste termo de consentimento.

Assinatura do responsével ID:

Assinatura do participante ID:

Assinatura do pesquisador:

Belo Horizonte, de 201
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U F m G Faculdade de Farmacia — Departamento de Anéalises
- Clinicas e Toxicologicas

Faculdade de Medicina - Departamento de Pediatria

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (para os participantes
saudaveis na faixa etaria de 13 a 18 anos - GRUPO CONTROLE)
PROJETO DE PESQUISA: “Doenca renal crénica na infancia: avaliagdo da hemostasia,
do estresse oxidativo e implicag¢fes clinicas”
Prezado (a) Sr(a),

Estamos desenvolvendo uma pesquisa ha Faculdade de Farméacia e no Hospital das
Clinicas da UFMG para estudarmos a coagulagéo do sangue em criangas com doenca renal.
Alguns estudos mostram que as doengas renais podem estar associadas a alteragbes da
coagulagéo e este estudo visa avaliar isto nas criancas atendidas no Hospital das Clinicas da
UFMG.

Para realizar este estudo, precisamos também fazer os exames de coagulacdo em
criancas e adolescentes saudaveis, como € o seu caso. Dessa forma, gostariamos de pedir
sua autorizacao para colhermos 12mL de sangue, uma Unica vez. Seus pais ou responsaveis
também assinardo um termo de autorizacao.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formag&o de um pequeno
hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue sera realizada por um profissional
experiente e serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

A sua participagdo neste estudo € voluntaria e ndo havera nenhum pagamento ou
beneficios. O nome e os resultados dos exames dos participantes do estudo serdo mantidos
em segredo.

Caso vocé nao queira dar sua a autorizagdo, ndo havera nenhum problema.

Para qualquer davida sobre esta pesquisa vocés deverdo entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estdo abaixo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG de
acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude (Resolu¢des 196/96) que assegura
protecdo aos voluntarios envolvidos em pesquisas biomédicas.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine este termo de compromisso.

Professores responsaveis:

Dr2 Ana Cristina Simdes e Silva — Telefone — 3409-9640

DréLuci Maria Sant’Ana Dusse — Telefone: 3409-6880

Doutoranda Rivia Mara Morais e Silva — Telefone — 3409-6900

Mestranda Leticia Parreiras Nunes Sousa — 3409-6900
Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Anténio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa Il. CEP: 31270-901. Tel.: 3409.4592

Eu, entendi tudo que
foi explicado sobre essa pesquisa e concordo em patrticipar da mesma.
Confirmo que a selecao deste participante foi feita de forma voluntaria e que assinei e
recebi uma copia deste termo de consentimento.
Assinatura do participante ID:
Assinatura do pesquisador:
Belo Horizonte, de de 201




117

Faculdade de Farmacia — Departamento de Anéalises

Clinicas e Toxicoldgicas

=
Faculdade de Medicina - Departamento de Pediatria

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (para os responsaveis pelos
participantes saudaveis na faixa etaria de 13 a 18 anos - GRUPO CONTROLE)
PROJETO DE PESQUISA: “Doenca renal cronica na infancia: avaliacdo da hemostasia,
do estresse oxidativo e implica¢des clinicas”

Prezado (a) Sr(a),

Estamos desenvolvendo uma pesquisa ha Faculdade de Farméacia e no Hospital das
Clinicas da UFMG para estudarmos a coagula¢édo do sangue em criangas com doenca renal.
Alguns estudos mostram que as doencas renais podem estar associadas a alteracbes da
coagulagéo e este estudo visa avaliar isto nas criancas atendidas no Hospital das Clinicas da
UFMG.

Para realizar este estudo, precisamos também fazer os exames de coagulacdo em
criancas e adolescentes saudaveis, como € o caso do seu(ua) filho(a). Dessa forma,
gostariamos de pedir sua autorizagcdo, bem como a dele(a), para colhermos 12mL de sangue,
uma anica vez.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formag&o de um pequeno
hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue sera realizada por um profissional
experiente e serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

A participacdo de seu(ua) filho(a) neste estudo é voluntaria e ndo havera nenhum
pagamento ou beneficios. O nome e os resultados dos exames dos participantes do estudo
serdo mantidos em segredo.

Caso vocé ou ele(a) ndo queiram dar a autorizacdo, ndo havera nenhum problema.

Para qualquer davida sobre esta pesquisa vocés deverdo entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estdo abaixo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG de
acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude (Resolu¢des 196/96) que assegura
protecdo aos voluntarios envolvidos em pesquisas biomédicas.

Se vocé e seu(ua) filho(a) estiverem de acordo, por favor, assine este termo de
Compromisso.

Professores responsaveis:

Dr2 Ana Cristina Simdes e Silva — Telefone — 3409-9640

DréLuci Maria Sant’Ana Dusse — Telefone: 3409-6880

Doutoranda Rivia Mara Morais e Silva — Telefone — 3409-6900

Mestranda Leticia Parreiras Nunes Sousa — 3409-6900
Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antonio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa Il. CEP: 31270-901. Tel.: 3409.4592

Eu, responsavel por
, bem como ele(a), entendemos tudo que
foi explicado sobre essa pesquisa e concordamos em participar da mesma.

Confirmamos que a selecdo deste participante foi feita de forma voluntéria e que
assinamos e recebemos uma cépia deste termo de consentimento.

Assinatura do responsével ID:

Assinatura do pesquisador:

Belo Horizonte, de de 201
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Faculdade de Farmacia — Departamento de Anéalises
U F m G Clinicas e Toxicoldgicas
W Faculdade de Medicina - Departamento de Pediatria

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para criangas com doenca renal crénica na faixa inferior a 7 anos e seus
responsaveis)
PROJETO DE PESQUISA: “Doenca renal crénica na infancia: avaliacdo da hemostasia,
do estresse oxidativo e implica¢des clinicas”
Prezado (a) Sr(a),

Estamos desenvolvendo uma pesquisa ha Faculdade de Farmécia e no Hospital das
Clinicas da UFMG para estudarmos a coagulacéo do sangue em criangas com doenca renal.
Alguns estudos mostram que as doencas renais podem estar associadas a alteracbes da
coagulagéo e este estudo visa avaliar isto nas criancas atendidas no Hospital das Clinicas da
UFMG.

Para realizar este estudo, gostariamos de pedir sua autorizacdo para colhermos 12mL
de sangue de seu(ua) filho(a), uma Unica vez, para fazer os exames de coagulacao.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formag&o de um pequeno
hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue serd realizada por um profissional
experiente e serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

A participagdo de seu(ua) filho(a) no estudo é voluntaria e ndo haverd nenhum
pagamento ou beneficios. O nome e os resultados dos exames dos participantes do estudo
serdo mantidos em segredo.

Caso vocé ndo queira dar a autorizagdo, ndo havera nenhum comprometimento ao
atendimento e tratamento seu(ua) filho(a) no Hospital das Clinicas da UFMG.

Para qualquer duvida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estéo abaixo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG de
acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude (Resolucdes 196/96) que assegura
protecdo aos voluntarios envolvidos em pesquisas biomédicas.

Se vocé e seu(ua) filho(a) estiverem de acordo, por favor, assinem este termo de
Compromisso.

Professores responsaveis:

Dr2 Ana Cristina Simdes e Silva — Telefone — 3409-9640

Dr2Luci Maria Sant’/Ana Dusse — Telefone: 3409-6880

Doutoranda Rivia Mara Morais e Silva — Telefone — 3409-6900

Mestranda Leticia Parreiras Nunes Sousa — 3409-6900
Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antonio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa Il. CEP: 31270-901. Tel.: 3409.4592

Eu, responsavel pela
crianca , portadora de doenca renal,
entendi tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordo em permitir a participacéo da
mesma.

Confirmo que a sele¢éo desta crianca foi feita de forma voluntaria e que assinei e recebi
uma cépia deste termo de consentimento.

Assinatura do responsavel ID:
Assinatura do pesquisador:
Belo Horizonte, de de 201
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Faculdade de Farmacia — Departamento de Anéalises
U F m G Clinicas e Toxicoldgicas
_— iculdade de Medicina - Departamento de Pediatria

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para criangas com doenca renal crénica na faixa etariade 7 a 12 anos e seus
responsaveis)
PROJETO DE PESQUISA: “Doenca renal crénica na infancia: avaliacdo da hemostasia,
do estresse oxidativo e implica¢des clinicas”
Prezado (a) Sr(a),

Estamos desenvolvendo uma pesquisa ha Faculdade de Farméacia e no Hospital das
Clinicas da UFMG para estudarmos a coagulacéo do sangue em criangas com doenca renal.
Alguns estudos mostram que as doencas renais podem estar associadas a alteracbes da
coagulagédo e este estudo visa avaliar isto nas criancas atendidas no Hospital das Clinicas da
UFMG.

Para realizar este estudo, gostariamos de pedir sua autorizacdo e de seu(ua) filho(a)
para colhermos 12mL de sangue desse, uma Unica vez, para fazer os exames de coagulacéo.
Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formagcdo de um pequeno
hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue serd realizada por um profissional
experiente e serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

O nome e os resultados dos exames dos participantes do estudo serdo mantidos em
segredo. A participagdo no estudo € voluntaria e ndo havera nenhum pagamento ou
beneficios. Caso vocé ou seu(ua) filho(a) ndo queiram dar a autoriza¢éo, nao havera nenhum
comprometimento ao atendimento e tratamento desse no Hospital das Clinicas da UFMG.

Para qualquer davida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos homes estéo abaixo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG de
acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude (Resolu¢des 196/96) que assegura
protecdo aos voluntarios envolvidos em pesquisas biomédicas.

Se vocé e seu(ua) filho(a) estiverem de acordo, por favor, assinem este termo de
Compromisso.

Professores responsaveis:

Dr2 Ana Cristina Simdes e Silva — Telefone — 3409-9640

DréLuci Maria Sant’Ana Dusse — Telefone: 3409-6880

Doutoranda Rivia Mara Morais e Silva — Telefone — 3409-6900

Mestranda Leticia Parreiras Nunes Sousa — 3409-6900
Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antonio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa Il. CEP: 31270-901. Tel.: 3409.4592

Eu, responsavel pelo paciente

, portador de doenca renal, bem como ele

(a), entendemos tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordamos em participar da

mesma. Confirmamos que a selecdo deste paciente foi feita de forma voluntaria e que

assinamos e recebemos uma cépia deste termo de consentimento.

Assinatura do responsével ID:

Assinatura do paciente ID:

Assinatura do pesquisador:
Belo Horizonte, de de 201
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Faculdade de Farmacia — Departamento de Anéalises
UF 71/1 G Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Medicina - Departamento de Pediatria

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para participantes com doenca renal crénica na faixa etéria de 13 a 18 anos)
PROJETO DE PESQUISA: “Doenca renal crénica na infancia: avaliagdo da hemostasia,
do estresse oxidativo e implicacdes clinicas”
Prezado (a) Sr(a),

Estamos desenvolvendo uma pesquisa na Faculdade de Farmécia e no Hospital das
Clinicas da UFMG para estudarmos a coagulacéo do sangue em criangas com doenca renal.
Alguns estudos mostram que as doencas renais podem estar associadas a alteracfes da
coagulacéo e este estudo visa avaliar isto nas criancas atendidas no Hospital das Clinicas da
UFMG.

Para realizar este estudo, gostariamos de pedir sua autoriza¢éo para colhermos 12mL
de seu sangue, uma Unica vez, para fazer os exames de coagulagcdo. Seus pais ou
responsaveis também assinardo um termo de autorizagao.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formag&o de um pequeno
hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue sera realizada por um profissional
experiente e serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

O nome e os resultados dos exames dos participantes do estudo serdo mantidos em
segredo. A participagdo no estudo € voluntaria e ndo havera nenhum pagamento ou
beneficios.

Caso vocé néo queira dar a autorizacdo, ndo havera nenhum comprometimento no seu
atendimento e tratamento no Hospital das Clinicas da UFMG.

Para qualquer duvida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estédo abaixo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG de
acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude (Resolucdes 196/96) que assegura
protecdo aos voluntarios envolvidos em pesquisas biomédicas.

Se vocé e seu(ua) filho(a) estiverem de acordo, por favor, assinem este termo de
Compromisso.

Professores responsaveis:

Dr2 Ana Cristina Simdes e Silva — Telefone — 3409-9640

Dr2Luci Maria Sant’/Ana Dusse — Telefone: 3409-6880

Doutoranda Rivia Mara Morais e Silva — Telefone — 3409-6900

Mestranda Leticia Parreiras Nunes Sousa — 3409-6900
Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antonio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa Il. CEP: 31270-901. Tel.: 3409.4592

Eu, , portador de doenca

renal, entendemos tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordo em participar da

mesma. Confirmo que a selecao deste paciente foi feita de forma voluntaria e que assinamos

e recebemos uma copia deste termo de consentimento.

Assinatura do paciente ID:

Assinatura do pesquisador:
Belo Horizonte, de de 201
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Faculdade de Farmacia — Departamento de Analises
U F m G Clinicas e Toxicoldgicas
_— iculdade de Medicina - Departamento de Pediatria

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para os responsaveis pelos participantes com doenca renal cronica na faixa etaria de
13 a 18 anos)
PROJETO DE PESQUISA: “Doenca renal crénica na infancia: avaliacdo da hemostasia,
do estresse oxidativo e implica¢des clinicas”
Prezado (a) Sr(a),

Estamos desenvolvendo uma pesquisa ha Faculdade de Farméacia e no Hospital das
Clinicas da UFMG para estudarmos a coagulacdo do sangue em crian¢as com doenca renal.
Alguns estudos mostram que as doencas renais podem estar associadas a alteracbes da
coagulagédo e este estudo visa avaliar isto nas criancas atendidas no Hospital das Clinicas da
UFMG.

Para realizar este estudo, gostariamos de pedir sua autorizacdo e de seu(ua) filho(a)
para colhermos 12mL de sangue desse, uma Unica vez, para fazer os exames de coagulacao.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formag&o de um pequeno
hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue serd realizada por um profissional
experiente e serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

O nome e os resultados dos exames dos participantes do estudo serdo mantidos em
segredo. A participagdo no estudo € voluntaria e ndo havera nenhum pagamento ou
beneficios.

Caso vocé ou seu(ua) filho(a) ndo queiram dar a autorizacdo, ndo havera nenhum
comprometimento ao atendimento e tratamento desse no Hospital das Clinicas da UFMG.

Para qualquer duvida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estéo abaixo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG de
acordo com as Normas do Conselho Nacional de Saude (Resolugdes 196/96) que assegura
protecdo aos voluntarios envolvidos em pesquisas biomédicas.

Se vocé e seu(ua) filho(a) estiverem de acordo, por favor, assinem este termo de
Compromisso.

Professores responsaveis:

Dr2 Ana Cristina Simdes e Silva — Telefone — 3409-9640

Dr2Luci Maria Sant’/Ana Dusse — Telefone: 3409-6880

Doutoranda Rivia Mara Morais e Silva — Telefone — 3409-6900

Mestranda Leticia Parreiras Nunes Sousa — 3409-6900
Comité de Etica em Pesquisa — COEP: Av. Antonio Carlos, n°. 6627 — Pampulha — Campus
UFMG, Unidade Administrativa Il. CEP: 31270-901. Tel.: 3409.4592

Eu, responsavel pelo paciente
, portador de doenca renal, bem como ele
(a), entendemos tudo que foi explicado sobre essa pesquisa e concordamos em participar da
mesma. Confirmamos que a selecdo deste paciente foi feita de forma voluntaria e que
assinamos e recebemos uma cépia deste termo de consentimento.
Assinatura do responsavel ID:
Assinatura do pesquisador:
Belo Horizonte, de de 201
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FICHA CLINICA

PROJETO DE PESQUISA: “DOENCA RENAL CRONICA NA INFANCIA: AVALIACAO DA HEMOSTASIA, DO
ESTRESSE OXIDATIVO E IMPLICACOES CLINICAS”

Data da coleta:
Grupo:

1. Identificagdo

Participante n2:

Bairro:

Nome:

Registro Same: Registro Grim:

Data de nascimento: / / Idade:

Endereco: Rua/Avenida N° Complemento:
Cidade:

CEP: Estado:

Telefone: ( ) E-mail:

Nome do pai ou responsavel:

Género: [ masculino feminino

Cor: branco [Inegro [Jpardo [Jamarelo [lindio

Idade inicio acompanhamento:
Peso no inicio acompanhamento: Kg
indice nutricional:

Qual o tipo de DRC diagnosticada? CIGESF CICAKUT Coutra:

Data inicio acompanhamento:
Estatura no inicio acompanhamento: m

2. Achados clinicos iniciais e associados ao diagndstico

[ Edema O Lipiduria/lipemia

[l Hipertensdo [1 Nauseas e vomitos

[l Hematdria [1  Alteragdes do jato urinario
[l Proteinuria [1  Disuria

[1  Déficit do crescimento 1 Polaciuria

1Ty {1 Oligoandria/andria

[l Palidez {1 Dorlombar

[l Anormalidades 6sseas [l ManifestagGes urémicas

[l Alteragdes estado mental [1  Qutros (especificar)

RFG (mL/min/1,73m2) ao diagnéstico e atual:
[1 IRC leve (50-89)

[J IRC moderada (30-59)

[1 IRCgrave (15-29)

[1 Doenga renal terminal (<15 ou dialise)

3. Etiologia
o Data do diagnéstico:
Glomerulopatias (especificar)
Doenga renal cistica
Doengas hereditarias/congénitas
Nefropatia do refluxo
Nefropatias obstrutivas
Doengas sistémicas (especificar)
[T Pielonefrite
4. Tratamento:
Uso de imunosupressores
[ Prednisona
[] Ciclofosfamida
[ Ciclosporina
[ Micofenolato

e Diagndstico

I o

e Terapéutica instaurada

SHU

Doenga vascular renal

Nefrite intersticial/tubulopatias (especificar)
Bexiga neurogénica

Indeterminada

Qutras (especificar):



Esquema final/atual:
Medicamento:

[1Outros

Tratamentos extra imunosupressdo
[J Tratamento da HA (evolugdo)

[] Tratamento da proteinuria (evolugdo)

[10utros

Medicamento:
Medicamento:
Medicamento:

5. Fatores de Risco

Dose:

Dose:

Dose:

Dose:

[

[
0
[J Diabetes
[

[

Episddio anterior de IRA
Antecedentes de doengas imunoldgicas (especificar)

Adesdo ao tratamento : ( ) sim ou ( ) ndo; motivo:
Didlise: sim ndo

Data de inicio:

Caracteristicas TRS (tipo/tempo):

Antecedente familiar de hipertensdo primaria
Antecedente familiar de hipertensdo secunddria (especificar causa):
Antecedente de doenca renal hereditdria ou ndo (especificar qual):

Uso
Uso
Uso
Uso

: Odiério Osemanal COOmensal
: Odiario Osemanal Clmensal
: Odiério Osemanal COmensal
: Odiario O semanal [ mensal

Possui outra(s) doenca(s) além da DRC? OI SIM O NAO . Se SIM, qual(is)?

Possui histérico de trombose?
Algum familiar j4 teve trombose/ infarto?

Grau de parentesco:

Teve alguma doenca infecciosa ou inflamatéria nas ultimas 3 semanas? [ SIM 0 NAO. Se SIM, quando?

6. Resultados exames imagem

7. Resultados de BRPC:

8. Exames laboratoriais:
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Resultados:

Datas

Hemoglobina

Hematécrito

Uréia

Creatinina

Acido urico

Albumina

Triglicérides

Colesterol Total

LDL

HDL

Glicemia jejum

Fosfato
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Na*

K+

Ca*

crr

M g+2

Aldosterona

Atividade renina

Sedimento urinario:

Elementos
anormais

Cilindros

Proteinuria

pH sanguineo

HCO3 -

PTH

FA

Clearance de
creatinina

PT / albumina

Acido urico

PA

Responsavel pelo preenchimento:

Data:
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APENDICE 3 CORRELACOES ENTRE OS MARCADORES PLAQUETARIOS E

ENDOTELIAIS

Os quadros abaixo

representam as correla(;c“)es existentes entre o0s

biomarcadores avaliados no presente estudo. As células em negrito e sombreadas

representam as correlagdes significativas (com coeficiente r de Spearman entre 0,2 e

1, para nivel de significaAncia p<0,05).

Andélises de correlacdo paratodos os participantes do estudo (n=95)

TODOS OS PARTICIPANTES - Coeficiente r (Spearman)
D-DI | PAI-1 | APN | APM |GPIIblllal GPllla | CD40L |P-Selectinal ICAM | VCAM | Upar |e-Selectinal VEGF |ADAMTS13| FvW [(FVW:ADAMTS13
RFG -0,3667 | 0,2803 |-0,1860/-0,3320| 0,0073 | 0,4593 | 0,0786| 0,2835 [-0,2645 |-0,5915|-0,7078| -0,2906 |-0,5996| -0,0327 |-0,3482 -0,2527
D-DI -0,14560,2586 | 0,0963 | 0,0083 |-0,1639| 0,1428 0,0001 0,1337 (0,3360 (0,4168 [ 0,3735 |0,3254 -0,0213 |0,1728 0,1533
PAI-1 -0,0201]-0,2430| 0,0134 | 0,1393 (-0,0987| 0,1141 |-0,1032(-0,3320|-0,2772| -0,1694 |-0,0499| -0,1312 |-0,1835 -0,0097
APN 0,1021 | -0,0683 (-0,0926| 0,1548 0,0099 0,2229(0,2392 | 0,2330| 0,2051 |0,1881| -0,1392 |0,0089 0,1273
APM 0,0397 |-0,2581|-0,0399| -0,3685 |0,2060 [0,4759 [0,3955 | 0,2044 |0,3874| -0,0998 |0,2477 0,2214
GPllbllla 0,3942 10,2113 0,2787 [-0,0620|-0,1087|-0,0818( -0,0702 |-0,0611| 0,2453 [-0,1876 -0,2729
GPllla 0,4621 0,5497 [-0,2989 |-0,4534 |-0,5622| -0,2583 |-0,5003| 0,3341 |-0,3676 -0,4802
CD40L 0,5783 0,0784 [ 0,0465 [ 0,0076 | 0,1792 |-0,0480| 0,1933 |-0,1430 -0,2269
P-Selectinal 0,0545 (-0,1934(-0,2996 | -0,0390 |-0,2658| 0,3017 |-0,2363 -0,3316
ICAM 0,5279 (0,4380 | 0,3558 [0,3280 -0,1807 |-0,0174 0,0629
VCAM 0,7793 | 0,5395 |0,5398 -0,0212 |0,2918 0,2311
Upar 0,5199 |0,6471| -0,0603 |0,3221 0,2905
e-Selectina 0,2724 -0,1701 |0,1229 0,1454
VEGF -0,1657 10,2809 0,3378
ADAMTS13 -0,0374 -0,5418
FvwW 0,8148
TODOS OS PARTICIPANTES - Nivel de significancia p
D-DI | PAI-1 | APN | APM |GPIIblllal GPllla | CD40L |P-Selectinal ICAM |VCAM | Upar |e-Selectinal VEGF |ADAMTS13| FvW [(FVW:ADAMTS13

RFG 0,0021 | 0,0206 | 0,0758 | 0,0011 | 0,9449 |0,0000 | 0,4514 | 0,0056 0,0281 (0,0000 | 0,0000 | 0,0154 |0,0000 0,7898 [0,0034 0,0362
D-DI 0,2362 [0,0360 | 0,4346 | 0,9466 | 0,1852 | 0,2453 0,9996 0,2770 (0,0051 | 0,0004 | 0,0017 |0,0068 0,8631 0,1588 0,2120
PAI-1 0,8727 [0,0459 | 0,9140 | 0,2610 | 0,4233| 0,3543 |0,4023|0,0057 (0,0221 ( 0,1674 |[0,6861 0,2863 | 0,1342 0,9374
APN 0,3303 | 0,5174 | 0,3802 | 0,1383 0,9247 0,0699 [ 0,0512 | 0,0577 | 0,0959 |0,1273 0,2611 0,9433 0,3047
APM 0,7043 10,0120 | 0,7009 [ 00,0002 0,0895 | 0,0000 | 0,0008 0,0920 [0,0010 0,4144 |0,0402 0,0675
GPllbllla 0,0001 [0,0409 [ 0,0065 0,6155 [ 0,3775|0,5071 | 0,5696 |0,6206| 0,0438 0,1255 0,0243
GPllla 0,0000 | 0,0000 (0,0133 |0,0001 |0,0000| 0,0335 |0,0000 0,0054 |0,0020 0,0000
CD40L 0,0000 0,5217 [ 0,7046 | 0,9508 | 0,1406 |0,6953 0,1115 0,2411 0,0608
P-Selectingl 0,6564 [ 0,1114 | 0,0124 0,7501 [0,0273 0,0117 0,0506 0,0054
ICAM 0,0000 [0,0002 [ 0,0027 [0,0059 0,1373 | 0,8874 0,6077
VCAM 0,0000 | 0,0000 |0,0000 0,8630 [0,0150 0,0561
Upar 0,0000 |0,0000 0,6225 |0,0069 0,0155
e-Selectina 0,0235 0,1623 | 0,3142 0,2334
VEGF 0,1737 |0,0194 0,0045
ADAMTS13 0,7603 0,0000
Fvw 0,0000




Andlises de correlacéo para grupo-controle (n=52):
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GRUPO CONTROLE - Coeficiente r (Spearman)

D-DI | PAI-1 | APN | APM |[GPIIbllla] GPllla | CD40L |P-Selectinal ICAM [ VCAM | Upar [e-Selectinal VEGF [ADAMTS13| FvW |FVW:ADAMTS13
RFG 0,3618 (-0,0249| 0,0023 |-0,1316 -0,3036 |-0,0708| 0,0158 | -0,0389 |0,0327|0,1754|0,0589( 0,2145 |-0,1576( 0,0431 [-0,0851 -0,0554
D-DI -0,1448|-0,0723|-0,1395| 0,1279 | 0,2601 | 0,2179| 0,1991 |0,1631|0,21820,0474 | 0,0425 |0,0628 0,1915 |0,0363 -0,0336
PAI-1 -0,1640(-0,0430| 0,0222 | 0,0327 |-0,0334| 0,0289 |-0,0205(0,1649 (0,1671| 0,0527 |[0,3080( -0,1395 |-0,1702 0,0303
APN 0,0585 | -0,2369 | 0,1132 0,1936 | 0,0284 |0,0911 | 0,0756 |-0,2668| 0,2357 |0,0306| -0,0260 |-0,0119 0,0222
APM 0,2598 |-0,0010|-0,0919| -0,3324 (-0,31080,0524 |-0,4110| -0,2136 |-0,0732| -0,0478 |0,3545 0,1529
GPllbllla 0,3599 | 0,2363 | 0,2921 0,2528 [ 0,4065 | 0,0960 | 0,0581 |0,4150 0,2633 [-0,1976 -0,3044
GPllla 0,6522 [ 10,4695 0,2871(0,3222(0,1202 ( 0,2548 |0,0343 0,1589 |-0,1157 -0,1524
CD40L 0,6909 |0,4020 |0,3901 | 0,0678 | 0,3106 |0,0301 0,2319 |-0,2578 -0,4018
P-Selectina 0,4308 | 0,2805 | 0,1067 [ 0,2718 | 0,1843 0,2674 |-0,3315 -0,4303
ICAM 0,4010 | 0,2216 | 0,4073 |0,1496| -0,1036 (-0,5622 -0,3857
VCAM 0,4867 | 0,5335 |-0,0103| 0,0980 |-0,1935 -0,1617
Upar 0,4024 |-0,0867| 0,1206 |-0,1121 -0,0012
e-Selectina -0,2529| -0,0601 |-0,2524 -0,1347
VEGF -0,0696 |[-0,1274 -0,0522
ADAMTS13 -0,1133 -0,6020
FvW 0,7726
GRUPO CONTROLE - Nivel de significancia p
D-DI | PAI-1 | APN | APM |[GPIIblllal GPIlla | CD40L |P-Selectina] ICAM | VCAM | Upar [e-Selectinal VEGF |[ADAMTS13| FvW |FVW:ADAMTS13

RFG 0,0495 | 0,8960 | 0,9869 | 0,3523 | 0,0286 | 0,6180 | 0,9117 ( 0,7841 |0,8615|0,3452|0,7531| 0,2465 |0,3971 0,8177 | 0,6490 0,7670
D-DI 0,4451 | 0,7041 | 0,4621 | 0,5005 | 0,1652 | 0,2474 | 0,2914 |0,3892|0,2466 |0,8036| 0,8236 |0,7418 0,3106 | 0,8491 0,8601
PAI-1 0,3865 [ 0,8217 | 0,9071 | 0,8638 | 0,8610 0,8794 0,9145(0,3840 | 0,3775| 0,7820 0,0978 0,4622 0,3685 0,8739
APN 0,6805 [ 0,0908 | 0,4244 10,1691 | 0,8418 |[0,6258|0,6860|0,1469| 0,2018 |0,8704 0,8895 | 0,9494 0,9057
APM 0,0629 | 0,9945|0,5170 | 0,0161 0,0888 | 0,7794 [0,0216 | 0,2487 | 0,6955 0,7985 | 0,0503 0,4116
GPllbllla 0,0088 | 0,0917 | 0,0356 0,1699 (0,0233 | 0,6076 [ 0,7564 [0,0203 0,1524 | 0,2867 0,0959
GPllla 0,0000 [ 0,0004 0,1173(0,0771 | 0,5197 [ 0,1665 | 0,8547 0,3933 | 0,5353 0,4130
CD40L 0,0000 0,0250 |0,0301 | 0,7172 | 0,0890 0,8725 0,2093 0,1615 0,0251
P-Selectina 0,0155 | 0,1264 | 0,5679 | 0,1391 0,3209 0,1459 0,0685 0,0157
ICAM 0,0254 [ 0,2309 [ 0,0230 |0,4217 0,5790 |0,0010 0,0321
VCAM 0,0055 [ 0,0020 | 0,9562 0,6000 | 0,2968 0,3848
Upar 0,0248 |0,6428 0,5182 | 0,5483 0,9948
e-Selectina 0,1699 0,7482 0,1707 0,4701
VEGF 0,7100 0,4945 0,7802
ADAMTS13 0,5439 0,0003
FvW 0,0000




Anélises de correlacdo para os pacientes com DRC (n=43):
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GRUPO DRC - Coeficiente r (Spearman)

D-DI | PAI-1| APN | APM |GPIlblllal GPllla | CD4OL |P-Selectina| ICAM | VCAM | Upar [e-Selectinal VEGF | ADAMTS13| FvW |FVW:ADAMTS13
RFG 0,2819]0,1569| 0,1490 |-0,1721| -0,0473 | 0,0424| 0,1031| 0,0700 |0,1475| 0,0910 | 0,2098 0,0126 |0,2167 0,1068 |0,1183 0,0491
D-DI 0,0054| 0,4110 |-0,0606| 0,0690 | 0,0469 | 0,2184| 0,1837 [-0,0139| 0,0988 | 0,3216 | 0,4424 |0,1850| -0,0883 |0,0616 0,0683
PAI-1 0,1276 [-0,2963( -0,0808 |-0,0915(-0,1427| 0,0476 |-0,0378|-0,4857 |-0,3851 | -0,0927 |(0,0200( -0,1859 ([-0,0301 0,1135
APN 0,0789 | 0,1540 | 0,0065 [ 0,2013 | 0,2016 |0,2255| 0,2556 | 0,3151 | 0,1433 |0,0949| -0,1830 |-0,1460 0,0668
APM -0,0019 |-0,1396| 0,0762 | -0,1982 |0,2868 | 0,4669 | 0,3546 0,1305 |0,1722( -0,0329 [-0,0933 -0,0215
GPllbllla 0,5317|0,2135( 0,3029 |-0,2373|-0,2020| 0,0344 | -0,1072 (-0,2236[ 0,2557 |-0,1565 -0,2949
GPllla 0,3481| 0,5873 |[-0,2229( 0,0654 | 0,0174 | -0,0314 |-0,2070| 0,5379 |-0,0068 -0,3988
CD40L 0,4572 |-0,1311|-0,0333 | 0,1026 0,0770 |[-0,0096( 0,1910 [-0,0758 -0,1945
P-Selectina 0,0491 | 0,0287 | -0,0578| 0,0583 |-0,2313| 0,3514 |0,0486 -0,1550
ICAM 0,3686 | 0,3126 | 0,1203 |0,1286| -0,1597 |0,0719 0,1912
VCAM 0,5297 | 0,2866 |0,1049 0,1045 | 0,0977 0,0142
Upar 0,2960 (03848 0,0327 [-0,0872 -0,1079
e-Selectina 0,0835| -0,1899 |0,0310 0,0490
VEGF -0,1918 | 0,0868 0,2450
ADAMTS13 0,1277 -0,5504
FvW 0,7100
GRUPO DRC - Nivel de significancia p
D-DI [ PAI-1| APN | APM |GPIlIblllal GPIlla | CD4OL |P-Selectina| ICAM | VCAM | Upar |e-Selectinal VEGF |ADAMTS13| FvW |FVW:ADAMTS13

RFG 0,0910(0,3536| 0,3653 | 0,2820 | 0,7720 | 0,7950|0,5211| 0,6638 |0,3838| 0,5920 | 0,2126 [ 0,9412 [0,1977| 0,5292 |0,4838 0,7730
D-DI 0,9745|0,0128 | 0,7176 | 0,6849 | 0,7826|0,1877| 0,2695 |0,9340| 0,5551 | 0,0490 | 0,0054 |0,2661 0,5980 |0,7133 0,6838
PAI-1 0,4585 [ 0,0709 | 0,6343 | 0,5901(0,3928( 0,7766 |0,8220| 0,0020 | 0,0170 0,5800 |[0,9050( 0,2638 |0,8577 0,4976
APN 0,6240 | 0,3429 [ 0,9684 [ 0,2069 | 0,2062 |0,1861| 0,1324 | 0,0612 | 0,4046 |0,5821| 0,2853 |0,3957 0,6987
APM 0,9902 | 0,3780|0,6270| 0,2027 |0,0809 | 0,0031 | 0,0290 0,4349 |0,3013 0,8446 |0,5776 0,8983
GPllbllla 0,0003 (0,1746| 0,0512 [0,1573| 0,2306 | 0,8399 | 0,5279 |0,1835| 0,1266 |0,3551 0,0764
GPllla 0,0239| 0,0000 |0,1849| 0,7004 | 0,9185 0,8536 |0,2190| 0,0006 |0,9683 0,0145
CD40L 0,0021 0,4327 | 0,8428 | 0,5397 0,6457 | 0,9542 0,2506 | 0,6509 0,2420
P-Selectina 0,7696 | 0,8643 | 0,7304 | 0,7280 |0,1623| 0,0305 |0,7721 0,3529
ICAM 0,0228 | 0,0560 0,4721 |0,4417 0,3383 | 0,6680 0,2503
VCAM 0,0006 0,0811 |0,5307 0,5324 | 0,5595 0,9324
Upar 0,0712 |0,0170| 0,8454 |0,6026 0,5191
e-Selectina 0,6182 0,2536 |0,8536 0,7701
VEGF 0,2486 | 0,6045 0,1382
ADAMTS13 0,4448 0,0003
FvW 0,0000




