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RESUMO

POLIMORFISMOS DO NOS3 E ASSINATURAS METABOLICAS DE
AMINOACIDOS NA HEMODIALISE CRONICA: IMPLICACOES PARA A
DISFUNCAO ENDOTELIAL

A desregulacdo do oxido nitrico (NO) endotelial constitui importante fator associado ao risco
cardiovascular em pacientes com doenga renal cronica submetidos a hemodidlise.
Polimorfismos funcionais no gene da 6xido nitrico sintase endotelial (NOS3) podem influenciar
vias metabdlicas relacionadas ao NO; entretanto, sua expressao fenotipica em populagdes em
hemodialise permanece pouco caracterizada. Este estudo teve como objetivo analisar a
associacdo entre os polimorfismos funcionais do NOS3 — a variante promotora —786T>C ¢ o
VNTR de 27 pares de bases no intron 4 — e caracteristicas sociodemograficas, parametros
clinicos, indices bioquimicos e hematologicos, marcadores relacionados ao NO e perfis
direcionados de aminoacidos plasmaticos em adultos submetidos a hemodialise cronica. Trata-
se de estudo transversal exploratorio, envolvendo adultos em hemodidlise de manutencao,
genotipados para as variantes investigadas. Foram coletados dados sociodemograficos, clinicos,
bioquimicos e hematolédgicos, além do perfil direcionado de aminoacidos plasmaticos. As
comparagoes entre grupos foram realizadas por testes ndo paramétricos, com analises pos-hoc
ajustadas pelo método de Holm. Nenhum dos polimorfismos apresentou associacdo com
caracteristicas sociodemograficas, adequacgdo dialitica ou parametros laboratoriais de rotina. O
VNTR de 27 pb associou-se a diferencas significativas nas concentragdes plasmaticas de
citrulina, histidina, leucina, prolina e glutamina, enquanto a variante —786T>C demonstrou
associagdes restritas a carnosina ¢ a hidroxilisina. Os niveis circulantes de nitrito nao diferiram
significativamente entre os gendtipos. Conclui-se que, em pacientes em hemodialise de
manutencdo, a variacdo genética do NOS3 reflete-se predominantemente em assinaturas
metabolicas, e ndo em marcadores clinicos convencionais, sendo o VNTR do intron 4 associado
a impacto metabolico mais amplo.

Palavras-chave: Hemodiélise. Oxido nitrico sintase endotelial. Polimorfismo genético.
Metabolismo de aminoacidos. Disfuncao endotelial.



ABSTRACT

METABOLIC SIGNATURES OF NOS3 GENETIC VARIATION IN PATIENTS
RECEIVING MAINTENANCE HAEMODIALYSIS

Endothelial nitric oxide (NO) dysregulation is a key contributor to cardiovascular risk in
patients with chronic kidney disease receiving haemodialysis. Functional polymorphisms in the
endothelial nitric oxide synthase gene (NOS3) may modulate NO-related metabolic pathways;
however, their phenotypic expression in haemodialysis populations remains poorly
characterised. To analyse the association between functional polymorphisms of the endothelial
nitric oxide synthase gene (NOS3), specifically the -786T>C promoter variant and the 27-base-
pair intron-4 VNTR, and sociodemographic characteristics, clinical parameters, biochemical
and haematological indices, nitric oxide-related markers, and targeted plasma amino acid
profiles in adults undergoing chronic haemodialysis. In this cross-sectional, exploratory study,
adults undergoing chronic haemodialysis were genotyped for the NOS3 —786T>C promoter
variant and the intron-4 27-bp variable number tandem repeat (VNTR). Sociodemographic,
clinical, biochemical, and haematological parameters were assessed alongside targeted plasma
amino acid profiling. Group comparisons were performed using non-parametric statistics with
Holm-adjusted post-hoc testing. Neither NOS3 polymorphism was associated with
sociodemographic characteristics, dialysis adequacy, or routine biochemical and
haematological indices. The 27-bp VNTR was associated with significant differences in plasma
concentrations of citrulline, histidine, leucine, proline, and glutamine, whereas the -786T>C
polymorphism showed more limited associations, restricted to carnosine and hydroxylysine.
Circulating nitrite levels did not differ significantly across genotypes. In patients undergoing
chronic haemodialysis, NOS3 genetic variation is reflected predominantly in metabolic profiles
rather than in conventional clinical or laboratory markers. The intron-4 VNTR exhibits a
broader metabolic footprint than the -786T>C promoter variant, highlighting amino acid
metabolism as a sensitive domain for detecting genotype-phenotype associations in this setting.

Keywords: Haemodialysis. Endothelial Nitric Oxide Synthase. Genetic Polymorphism.
Amino Acid Metabolism. Endothelial Dysfunction.
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1. INTRODUCAO

A Doencga Renal Cronica (DRC) € caracterizada por perda progressiva da funcio dos
néfrons que, consequentemente, leva a perda de sua capacidade de filtrar e manter a
homeostase, esta alteracdo fisioldgica estd associada a altas taxas de morbidade e mortalidade
com grande impacto socioecondmico, tornando-se um desafio de satide publica em ambito
mundial (Jha et al., 2013).

A DRC configura-se como um importante problema de saude ptiblica em dmbito global,
caracterizada pela perda progressiva, irreversivel e silenciosa da fun¢do renal ao longo do
tempo. De acordo com as diretrizes internacionais, a DRC ¢ definida pela presenca de alteragdes
estruturais ou funcionais dos rins, com duracdo igual ou superior a trés meses, associadas a
reducdo da taxa de filtragdo glomerular (TFG < 60 mL/min/1,73 m?) e/ou a presenca de
marcadores de lesao renal, como albumintria, alteragdes urinarias ou anormalidades detectadas
por exames de imagem (KDIGO, 2012).

Estima-se que a DRC afete aproximadamente 10% da populagdo mundial, com
prevaléncia crescente, especialmente em paises em desenvolvimento, impulsionada pelo
envelhecimento populacional e pelo aumento da incidéncia de doengas cronicas nao
transmissiveis, como hipertensao arterial sistémica e diabetes mellitus, principais etiologias da
doenga (GBD Chronic Kidney Disease Collaboration, 2020). No Brasil, dados apontam
crescimento continuo do numero de individuos em terapia renal substitutiva, refletindo o
impacto epidemioldgico e econdmico da DRC no Sistema Unico de Satde (SUS) (SBN, 2023).

Além do impacto clinico, a DRC impde elevado 6nus econdmico ao sistema de saude
brasileiro. Estima-se que os custos relacionados a dialise e as complicacdes da doenga
consumam parcela significativa dos recursos destinados a média e alta complexidade no
Sistema Unico de Saude (SUS). Ademais, a DRC contribui para perda de produtividade,
aposentadorias precoces e aumento da dependéncia social, ampliando seus efeitos para além do
setor saude (Marinho et al., 2023).

De acordo com a World Health Organization (2023), a DRC ¢ reconhecida por
organismos internacionais, como condi¢cdo prioritaria para a¢des integradas de vigilancia
epidemioldgica, fortalecimento da atenc¢ao primaria, prevencao de fatores de risco e ampliagao

do acesso ao cuidado especializado. O enfrentamento da DRC exige politicas publicas baseadas
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em evidéncias, com foco na equidade, na identificagdo precoce e na redu¢do das iniquidades
em saude, especialmente em populagdes vulneraveis.

Além de sua elevada prevaléncia, a DRC esta associada a altos indices de
morbimortalidade, sobretudo em decorréncia de complicagdes cardiovasculares, disturbios
metabolicos, anemia, alteragdes Osseas e impacto significativo na qualidade de vida dos
pacientes.

A progressdo da doenca, quando ndo identificada e manejada precocemente, pode
culminar na necessidade de terapias renais substitutivas, como hemodialise, dialise peritoneal
ou transplante renal, que representam elevado custo social, econdmico e emocional (Levin et
al., 2017).

A DRC envolve mecanismos complexos, como hiperfiltragdo glomerular
compensatoria, inflamacdo cronica, fibrose intersticial e perda progressiva de néfrons
funcionais. Esses processos culminam em alteracdes metabdlicas e hormonais, incluindo
distarbios do metabolismo mineral e 6sseo, anemia associada a deficiéncia de eritropoietina,
acidose metabdlica e dislipidemias, aumentando substancialmente o risco de eventos
cardiovasculares, principal causa de morte em pacientes com DRC (Jha et al., 2013).

Nesse contexto, destaca-se que o aumento da morbimortalidade cardiovascular em
individuos com DRC ndo pode ser explicado exclusivamente pelos fatores de risco tradicionais,
como hipertensdo arterial, diabetes mellitus ou dislipidemia (SARNAK et al, 2023).
Evidéncias consistentes indicam que a disfun¢do endotelial constitui um mecanismo
fisiopatologico central na progressdo das complicagdes cardiovasculares associadas a DRC,
manifestando-se precocemente e agravando-se a medida que a fung¢ao renal declina. O endotélio
vascular desempenha papel fundamental na regulacdo do tonus vascular, na modulacdo da
inflamacao e da trombose, sendo particularmente sensivel as alteragdes induzidas pelo ambiente
urémico (JOURDE-CHICHE et al., 2019)

Entre os principais mediadores da funcdo endotelial, o 6xido nitrico (NO) destaca-se
como o principal fator vasodilatador enddgeno, exercendo efeitos anti-inflamatorios,
antiproliferativos e antitrombodticos. Na Doenga Renal Cronica, a biodisponibilidade de NO
encontra-se significativamente reduzida em decorréncia de multiplos mecanismos (BAYLIS,
2008), incluindo inflamagdo cronica (EBERT et al,2021), estresse oxidativo (DAENEN et al,
2019) retencdo de toxinas urémicas (HARLACHER et al., 2022) e aumento de inibidores
endogenos da 6xido nitrico sintase (RINDEI, ef al. 2023). Essa redu¢do da biodisponibilidade
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de NO contribui diretamente para a disfun¢do endotelial, a rigidez vascular e o aumento do
risco cardiovascular observados nessa populacao.

No ambito molecular, variagdes genéticas tém sido reconhecidas como importantes
moduladoras da susceptibilidade individual ao desenvolvimento e a progressdo de diversas
patologias cronicas. Os polimorfismos genéticos correspondem a variagdes na sequéncia do
DNA, geralmente decorrentes da substituicdo de uma Unica base, capazes de alterar a expressao
génica e o funcionamento celular, influenciando processos fisioldgicos e patologicos
(BRASILEIRO, 1998).

No contexto da Doenca Renal Crdnica, alteragcdes genéticas podem contribuir para a
disfuncdo endotelial desde os estdgios iniciais da doenca, estando associadas a hipertensao
arterial sistémica, a proteintiria e a progressao do dano renal (BAYLIS, 2008). Nesse cenario,
destaca-se o papel da via do 6xido nitrico, uma vez que o descontrole em sua sintese esta
implicado na patogénese de doengas cardiovasculares, renais, processos inflamatorios,
autoimunidade e rejeicao de transplantes, além de interferir na regulagdo do ciclo celular e na
expressao de proteinas envolvidas na homeostase vascular (TAMARA, 2008).

A sintese endotelial de 6xido nitrico ¢ catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), codificada pelo gene NOS3, cuja expressdo e atividade podem ser
moduladas por polimorfismos funcionais (NADAUD et a/,1994; CASAS, et al., 2006). Em
pacientes com DRC, o impacto dessas variagdes genéticas pode ser amplificado pelo ambiente
urémico, caracterizado por inflamacdo crdnica, estresse oxidativo e profundas alteragdes
metabolicas (YUN, Zhu et al., 2014; MEDINA et al., 2018.)

Adicionalmente, o rim exerce papel central no metabolismo intermedidrio de
aminoacidos diretamente envolvidos na via do 6xido nitrico, especialmente no eixo arginina—
citrulina—NO. A perda progressiva da fungdo renal compromete a conversdo renal de citrulina
em arginina e altera o perfil plasmatico de aminoacidos, criando um ambiente metabdlico que
pode modular a expressdo funcional dos polimorfismos do NOS3 (BAYLIS, 2008; WU, et al,
2021). Nesse contexto, a avaliagdo de assinaturas metabolicas de aminoacidos emerge como
uma abordagem promissora para a compreensao da relacdo entre variacdo genética, disfuncao
endotelial e risco cardiovascular em pacientes submetidos a hemodialise (SONG, et al. 2026).

Apesar das evidéncias sobre a importancia da via do 6xido nitrico na Doenga Renal
Croénica, permanecem escassos os estudos que avaliam a expressao funcional de polimorfismos

do gene NOS3 por meio de assinaturas metabdlicas, especialmente em pacientes em
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hemodialise cronica, nos quais o metabolismo de aminoacidos pode representar um fenotipo

intermediario mais sensivel do que marcadores clinicos convencionais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca Renal Cronica: visiao geral

A (DRC) ¢ definida como a presenca de anormalidades estruturais ou funcionais dos
rins, com duracdo igual ou superior a trés meses, e com implicacdes diretas para a saude do
individuo. Essa defini¢cdo, amplamente consolidada na pratica clinica e na pesquisa cientifica,
¢ reafirmada e atualizada pelas Diretrizes Clinicas da Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO) de 2024, que caracterizam a DRC como uma condi¢do heterogénea,
progressiva e associada a elevado risco de desfechos adversos, incluindo progressdo para
faléncia renal, eventos cardiovasculares e mortalidade precoce (KDIGO, 2024).

De acordo com a KDIGO (2024), a DRC nao deve ser compreendida apenas como uma
reducdo isolada da fun¢do renal, mas como uma condi¢do sistémica, cujas manifestagdes
refletem alteragdes complexas na homeostase metabolica, cardiovascular e inflamatoria. A
identificacdo da DRC baseia-se na persisténcia de alteragdes mensurdveis da fungdo ou da
estrutura renal, sendo os marcadores mais utilizados a reducdo da taxa de filtracdo glomerular
(TFG) e a presenga de albuminuria, embora outros marcadores de dano renal também possam
estar presentes.

No que se refere a classificagdao, a KDIGO (2024) propde o sistema CGA, que organiza
a DRC segundo trés eixos fundamentais: Causa (C), categoria da taxa de filtragdo glomerular
(G) e categoria de albumintria (A). Esse sistema representa um avango conceitual relevante, ao
permitir ndo apenas a estratificagdo da gravidade da doenca, mas também a estimativa do risco
de progressao e de desfechos clinicos adversos. As categorias de TFG variam de G1 (TFG > 90
mL/min/1,73 m?) a G5 (TFG < 15 mL/min/1,73 m?), enquanto as categorias de albuminuria
variam de A1 (normal a levemente aumentada) a A3 (severamente aumentada). A combinagao
desses parametros fornece uma avaliagdo integrada do risco, amplamente validada em estudos
populacionais multinacionais (KDIGO, 2024).

As diretrizes KDIGO 2024 refor¢am que tanto a redu¢do da TFG quanto o aumento da
albuminuria constituem preditores independentes e complementares de desfechos adversos.
Evidéncias oriundas do Chronic Kidney Disease Prognosis Consortium demonstram que o risco
de progressdo da DRC, eventos cardiovasculares, hospitalizacdes e mortalidade aumenta de

forma gradativa a medida que a TFG diminui e a albumintria se eleva, mesmo em estagios
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iniciais da doenga. Dessa forma, a DRC deve ser compreendida como um continuo de risco, €
nao como uma condig¢do dicotdmica presente ou ausente (KDIGO, 2024).

Outro aspecto central destacado pela KDIGO (2024) ¢ o reconhecimento da DRC como
um importante problema de satde ptiblica em ambito global. A diretriz aponta que a prevaléncia
da DRC permanece elevada em diferentes regides do mundo, com impacto desproporcional em
populacdes envelhecidas e em individuos portadores de doengas cronicas ndo transmissiveis,
como hipertensdo arterial sist€émica e diabetes mellitus. Ademais, a DRC contribui de forma
significativa para a carga global de doenca, expressa em anos de vida ajustados por
incapacidade, e estd associada a custos crescentes para os sistemas de satude, especialmente nos
estagios avangados da doenga.

Do ponto de vista fisiopatologico, a KDIGO (2024) destaca que a DRC envolve
mecanismos progressivos de perda de néfrons funcionais, acompanhados por adaptacdes
hemodindmicas compensatorias, inflamacdo cronica, estresse oxidativo e alteragdes
metabolicas sistémicas. Esses processos contribuem ndo apenas para a progressao da disfuncao
renal, mas também para o desenvolvimento de complicagdes extrarrenais, particularmente
cardiovasculares, que representam a principal causa de morte em individuos com DRC,
frequentemente superando o risco de progressdo para faléncia renal terminal.

As diretrizes de 2024 também enfatizam a importancia de uma abordagem baseada em
risco para o manejo da DRC, ressaltando que a avaliagdo isolada da TFG ¢ insuficiente para
capturar a complexidade da doenca. A incorporacao de ferramentas de predigdo de risco, aliada
a avaliacdo integrada da albumintria, permite uma estratificagdo mais precisa dos pacientes e
subsidia decisdes clinicas relacionadas ao monitoramento, ao encaminhamento para cuidados
especializados e a implementacdo de estratégias terapéuticas voltadas a reducdo da progressao
da doenca e de suas complicagdes (KDIGO, 2024).

Por fim, a KDIGO (2024) reconhece que a DRC deve ser compreendida como uma
condi¢do dinamica, influenciada por fatores individuais, ambientais, metabolicos e genéticos.
Essa perspectiva amplia o entendimento tradicional da doenga e fornece a base conceitual para
investigagdes que explorem mecanismos intermediarios, como a disfuncdo endotelial, o
metabolismo de aminodcidos e a variabilidade genética, aspectos fundamentais para a
compreensdo da heterogeneidade clinica e metabdlica observada em pacientes com Doenca

Renal Cronica.
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2.2 Dados Epidemiologicos

Segundo Kovesdy (2022) a DRC ¢ reconhecida atualmente como uma das principais
condi¢des cronicas globais, com crescimento expressivo em prevaléncia, mortalidade e custos
em saude. Estimativas recentes indicam que a DRC afeta mais de 850 milhdes de pessoas no
mundo, superando, em nimero absoluto, doengas como diabetes e cancer. A prevaléncia global
permanece entre 9% e 13% da populacgdo adulta, com tendéncia de aumento, especialmente em
regides com envelhecimento populacional acelerado e elevada carga de doengas cronicas nao
transmissiveis.

Andlises epidemiologicas recentes demonstram que a DRC estd entre as principais
causas de mortalidade evitavel, sendo responsavel por milhdes de oObitos anuais, direta ou
indiretamente associados a complicagdes cardiovasculares. Projecdes publicadas indicam que,
até 2040, a DRC podera figurar entre as cinco principais causas de morte no mundo, caso nao
sejam implementadas estratégias eficazes de prevencdo, rastreamento € manejo precoce
(FOREMAN et al., 2022).

Em paises de baixa e média renda, a carga da DRC ¢ ainda mais expressiva, em razao
de desigualdades no acesso aos servigos de saude, diagndstico tardio e limitagdes na oferta de
terapias renais substitutivas. Estudos recentes apontam que mais de 80% das pessoas com DRC
vivem em paises em desenvolvimento, o que refor¢ca o carater da doenga como desafio
prioritario de saude publica global (BIKBOV et al., 2023).

No contexto brasileiro, a DRC apresenta elevada relevancia epidemiologica, com
estimativas indicando que aproximadamente 1 em cada 10 adultos apresenta algum grau de
comprometimento da func¢ao renal. Dados mais recentes evidenciam crescimento continuo do
numero de individuos em estagios avancados da doenga, refletido no aumento da demanda por
terapias renais substitutivas. Segundo informagdes atualizadas do Ministério da Satde, a DRC
estd entre as condigdes cronicas que mais geram internacdes hospitalares evitaveis, sobretudo
quando associada a hipertensdo arterial sistémica e ao diabetes mellitus (BRASIL, 2022).

Nesse contexto, podemos dizer que a atengdo primdria a satide (APS) desempenha papel
estratégico na identificagdo precoce da Doenga Renal Cronica, uma vez que atua como porta
de entrada preferencial do sistema de satide e ¢ responsavel pelo acompanhamento longitudinal
dos usudrios. A detec¢do oportuna de fatores de risco, como hipertensdo arterial sistémica,
diabetes mellitus, obesidade e historico familiar de doenca renal, possibilita a implementagao

de intervengdes preventivas capazes de retardar a progressdo da DRC e reduzir a necessidade
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de terapias renais substitutivas em estagios avancados (BRASIL, 2014; SANTOS; SILVA,
2019).

Além disso, a integragdo entre os diferentes niveis de aten¢do a saude ¢ fundamental
para assegurar a continuidade do cuidado as pessoas com DRC. A articulagdo entre a APS, os
servicos de média e alta complexidade e a atencdo especializada em nefrologia permite o
acompanhamento adequado da evolucao clinica, a realizac¢do periddica de exames diagnosticos
e o encaminhamento oportuno ao especialista quando indicado. Essa organizacdo em rede
contribui para a melhoria dos desfechos clinicos, a racionalizagdo dos recursos do sistema de
saude e a redugdo da morbimortalidade associada a doenga (MENDES, 2011; BRASIL, 2017).

Outro aspecto relevante refere-se ao papel da educacdo em satde e do autocuidado
apoiado no manejo da Doenga Renal Cronica. Estratégias educativas voltadas aos usuarios e
seus familiares favorecem a adesdo ao tratamento, a adogao de habitos de vida saudaveis e o
controle adequado das comorbidades associadas, especialmente hipertensao arterial e diabetes
mellitus. A promoc¢ao do autocuidado, aliada ao acompanhamento multiprofissional, fortalece
a autonomia do paciente e impacta positivamente na qualidade de vida, sobretudo nos estagios
iniciais da doenga (MALTA et al., 2017; BARROS et al., 2018).

Dessa forma, o enfrentamento da Doenga Renal Cronica requer uma abordagem integral
e continua, centrada no usudrio, que considere os determinantes sociais da saide e as
especificidades do territério. A implementacdo de politicas publicas eficazes, articuladas a
praticas assistenciais baseadas em evidéncias cientificas e diretrizes clinicas, mostra-se
essencial para minimizar os impactos da DRC no sistema de satde e na vida das pessoas
acometidas, reforcando a importancia de estratégias preventivas e de cuidado longitudinal

(LEVEY; CORESH, 2012; KDIGO, 2013).

2.3 Fatores de risco

Os fatores de risco para o desenvolvimento da (DRC) estdo fortemente associados a
condig¢des cronicas ndo transmissiveis, especialmente o diabetes mellitus e a hipertensao arterial
sistémica, que, em conjunto, representam as principais causas de DRC em ambito mundial. O
diabetes mellitus contribui para o dano renal por meio de mecanismos fisiopatoldgicos
complexos, incluindo hiperglicemia persistente, estresse oxidativo, inflamag¢do cronica e
alteracdes hemodindmicas glomerulares, culminando em nefropatia diabética e perda

progressiva da fun¢do renal (LEVEY; CORESH, 2012; KDIGO, 2013).
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A hipertensdo arterial sistémica (HAS), por sua vez, constitui tanto um fator de risco
quanto uma consequéncia da DRC, estabelecendo uma relagdo bidirecional que potencializa a
progressdo da doenca. A elevacdo sustentada da pressao arterial promove lesdes estruturais nos
glomérulos e nos vasos renais, favorecendo a esclerose glomerular e a reducdo da taxa de
filtragdo glomerular ao longo do tempo.

Evidéncias cientificas demonstram que o controle inadequado da pressao arterial esta
diretamente associado a progressdo acelerada da DRC e ao aumento do risco de eventos
cardiovasculares (BRASIL, 2014; KDIGO, 2013).

Além dessas condicdes, fatores metabdlicos desempenham papel relevante na génese e
na progressao da DRC. A obesidade, a dislipidemia e a sindrome metabdlica contribuem para
alteracdes inflamatdrias sistémicas, resisténcia a insulina e sobrecarga hemodindmica renal,
favorecendo o dano estrutural e funcional dos rins. Estudos indicam que individuos com
sindrome metabolica apresentam maior risco de desenvolver DRC, independentemente da
presenca isolada de diabetes ou hipertensdo, o que refor¢a a importancia de abordagens
preventivas integradas voltadas ao controle do perfil metabdlico (MALTA et al, 2017,
BARROS et al., 2018).

Nesse sentido, o reconhecimento e o manejo adequado dos principais fatores de risco
para a DRC sdo fundamentais para estratégias de prevengdo primaria e secunddria, sobretudo
no ambito da atencdo primaria a saude. Intervencdes precoces direcionadas ao controle
glicémico, a manuten¢do de niveis pressoricos adequados e a modificagdo de fatores
metabolicos associados t€ém demonstrado impacto significativo na redugdo da incidéncia e na
desaceleragdo da progressdo da doenga, contribuindo para melhores desfechos clinicos e
reducdo da carga da DRC sobre os sistemas de saude (WHO, 2023).

Sendo assim, evidéncias cientificas consistentes indicam que individuos com sindrome
metabolica apresentam risco aumentado para o desenvolvimento da (DRC), bem como maior
probabilidade de progressdo mais rapida da perda da fun¢do renal. Essa associa¢do decorre da
interacdo complexa entre os multiplos componentes da sindrome metaboélica, que promovem
alteracdes hemodinamicas, inflamatorias e metabolicas capazes de comprometer a estrutura e a
funcdo renal de forma cumulativa (THOMAS et al., 2011).

Estudos longitudinais demonstram que a presenga da sindrome metabdlica estd
associada ao aumento da incidéncia de albumindtria e a redugdo progressiva da taxa de filtragcao
glomerular, mesmo em individuos sem diagnostico prévio de diabetes mellitus ou hipertensao

arterial. Tal achado sugere que a sindrome metabdlica (SM), enquanto entidade clinica
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multifatorial, exerce efeito independente sobre o risco renal, configurando-se como importante
marcador precoce de vulnerabilidade para DRC (CHEN et al., 2004).

Do ponto de vista fisiopatologico, a sindrome metabdlica contribui para o
desenvolvimento da DRC por meio da ativag@o cronica do sistema inflamatério, do aumento
do estresse oxidativo e da disfungdo endotelial. A resisténcia a insulina, elemento central da
sindrome, favorece a retencdo de sodio, a hiperatividade do sistema renina-angiotensina-
aldosterona e a elevagdo da pressdo intraglomerular, mecanismos que aceleram o processo de
lesdo renal e fibrose intersticial (GRUNDY, 2016).

Além disso, a obesidade visceral, caracteristica frequente da sindrome metabolica, esta
associada a alteragdes estruturais nos rins, incluindo glomerulomegalia, hiperfiltragdo inicial e
posterior esclerose glomerular. Estudos observacionais indicam que o excesso de tecido
adiposo contribui para o acimulo de lipidios no parénquima renal, fendmeno conhecido como
lipotoxicidade renal, que intensifica o dano celular e favorece a progressdo da DRC (HALL et
al., 2014).

Pesquisas populacionais também evidenciam uma relacdo dose-resposta entre o nimero
de componentes da sindrome metabolica e o risco de DRC, ou seja, quanto maior o numero de
alteracdes metabdlicas presentes, maior o comprometimento da fungdo renal ao longo do tempo.
Esse achado reforga a necessidade de abordagens preventivas integradas, voltadas ndo apenas
ao controle isolado de fatores de risco, mas a redugdo global do risco cardiometabdlico
(KURELLA TAMURA; VAZIRI, 2012).

Sendo assim, nos estidgios avancados, especialmente quando a TFG ¢ inferior a 15
mL/min/1,73 m?, a DRC evolui para a doenca renal terminal, fase na qual se torna necessaria a
terapia renal substitutiva, incluindo hemodialise, didlise peritoneal ou transplante renal. Esse
estagio esta associado a elevada morbimortalidade, principalmente por causas cardiovasculares,
além de impacto significativo na qualidade de vida e aumento expressivo dos custos para os

sistemas de satide (LOZANO et al., 2012).

25



2.4 Funcio renal, taxa de filtracio glomerular e metabolismo de aminoacidos na

doenca renal cronica

A (DRC) caracteriza-se por alteragdes progressivas da fungdo renal, com repercussdes
sistémicas que extrapolam o acumulo de metabdlitos nitrogenados. O rim exerce papel central
ndo apenas como 6rgdo excretor, mas também como 6rgdo metabdlico, responsavel pela
sintese, interconversao e regulacdo de diversos aminodcidos. Assim, a redu¢do da fung¢do renal
compromete simultaneamente a taxa de filtragdo glomerular (TFG), a integridade estrutural do
néfron e o equilibrio metabdlico sist€émico, resultando em profundas altera¢des bioquimicas e

vasculares (TIETZ, 2014).

2.5 Taxa de Filtracao Glomerular: conceito e relevancia clinica

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) corresponde ao volume de plasma filtrado pelos
glomérulos por unidade de tempo e representa o pardmetro mais amplamente aceito para a
avaliacdo global da fungao renal.

Sob a perspectiva fisiologica, a TFG expressa a soma da atividade funcional dos néfrons
individuais e ¢ determinada pela interagdo entre o nimero de néfrons funcionantes, a
integridade estrutural da barreira de filtracdo glomerular e as condi¢des hemodinamicas que
regulam o fluxo sanguineo renal (TIETZ, 2014).

A barreira de filtragdo glomerular consiste em uma estrutura altamente especializada,
formada pelo endotélio capilar fenestrado, pela membrana basal glomerular e pelos podocitos.
Essa organizacdo permite elevada permeabilidade a 4gua e a solutos de baixo peso molecular,
ao mesmo tempo em que restringe a passagem de macromoléculas, especialmente proteinas
plasmaticas. Altera¢des estruturais ou funcionais em qualquer um desses componentes, bem
como modifica¢des no tonus das arteriolas aferente e eferente, exercem impacto direto sobre a
TFG, mesmo na auséncia de manifestagoes clinicas evidentes (DELANEY; PRICE; LAMB,
2014).

Do ponto de vista fisiopatologico, a TFG apresenta mecanismos de autorregulacao que
mantém a filtragdo relativamente constante em ampla faixa de pressdes arteriais sistémicas.
Esses mecanismos envolvem respostas miogé€nicas da arteriola aferente e a retroalimentagao
tubulo-glomerular. No entanto, em condi¢des patologicas cronicas, como diabetes mellitus,

hipertensdo arterial sist€émica e doencgas glomerulares primarias, essa autorregulacdo pode
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tornar-se progressivamente ineficaz, contribuindo para alteragdes sustentadas da TFG (LEVEY
et al., 2009).

A redugdo da TFG ocorre de forma gradual e silenciosa na maioria das doengas renais,
frequentemente antecedendo por anos o aparecimento de sinais e sintomas clinicos, como
edema, oligria ou manifestacdes urémicas. Essa caracteristica explica por que a (DRC) ¢
frequentemente diagnosticada em estagios avangados, quando a reserva funcional renal ja se
encontra significativamente comprometida. Nesse contexto, a estimativa laboratorial da TFG
assume papel central no diagndstico precoce da DRC e na implementacdo de estratégias
terapéuticas capazes de retardar sua progressao (KDIGO, 2013).

Além de seu valor diagnostico, a TFG possui elevada relevancia prognostica.
Evidéncias consistentes demonstram associa¢do independente entre a reducdo da TFG e o
aumento do risco de eventos cardiovasculares, hospitalizacdes e mortalidade por todas as
causas. Dessa forma, a TFG deve ser compreendida ndo apenas como um marcador de fungao
renal, mas também como um importante indicador de risco sistémico, refor¢ando a necessidade
de sua avaliagdo rotineira e longitudinal na pratica clinica (LEVEY et al., 2011).

Do ponto de vista laboratorial, a mensura¢do direta da TFG por meio de marcadores
exogenos, como inulina ou radiofarmacos, ¢ considerada o padrao-ouro, porém ndo ¢ viavel na
rotina clinica devido a complexidade metodologica, ao custo elevado e a necessidade de
infraestrutura especializada. Assim, a pratica clinica baseia-se predominantemente na
estimativa indireta da TFG, utilizando marcadores end6genos, como creatinina e cistatina C,
cuja concentragdo plasmatica ou depuragdo renal se correlaciona com a capacidade de filtragao

glomerular (TIETZ, 2014).

2.6 Hiperfiltraciao glomerular e risco cardiovascular

Em estagios iniciais de diversas condi¢des clinicas, particularmente no diabetes mellitus
e na obesidade, pode ocorrer um fendomeno conhecido como hiperfiltragdo glomerular,
caracterizado por elevacao da TFG acima dos valores considerados fisiol6gicos. Esse aumento
resulta, em geral, de alteragdes hemodinamicas intraglomerulares, como vasodilatacdo da
arteriola aferente e aumento da pressdo capilar glomerular, representando inicialmente um
mecanismo adaptativo para compensar demandas metabolicas aumentadas (DELANEY;

PRICE; LAMB, 2014).
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Embora a hiperfiltracdo possa ser interpretada, em um primeiro momento, como sinal
de funcdo renal preservada ou até aumentada, evidéncias demonstram que esse estado estd
associado a maior estresse mecanico sobre a barreira de filtragdo glomerular. Com o tempo,
esse estresse contribui para lesdo estrutural progressiva, perda de poddcitos, desenvolvimento
de albuminuria e declinio subsequente da TFG, configurando um mecanismo central na
progressdo da DRC (LEVEY et al, 2011).

Do ponto de vista clinico, a hiperfiltracdo glomerular tem sido associada nido apenas a
progressdo da doenca renal, mas também ao aumento do risco cardiovascular. Estudos
observacionais indicam que individuos com hiperfiltracdo apresentam maior incidéncia de
eventos cardiovasculares, mesmo na auséncia de reducdo aparente da TFG, sugerindo que esse
estado reflete uma condi¢do sistémica de disfun¢do endotelial e sobrecarga hemodinamica
(KDIGO, 2013).

Nesse contexto, a interpretacdo isolada de valores elevados de TFG pode ser enganosa.
A identificacdo de hiperfiltragdo glomerular exige analise cuidadosa do contexto clinico,
incluindo presenca de diabetes, obesidade, hipertensdo arterial e albuminuria. Assim, a
avaliacdo integrada da TFG, da albumintria e dos fatores de risco cardiovasculares torna-se
essencial para a correta estratificacdo de risco e para a definicdo de estratégias terapéuticas

precoces.

2.7 Marcadores laboratoriais da fun¢io renal

2.7.1 Creatinina

A creatinina ¢ um produto do metabolismo da creatina e da fosfocreatina muscular,
sendo liberada na circulagdo de forma relativamente constante em individuos com massa
muscular estavel. No rim, ¢ livremente filtrada no glomérulo e, adicionalmente, sofre secre¢ao
tubular em proporcao variavel.

Apesar de sua ampla utiliza¢do historica, a creatinina apresenta limita¢des relevantes
como marcador da fun¢do renal. Sua concentragdo plasmatica ¢ influenciada por diversos
fatores ndo renais, incluindo idade, sexo, massa muscular, dicta ¢ estado nutricional. Além
disso, a secrecao tubular de creatinina pode aumentar em situacdes de disfunc¢do renal, levando
a superestimacao da TFG.

As principais diferengas fisiologicas e laboratoriais entre creatinina e cistatina C estdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos principais marcadores laboratoriais da fun¢ao renal

Caracteristica

Creatinina

Cistatina C

Natureza bioquimica

Produto do metabolismo muscular

Proteina de baixo peso molecular

Peso molecular 113 Da 12,8 kDa

Origem Metabolismo da creatina Producdo por todas as células
nucleadas

Produgao Variavel entre individuos Relativamente constante

Filtracdo glomerular Livre Livre

Secrecao tubular Presente Ausente

Reabsorcao tubular Nao ocorre Completa, com catabolismo

Eliminagdo extrarrenal  [Presente Ausente

Fonte: Elaborado pelo autor com base em TIETZ, N. W. Fundamentos de quimica clinica e
diagndstico molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2014.

2.7.2 Estimativas da TFG baseadas em creatinina

Diante das limitacdes inerentes a interpretacdo isolada da creatinina sérica,
especialmente sua baixa sensibilidade para detectar redugdes iniciais da fun¢do renal, foram
desenvolvidas equagdes matematicas com o objetivo de estimar a taxa de filtragdo glomerular
(TFG) de forma mais acurada. Essas equagdes buscam corrigir parcialmente a influéncia de
fatores bioldgicos ndo renais por meio da incorporagdo de variaveis demograficas, permitindo
uma aproximacao mais fidedigna da fun¢ao renal real (TIETZ, 2014).

Entre as equagdes mais amplamente utilizadas destacam-se a MDRD (Modification of
Diet in Renal Disease) e a CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration).
Ambas utilizam a creatinina sérica como variavel central, associada a fatores como idade e
sexo, partindo do pressuposto de que essas variaveis refletem, de maneira indireta, diferencas
médias na producao endogena de creatinina (LEVEY et al., 2009).

A equagdo MDRD foi desenvolvida a partir de uma populacdo composta
majoritariamente por individuos com doencga renal cronica moderada a avancada. Em razao
disso, apresenta desempenho adequado em faixas mais baixas de TFG, porém tende a

subestimar a fun¢do renal em individuos com TFG preservada ou discretamente reduzida, o que
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limita sua aplicabilidade em contextos de rastreamento e diagndstico precoce (DELANEY;
PRICE; LAMB, 2014).

Com o objetivo de superar essas limitagcdes, a equacdo CKD-EPI foi desenvolvida
utilizando uma populacdo mais heterogénea, incluindo individuos com fungdo renal normal ou
levemente reduzida. Evidéncias consistentes demonstram que a CKD-EPI apresenta maior
acuracia e menor Vviés sistematico, especialmente em valores de TFG superiores a 60
mL/min/1,73 m?, sendo atualmente recomendada como método preferencial para estimativa da
TFG baseada em creatinina por diversas diretrizes internacionais (LEVEY et al., 2009).

Apesar do avango representado por essas equagdes, sua acuracia permanece fortemente
dependente da padronizagdo analitica da creatinina, especialmente da rastreabilidade dos
métodos laboratoriais aos procedimentos de referéncia baseados em espectrometria de massa
por diluigdo isotopica (IDMS). Desvios analiticos na dosagem da creatinina podem resultar em
erros sistematicos na estimativa da TFG e, consequentemente, na classificacdo incorreta do
estagio da doenca renal cronica (TIETZ, 2014).

Além disso, as equagdes baseadas em creatinina ndo eliminam completamente a
influéncia de fatores bioldgicos individuais, como variagdes extremas de massa muscular,
desnutricdo, estados catabdlicos, amputagdes ou doencas cronicas associadas a produgdo
alterada de creatinina. Nessas situagdes, a TFG estimada pode ndo refletir adequadamente a
funcdo renal real, exigindo interpretacdo cautelosa dos resultados (DELANEY; PRICE;
LAMB, 2014).

2.7.3 Cistatina C

A cistatina C ¢ uma proteina de baixo peso molecular produzida de forma constante por
todas as células nucleadas do organismo. Diferentemente da creatinina, sua produgdo ¢
independente da massa muscular, da dieta e do sexo. No rim, ¢ livremente filtrada no glomérulo
e quase totalmente reabsorvida e catabolizada no tubulo proximal, ndo retornando a circulagao.
Essas caracteristicas conferem a cistatina C maior especificidade para avaliagdo da fungao renal
e maior sensibilidade para detectar redugdes leves a moderadas da TFG. No entanto, suas
concentragdes plasmaticas podem ser influenciadas por processos inflamatorios e alteragdes da

fungdo tireoidiana.
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2.74 Comparacio entre CKD-EPI baseada em creatinina e CKD-EPI combinada

(creatinina + cistatina C)

Com o reconhecimento das limitagdes das equacdes baseadas exclusivamente na
creatinina, foram desenvolvidas versdes da equacdo CKD-EPI que incorporam
simultaneamente a creatinina sérica e a cistatina C. A equacdo CKD-EPI creatinina+cistatina C
combina dois marcadores com determinantes biologicos distintos, reduzindo o impacto de
vieses associados a produ¢do muscular de creatinina e as variagdes inflamatorias isoladas da
cistatina C (LEVEY et al., 2012).

Estudos demonstram que a equacdo combinada apresenta maior acuracia, menor viés e
melhor estratificacdo de risco, especialmente em individuos com TFG préxima aos pontos de
corte clinicos, nos quais pequenas variagdes podem implicar mudangas relevantes na
classificacdo da doenga renal cronica. Essa abordagem ¢ particularmente util em populagdes
especiais, como idosos, individuos com baixa massa muscular e pacientes com discrepancia
entre creatinina sérica e quadro clinico (LEVEY et al., 2012).

Do ponto de vista clinico, a CKD-EPI creatininatcistatina C ndo substitui
completamente as equacdes tradicionais, mas atua como ferramenta confirmatoria,
recomendada quando hé incerteza diagnéstica ou quando a estimativa da TFG baseada apenas
na creatinina pode ser imprecisa (LEVEY et al., 2012).

Assim, a utilizagdo combinada desses marcadores representa um avango conceitual na
avaliagdo laboratorial da fungdo renal, alinhando-se a uma abordagem mais individualizada e
biologicamente fundamentada (TIETZ, 2014).

A influéncia de fatores ndo renais sobre creatinina e cistatina C ¢ apresentada na Tabela
2, enquanto o desempenho clinico comparativo desses marcadores encontra-se sintetizado na

Tabela 3.
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Tabela 2 — Influéncia de fatores ndo renais sobre creatinina e cistatina C

Fator

Creatinina

Cistatina C

Massa muscular

Forte influéncia

Nao significativa

Idade

Influéncia indireta

Discreta

Sexo

Influéncia significativa

Minima

Dieta proteica

Influéncia relevante

Sem influéncia

Exercicio fisico

Pode elevar niveis

Sem influéncia

Inflamacao sistémica Nao influencia Pode elevar niveis

Doenga tireoidiana Nao influencia Pode alterar niveis

Fonte: Elaborado pelo autor com base em TIETZ, N. W. Fundamentos de quimica clinica e
diagndstico molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2014.

Tabela 3 — Desempenho clinico e analitico da creatinina e da cistatina C

Aspecto Creatinina Cistatina C
Sensibilidade para reducdo leve da TFG|Baixa Alta
Detecgdo precoce da DRC Limitada Superior
Especificidade renal Moderada Elevada
Variabilidade interindividual Alta Baixa

Uso isolado Nao recomendado|Possivel, com ressalvas

Fonte: Elaborado pelo autor com base em TIETZ, N. W. Fundamentos de quimica clinica e
diagndstico molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2014.
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As vantagens, limitagdes e aplicagdes clinicas dos marcadores da filtragdo glomerular

estdo resumidas nas Tabelas 4 e 5.
Tabela 4 — Vantagens e limitagdes dos marcadores da fungdo renal

Marcador Vantagens Limitagdes

Creatinina [Baixo custo; ampla disponibilidade |Baixa sensibilidade; influéncia de

fatores ndo renais

Cistatina C |Maior sensibilidade; menor|Custo elevado; menor disponibilidade

influéncia biologica

Fonte: Elaborado pelo autor com base em TIETZ, N. W. Fundamentos de quimica clinica e
diagnéstico molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2014.

Tabela 5 — Aplicacdes clinicas recomendadas dos marcadores da fun¢do renal

Situaciao clinica Marcador recomendado
Rastreamento inicial Creatinina com TFG estimada
Suspeita de DRC inicial Cistatina C

Idosos ou baixa massa muscular Cistatina C

Monitoramento da DRC Creatinina associada a cistatina C

Fonte: Elaborado pelo autor com base em TIETZ, N. W. Fundamentos de quimica clinica e
diagndstico molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2014.

2.7.5 Proteinuria como marcador de lesao renal

A proteintiria corresponde a presenc¢a anormal de proteinas na urina e constitui um dos
marcadores mais relevantes de lesdo renal, refletindo alteragdes estruturais e funcionais ao
longo do néfron. Em condigdes fisioldgicas, a excre¢do urindria total de proteinas ¢ inferior a
150 mg em 24 horas, resultado da elevada seletividade da barreira de filtracdo glomerular e da
eficiente capacidade de reabsor¢do tubular das proteinas de baixo peso molecular filtradas

(TIETZ, 2014).
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Do ponto de vista fisiopatoldgico, a proteinuria pode decorrer de diferentes
mecanismos, incluindo aumento da permeabilidade da barreira glomerular, sobrecarga
plasmatica de proteinas ou comprometimento da reabsorcdo tubular. Cada um desses
mecanismos reflete processos patologicos distintos e possui implicagdes diagnodsticas e
progndsticas especificas, tornando essencial sua correta caracterizagdo no contexto clinico-
laboratorial (DELANEY; PRICE; LAMB, 2014).

A barreira de filtragdo glomerular, composta pelo endotélio capilar fenestrado, pela
membrana basal glomerular e pelos poddcitos, exerce papel central na restricdo da passagem
de proteinas plasmaticas para o filtrado. Alteracdes estruturais ou funcionais desses
componentes, como ocorre em glomerulopatias primarias ou secundarias, resultam em aumento
da permeabilidade glomerular e consequente perda urindria de proteinas, predominantemente
albumina. Esse tipo de proteintria, denominada proteinuria glomerular, esta frequentemente
associada a pior prognostico renal e maior risco de progressdao da doencga renal cronica (DRC)
(LEVEY etal., 2011).

Em contraste, a proteinuria tubular decorre da reducdo da capacidade de reabsorcao das
proteinas de baixo peso molecular normalmente filtradas pelo glomérulo. Esse mecanismo ¢é
observado em doengas que acometem o tibulo proximal, como nefrites tibulo-intersticiais,
intoxicacdes por farmacos ou metais pesados. Nesses casos, a proteiniria ¢ geralmente
quantitativamente menor do que a observada nas glomerulopatias, porém sua identificagio ¢
fundamental para o direcionamento diagndstico (TIETZ, 2014).

Outro mecanismo relevante ¢ a proteinuria por transbordamento, que ocorre quando ha
producdo plasmatica excessiva de proteinas de baixo peso molecular, excedendo a capacidade
de reabsorcdo tubular. Exemplos classicos incluem a excrecdo de cadeias leves de
imunoglobulinas em neoplasias hematologicas, como o mieloma multiplo. Embora a barreira
glomerular esteja estruturalmente preservada, a elevada carga proteica filtrada resulta em
proteinuria significativa, com importantes implicac¢des clinicas (DELANEY; PRICE; LAMB,
2014).

Além dessas formas, existem situagcdes de proteintria funcional ou transitoria,
observadas em condi¢des como exercicio fisico intenso, febre, estresse ou postura ortostatica
prolongada. Nessas circunstancias, a proteintiria tende a ser reversivel e ndo esta associada a
lesdo renal estrutural persistente, devendo ser diferenciada das formas patoldgicas por meio de

avalia¢do clinica e laboratorial adequada (LEVEY et al., 2011).
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A classificacgao da proteintria segundo o mecanismo fisiopatoldgico ¢ fundamental para
o raciocinio clinico-laboratorial, permitindo correlacionar o achado laboratorial com a provavel
topografia da lesdo renal e orientar investigacdes complementares. Essa classificagdo encontra-
se sintetizada na Tabela 6, que destaca os principais tipos de proteindria e suas caracteristicas
distintivas.

Do ponto de vista prognoéstico, a presenca e a magnitude da proteinuria constituem
importantes preditores de progressio da DRC e de eventos cardiovasculares. Estudos
demonstram que niveis mais elevados de proteinuria estdo associados a maior taxa de declinio
da TFG e a pior desfecho clinico, independentemente da etiologia da doenga renal. Assim, a
proteintria deve ser encarada ndo apenas como um marcador diagnostico, mas também como
um alvo terapéutico e um indicador de resposta ao tratamento (KDIGO, 2013).

Portanto, a avaliagdo da proteinuria, aliada a andlise integrada da TFG e de outros
marcadores laboratoriais, desempenha papel central na identifica¢do precoce da lesdo renal, na
estratificacdo de risco e no acompanhamento evolutivo dos pacientes com doencas renais,

reforgando sua relevancia na pratica clinica e na pesquisa cientifica.

Tabela 6 — Classificacdo da proteintria segundo o mecanismo fisiopatolégico

Tipo Mecanismo Caracteristica

Glomerular Aumento da permeabilidade |Predominio de albumina

Tubular Falha de reabsor¢ao Proteinas de baixo peso molecular
Transbordamento  |[Excesso plasmatico Proteinas especificas

Funcional Alteragdo transitoria Reversivel

Ortostatica Postura ereta Ausente em dectbito

Fonte: Elaborado pelo autor com base em TIETZ, N. W. Fundamentos de quimica clinica e
diagndstico molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2014.
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Os valores de referéncia da proteinuria total e sua interpretagdo clinica sdo apresentados

na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores de referéncia e interpretagdo clinica da proteintria total

Excrecao Interpretacio

<150 mg/24 h Normal

150-300 mg/24 h Discreta

>300 mg/24 h Patologica

>1.000 mg/24 h Sugere origem glomerular
>3.500 mg/24 h Sindrome nefrética

Fonte: Elaborado pelo autor com base em DELANEY, M. P.; PRICE, C. P.; LAMB, E. J.
Tietz fundamentals of clinical chemistry and molecular diagnostics. 7. ed. St. Louis: Elsevier,
2014.

2.7.6 Albuminuria como marcador preferencial de lesdo renal precoce

A albumindtria ¢ atualmente reconhecida como o marcador laboratorial mais sensivel e
precoce de lesdo renal, especialmente no contexto das nefropatias glomerulares. A albumina
constitui a principal proteina plasmatica perdida na maioria das doengas renais cronicas,
refletindo alteragdes iniciais da permeabilidade da barreira de filtragdo glomerular,
frequentemente detectaveis antes mesmo de redugdes significativas da taxa de filtragdo
glomerular (TFG) (TIETZ, 2014).

Do ponto de vista fisiopatologico, a presenga de albumina na urina indica
comprometimento funcional ou estrutural da barreira de filtragdo glomerular, composta pelo
endotélio capilar, pela membrana basal glomerular e pelos poddcitos. Alteragdes nesses
componentes, como disfun¢do endotelial, espessamento ou perda de cargas negativas da
membrana basal e lesdo ou descolamento de podoécitos, favorecem o aumento da
permeabilidade a albumina, mesmo em estagios iniciais da doenca renal (DELANEY; PRICE;
LAMB, 2014).

A albuminuria possui particular relevancia clinica por sua capacidade de identificar
lesdo renal subclinica, especialmente em populagdes de risco, como individuos com diabetes
mellitus, hipertensdo arterial sistémica, obesidade e doencas cardiovasculares. Nesses grupos,

a detec¢do precoce da albumintria permite intervengdes terapéuticas oportunas, com potencial
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para retardar a progressdo da doenca renal e reduzir o risco de eventos cardiovasculares
associados (KDIGO, 2013).

Do ponto de vista prognéstico, numerosos estudos demonstram que a presenca € a
magnitude da albumindria estdo associadas de forma independente ao declinio da TFG, a
progressdo da doenca renal cronica e ao aumento da mortalidade cardiovascular. Assim, a
albuminuria deve ser interpretada ndo apenas como um marcador de lesdo renal, mas também
como um indicador sistémico de risco cardiovascular, refletindo processos patologicos comuns,
como inflamagao cronica, estresse oxidativo e disfuncao endotelial (LEVEY et al., 2011).

A classificacdo da albumintria, apresentada na Tabela 8, baseia-se na quantidade de
albumina excretada na urina e permite estratificar os individuos em diferentes categorias de
risco. Valores persistentemente elevados, mesmo em faixas consideradas moderadamente
aumentadas, ja se associam a pior prognostico renal e cardiovascular, refor¢ando a importancia
da deteccdo e do acompanhamento longitudinal desse marcador (KDIGO, 2013).

No que se refere a avaliacdo laboratorial, a albumintria pode ser quantificada por
diferentes métodos, descritos na Tabela 9. Os métodos imunoldgicos, como a nefelometria e a
imunoturbidimetria, apresentam elevada sensibilidade e especificidade para a deteccdo de
pequenas quantidades de albumina, sendo preferidos em relacdo aos métodos
semiquantitativos, como as tiras reagentes, que apresentam baixa sensibilidade para niveis
iniciais de excre¢ao (TIETZ, 2014).

A razdo albumina/creatinina (RAC), obtida a partir de amostra isolada de urina, constitui
atualmente o método recomendado para avaliacdo da albumintria na pratica clinica, por reduzir
erros associados a coleta urinaria de 24 horas e apresentar boa correlacdo com a excrecdo didria
de albumina. A utilizagdo da RAC facilita o rastreamento, 0 monitoramento ¢ a comparagao
longitudinal dos resultados, especialmente em contextos ambulatoriais (DELANEY; PRICE;
LAMB, 2014).

Dessa forma, a albuminuria consolida-se como marcador preferencial de lesdo renal
precoce, desempenhando papel central na identificagdo subclinica da doenga renal, na
estratificacdo de risco e no monitoramento da resposta terapéutica. Sua avaliacdo sistematica,
integrada a estimativa da TFG e aos demais pardmetros laboratoriais, constitui componente

essencial da abordagem contemporanea das doencgas renais cronicas.
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Tabela 8 — Classificacdo da albumintria e significado clinico

Categoria Excre¢do de albumina Significado

Al <30 mg/24 h Normal

A2 30-300 mg/24 h Moderadamente aumentada
A3 > 300 mg/24 h Severamente aumentada

Fonte: Elaborado pelo autor com base em TIETZ, N. W. Fundamentos de quimica clinica e
diagnéstico molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2014.

Tabela 9 — Métodos laboratoriais para avaliacdo da albuminuria

Meétodo Amostra Observacao

Urinade 24 h Coleta temporizada|Quantificagdo direta

Razao albumina/creatininalAmostra isolada  [Método preferencial

Tira reagente Amostra isolada  |Baixa sensibilidade

Fonte: Elaborado pelo autor com base em DELANEY, M. P.; PRICE, C. P.; LAMB, E. J.
Tietz fundamentals of clinical chemistry and molecular diagnostics. 7. ed. St. Louis: Elsevier,
2014.

2.7.7 Integracio entre TFG e Albuminuria

A avaliacdo integrada da taxa de filtracdo glomerular (TFG) estimada e da albuminuria
representa atualmente o eixo central da abordagem diagnostica contemporanea das doengas
renais, superando a interpretacao isolada de marcadores laboratoriais. Essa integracao permite
ndo apenas identificar a presenca de disfuncdo renal, mas também caracterizar o tipo de lesdo,
estimar o risco de progressdo da (DRC) e avaliar o impacto sistémico da condi¢do renal sobre
outros desfechos clinicos, especialmente cardiovasculares (KDIGO, 2013).

A TFG reflete primordialmente a capacidade funcional global dos rins, estando
diretamente relacionada ao nimero de néfrons funcionantes ¢ as condigdes hemodinamicas
intrarrenais. Em contrapartida, a albuminuria constitui um marcador de lesdo estrutural da
barreira de filtragdo glomerular, frequentemente detectavel em fases precoces da doenga renal,
mesmo quando a TFG ainda se encontra dentro de valores considerados normais ou

discretamente reduzidos (TIETZ, 2014).
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Nesse sentido, a andlise isolada da TFG pode subestimar a presenca de dano renal
inicial, particularmente em individuos com reserva funcional preservada. Da mesma forma, a
albuminuria isolada, sem consideracdo da TFG, ndo permite avaliar adequadamente a extensao
da perda funcional renal. A integracdo desses dois parametros possibilita uma compreensao
mais completa do estado renal, distinguindo entre alteragcdes predominantemente funcionais,
estruturais ou combinadas (DELANEY; PRICE; LAMB, 2014).

Diversos estudos demonstram que a presenca de albumintria estd associada a pior
progndstico renal e cardiovascular, independentemente do valor absoluto da TFG. Individuos
com TFG preservada, mas com albumintria persistente, apresentam risco aumentado de
progressdo para estdgios mais avangados da DRC, bem como maior incidéncia de eventos
cardiovasculares, quando comparados aqueles sem albumintiria (LEVEY ef al., 2011). Dessa
forma, a albuminuria deve ser interpretada como um marcador de risco sistémico, € ndo apenas
como um achado renal isolado.

Por outro lado, a redu¢do da TFG na auséncia de albumintria pode refletir
predominantemente perda funcional associada ao envelhecimento, a alteragdes hemodinamicas
ou a condic¢des nao glomerulares. Nesses casos, o risco de progressao pode ser distinto daquele
observado em pacientes com redugdo concomitante da TFG e presenca de albumindria,
reforgando a importancia da avalia¢do integrada para a correta estratificacdo do risco clinico
(KDIGO, 2013).

A classifica¢do da doenca renal cronica proposta pelas diretrizes internacionais baseia-
se justamente nessa integragdo, combinando categorias de TFG (G1 a G5) com categorias de
albuminuria (Al a A3). Essa abordagem bidimensional permite estratificar os pacientes em
diferentes niveis de risco para progressdao da DRC, eventos cardiovasculares e mortalidade,
orientando decisdes clinicas, frequéncia de monitoramento e intensidade das intervencdes
terapéuticas (KDIGO, 2013). A Tabela 10 sintetiza essa interpretagdo integrada, evidenciando
como diferentes combinacdes de TFG e albumintria resultam em perfis prognoésticos distintos.

Do ponto de vista clinico e laboratorial, a integragdo entre TFG e albumintria reforga a
necessidade de avalia¢do longitudinal, e ndo apenas pontual, da funcdo renal. A persisténcia da
albuminuria e a tendéncia de queda da TFG ao longo do tempo sdo indicadores mais robustos
de progressao da doenca do que medidas isoladas, devendo ser valorizadas na pratica clinica e

na pesquisa (TIETZ, 2014).
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Assim, a interpretacao integrada da TFG estimada e da albumintria configura-se como
a abordagem mais completa e biologicamente fundamentada para a avaliacdo da fung¢ao renal,
permitindo diagnostico mais precoce, estratificagdo de risco mais acurada e melhor
direcionamento das estratégias de prevencao e tratamento das doencas renais cronicas (KDIGO,

2013).

Tabela 10 — Interpretacdo integrada da TFG estimada e da albuminuria

TFG Albuminiria Interpretacio
Normal Ausente Fungao preservada
Normal Presente Lesao renal inicial
Reduzida Ausente Reducao funcional
Reduzida Presente DRC estabelecida
Muito reduzida Presente Alto risco

Fonte: Elaborado pelo autor com base em TIETZ, N. W. Fundamentos de quimica clinica e
diagndstico molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2014.

2.8 O rim como 0rgao metabdlico e o perfil de aminoacidos na uremia

A (DRC) caracteriza-se ndo apenas pela reducdo progressiva da taxa de filtracdo
glomerular, mas também por profundas alteracdes metabdlicas sistémicas. Entre essas
alteracdes, destacam-se modificagdes relevantes no metabolismo e no perfil plasmatico de
aminoacidos, fendomeno classicamente descrito como perfil de aminodcidos na uremia. Esse
perfil resulta da combinagao de falhas na filtragao e depuragao renal, reducao da capacidade de
sintese e interconversdo de aminoacidos e aumento do catabolismo proteico periférico,
especialmente muscular (KDIGO, 2013).

O rim exerce papel central no metabolismo intermedidrio de aminoacidos, atuando
como 0rgao biossintético e regulador. Além de filtrar e reabsorver aminoécidos, o rim participa
ativamente da conversdo metabodlica de diversos compostos nitrogenados, incluindo a sintese
de arginina a partir da citrulina e a hidroxilagdo da fenilalanina em tirosina. Assim, a perda
progressiva da fun¢do renal compromete ndo apenas a depuragao de metabdlitos potencialmente

toxicos, mas também a homeostase aminoacidica sistémica (TIETZ, 2014).
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2.8.1 Alteracdes globais do perfil de aminoacidos na DRC

Em pacientes com DRC, particularmente nos estagios avancados e em hemodidlise,
observa-se um padrdo caracteristico de desequilibrio entre aminoécidos essenciais (EAA) e ndo
essenciais (NEAA). De modo geral, os aminoécidos essenciais — como valina, leucina e
isoleucina — apresentam concentracdes plasmaticas reduzidas. Essa reducdo decorre da
combinacdo entre ingestdo alimentar insuficiente, aumento do catabolismo proteico muscular,
inflamagao cronica e perdas diretas durante o procedimento dialitico (KALANTAR-ZADEH
et al., 2015).

Em contraste, diversos aminoacidos ndo essenciais tendem a apresentar concentracdes
elevadas na uremia, refletindo falha na depuracdo renal e alteragdes metabolicas sistémicas.
Nesse contexto, a razao entre aminodcidos essenciais € ndo essenciais tem sido amplamente
utilizada como marcador bioquimico do estado nutricional e metabolico em nefrologia, sendo
associada ao risco de desnutricdo proteico-energética, inflamacdo e pior prognostico clinico

(BERGSTROM; LINDHOLM, 1998).

2.8.2 O eixo Arginina—Citrulina—Oxido Nitrico: papel central do rim

Entre os diversos eixos metabolicos afetados na DRC, destaca-se o eixo Arginina—
Citrulina—Oxido Nitrico (NO), de particular relevancia para estudos que envolvem a enzima
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), codificada pelo gene NOS3. Em condigdes fisioldgicas,
a citrulina produzida principalmente no intestino delgado ¢ captada pelos rins, onde ¢ convertida
em arginina por meio das enzimas argininosuccinato sintetase e argininosuccinato liase. Essa
arginina renalmente sintetizada constitui uma fonte essencial para a producdo sistémica de
oxido nitrico (TIETZ, 2014).

Na DRC, a perda da massa funcional renal compromete essa conversao, resultando em
acumulo plasmatico de citrulina e redu¢do da biodisponibilidade de arginina. Embora a arginina
possa ser obtida pela dieta e pela degradacdo proteica, a falha da sintese renal assume papel
critico, especialmente em estados catabdlicos e inflamatorios, como observado na uremia
(FLISER et al., 2005).

A reducdo da disponibilidade de arginina tem consequéncias diretas sobre a funcdo
endotelial. A eNOS, na auséncia de substrato adequado, pode sofrer desacoplamento funcional,
passando a produzir espécies reativas de oxigénio em vez de 6xido nitrico. Esse mecanismo
contribui para estresse oxidativo, disfun¢do endotelial, aumento da rigidez vascular e
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progressdo da doenca cardiovascular, altamente prevalente em pacientes renais cronicos

(VALLANCE; LEIPER, 2004).

2.9 Aminoacidos-chave no contexto da uremia

2.9.1 Citrulina
A citrulina ¢ considerada marcador indireto da massa funcional dos enterdcitos e
precursor renal obrigatério da arginina. Em pacientes com DRC, seus niveis plasmaticos
elevam-se de forma significativa, refletindo falha na conversao renal. A elevacao da citrulina,
portanto, ndo deve ser interpretada como indicador de reserva funcional adequada, mas sim

como sinal de disfun¢do metabolica renal (CURTIS et al., 2019).

2.9.2 Arginina
A arginina ¢ o substrato direto da NOS3 para a producdo de 6xido nitrico. Na uremia,
ocorre uma deficiéncia relativa de arginina funcional, mesmo quando seus niveis plasmaticos
totais ndo estdo drasticamente reduzidos, devido a competicdo com inibidores enddgenos da
NOS, como a dimetilarginina assimétrica (ADMA). Esse cendrio agrava a disfun¢ao endotelial

e potencializa o risco cardiovascular (BOGER, 2003).

2.9.3 Homocisteina
A homocisteina ¢ um aminoécido sulfurado cuja depuragdo renal ¢ limitada na DRC,
resultando em hiper-homocisteinemia, condigdo altamente prevalente em pacientes urémicos.
A homocisteina exerce efeitos pro-oxidantes, pro-inflamatorios e pro-tromboéticos sobre o
endotélio, sendo considerada fator de risco independente para doenga cardiovascular e

progressao da nefropatia (PERNA et al., 2019).

294 Taurina
A taurina desempenha fung¢des antioxidantes, osmoprotetoras ¢ moduladoras da fungao
mitocondrial. Em pacientes com DRC e, especialmente, em hemodidlise, seus niveis costumam
estar reduzidos, em parte devido a perda dialitica e a ingestao dietética insuficiente. A deple¢ao
de taurina pode contribuir para aumento do estresse oxidativo e comprometimento da fungao

vascular (SPITZER et al., 2004).
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3.0 Impacto da hemodialise no perfil de aminoacidos

A hemodidlise, embora essencial para a remoc¢do de toxinas urémicas, acentua
alteragdes no perfil aminoacidico. Durante o procedimento, ocorre perda significativa de
aminoacidos livres através da membrana dialitica, contribuindo para a redu¢ao dos aminoacidos
essenciais e agravamento do estado catabolico. Além disso, o processo dialitico induz resposta
inflamatoria aguda, que intensifica a degradacdo proteica muscular (KALANTAR-ZADEH et
al., 2015).

Esses efeitos tornam particularmente relevante a avaliacdo do perfil de aminoacidos em
pacientes dialiticos, tanto como marcador metabdlico quanto como possivel elo mecanistico

entre disfuncdo renal, inflamagao, desnutri¢do e risco cardiovascular (PERNA et al., 2019).

3.1 Integraciao com estudos de polimorfismos da NOS3

No contexto de estudos genéticos envolvendo polimorfismos da NOS3, a andlise do
perfil de aminoécidos, especialmente do eixo arginina—citrulina, oferece base bioldgica robusta
para a interpretacdo dos resultados. Alteragdes genéticas que afetam a express@o ou a atividade
da eNOS podem ter seus efeitos amplificados em um ambiente metabdlico caracterizado por
baixa biodisponibilidade de arginina, acimulo de citrulina, hiper-homocisteinemia e estresse
oxidativo, como observado na uremia (ZOCCALI et al., 2020; LONDON et al., 2018).

Dessa forma, a integracdo entre genética, metabolismo de aminoacidos e fungdo renal
permite uma abordagem mais completa da fisiopatologia vascular na DRC, fortalecendo a
interpretacdo translacional dos achados experimentais e clinicos (ZOCCALI et al.,, 2020;

LONDON et al., 2018).

3.2 Disfunc¢ao endotelial: fundamentos tedricos

A disfuncdo endotelial ¢ caracterizada pela perda do equilibrio funcional do endotélio
vascular, resultando na redug¢do da biodisponibilidade de mediadores vasodilatadores,
especialmente o 6xido nitrico (NO), e no aumento relativo de fatores vasoconstritores, pro-
inflamatorios e pro-tromboticos. O endotélio saudavel desempenha papel central na regulagao
do tonus vascular, na homeostase hemostatica, na modula¢do da resposta inflamatéria e na

manutencdo da integridade da parede vascular, sendo sua disfuncdo considerada um evento
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inicial no desenvolvimento das doengas cardiovasculares (VALLANCE & CHAN, 2001;
DEANFIELD et al., 2007).

Nesse contexto, o NO destaca-se como o principal mediador da funcdo endotelial,
atuando como potente vasodilatador e exercendo efeitos anti-inflamatdrios, antiproliferativos e
antitromboticos VALLANCE & CHAN, 2001; DEANFIELD et al., 2007).

A sintese endotelial de NO ocorre a partir da L-arginina, catalisada pela 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS), cuja atividade ¢ rigidamente regulada por estimulos mecanicos,
como o estresse de cisalhamento, e por fatores metabodlicos e inflamatdrios. Alteracdes nesse
sistema, incluindo a redugdo da expressdo da eNOS, a limitacdo de substratos e cofatores ou o
desacoplamento enzimdtico induzido pelo estresse oxidativo, resultam em diminui¢do da
producdo de NO e aumento concomitante da gera¢do de espécies reativas de oxigénio,
aprofundando o quadro de disfuncio endotelial (FORSTERMANN et al., 2017; VANHOUTTE
etal., 2017).

Na DRC, a disfuncdo endotelial ¢ altamente prevalente e se manifesta precocemente,
agravando-se com a progressdo da perda da funcdo renal. Pacientes com DRC apresentam
inflamagao cronica de baixo grau, aumento do estresse oxidativo, retengdo de toxinas urémicas
e elevagdo de inibidores endogenos da sintese de NO, como a dimetilarginina assimétrica
(ADMA), fatores que contribuem de forma integrada para a reducdo da biodisponibilidade do
NO e para o comprometimento da func¢do vascular (ROUMELIOTIS et al, 2020;
VLAGOPOULOS & TIGHIOUART, 2021).

Em pacientes submetidos a hemodialise, mecanismos adicionais contribuem para o
agravamento da disfun¢do endotelial. As flutuagdes volémicas repetidas, a ativagao recorrente
do sistema imune, a bioincompatibilidade relativa das membranas dialiticas e a exposi¢ao
intermitente ao estresse oxidativo intensificam o comprometimento da fun¢do endotelial.
Evidéncias clinicas demonstram que, nessa populagdo, a disfun¢do endotelial esta fortemente
associada ao aumento da morbimortalidade cardiovascular, consolidando-se como um dos
principais determinantes fisiopatoldgicos da elevada carga cardiovascular observada na DRC
em estagio terminal (ZOCCALI et al., 2020; LONDON et al., 2018).

Do ponto de vista molecular, a disfungdo endotelial na DRC ndo resulta apenas de
alteracdes ambientais e metabdlicas, mas reflete também a interacao com fatores genéticos que
modulam a via do 6xido nitrico. Variagdes em genes envolvidos na sintese, regulagdo e
biodisponibilidade do NO, particularmente no gene da (NOS3), tém sido associadas a

heterogeneidade interindividual da resposta vascular e a susceptibilidade ao dano endotelial.
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Polimorfismos funcionais do NOS3 podem influenciar a expressdo da eNOS, a eficiéncia
catalitica da enzima e a resposta ao estresse oxidativo, modulando ndo apenas o risco
cardiovascular, mas também os perfis metabolicos associados a via do NO em individuos com
DRC e em hemodialise (SANDRIM et al., 2018).

Nesse cenario, torna-se cada vez mais evidente que os efeitos funcionais dessas
variagdes genéticas podem ndo se expressar de maneira consistente por meio de parametros
clinicos convencionais (SANDRIM et al., 2018).

Ao contrério, estudos recentes sugerem que biomarcadores metabolicos intermedidrios,
incluindo metabdlitos relacionados a via do NO e perfis de aminoacidos, representam
ferramentas mais sensiveis para captar a interacdo entre predisposicdo genética, disfungdo
endotelial e ambiente urémico (TOUSOULIS et al., 2022). Essa perspectiva fornece a base
conceitual para a analise dos polimorfismos do gene NOS3 no contexto da Doenga Renal
Croénica, tema abordado na se¢ao subsequente.

3.2 Polimorfismos do gene NOS3, metabolismo do 6xido nitrico e Doenca Renal
Cronica

A DRC ¢ uma condicdo multifatorial caracterizada por alteragdes progressivas que
envolvem inflamacao cronica, estresse oxidativo, distirbios metabolicos e disfun¢ao endotelial.
Entre os mecanismos fisiopatologicos implicados na progressio da DRC e no aumento
expressivo do risco cardiovascular observado nessa populagdo, destaca-se a reducdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), mediador essencial da homeostase vascular e renal
(SANDRIM et al., 2018).

A sintese endotelial de NO depende da atividade do 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS), enzima codificada pelo gene NOS3, cuja expressdo e funcionalidade podem ser
moduladas por variacdes genéticas (MEDINA et al., 2018).

O gene NOS3 esta localizado no cromossomo 7 (7q36.1), possui 26 éxons e codifica
uma proteina de aproximadamente 1.203 aminoacidos. A eNOS ¢ expressa predominantemente
no endotélio vascular, incluindo o endotélio renal, onde exerce papel fundamental na regulagao
do tonus vascular glomerular, na modula¢do da natriurese, na manutencao do fluxo sanguineo
renal e na protecdo contra processos inflamatorios e trombdticos. Alteragdes genéticas que
afetem a estrutura, a expressdo ou a atividade dessa enzima podem, portanto, repercutir de
forma significativa na fisiopatologia renal e cardiovascular, especialmente em individuos com
DRC, nos quais a via do NO ja se encontra funcionalmente comprometida (MEDINA et al.,

2018). A estrutura do gene esta representada na figura 1.
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Figura 1: Gene NOS3 (OLIVEIRA-PAULA; LACCHINI; TANUS-SANTOS, 2016).

Diversos polimorfismos funcionais do gene NOS3 foram descritos ao longo das ultimas
décadas, sendo os mais amplamente investigados o polimorfismo —786T>C (rs2070744),
localizado na regido promotora do gene; o polimorfismo Glu298Asp (G894T; rs1799983),
localizado no éxon 7; e o polimorfismo de nimero variavel de repeticdes em tandem (VNTR)
de 27 pares de bases no intron 4, conhecido como 4b/a. Essas variantes genéticas diferem
quanto a sua localizagdo no gene e aos mecanismos moleculares pelos quais interferem na
expressdo e na atividade da eNOS, mas compartilham o potencial de reduzir a producdo de NO
e favorecer a disfun¢ao endotelial (MEDINA et al., 2018; ZHU et al., 2014).

O polimorfismo Glu298Asp consiste em uma substitui¢do de nucleotideo (guanina por
timina) no éxon 7 do gene NOS3, resultando na troca do aminoacido glutamato por aspartato
na posicdo 298 da proteina eNOS. Essa alteracdo estrutural ocorre em uma regido
funcionalmente relevante da enzima, proxima ao dominio oxidase, responsavel pela ligagcdo da
L-arginina e do cofator tetraidrobiopterina (BH4). Estudos bioquimicos demonstram que essa
substitui¢do torna a proteina mais suscetivel a clivagem proteolitica, reduzindo sua estabilidade
e eficiéncia catalitica, o que culmina em menor produ¢do de NO (MEDINA et al., 2018).

Do ponto de vista clinico e epidemiologico, o polimorfismo Glu298Asp tem sido
associado a diversas condi¢des caracterizadas por disfuncao endotelial, incluindo hipertensao
arterial, doenga arterial coronariana, nefropatia diabética e progressao da doenca renal cronica.
Na DRC, multiplos estudos observacionais demonstraram associag¢do entre o alelo T (Asp) e
maior susceptibilidade a progressao para doenga renal terminal. A meta-analise conduzida por
Zhu et al. (2014), que incluiu mais de 850 pacientes com doenga renal terminal e mais de 1.100
controles, demonstrou associagao significativa entre o alelo T e o risco de doenca renal terminal,
sugerindo que essa variante genética constitui um importante fator de predisposicdo em

diferentes populacdes (MEDINA et al., 2018).
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O polimorfismo VNTR 4b/a do intron 4 caracteriza-se pela presenga de duas variantes
alélicas principais: o alelo 4b, considerado a forma mais comum, contendo cinco repeticdes de
27 pares de bases, e o alelo 4a, menos frequente, contendo quatro repeti¢des. Embora esse
polimorfismo ndo altere diretamente a sequéncia codificadora da proteina, evidéncias
experimentais indicam que ele exerce influéncia regulatdria sobre a expressao do gene NOS3.
Estudos demonstram que o alelo 4a est4 associado a producdo de pequenos RNAs interferentes
derivados da sequéncia repetitiva, os quais podem reduzir a expressdo do gene e,
consequentemente, a sintese da eNOS (MEDINA et al., 2018).

Em termos funcionais, individuos portadores do alelo 4a apresentam niveis circulantes
mais baixos de NO e de seus metabolitos, quando comparados aos portadores do alelo 4b. Na
DRC, essa redugdo adicional da biodisponibilidade de NO pode exacerbar a disfuncao
endotelial ja existente, contribuindo para a progressdo da doencga renal e para o aumento do
risco cardiovascular (MEDINA et al., 2018).

A meta-andlise de Zhu et al. (2014) demonstrou que o alelo 4a esta significativamente
associado ao risco de doenga renal terminal, refor¢cando seu papel como marcador genético de
susceptibilidade.

O polimorfismo —786T>C, localizado na regido promotora do gene NOS3, interfere
diretamente na regulagdo transcricional do gene. A substitui¢do da timina por citosina nessa
posicao reduz a atividade do promotor em aproximadamente 50%, levando a diminui¢do da
expressdao da eNOS. Mecanisticamente, esse polimorfismo pode alterar a ligacao de fatores de
transcri¢do, como a proteina replicadora A1, comprometendo a transcri¢do do gene (MEDINA
et al., 2018).

Entretanto, apesar de sua relevancia funcional, os estudos que investigaram a associagdo
do polimorfismo —786T>C com a DRC e com a doenca renal terminal apresentam resultados
inconsistentes. A meta-analise de Zhu et al. (2014) ndo identificou associagdo significativa
entre essa variante e o risco de doenga renal terminal na populagdo global, sugerindo que seu
impacto pode depender de fatores étnicos, ambientais ou da interagdo com outros
polimorfismos do gene NOS3.

De maneira integrada, as evidéncias disponiveis indicam que os polimorfismos
Glu298Asp e VNTR 4b/a apresentam associagdes mais consistentes com a progressdo da
(DRC) e com o desenvolvimento da doenca renal terminal, enquanto os achados relativos ao
polimorfismo —786T>C permanecem controversos. Importante destacar que, na DRC, os

efeitos dessas variantes genéticas ndo se manifestam de forma isolada, mas interagem com o

47



ambiente urémico, caracterizado por inflamagdo cronica, estresse oxidativo, aumento de
inibidores endogenos da eNOS e profundas alteracdes no metabolismo de aminoécidos
(MEDINA et al., 2018).

Nesse cendrio, os polimorfismos do gene NOS3 devem ser compreendidos como
moduladores da resposta metabolica e endotelial, cuja expressdo funcional pode ser mais
adequadamente capturada por fenodtipos metabolicos intermediarios, como os perfis de
aminoacidos envolvidos na via arginina—citrulina—NO, especialmente em pacientes submetidos
a hemodialise. Essa abordagem permite uma compreensdo mais refinada da heterogeneidade
fenotipica observada na Doenca Renal Cronica e oferece bases conceituais solidas para a

integracao entre genética, metabolismo e disfungdo endotelial.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a associagdo entre polimorfismos funcionais do gene da 6xido nitrico sintase
endotelial (NOS3) e assinaturas metabolicas plasmaticas de aminoécidos relacionadas a via do
6xido nitrico, em adultos submetidos a hemodidlise cronica, considerando sua potencial

implica¢do na disfun¢do endotelial.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Caracterizar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos funcionais do
gene NOS3 (—=786T>C e VNTR de 27 pares de bases no intron 4) em adultos submetidos a
hemodialise cronica.

3.2.2 Comparar os perfis plasmaticos direcionados de aminoacidos entre os diferentes
geno6tipos dos polimorfismos do NOS3, com énfase nos aminoacidos envolvidos na via
arginina—citrulina—6xido nitrico.

3.2.3 Avaliar a associagdo entre os polimorfismos do NOS3 e marcadores laboratoriais
relacionados ao metabolismo do ¢xido nitrico, incluindo nitrito plasmatico.

3.2.4 Investigar a relacdo entre os polimorfismos do NOS3 e parametros clinicos,
bioquimicos e hematolégicos de rotina, incluindo indicadores de adequacao dialitica.

3.2.5 Explorar se as associagdes gendtipo-fenotipo sdo mais evidentes em assinaturas

metabolicas do que em parametros clinicos convencionais, no contexto da hemodialise cronica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal e de carater exploratdrio, desenvolvido
com o objetivo de investigar associagdes entre polimorfismos funcionais do gene NOS3 e
assinaturas metabolicas plasmaticas de aminodcidos em pacientes adultos submetidos a
hemodidlise cronica. A escolha do delineamento transversal fundamenta-se na natureza
exploratoria da investigacdo e na escassez de estudos prévios que integrem genética,
metabolismo e disfun¢do endotelial em populagdes com (DRC) em estagio terminal (Mann,
2003; HULLEY et al., 2015)

Reconhece-se que esse delineamento ndo permite inferéncias causais, limitando-se a
identificacdo de associagdes genotipo-fenotipo em um ponto especifico no tempo. No entanto,
tal abordagem ¢ adequada para a geracdo de hipdteses e para a caracterizagdo de fendtipos
metabolicos intermedidrios potencialmente associados a variabilidade genética da via do 6xido

nitrico (KADDURAH-DAOUK, et al, 2008).

4.2 Populacio do estudo

A populacdo do estudo foi composta por pacientes adultos com DRC em estdgio
terminal, em tratamento por hemodidlise de manuten¢cdo, acompanhados em servigo
especializado. Foram incluidos individuos com idade igual ou superior a 18 anos, em
hemodialise regular, clinicamente estaveis no momento da coleta.

O recrutamento ocorreu em um Unico centro de terapia renal substitutiva de alto volume,
a Clinica Politécnica Saude Ultramed (Santa Maria, Distrito Federal, Brasil), um servigo
privado de didlise credenciado pelas autoridades sanitarias regionais e que atua como uma das
principais unidades de referéncia em nefrologia da regido. O centro oferece hemodidlise trés
vezes por semana a uma ampla e clinicamente heterogénea populacdo de pacientes, incluindo
individuos com DRC de longa duracdo, elevada carga de comorbidades e perfis
sociodemograficos diversos e condigdes que, em conjunto, configuram um cendrio
fisiologicamente rico para a investigagdo do metabolismo do 6xido nitrico (NO) endotelial e de

sua modulacdo genética.
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Todos os individuos em hemodidlise de manutengdo nessa unidade foram
sistematicamente triados quanto a elegibilidade por nefrologistas e pela equipe de pesquisa.
Foram considerados elegiveis participantes com idade >18 anos, diagnostico de doenga renal
cronica estagio 5D e em tratamento com hemodialise convencional com bicarbonato por, no
minimo, trés meses consecutivos — critério adotado para assegurar estabilizagdo metabdlica,
inflamatoria e hemodindmica, reduzindo potenciais fatores de confusdo associados ao periodo
inicial de adaptacdo a didlise. O recrutamento ocorreu durante as sessdes rotineiras de
hemodialise, possibilitando a inclusdo de uma coorte representativa quanto a distribuigao etéria,
tempo em dialise, tipo de acesso vascular e panorama de comorbidades.

Todos os voluntarios apresentaram capacidade cognitiva para compreender e assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os critérios de exclusdo incluiram
analfabetismo, dependéncia ativa de alcool ou drogas ilicitas e quaisquer condi¢des que
comprometessem a adesdo ao estudo. Essa estratégia de recrutamento resultou em uma coorte
clinicamente abrangente e metodologicamente homogénea, permitindo comparagdes robustas
entre pacientes em hemodidlise, expostos a estresse oxidativo, disfuncdo endotelial,
desregulag¢dao do metabolismo nitrogenado e circulagdo extracorpdrea intermitente, e individuos
saudaveis sem comprometimento renal.

A opgdo por incluir exclusivamente pacientes em hemodialise visa reduzir a
heterogeneidade relacionada aos diferentes estdgios da DRC e aos distintos regimes

terapéuticos, permitindo maior consisténcia na interpretacdo dos dados metabolicos e genéticos.

4.3 Populacio / Amostra / Amostragem

Participantes da pesquisa portadores de (DRC), que se encontram em acompanhamento
e tratamento de hemodidlise no seguinte local: Clinica Politécnica Saude Ultramed — CL 416
lote G, Santa Maria — DF, que fazem tratamento a pelo menos 3 meses de terapia renal
substitutiva.

Calculo do tamanho amostral: Trata-se de um estudo transversal, descritivo e caso
controle. Serdo considerados 150 pacientes, com célculo amostral que podera: um nivel de
confianga de 95%, erro amostral de 10%, e a populacdo estimada do DF de 3 milhdes
(IBGE,2020), com uma distribuicdo de resposta de 50%, o n® minimo seria de 97 individuos,

mas estimando-se possiveis perdas, o total a ser considerado serdo 150 pessoas.
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Critérios de inclusio:

Os participantes incluidos no estudo serdo de ambos os sexos, com idade igual ou
superior a 18 anos, sdo individuos diagnosticados com (DRC) e que realizam hemodialise ha
pelo menos 3 meses. Eles devem apresentar condigdes fisicas, mentais, cognitivas e intelectuais
adequadas para responder ao instrumento de coleta de dados. Além disso, ¢ necessario que
concordem voluntariamente em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

e o Termo de Guarda de Material Biologico para participar do estudo.

Critérios de exclusao

Foram excluidos pessoas que apresentavam condi¢des potencialmente capazes de
interferir de forma significativa nos perfis metabdlicos avaliados, tais como: processos
infecciosos agudos ou internacdo hospitalar recente; condigdes inflamatorias agudas no
momento da coleta; incapacidade de fornecer consentimento informado.

Esses critérios foram adotados com o intuito de minimizar a influéncia de fatores agudos
sobre as concentragdes plasmaticas de aminoacidos e sobre os marcadores relacionados a via

do 6xido nitrico.

4.4 Coleta de dados
A coleta de dados ocorreu entre o periodo de Julho/2024 a Fevereiro de 2025, sendo

realizados os seguintes procedimentos:

4.4.1 Caracterizac¢ao Clinica e Sociodemografica

Uma entrevista estruturada e a revisdo de prontudrios médicos foram utilizadas para
coletar informacodes referentes a idade, sexo, nivel de escolaridade, estado civil, local de
residéncia, situacdo ocupacional/aposentadoria, presenca de comorbidades como hipertensao
arterial e diabetes mellitus, histérico familiar (hipertensdo arterial e/ou diabetes mellitus),
héabitos de vida (uso de tabaco, alcool e substancias ilicitas), tempo em hemodialise, tipo de
acesso vascular (fistula arteriovenosa; cateter tunelizado ou ndo tunelizado) e etiologia da
doenga renal cronica (diabética, hipertensiva, intersticial, autoimune ou indeterminada). Essas
variaveis foram posteriormente relacionadas as categorias genotipicas, com o objetivo de

avaliar potenciais associacdes gendtipo—fenotipo.
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4.4.2 Coleta e Processamento de Amostras Bioldgicas

O sangue venoso periférico (10 mL) foi coletado imediatamente antes do inicio da
sessdo de hemodidlise, com o objetivo de minimizar alteragdes bioquimicas induzidas pelo
circuito extracorpdreo. As amostras foram distribuidas em tubos contendo EDTA e em tubos
com gel separador para soro, conforme as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). As fragdes de plasma, soro e sangue total foram prontamente processadas e
armazenadas sob condi¢des controladas de temperatura para posterior analise molecular e

bioquimica.

4.2.3 Extracao de DNA Gendémico

O DNA gendmico foi isolado a partir de leucdcitos utilizando o kit Invisorb Spin Blood
Mini Kit (Invitek, Alemanha). A pureza e a concentragdo do DNA foram verificadas por
espectrofotometria (NanoDrop™), sendo consideradas adequadas para as analises subsequentes
as amostras que apresentaram razdo A260/A280 > 1,8. Apos a extragdo, as amostras foram

armazenadas a —20 °C até a realiza¢do da genotipagem.

4.4.4 Genotipagem dos Polimorfismos do NOS3

A genotipagem dos polimorfismos do gene da (NOS3) foi realizada com o objetivo de
investigar variantes genéticas funcionalmente relevantes na regulacdo da produgdo de 6xido
nitrico (NO) pelo endotélio vascular. O gene NOS3 desempenha papel central na homeostase
vascular, uma vez que codifica a enzima responséavel pela sintese do NO endotelial, molécula-
chave na modulagdo do tonus vascular, da resposta inflamatoria, da proliferacdo celular e da
funcdo antitrombotica. Alteragdes na expressdo ou na atividade da eNOS podem comprometer
a biodisponibilidade de NO e contribuir para a disfun¢do endotelial, fendomeno amplamente
descrito na (DRC).

Foram selecionados dois polimorfismos do gene NOS3 com base em sua relevancia
funcional e em evidéncias prévias de associacdo com alteragdes cardiovasculares e renais: a
variante —786T>C, localizada na regido promotora do gene, ¢ o polimorfismo de numero
variavel de repeticdes em tandem (VNTR) de 27 pares de bases, localizado no intron 4. Ambas

as variantes apresentam potencial para influenciar a expressdo génica da eNOS e,
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consequentemente, a producdo endogena de NO, sendo particularmente relevantes em

contextos de disfun¢do endotelial associados a doenca renal cronica avangada.

4.5 Polimorfismo NOS3 —786T>C (regiio promotora)

O polimorfismo —786T>C localiza-se na regido promotora do gene NOS3 e estd
associado a alteragdes na atividade transcricional do gene, podendo resultar em menor
expressao da eNOS. Para a genotipagem dessa variante, foi realizada a amplificacdo de um
fragmento especifico do DNA gendmico por meio da técnica de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR).

Foram utilizados os seguintes oligonucleotideos iniciadores (primers):
forward 5’-TGG AGA GTG CTG GTG TAC CCC A-3’ e
reverse 5’-GCC TCC ACC CCC ACC CTG TC-3".

As reagdes de PCR foram conduzidas em condigdes padronizadas, iniciando-se com
uma etapa de desnaturagdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 33 ciclos compostos por
desnaturagdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 63 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C
por 30 segundos. Ao final dos ciclos, foi realizada uma etapa de extensao final a 72 °C por 10
minutos, assegurando a completa extensdo dos fragmentos amplificados. O tamanho esperado
do amplicon foi de 180 pares de bases (pb).

Ap6s a amplifica¢do, o produto de PCR foi submetido a digestdo enzimatica com a
enzima de restrigdo Mspl, em incubagdo a 37 °C por 90 minutos. A digestdo diferencial dos
fragmentos permitiu a discriminagdo dos gendtipos com base nos padrdes de fragmentacao
gerados. Os fragmentos resultantes foram separados por eletroforese em gel de agarose a 3%,
corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

Os padrdes de bandas observados permitiram a identificacdo dos genotipos:

e TT, caracterizado por fragmentos de 140 e 40 pb;

e CC, caracterizado por fragmentos de 90, 50 e 40 pb;

e TC, apresentando um padrao combinado dos fragmentos correspondentes aos alelos T

e C.
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4.6 Polimorfismo NOS3 intron 4 VNTR (repeticao de 27 pares de bases)

O polimorfismo de numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR), localizado no
intron 4 do gene NOS3, consiste em um nimero variavel de repeti¢des de uma sequéncia de 27
pares de bases. Os alelos mais frequentemente descritos sdo o alelo 4a, contendo cinco
repeti¢des, e o alelo 4b, contendo quatro repetigdes. Na literatura, esses alelos também sao
comumente designados como alelo de insercdo (I), correspondente ao alelo 4a, e alelo de
delegdo (D), correspondente ao alelo 4b, denominagdes que refletem a presenga ou auséncia
relativa de uma repeticao na sequéncia analisada.

Esse polimorfismo tem sido associado a varia¢des na estabilidade do RNA mensageiro
e na expressao da eNOS, podendo influenciar a biodisponibilidade de 6xido nitrico.

Para a genotipagem dessa variante, foi realizada a amplifica¢dao do segmento contendo
a regido de repeti¢do por PCR, utilizando os seguintes primers:
forward 5°’-AGG CCC TAT GGT AGT GCC TT-3" ¢
reverse 5’-TCT CTT AGT GCT GTG GTC AC-3".

As condigdes de amplificagdo incluiram uma etapa inicial de desnaturagdo a 94 °C por
5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C
por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, com extensdo final a 72 °C por 10 minutos.
A diferenciacdo dos alelos foi realizada diretamente com base no tamanho dos fragmentos
amplificados, dispensando a necessidade de digestdo enzimatica.

Os produtos de PCR apresentaram tamanhos de aproximadamente 420 pb para o alelo
4a (I), correspondente a cinco repeti¢des, € 393 pb para o alelo 4b (D), correspondente a quatro
repeti¢des, permitindo a identificagdo dos genotipos I/I (4a/4a), I/D (4a/4b) ou D/D (4b/4b) por

meio de eletroforese em gel de agarose.
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4.7 Controle de qualidade e atribuicao dos genotipos

Para assegurar a confiabilidade, a precisdo e a reprodutibilidade dos resultados de
genotipagem, cada ensaio incluiu controles positivos € negativos, permitindo a verificacao da
especificidade da amplificagdo e a deteccdo de eventuais contaminagdes. Amostras que
apresentaram padrdes de bandas ambiguos ou inconsistentes foram submetidas a nova extragao
de DNA e reamplifica¢do, garantindo a correta atribui¢ao dos genotipos.

A leitura e a atribuicdo dos gendtipos foram realizadas de forma independente por dois
analistas, sem conhecimento prévio dos dados clinicos ou metabolicos dos participantes.
Eventuais discordancias foram resolvidas por consenso, procedimento adotado para minimizar

vieses de interpretagdo e reforcar o rigor metodoldgico da analise genética.

4.8 Exames laboratoriais bioquimicos, hematoldgicos e avaliacido da via do 0xido
nitrico

A caracterizagdo clinica e bioquimica dos participantes foi realizada por meio da analise
de exames laboratoriais de rotina, obtidos a partir de amostras de sangue periférico coletadas
conforme protocolos assistenciais padronizados do servigo de hemodidlise. Esses exames
tiveram como finalidade descrever o estado metabdlico, hematolégico, inflamatério e funcional
basal da populacao estudada, fornecendo um contexto bioquimico essencial para a interpretagao
integrada dos achados metabolomicos e genéticos apresentados nas se¢des subsequentes da
dissertagao.

As amostras sanguineas foram coletadas em tubos apropriados para cada tipo de anélise,
processadas segundo os procedimentos operacionais do laboratério clinico responsavel e

analisadas por métodos automatizados validados, amplamente utilizados na pratica laboratorial.

4.9 Avaliacao hematologica

O hemograma completo foi realizado em sangue total por meio de analisadores
hematologicos automatizados, baseados nos principios de impedancia elétrica e citometria de
fluxo, permitindo a avaliacdo das séries eritrocitaria, leucocitaria e plaquetdria. Foram
analisados parametros como contagem de eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito, indices

eritrocitarios (volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e concentragdo de
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hemoglobina corpuscular média), leucocitos totais e diferenciais, além da contagem de
plaquetas.

Os valores de referéncia para hemoglobina em adultos situam-se, aproximadamente,
entre 12,0 e 16,0 g/dL para mulheres e 13,0 e 18,0 g/dL para homens. A avaliacdo desses
parametros permitiu a caracterizacdo da anemia, condi¢do altamente prevalente em pacientes
com Doenga Renal Cronica (DRC) em estagio avancado, bem como a identificacdo de possiveis

alteracdes leucocitdrias associadas ao estado inflamatorio cronico.

5.0 Marcadores da funcio renal

A ureia sérica foi quantificada por método enzimatico baseado na agdo da urease, com
leitura espectrofotométrica automatizada. Os valores de referéncia para adultos situam-se
aproximadamente entre 15 e 45 mg/dL. Em individuos com DRC avangada, niveis elevados de
ureia refletem o acimulo de compostos nitrogenados e a eficiéncia relativa da terapia dialitica.

A cistatina C foi mensurada por método turbidimétrico automatizado, utilizando
anticorpos especificos. Em adultos, os valores de referéncia situam-se, de modo geral, entre
0,56 ¢ 0,99 mg/L. Esse marcador foi utilizado como pardmetro adicional de caracterizacdo da
funcdo renal, uma vez que sua concentra¢do ¢ menos influenciada por massa muscular quando

comparada a creatinina.

5.1 Determinacao de nitrito e nitrato plasmaticos

A avaliacdo da via do 6xido nitrico foi realizada por meio da dosagem indireta de seus
metabolitos estiveis, nitrito e nitrato, em amostras de soro/plasma. A mensuragdo direta do
oxido nitrico ndo ¢ factivel em sistemas biologicos devido a sua curta meia-vida e elevada
reatividade, tornando necessaria a quantificacdo de seus produtos de oxidacao.

A dosagem de nitrito plasmatico foi realizada por método colorimétrico baseado na
reagdo de Griess, adaptada para execugdo automatizada. O método envolve a formagao de um
composto azoado corado, cuja absorbancia ¢ mensurada a 540 nm. A concentragdo de nitrito
foi obtida por meio de curva de calibragdo construida com padrdes de concentragdo conhecida,
apresentando comportamento linear na faixa analitica de interesse. O limite de detec¢cao do
método situa-se na ordem de micromoles, sendo adequada para a avaliagdo de nitrito plasmatico

em condicdes fisiopatoldogicas.
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A quantificacdo de nitrato plasmatico foi realizada apds etapa prévia de reducdo do
nitrato a nitrito, utilizando enzima redutase especifica, seguida da aplicagdo da reagao de Griess.
Entretanto, limitagdes analiticas relacionadas a reprodutibilidade e a linearidade do método,
quando adaptado a automagdo, foram consideradas na interpretagao dos resultados, motivo pelo

qual a andlise de nitrito foi priorizada como marcador indireto da via do 6xido nitrico.

5.2 Perfil de Aminoacidos Plasmaticos (Metabolomica Direcionada)

O perfil de aminoacidos plasmaticos foi avaliado por meio de uma abordagem de
metabolomica direcionada, utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS). Essa metodologia ¢ amplamente
reconhecida pela elevada sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade na quantifica¢ao
simultanea de metabdlitos de baixa massa molecular em matrizes bioldgicas complexas, como
o soro humano. A combinagdo da separagdo cromatografica com a detecgdo por espectrometria
de massas permite a identificacdo precisa dos aminoacidos e a quantificacdo confidvel de suas
concentragdes plasmaticas, mesmo em contextos de profundas alteragdes metabolicas, como na
(DRO).

As andlises foram realizadas em amostras de soro previamente coletadas e armazenadas
sob congelamento, seguindo protocolos padronizados de preparo e processamento, de modo a
preservar a estabilidade dos metabdlitos at¢é o momento da andlise. Os resultados foram
expressos em micromoles por litro (umol/L), possibilitando a comparacdo entre individuos e
grupos genotipicos. Para fins de contextualizacdo metabdlica, os valores obtidos foram
confrontados com intervalos de referéncia para adultos fornecidos pelo laboratorio clinico
responsavel pelas andlises, reconhecendo-se, entretanto, que pacientes com DRC em
hemodidlise apresentam alteracdes metabolicas sistémicas que podem deslocar
significativamente esses pardmetros em relacao a populagao geral.

O painel de aminoécidos analisado contempla um conjunto abrangente de metabolitos
envolvidos em diferentes eixos fisioldgicos, incluindo o metabolismo do nitrogénio, a
bioenergética mitocondrial, o remodelamento da matriz extracelular, a resposta inflamatodria e
os mecanismos de sinalizacdo celular. Essa abordagem ampla permite a caracterizagdo
detalhada do estado metabolico plasmatico e fornece subsidios para a compreensdo da

heterogeneidade metabodlica observada em pacientes submetidos a hemodidlise cronica.
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No contexto desta dissertagao, foi atribuida énfase particular a aminoécidos diretamente
relacionados a fisiopatologia da DRC e a via do 6xido nitrico. A citrulina ocupa posi¢ao central
nesse eixo, uma vez que sua conversao em arginina ocorre predominantemente nos rins.

Assim, alteragdes nos niveis plasmaticos de citrulina refletem tanto a perda da fun¢ao
renal quanto disfung¢des na via arginina—citrulina—6xido nitrico, sendo consideradas marcadores
metabolicos sensiveis da disfungdo endotelial associada a DRC.

A arginina e a ornitina, também incluidas no painel analitico, integram o ciclo da ureia
e participam diretamente da sintese de 6xido nitrico. A avaliagdo conjunta desses aminoacidos
permite uma analise mais refinada do metabolismo nitrogenado e da funcionalidade da via do
NO do que a mensuragdo isolada de marcadores clinicos ou laboratoriais convencionais.

A glutamina e o glutamato representam componentes fundamentais do metabolismo
intermediario, desempenhando papéis centrais na homeostase acido-base, na bioenergética
mitocondrial e na modulacio da resposta inflamatdria. Alteragdes nas concentragdes
plasmaticas desses aminodcidos sdo frequentemente observadas em pacientes com DRC e
refletem adaptagdes metabodlicas complexas associadas a uremia e ao tratamento dialitico.

Foram também considerados aminoacidos com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, como a histidina, a glicina e a taurina, cuja participa¢gdo em mecanismos de
citoprote¢do e regulacdo do estresse oxidativo ¢ particularmente relevante em contextos de
inflamacdo cronica e disfuncdo endotelial. A andlise desses metabodlitos contribui para a
compreensdo do equilibrio entre mecanismos de dano e de compensagcdo metabolica em
pacientes renais cronicos.

Os aminoacidos de cadeia ramificada, incluindo leucina, isoleucina e valina, foram
avaliados em razao de seu papel na regulacdo da sintese proteica, na sinalizagdo metabolica e
no estado nutricional. A quantificagdo desses aminodcidos fornece informacdes adicionais
sobre 0 metabolismo energético e proteico, além de possibilitar a exploracao de intera¢des entre
variabilidade genética, inflamacdo e metabolismo celular.

Adicionalmente, aminoacidos associados ao metabolismo do colageno e a dinamica da
matriz extracelular, como a prolina, a hidroxiprolina e a hidroxilisina, foram incluidos no painel
analitico. Alteragdes nesses metabolitos podem refletir processos de remodelamento tecidual e
fibrose, fendmenos frequentemente exacerbados na DRC avangada e potencialmente
relacionados a progressdo do dano vascular e renal.

A andlise integrada do perfil de aminoacidos plasmaticos, por meio de metabolomica

direcionada, permite a identificagdo de fenotipos metabolicos intermedidrios, capazes de captar
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de forma sensivel a interagdo entre o metabolismo urémico, a disfun¢do endotelial e a
variabilidade genética.

Dessa forma, o perfil de aminoicidos plasmaticos constitui um componente
metodolédgico central desta dissertacdo, oferecendo uma base robusta para a interpretagdo das
associagdes genodtipo-fendtipo investigadas, especialmente no contexto dos polimorfismos do

gene NOS3.

5.3 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com abordagem exploratoria, considerando o
delineamento transversal do estudo e o tamanho amostral disponivel. Inicialmente, as variaveis
continuas foram avaliadas quanto a distribui¢do por meio de testes de normalidade apropriados.
Em funcdo da distribuicdo nao normal observada para a maioria dos pardmetros metaboélicos,
os dados foram descritos utilizando medidas de tendéncia central e dispersdo adequadas, e
analisados por métodos ndo paramétricos.

As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos do gene NOS3 foram
determinadas por contagem direta. O Equilibrio de Hardy—Weinberg (EHW) foi avaliado para
cada polimorfismo por meio do teste do qui-quadrado, comparando-se as frequéncias
genotipicas observadas com aquelas esperadas sob condi¢gdes de equilibrio populacional. O
teste de Hardy—Weinberg foi empregado como ferramenta de controle de qualidade genética,
com o objetivo de identificar possiveis desvios relacionados a erros de genotipagem,
estratificacdo populacional ou viés de selecdo. Valores de p > 0,05 foram considerados
indicativos de concordancia com o equilibrio de Hardy—Weinberg.

Para a comparagado dos perfis metabolicos e dos marcadores relacionados a via do 6xido
nitrico entre os diferentes grupos genotipicos, foram utilizados testes ndo paramétricos,
adequados a natureza dos dados e ao tamanho amostral. O teste de Mann—Whitney foi
empregado para comparagdes entre dois grupos, enquanto o teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado quando aplicavel para comparagdes entre trés ou mais grupos genotipicos.

Considerando o nimero elevado de comparagdes inerentes as andlises metabolicas
direcionadas, foi aplicada corre¢do para multiplas comparacdes pelo método de Holm, com o
objetivo de reduzir o risco de erro do tipo I. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido

em 5% (p < 0,05), tanto para as andlises primarias quanto apos a corre¢ao.
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Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software IBM SPSS
Statistics, versao 29.0, e o ambiente estatistico R, empregando-se pacotes apropriados para a
andlise de dados genéticos e metabolicos. A utilizagdo combinada dessas ferramentas visou
garantir maior robustez analitica, reprodutibilidade dos resultados e flexibilidade na condugao
das andlises estatisticas.

As andlises tiveram carater exploratorio, ndo tendo sido realizado calculo prévio de
poder estatistico ou estimativa formal de tamanho de efeito, o que ¢ reconhecido como uma
limitacdo inerente ao delineamento do estudo. Dessa forma, os resultados devem ser
interpretados como indicativos de associagdes potenciais, uteis para a geracdo de hipoteses e
para o delineamento de investigacdes futuras com maior poder estatistico e desenho

longitudinal.

5.4 Consideracdes Eticas

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ceilandia, Universidade de Brasilia (CEP-FCE/UnB), conforme parecer consubstanciado n°
7.205.672, vinculado ao CAAE 82068124.9.0000.8093 (ANEXO 1). O Comité confirmou a
conformidade do estudo com as Resolu¢des do Conselho Nacional de Satde n® 466/2012 e n°
510/2016, bem como determinou que ndo seria necessaria apreciacao adicional pela CONEP.

Todos os participantes forneceram consentimento livre e esclarecido por meio da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e¢ Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1) e
autorizaram ou recusaram a guarda das amostras bioldgicas por meio do Termo de Autorizagao
para Guarda e Uso de Material Biolégico (APENDICE 2). A privacidade, a confidencialidade
e o anonimato dos participantes foram rigorosamente assegurados ao longo de todas as etapas

do estudo.
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S RESULTADOS

5.1 Caracterizacio sociodemografica

O presente estudo caracterizou os perfis clinicos, sociodemograficos, bioquimicos,
hematologicos e metabdlicos de pacientes submetidos a hemodidlise cronica, com énfase
particular na distribui¢do e nos correlatos fenotipicos de dois polimorfismos distintos do gene
NOS3: a variante de nucleotideo tinico T-786C e o polimorfismo intronico VNTR de 27 pares
de bases.

As caracteristicas gerais da populacdo estudada estdo apresentadas na Tabela 11, a qual
evidencia a predominéncia de participantes do sexo masculino (57,8%) e a elevada carga de
comorbidades, como hipertensdo arterial (54,5%) e diabetes mellitus (33,8%). O acesso
vascular por fistula arteriovenosa foi a modalidade mais frequentemente observada (77,9%),

indicando uma coorte relativamente estavel, com rotinas de hemodialise bem estabelecidas.

Tabela 11 - Caracteristicas Clinicas e Sociodemograficas da Populacao do Estudo.

Variavel n %

Sexo

Masculino 89 57,8
Feminino 65 42,2
Comorbidades

Hipertensao 84 54,5
Diabetes 52 33,8
Acesso Vascular

Fitula Arteriovenosa 120 77,9
CVC Tunelizado 28 18,2
CVC Nao tunelizado 6 39

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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Para aprofundar a clareza interpretativa dos achados, os resultados sdo apresentados a
seguir em duas se¢des principais, correspondentes a cada polimorfismo do gene NOS3
investigado.

5.2 NOS3 Intron-4 VNTR (repeticio de 27 pb)

5.2.1 Distribuicao Genotipica

A distribuicdo dos gendtipos do VNTR de 27 pb do gene NOS3 estd apresentada na
Tabela 12, na qual o gen6tipo I/I foi o mais prevalente (50%), seguido de perto pelo genotipo
heterozigoto I/D (44,8%) e pelo gendtipo menos frequente D/D (5,2%).

As frequéncias genotipicas encontraram-se em conformidade com o equilibrio de Hardy—
Weinberg (* = 2,26; p = 0,132), indicando que a amostra ¢ geneticamente estavel e ndo

estratificada em relacdo a esse locus.

5.2.2 Caracteristicas Sociodemograficas

A comparagdo detalhada das variaveis sociodemograficas entre os genotipos do VNTR
de 27 pb do gene NOS3 esta apresentada na Tabela 13. Nao foram identificadas associa¢des
significativas para nenhum dos parametros avaliados, incluindo sexo, escolaridade, estado civil,

religido, tipo de residéncia, situacdo ocupacional, aposentadoria ou idade (todos p > 0,05).

Tabela 12 - Frequéncias Genotipicas e Equilibrio de Hardy—Weinberg para os Polimorfismos
do NOS3.

Marcador genético Genotipo n (%) Qui-quadrado Valor de p

TT: 36 (23.4)
NOS3 T-786C TC: 110 (71.4) 35,10 <0.001*
CC: 8(5.2)
I/1: 77 (50.0)
NOS3 27-bp VNTR I/D: 69 (44.8) 2,26 0.132

D/D: 8 (5.2)
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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A distribuicdo homogénea dessas varidveis entre os grupos genotipicos sugere que a

variagdo do VNTR do NOS3 ndo reflete nem prediz padrdes sociais, demograficos ou

socioecondmicos nesta populagdo em hemodialise.

Tabela 13 — Variaveis sociodemograficas de acordo com os gen6tipos do VNTR de 27 pb do
gene NOS3 em pacientes em hemodialise cronica

Variaveis D/D n (%) 1/D n (%) 1/ n (%) p-valor
Sexo 0,3943
Masculino 4 (4,5) 44 (49,4) 41 (46,1)

Feminino 4 (6,2) 25 (38,5) 36 (55,4)
Escolaridade 0,2566
Analfabeto 0(0,0) 0(0,0) 3(3,9)
Ensino médio 1(12,5) 23(33,8) 21(27,3)
Ensino fundamental 6 (75,0) 44 (64,7) 51 (66,2)
Ensino superior 1(12,5) 1(1,5) 2(2,6)
Estado civil 0,8914
Casado 4 (50,0) 33 (47,8) 37 (48,1)
Divorciado 0(0,0) 5(7,2) 2(2,6)
Solteiro 3(37,5) 23 (33,3) 28 (36,4)
Vidvo 1(12,5) 8(11,6) 10 (13,0)
Religido 0,6168
Catdlica 6 (75,0) 40 (58,8) 53 (68,8)
Espirita 0(0,0) 4 (5,9) 5(6,5)
Evangélica 2 (25,0) 24 (35,3) 19 (24,7)
Residéncia 0,6224
Alugada 3(37,5) 21 (30,4) 25 (32,5)
Mora com
familiares 0(0,0) 2(2,9) 0(0,0)
Prépria 5(62,5) 46 (66,7) 52 (67,5)
Situagdo 0,7505
ocupacional
Trabalhando 4 (50,0) 26 (37,7) 28 (36,4)
N3o trabalha 4 (50,0) 43 (62,3) 49 (63,6)
Aposentado 0,5118
Sim 7 (87,5) 43 (62,3) 46 (59,7)
N3o 1(12,5) 26 (37,7) 30(39,0)
Outro 0(0,0) 0(0,0) 1(1,3)
Idade (anos) - 59,87 59,55 55,24
. 0,5495
mediana (11Q) (52,67—66,75) (48,72-67,85)  45,94-69,59)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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5.2.3 Caracteristicas Clinicas

A tabela 14 apresenta a andlise abrangente das varidveis clinicas. A distribui¢do das
etiologias subjacentes da doenga renal variando desde doenga renal em estagio terminal de
causa nao especificada até nefropatias diabéticas e hipertensivas ndo apresentou diferencas
relacionadas aos genotipos (p = 0,9948).

Da mesma forma, a prevaléncia de hipertensao arterial (p = 0,2681) e diabetes mellitus
(p = 0,9726) ndo diferiu significativamente entre os grupos genotipicos. Os comportamentos
relacionados ao estilo de vida, incluindo pratica de atividade fisica, tabagismo, consumo de
alcool e uso de substancias ilicitas, também ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativas.

O tipo de acesso vascular apresentou tendéncia a diferenca, porém sem alcancar
significancia estatistica (p = 0,0936), sugerindo uma possivel embora nao confirmada tendéncia
na distribui¢do do uso de cateter venoso central tunelizado entre os grupos genotipicos.

Tabela 14 — Variaveis Clinicas de Acordo com os Genotipos do VNTR de 27 pb do gene

NOS3

Variavel D/D I/D 1/1 p-valor
Diagnéstico (n, %) 0,9948
Doenca renal em estagio terminal 3(37,5%) 14 (20,3%) 18 (23,4%)

Ldpus eritematoso sistémico 0 (0,0%) 1(1,4%) 1(1,3%)

Nefropatia diabética tipo 1 0 (0,0%) 6 (8,7%) 8 (10,4%)

Nefropatia diabética tipo 2 3(37,5%) 23 (33,3%) 21(27,3%)
Nefropatia hipertensiva 2 (25,0%) 18 (26,1%) 23 (29,9%)
Nefropatia intersticial crénica 0 (0,0%) 1(1,4%) 1(1,3%)

Nefropatia IUpica 0 (0,0%) 1(1,4%) 0 (0,0%)

Outras causas 0 (0,0%) 3 (4,3%) 4 (5,2%)

Sindrome nefritica indeterminada 0 (0,0%) 2 (2,9%) 1(1,3%)

Acesso vascular (n, %) 0,0936
Fistula arteriovenosa (FAV) 5(62.5%) 47 (68.1%) 47 (61.0%)

Cateter venoso central tunelizado 2 (25.0%) 20 (29.0%) 30 (39.0%)

Cateter venoso central ndo tunelizado 1(12.5%) 2 (2.9%) 0(0.0%)

Hipertensao arterial (n, %) 0,2681
N3o 4 (50.0%) 36 (52.2%) 30 (39.0%)

Sim 4 (50.0%) 33 (47.8%) 47 (61.0%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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5.2.4 Parametros Bioquimicos e Hematolégicos

Um amplo conjunto de medidas bioquimicas e hematoldgicas foi comparado entre os

genotipos do VNTR, conforme detalhado na Tabela 15. Nao foram observadas diferencas

significativas nos niveis de ureia pré ou pos-dialise, na adequagdo dialitica de rotina (KT/V),

nas concentracdes de Oxido nitrico, cistatina C, hemoglobina, hematocrito, indices

eritrocitarios, diferencial leucocitario ou parametros plaquetarios.

A Unica excecdo foi a contagem de mondcitos, que apresentou diferenca modesta, porém

estatisticamente significativa entre os genotipos (p = 0,0397). Esse achado isolado pode indicar

uma sutil variacdo imunoldgica relacionada ao gendtipo; entretanto, sua relevancia clinica

permanece incerta na auséncia de alteragdes hematologicas mais amplas.

Tabela 15 — Parametros Bioquimicos ¢ Hematoldgicos de acordo com os Genotipos do VNTR

de 27 pb do gene NOS3
Variavel D/D I/D 1/1 p-valor
Ureia (pré-dialise) 122,50 (106,75-155,00) 123,00 (105,00-139,00) 123,00 (101,00-143,00) 0,9431
Ureia (pds-dialise) 44,00 (28,00-65,25) 32,00 (22,00-40,00) 31,00 (20,00-41,00) 0,244
KT/V 1,44 (1,08-1,75) 1,58 (1,41-1,84) 1,56 (1,30-1,92) 0,4349
Oxido nitrico 79,40 (32,30-88,90) 55,10 (38,60-88,70) 55,45 (38,58-83,53) 0,8936
Cistatina C 5,33 (4,19-6,20) 7,05 (6,02-7,70) 6,61 (5,32-7,63) 0,0598
Eritrécitos 4,17 (3,71-5,05) 3,61 (3,20-4,18) 3,61 (3,09-4,09) 0,1808
Hemoglobina 11,40 (10,50-13,45) 11,00 (9,70-12,00) 10,50 (9,57-11,83) 0,3359
Hematdcrito 35,55 (30,55-41,90) 33,10 (29,20-36,80) 32,20 (28,20-36,00) 0,4089
VCM 83,55 (82,15-88,10) 89,30 (85,40-93,20) 90,40 (86,20-92,50) 0,0572
HCM 27,55 (26,27-29,17) 29,70 (27,90-31,10) 30,10 (28,40-31,50) 0,0634
CHCM 32,20 (31,95-33,88) 33,20 (32,40-33,80) 33,00 (32,30-34,00) 0,6776
RDW 16,90 (15,75-18,25) 15,50 (14,30-16,50) 15,40 (14,60-16,70) 0,1419
Leucécitos 6.550 (6.075-7.250) 6.000 (5.200-7.500) 6.300 (5.300-7.800) 0,7076
Bastonetes 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,00) N/A
Segmentados 0,54 (0,54-0,72) 0,64 (0,56-0,72) 0,62 (0,55-0,70) 0,6271
Eosindfilos 0,02 (0,02-0,03) 0,04 (0,02-0,05) 0,03 (0,02-0,05) 0,2777
Baséfilos 0,01 (0,01-0,01) 0,01 (0,01-0,01) 0,01 (0,01-0,01) 0,6691
Linfécitos tipicos 0,25 (0,11-0,30) 0,23 (0,16-0,28) 0,25 (0,20-0,31) 0,249
Mondcitos 0,12 (0,09-0,13) 0,07 (0,06-0,10) 0,08 (0,06-0,10) 0,0397
Plaguetas 193,50 (87,77-234,75) 210,00 (168,00-247,00) 206,00 (170,00-277,00) 0,4382
VPM (MPV) 10,45 (9,18-70,33) 9,40 (8,70-10,10) 9,40 (8,70-10,10) 0,3074

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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5.2.5 Perfil de Aminoacidos Plasmaticos

O perfil metabdlico dos aminoacidos segundo os gendtipos do VNTR, apresentado na
tabela 16, revelou diferengas associadas ao genotipo em multiplos analitos, centradas em vias
de manejo do nitrogénio, proteostase e fluxo energético. As concentragdes de citrulina (p =
0,0007), histidina (p = 0,0081), leucina (p = 0,0441), prolina (p = 0,0149) e glutamina (p =
0,0482) variaram entre os estratos genotipicos.

O heatmap (genoétipo de referéncia I/D, Figura 2) resumiu os escores z por linha das
concentragdes médias, sobrepostos aos valores de p ajustados pelo método de Holm para
comparagdes pareadas e ao valor global de p do teste de Kruskal-Wallis (anotado na célula de
referéncia). Nenhum aminoécido atingiu significancia global no teste de Kruskal-Wallis (todos
p > 0,05), indicando que a dispersdo geral entre os trés gendtipos ndo foi sustentada em nivel
global por linha. Entretanto, seis aminodcidos apresentaram contrastes pareados ajustados
significativos em relagdo ao genoétipo I/D asparagina, citrulina, glutamina, histidina, leucina e
prolina evidenciando separagdes metabdlicas focais que o teste global, mais conservador para
multiplos grupos, ndo detectou. As células identificadas como “n < 2” indicam contrastes nao
testados devido ao pequeno nimero de individuos em determinados grupos genotipicos.

Esses achados recomendam cautela interpretativa, mas, em conjunto, delineiam uma
assinatura metabolica modulada pelo VNTR. De modo geral, os resultados para o polimorfismo
VNTR de 27 pb indicam que, embora as caracteristicas sociodemograficas e clinicas
permanecam amplamente inalteradas pela variacdo genética, assinaturas metabolicas

especificas podem ser moduladas pelo gendtipo, merecendo investigagdo mecanistica adicional.
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Tabela 16 - Perfil de Aminoécidos de Acordo com os Genotipos do VNTR de 27 pb do gene

NOS3
Aminoacido D/D mediana (I11Q) I/D mediana (IIQ) I/I mediana (I11Q) p-valor
Acido aspartico 26,97 (19,38-32,80) 29,25 (22,59-36,84) 25,85 (20,52-31,98) 0,1579
B-aminoisobutirico 3,42 (2,82-11,43) 5,99 (3,62-12,96) 6,89 (3,70-14,92) 0,5170
GABA 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,00) 0,6105
Acido glutdmico 128,45 (113,30-137,56) 126,91 (101,83-144,19) 131,47 (104,53—-163,71) 0,3474
Alanina 308,97 (239,73-370,59) 366,86 (307,88—422,44) 383,26 (302,85-444,81) 0,1894
Anserina 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,00) 0,1910
Arginina 124,03 (111,20-162,08) 128,24 (109,48-148,16) 126,94 (102,94-153,50) 0,9725
Asparagina 71,31 (53,34-83,76) 101,97 (79,38-134,01) 102,59 (83,46-133,82)  0,0660
B-alanina 1,33 (1,00-2,05) 1,44 (1,17-1,83) 1,50 (1,08-1,97) 0,9258
Carnosina 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,00) 0,5162
Cistationina 8,00 (5,25-11,38) 8,80 (5,90-12,20) 13,50 (9,70-36,52) 0,4615
Cistina 27,54 (20,53-35,65) 34,02 (23,66-45,81) 48,71 (25,0048,71) 0,3068
Citrulina 41,15 (36,03—45,05) 75,45 (54,67-95,36) 79,51 (66,80-93,21) 0,0007
Fenilalanina 94,58 (90,63-119,00) 94,66 (78,23-112,93) 111,31 (79,28-392,02)  0,8943
Glicina 307,61 (248,84-378,92) 381,06 (310,27-457,98) 398,17 (308,69-566,27) 0,1878
Glutamina 339,64 (278,16-378,36) 401,04 (358,63—-488,59) 440,64 (351,24-440,64) 0,0482
Hidroxilisina 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,00) 0,9430
Hidroxiprolina 31,95 (25,66-34,59) 48,88 (34,89-72,39) 54,55 (32,94-73,85) 0,0902
Histidina 51,38 (44,81-61,83) 73,73 (61,38-85,79) 70,64 (61,22-84,20) 0,0081
Homocistina 1,00 (1,00-1,00) 1,00 (1,00-1,06) 1,27 (1,00-1,27) 0,2112
Isoleucina 84,01 (71,66-98,02) 55,81 (43,27-103,12) 77,65 (60,71-111,19) 0,3073
Leucina 71,66 (32,51-98,02) 103,12 (89,34-134,64) 111,19 (89,73-140,41)  0,0441
Lisina 130,88 (88,23-203,34) 163,84 (131,29-197,11) 152,76 (128,08-178,97) 0,3580
Metionina 16,95 (10,52-20,78) 20,82 (18,28-24,46) 20,08 (17,41-27,71) 0,1425
Ornitina 72,10 (61,85-92,85) 95,55 (73,21-103,06) 88,31 (69,26-100,99) 0,2097
Prolina 203,19 (149,07-212,59) 277,71 (219,31-353,08) 334,58 (216,07-334,58) 0,0149
Sarcosina 1,54 (1,22-1,95) 1,64 (1,20-2,17) 2,10 (1,56-2,10) 0,7848
Serina 114,24 (109,27-123,29) 118,70 (101,79-137,03) 114,45 (97,55-137,81)  0,7552
Taurina 66,28 (53,18-77,26) 64,42 (55,43-87,53) 65,46 (52,36-87,02) 0,9332
Tirosina 42,09 (39,3047,17) 43,97 (36,22-55,00) 55,69 (45,64-55,69) 0,5452
Treonina 75,42 (52,78-107,37) 114,38 (95,98-153,83) 114,11 (84,51-141,88)  0,0631
Triptofano 31,70 (26,98-37,61) 27,44 (21,74-33,10) 27,84 (23,13-34,36) 0,4344
Valina 138,77 (104,58-178,21) 172,14 (144,14-212,96) 175,41 (147,85-216,53) 0,1667

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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Figura 2 - Mapa de Calor dos Aminoacidos por Gen6tipo (NOS3 VNTR de 27 pb)
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5.2 Polimorfismo NOS3 T-786C

5.3.1 Distribuicido Genotipica

Conforme apresentado na tabela 2, o polimorfismo NOS3 T-786C apresentou
predominancia do gen6tipo TC (71,4%), enquanto os gendtipos TT e CC representaram 23,4%
e 5,2% da amostra, respectivamente.

Observou-se um desvio significativo do equilibrio de Hardy—Weinberg (x> = 35,10; p <
0,001), o que pode refletir estratificagdo populacional, pressdes seletivas ou caracteristicas

proprias do processo de amostragem desta coorte clinica.

5.3.2 Caracteristicas Sociodemograficas

A avaliacdo das varidveis sociodemograficas em relagcdo aos genotipos do T-786C esta
resumida na tabela 7. Assim como observado na analise do VNTR, ndo foram detectadas
associagdes significativas entre os gendtipos e nivel de escolaridade, estado civil, filiagao
religiosa, tipo de moradia, situa¢do ocupacional, aposentadoria ou idade (todos p > 0,05).

Esses achados reforcam que a variante T-786C ndo apresenta agrupamento segundo

atributos sociodemograficos nesta populagdo estudada.
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Tabela 17 - Variaveis Sociodemograficas de Acordo com os Genotipos do NOS3 T-786C

Variavel Categoria CC TC TT p-valor
Sexo Masculino 4 (4,5%) 63 (70,8%) 22 (24,7%) 0,8295
Feminino 4 (6,2%) 47 (72,3%) 14 (21,5%)
Escolaridade Analfabeto 0 (0,0%) 2 (1,8%) 1(2,8%) 0,7031
Ensino médio 1 (12,5%) 32 (29,4%) 12 (33,3%)
Eﬁgg}emal 7 (87,5%) 73 (67,0%) 21 (58,3%)
Ensino superior 0 (0,0%) 2 (1,8%) 2 (5,6%)
Estado civil Casado 6 (75,0%) 51 (46,4%) 17 (47,2%) 0,2962
Divorciado 0 (0,0%) 7 (6,4%) 0 (0,0%)
Solteiro 2 (25,0%) 36 (32,7%) 16 (44,4%)
Vitvo 0 (0,0%) 16 (14,5%) 3 (8,3%)
Religido Catélico 6 (75,0%) 72 (65,5%) 21 (60,0%) 0,8613
Espirita 0 (0,0%) 6 (5,5%) 3 (8,6%)
Evangélico 2 (25,0%) 32 (29,1%) 11 (31,4%)
Residéncia  Alugada 4 (50,0%) 36 (32,7%) 9 (25,0%) 0,5722
?ggﬁ;ﬁeﬂ: 0 (0,0%) 2 (1,8%) 0 (0,0%)
Propria 4 (50,0%) 72 (65,5%) 27 (75,0%)
:tf;fﬂll;i o Sim 3 (37,5%) 42 (38,2%) 13 (36,1%) 0,9755
Nio 5 (62,5%) 68 (61,8%) 23 (63,9%)
Aposentado  Sim 8 (100,0%) 66 (60,0%) 22 (61,1%) 0,2442
Nio 0 (0,0%) 43 (39,1%) 14 (38,9%)
Outros 0 (0,0%) 1 (0,9%) 0 (0,0%)
Idade (anos) Mediana (IIQ) 58,72 (52,73-61,52) 58,32 (45,87-68,98) 56,71 (49,24-66,57)  0,8631

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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5.3.3 Caracteristicas Clinicas

Os parametros clinicos de acordo com os gendtipos do NOS3 T-786C estdo
apresentados na tabela 18. Assim como observado nos resultados do VNTR, ndo foram
identificadas diferengas significativas entre os gendtipos quanto as etiologias da doenca renal,
ao tipo de acesso vascular (p = 0,2026), a presenca de hipertensdo arterial (p = 0,5685), ao
diabetes mellitus (p = 0,1456), a pratica de atividade fisica, ao tabagismo, ao consumo de alcool

ou ao uso de substancias ilicitas.

O tempo de permanéncia em hemodialise também ndo apresentou variacao significativa

entre 0s grupos genotipicos.
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Tabela 18 - Caracteristicas Clinicas de Acordo com os Gendtipos do NOS3 T-786C

Variavel CcC TC TT p-valor
Diagnostico 0,8416
Doenga renal em estagio terminal 2 (25,0%) 24 (21,8%) 9 (25,0%)

Lupus eritematoso sistémico 0 (0,0%) 2 (1,8%) 0 (0,0%)

Nefropatia diabética tipo 1 1 (12,5%) 12 (10,9%) 1 (2,8%)

Nefropatia diabética tipo 2 2 (25,0%) 35 (31,8%) 10 (27,8%)

Nefropatia hipertensiva 2 (25,0%) 29 (26,4%) 12 (33,3%)

Nefropatia intersticial cronica 0 (0,0%) 1 (0,9%) 1(2,8%)

Nefropatia lupica 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(2,8%)

Outras causas 1(12,5%) 4 (3,6%) 2 (5,6%)

Sindrome nefritica indeterminada 0 (0,0%) 3(2,7%) 0 (0,0%)

Acesso vascular 0,2026
FAV 7 (87,5%) 73 (66,4%) 19 (52,8%)

CVC tunelizado 1 (12,5%) 34 (30,9%) 17 (47,2%)

CVC nio tunelizado 0 (0,0%) 3(2,7%) 0 (0,0%)

Hipertensao 0,5685
Nao 5(62,5%) 48 (43,6%) 17 (47,2%)

Sim 3 (37,5%) 62 (56,4%) 19 (52,8%)

Diabetes 0,1456
Nao 4 (50,0%) 78 (70,9%) 20 (55,6%)

Sim 4 (50,0%) 32 (29,1%) 16 (44,4%)

Atividade fisica 0,4466
Nao 8 (100,0%) 92 (83,6%) 31 (86,1%)

Sim 0 (0,0%) 18 (16,4%) 5 (13,9%)

Tabagismo 0,0548
Nao 7 (87,5%) 105 (95,5%) 30 (83,3%)

Sim 1 (12,5%) 5(4,5%) 6 (16,7%)

Uso de alcool 0,3888
Nao 8 (100,0%) 92 (84,4%) 27 (75,0%)

Sim 0 (0,0%) 16 (14,7%) 9 (25,0%)

Outros 0 (0,0%) 1 (0,9%) 0 (0,0%)

Substancias ilicitas 0,6145
Nao 8 (100,0%) 107 (97,3%) 34 (94,4%)

Sim 0 (0,0%) 3(2,7%) 2 (5,6%)

Histoéria familiar (HAS/DM) 0,4418
Nao 5(62,5%) 74 (67,3%) 20 (55,6%)

Sim 3 (37,5%) 36 (32,7%) 16 (44,4%)

Tempo em hemodialise (anos) 0,4544

Mediana (11Q)

6,50(3,00-9,00) 4,50 (2,00-7,00) 4,00 (2,00-7,00)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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5.3.4 Parametros Bioquimicos e Hematologicos

Conforme detalhado na tabela 19, nenhum parametro bioquimico ou hematologico

apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos genotipicos do T-786C. Os

niveis de ureia, valores de KT/V, concentragdes de oxido nitrico, cistatina C, indices

eritrocitarios e leucocitarios, bem como a contagem de plaquetas, exibiram distribui¢des

semelhantes entre os gendtipos.

A contagem total de leucocitos apresentou tendéncia a significancia (p = 0,0606), porém

sem atingir o limiar estatistico, sugerindo uma possivel inclinagdo que merece investigacao

adicional em amostras maiores

Tabela 19 - Parametros Bioquimicos e Hematologicos de Acordo com os Genétipos do

NOS3 T-786C

Variavel CC mediana (11Q) TC mediana (I1Q) TT mediana (IIQ) p-valor
Ureia (pré-dialise) 132,00 (123,00-143,50) 122,00 (101,00-139,75) 124,50 (112,75-145,00) 0,3843
Ureia (pos-didlise) 39,00 (23,50-53,75) 31,50 (22,00-41,75) 31,50 (19,50-40,25) 0,5377
KT/V 1,42 (1,08-1,83) 1,58 (1,36-1,84) 1,54 (1,41-1,98) 0,4433
Oxido nitrico 61,20 (54,55-71,60) 55,40 (37,60-88,00) 59,10 (44,48-91,10) 0,8816
Cistatina C 7,08 (6,25-7,42) 6,67 (5,38-7,83) 6,94 (5,45-7,38) 0,8230
Eritrocitos 3,52 (3,38-4,006) 3,70 (3,16-4,27) 3,63 (3,14-3,90) 0,6710
Hemoglobina 10,30 (9,28-11,40) 10,90 (9,70-12,20) 10,85 (9,85-11,65) 0,6858
Hemotocrito 31,20 (29,62-35,17) 32,60 (28,52-36,80) 32,45 (30,15-35,40) 0,7939
VCM 87,85 (85,20-89,80) 89,12 (83,88-92,47) 91,00 (88,38-93,05) 0,1972
HCM 28,70 (27,00-29,60) 29,75 (27,90-31,18) 30,20 (28,98-31,62) 0,1053
CHCM 32,25 (32,08-32,92) 33,05 (32,30-33,90) 33,20 (32,52-33,88) 0,2635
RDW 15,90 (15,12-16,65) 15,45 (14,33-16,88) 15,50 (14,47-16,70) 0,6732
Leucécitos 7.600 (7.175-9.100) 6.300 (5.225-7.475) 6.000 (5.300-7.300) 0,0606
Bastonetes 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,00) 0,00 (0,00-0,00) N/A

Segmentados 0,72 (0,66-0,75) 0,62 (0,53-0,70) 0,68 (0,59-0,69) 0,0765
Eosinoéfilos 0,03 (0,02-0,04) 0,03 (0,02-0,05) 0,04 (0,03-0,05) 0,2932
Basofilos 0,01 (0,01-0,01) 0,01 (0,01-0,01) 0,01 (0,01-0,01) 0,4510
Linfécitos tipicos 0,17 (0,15-0,20) 0,24 (0,18-0,31) 0,22 (0,18-0,26) 0,1228
Mondcitos 0,07 (0,06-0,09) 0,08 (0,06-0,10) 0,07 (0,05-0,09) 0,5866
Plaquetas 242,50 (204,50-262,50) 198,00 (166,50-246,75) 225,50 (181,00-264,50) 0,2253
VPM (MPV) 9,35 (8,82-9,65) 9,40 (8,70-10,17) 9,35 (8,70-9,80) 0,5910

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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5.3.5 Perfil de Aminoacidos Plasmaticos

Os perfis de aminoacidos associados aos genotipos do T-786C, apresentados na tabela
20, revelaram diferencas genotipicas limitadas, porém relevantes. Em contraste com o VNTR,
a divergéncia metabdlica foi restrita, com carnosina (p = 0,0292) e hidroxilisina (p = 0,0380)

apresentando variagdes significativas entre os genotipos.

Utilizando o gendtipo TT como referéncia, o heatmap (Figura 3) ndo demonstrou sinais
globais significativos pelo teste de Kruskal-Wallis para o conjunto dos aminoacidos, porém
confirmou significancia nos contrastes pareados ajustados pelo método de Holm para carnosina
(TC e CC vs. TT). As comparagdes nao significativas ou marcadas como “n < 2” refletem o

tamanho reduzido de alguns subgrupos ou auséncia de separacao metabolica consistente.

De forma geral, o polimorfismo T-786C mostrou-se clinicamente discreto, apresentando
apenas inflexdes metabolicas seletivas, sem repercussdes amplas sobre o perfil bioquimico

global.
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Tabela 20 - Tabela de Aminoacidos do polimorfismo NOS3 T-786C

Aminoacido

CC mediana (11Q)

TC mediana (I1Q)

TT mediana (IIQ)

p-valor

Acido aspartico

B-aminoisobutirico

GABA

Acido glutimico

Alanina
Anserina
Arginina
Asparagina
B-alanina
Carnosina
Cistationina
Cistina
Citrulina
Fenilalanina
Glicina
Glutamina
Hidroxilisina
Hidroxiprolina
Histidina
Homocistina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Ornitina
Prolina
Sarcosina
Serina
Taurina
Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

33,53 (26,24-39,71)
5,05 (3,30-6,79)

1,00 (1,00-1,00)

126,54 (103,68-141,43)
335,10 (299,09-392,25)
1,00 (1,00-1,00)

143,24 (133,23-155,69)
110,62 (70,23-170,66)
1,17 (1,04-1,60)

1,00 (1,00-1,00)

6,00 (5,38-8,97)

37,56 (29,14-50,10)
71,57 (53,79-80,41)
105,30 (89,31-121,98)
370,90 (261,71-465,65)
391,88 (361,89-497,90)
1,00 (1,00-1,00)

32,45 (28,45-52,51)
65,53 (55,23-80,23)
1,00 (1,00-1,16)

58,72 (49,84-70,86)
105,94 (89,98-142,72)
171,92 (132,03-202,31)
22,16 (18,47-22,96)
96,19 (75,05-99,81)
295,27 (231,06-335,99)
1,43 (1,19-2,08)

117,69 (100,93-131,00)
63,97 (47,95-79,59)
46,60 (41,09-49,12)
110,22 (98,03-138,32)
26,06 (21,02-32,23)
178,17 (161,76-209,54)

26,85 (20,71-32,59)
6,61 (3,47-15,48)

1,00 (1,00-1,00)

127,33 (103,33-154,16)
369,67 (295,14-439,27)
1,00 (1,00-1,00)

126,78 (101,92-147,75)
104,06 (79,44-133,41)
1,52 (1,16-1,96)

1,00 (1,00-1,00)

9,30 (6,83-13,28)

33,41 (22,48-45,19)
64,44 (48,69-83,47)
92,00 (77,47-108,81)
375,19 (300,19-509,38)
398,13 (340,26-452,02)
1,00 (1,00-1,00)

53,65 (34,81-76,93)
71,24 (59,75-83,82)
1,00 (1,00-1,25)

57,99 (44,25-76,66)
103,12 (88,46-131,65)
152,92 (122,58-185,25)
20,07 (16,72-25,45)
91,20 (70,91-105,93)
262,80 (208,38-343,40)
1,64 (1,12-2,18)

114,45 (99,11-137,73)
64,23 (53,47-82,89)
44,35 (34,81-55,69)
112,44 (87,87-147,81)
28,28 (22,58-34,13)
171,33 (144,25-213,31)

29,27 (23,08-36,16)
7,22 (4,09-13,15)

1,00 (1,00-1,00)

131,89 (108,91-163,36)
372,92 (343,68-422,51)
1,00 (1,00-1,00)

134,00 (111,31-155,38)
94,68 (80,00-125,85)
1,41 (1,00-1,72)

1,00 (1,00-1,00)

9,20 (5,50-16,30)

36,55 (29,02-46,77)
73,57 (53,99-91,09)
97,02 (81,56-117,63)
392,44 (319,24-488,87)
401,02 (351,43-465,99)
1,00 (1,00-1,00)

41,02 (28,85-59,05)
71,52 (64,09-85,76)
1,00 (1,00-1,00)

54,48 (42,72-76,43)
107,11 (85,16-138,24)
160,70 (138,69-189,57)
20,61 (18,21-26,95)
87,00 (67,16-96,04)
255,38 (228,04-297,70)
1,51 (1,19-1,79)

115,29 (98,87-130,00)
72,97 (56,62-95,46)
48,09 (41,65-56,15)
117,45 (92,86-147,02)
27,41 (23,25-32,78)
173,06 (147,02-211,50)

0,1332
0,4663
0,8172
0,5454
0,5766
0,6610
0,2344
0,7908
0,3627
0,0292
0,2162
0,3627
0,2265
0,2066
0,8470
0,9406
0,0380
0,1262
0,7975
0,7910
0,9038
0,5370
0,3399
0,5821
0,2724
0,8981
0,5366
0,9451
0,3511
0,3055
0,7855
0,8665
0,9005

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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Figura 3 - Mapa de Calor dos Aminoécidos por Gendtipo (NOS3 T-786C)
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O heatmap das concentracdes médias de aminoécidos entre os genotipos do NOS3 T-
786C (escores z por linha). O teste global de Kruskal-Wallis ndo revelou efeitos omnibus
significativos. Os gradientes visuais representam apenas padroes relativos de concentracdo. Os
valores de p ajustados pelo método de Holm comparam cada genétipo a categoria de referéncia
(TT). A indicagdo “n < 2” reflete tamanho amostral insuficiente para contrastes especificos.
Assim como observado no mapa de calor do VNTR, esta figura sustenta a presenga de

diferengas metabdlicas localizadas, sem evidenciar separagdo global entre os gendtipos.

5.3.6 Sintese Integrada e Enquadramento Biologico

Ao analisar os dois loci do NOS3, observou-se que as varidveis sociodemograficas e os
principais indicadores clinicos permaneceram consistentemente invariantes entre os genotipos,
assim como a adequagdo dialitica e os painéis bioquimicos e hematologicos de rotina. Em
contraste, o dominio metabolico, explorado por meio do perfil direcionado de aminoacidos, foi
capaz de discriminar os genotipos do VNTR, evidenciando altera¢cdes em vias compativeis com
a producdo endotelial de 6xido nitrico (eixo citrulina/arginina), o transporte imune-nitrogénio
(glutamina), o tamponamento oxidativo (histidina/carnosina) e o turnover de matriz € musculo

(prolina, leucina, hidroxilisina).

O polimorfismo T-786C, apesar do desvio do equilibrio de Hardy—Weinberg,
apresentou menor separagao metabolica, restrita a carnosina e a hidroxilisina, sem repercussoes

detectaveis nos parametros clinicos ou laboratoriais.

De forma conjunta, os dados sustentam um modelo no qual a variagdo intronica do
VNTR ¢ metabolicamente expressiva em condi¢des de hemodialise cronica — contexto em que
o estresse de cisalhamento endotelial, as toxinas urémicas € o estresse oxidativo intermitente
podem amplificar o acoplamento genotipo-fenotipo — enquanto os efeitos do promotor T-786C

$40 mais circunscritos no mesmo cenario clinico.

Esses achados fornecem uma base mecanistica e molecular para investiga¢des futuras
sobre a arquitetura regulatéria da eNOS, a bioatividade downstream do 6xido nitrico e os

processos de remodelamento tecidual na doenga renal cronica.

78



6 DISCUSSAO

6.1 Visao Integrativa

No presente estudo, nenhum dos polimorfismos do gene NOS3 analisados apresentou
associacdo significativa com caracteristicas sociodemograficas, adequagdo dialitica ou
parametros bioquimicos e hematologicos de rotina, incluindo ureia pré e pos-dialise, KT/V,
cistatina C, indices eritrocitarios e marcadores inflamatorios sistémicos. Esses achados indicam
que, nesta coorte de pacientes em hemodidlise cronica, a variabilidade genética do NOS3 nao
se expressa por meio de estratifica¢do clinica convencional.

Esse padrao de resultados negativos ¢ biologicamente plausivel e coerente com a
literatura, uma vez que pacientes com (DRC) em estagio terminal constituem uma populagao
altamente homogénea do ponto de vista clinico, submetida a protocolos terapéuticos intensivos
que tendem a atenuar diferencgas interindividuais em pardmetros laboratoriais de rotina. Assim,
embora os polimorfismos do NOS3 sejam funcionalmente relevantes, seus efeitos podem ser
mascarados pelo ambiente urémico, pela inflamagao cronica e pela propria terapia dialitica.

Dessa forma, a auséncia de associacdes clinicas diretas ndo deve ser interpretada como
auséncia de efeito biologico, mas como indicativa de que a expressdo fenotipica da
variabilidade genética do NOS3 pode ocorrer em dominios mais sensiveis da fisiologia vascular
e metabolica.

Entdo, esse conjunto de achados converge com a visdo ampliada de que a biologia do
oxido nitrico (NO) endotelial frequentemente se expressa por efeitos subclinicos em nivel de
vias metabodlicas em coortes com doenga renal em estagio avangado, sem necessariamente
modificar marcadores clinicos rotineiros, embora possa modular o risco cardiovascular e o
metabolismo tecidual ao longo do tempo (RAI et al., 2014; OLIVEIRA-PAULA et al., 2016;
COZMA et al., 2019).

6.2 Frequéncias Genotipicas e Consideragdes sobre o Equilibrio de Hardy—

Weinberg

Os genodtipos do VNTR de 27 pb estiveram em conformidade com o equilibrio de

Hardy—Weinberg (HWE) (ver Tabela 2), sugerindo auséncia de forte selecdo ou estratificagao

79



populacional na amostra em hemodialise, em concordancia com estudos populacionais do
VNTR do intron 4 em diferentes ancestralidades (RAI et al., 2014; SANTOVITO et al., 2012).

Em contraste, o polimorfismo T-786C apresentou desvio do HWE (Tabela 2), um
cendrio frequentemente relatado em coortes clinicas avangadas, possivelmente refletindo viés
de sobrevivéncia, recrutamento especifico do centro ou sele¢do biologica atuando sobre a
funcdo promotora (BARBOSA et al., 2017; ELAKKAD et al., 2017; PATKAR et al., 2021).
Funcionalmente, o T-786C reduz a atividade do promotor do NOS3, com expressdo graduada
TT > TC > CC em modelos endoteliais, resultando em menor biodisponibilidade de 6xido
nitrico (NO) (ELAKKAD et al.,, 2017, COZMA et al., 2019).

Essas observagdes ressaltam a necessidade de replicacdo em coortes independentes de
hemodialise, com atengdo explicita a estrutura populacional e ao controle de qualidade da
genotipagem. Importante destacar que esta coorte representa uma populacdo clinicamente
selecionada de DRC estagio 5D, e ndo uma amostra comunitaria; portanto, o desvio do HWE ¢
um padrao esperado, provavelmente decorrente de viés de sobrevivéncia, pressoes de sele¢ao
clinica e influéncias da propria doenga sobre as frequéncias genotipicas. Assim, embora 0s
achados do T-786C sejam interpretados com cautela, tal desvio ndo invalida as observacdes
metabolicas exploratdrias; além disso, o locus VNTR, em equilibrio, refor¢ca a robustez dos
principais achados do estudo.

6.3 Dominios Sociodemografico e Clinico: Padriao Nulo Robusto

Nao emergiram diferencas genotipo-especificas em relagdo a sexo, idade, escolaridade,
estado civil, afiliacdo religiosa, tipo de residéncia, situacao laboral/aposentadoria, presenca de
hipertensao ou diabetes, diagnostico etiolégico da DRC, comportamentos de estilo de vida,
tempo em hemodidlise ou tipo de acesso vascular (com sinal limitrofe para acesso no VNTR, p
~ 0,09; ver Tabelas 3—4 ¢ 7-8).

Padrdes nulos semelhantes tém sido relatados na literatura, nos quais variantes do
NOS3, embora biologicamente ativas, ndo estratificam de forma consistente os marcadores
clinicos rotineiros — especialmente em coortes dominadas por DRC avancada e hemodialise,
onde protocolos terapéuticos exodgenos tendem a homogeneizar pardmetros clinicos e
laboratoriais (OLIVEIRA-PAULA et al., 2016; KROL-KULIKOWSKA et al., 2024).

A auséncia de estratificacdo clinica evidente também ¢é coerente com meta-analises
cardiovasculares, nas quais polimorfismos do NOS3 modulam risco mais do que apresentagao
clinica, com magnitudes de efeito dependentes da ancestralidade e penetrancia variavel (RAI et

al., 2014).
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6.4 Indices Bioquimicos e Hematologicos: Predominantemente Negativos, com
um Sinal Imunolégico

Entre os gendtipos, ndo foram observadas diferencas nos niveis de ureia pré e poOs-
dialise, KT/V, 6xido nitrico (avaliado como nitrito/nitrato), cistatina C, indices eritrocitarios ou
parametros plaquetarios (ver Tabelas 5 e 9); apenas a contagem de mondcitos variou de acordo
com o VNTR (p = 0,04; Tabela 5).

Esse achado ¢ biologicamente plausivel, uma vez que o 6xido nitrico endotelial exerce
papel regulador na adesdo e transmigracdo leucocitéria; assim, variagdes genotipicas no fluxo
de NO podem modular sutilmente o trafego de mondcitos, sem necessariamente alterar outros
indices hematologicos (SHU et al., 2015; DAIBER et al., 2019).

A andlise dos metabdlitos relacionados ao 6xido nitrico demonstrou que os niveis
circulantes de nitrito plasmatico ndo diferiram significativamente entre os genotipos, tanto para
o polimorfismo —786T>C quanto para 0 VNTR de 27 pares de bases. Esse achado sugere que,
no contexto sistémico da hemodidlise, a producdo ou a biodisponibilidade global de NO,
inferida por marcadores circulantes, nao reflete de forma direta a variabilidade genética da
eNOS.

E importante considerar que o nitrito plasmatico constitui um marcador indireto da
atividade endotelial do NO e pode ser influenciado por multiplos fatores extragenéticos,
incluindo dieta, inflama¢do mediada por iNOS, depurag¢do pelo dialisador e alteragcdes no
metabolismo renal residual (Tsikas, 2006; Tsikas, 2015). Assim, diferencas genotipicas sutis
na regulagdo da eNOS podem permanecer ndo detectdveis quando avaliadas exclusivamente
por medidas sistémicas de NOx.

Esses resultados reforgam a limitacdo do uso isolado de marcadores circulantes de NO
para capturar a complexidade da regula¢do endotelial em pacientes com DRC avancada,
apontando para a necessidade de abordagens complementares baseadas em fendtipos

metabolicos intermedidrios.(ELAKKAD et al., 2017; OLIVEIRA-PAULA et al., 2016).

6.5 Assinaturas de Aminoacidos: Efeitos Amplos do VNTR e Pegada Restrita do T-
786C
Em contraste com a auséncia de estratificagdo clinica e de diferengas nos niveis
circulantes de nitrito, o polimorfismo VNTR de 27 pares de bases do intron 4 do NOS3
apresentou associagdes consistentes com o perfil plasmatico de aminoacidos. Diferengas

estatisticamente significativas foram observadas para citrulina (p = 0,0007), histidina (p =
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0,0081), leucina (p = 0,0441), prolina (p = 0,0149) e glutamina (p = 0,0482), indicando uma
modulagdo metabdlica associada ao genoétipo.

Embora o teste global de Kruskal-Wallis nao tenha identificado separagdo metabolica
completa entre os trés genotipos, os contrastes pareados ajustados pelo método de Holm
evidenciaram diferengas focais, particularmente quando comparados ao gendtipo de referéncia
I/D. Esse padrao sugere que o efeito do VNTR ndo se manifesta como uma alteracdo metabdlica
global, mas como deslocamentos especificos em vias metabolicas sensiveis a regulacdo do
6xido nitrico.

A citrulina, metabolito central da via arginina—citrulina-NO, destacou-se como o
aminoacido com maior evidéncia estatistica, refor¢ando o vinculo funcional entre 0 VNTR do
NOS3 e a regulagao do metabolismo nitrogenado em pacientes submetidos a hemodialise (RAI
etal.,, 2014; NATH et al., 2009).

A modulagdo de aminoéacidos como glutamina, histidina e prolina sugere que os efeitos
do VNTR do NOS3 se estendem para além da sintese direta de NO, envolvendo processos
relacionados ao transporte de nitrogénio, a resposta inflamatéria e ao remodelamento tecidual.
A glutamina desempenha papel central na imunometabolismo e na homeostase acido-base,
enquanto a histidina e seus derivados participam do tamponamento oxidativo. A prolina, por
sua vez, estd associada ao metabolismo do coldgeno e a dindmica da matriz extracelular,
processos relevantes na rigidez vascular observada na DRC.

A alteracdo concomitante desses metabolitos sugere a existéncia de uma assinatura
metabolica integrada, modulada pela variabilidade genética do NOS3, que ndo € capturada por
marcadores clinicos convencionais, mas emerge claramente no dominio metaboldémico.

A leucina (sinalizagdo anabdlica) e a prolina (turnover de coldgeno) implicam
remodelamento muscular e de matriz extracelular, processos sensiveis a perfusdo endotelial e
ao ambiente redox (Rai et al, 2014; Shu et al., 2015). A glutamina, central ao metabolismo
imune e ao tamponamento acido—base, converge com o sinal observado nos monocitos e com
o estado inflamatério cronico tipico da hemodidlise (IKIZLER et al., 2020; DAIBER et al.,
2019).

Em contraste com o VNTR, as diferengas associadas ao T-786C restringiram-se a
carnosina (p = 0,0292) e a hidroxilisina (p = 0,0380) (Tabela 10). As propriedades antioxidantes
e antiglicantes da carnosina sugerem um mecanismo compensatorio de tamponamento redox
em gendtipos com atividade promotora reduzida (COZMA et al., 2019), enquanto a

hidroxilisina — marcador de ligagdes cruzadas do colageno — estd alinhada a relatos que
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associam o T-786C a rigidez arterial e ao remodelamento vascular (COZMA et al., 2019). A
auséncia de alteragdes mais amplas no perfil de aminoéacidos sugere que o impacto funcional
dessa variante promotora pode ser mais sutil ou dependente de interagdes adicionais, como
fatores epigenéticos ou ambientais.

Esse achado ¢ coerente com a distribuicdo genotipica observada e com o desvio do
equilibrio de Hardy—Weinberg identificado para essa variante, indicando que sua interpretagao
deve considerar possiveis efeitos de estrutura populacional e tamanho amostral reduzido em
alguns subgrupos genotipicos.

Em conjunto, o VNTR parece exercer uma pegada metabolica mais ampla do que o T-
786C em pacientes em hemodialise, possivelmente porque a variagdo intronica interfere na
regulacdo pos-transcricional e na expressdo tecidual da eNOS de maneira mais difusa
(OLIVEIRA-PAULA et al., 2016; NATH et al., 2009).

Embora os mapas de calor sintetizem visualmente essas tendéncias metabolicas, ¢é
fundamental esclarecer seu escopo inferencial para evitar interpretagdes equivocadas. Para
ambos os polimorfismos, os testes globais de Kruskal-Wallis ndo alcangaram significancia
estatistica para nenhum aminodcido, indicando que os dados ndo sustentam dispersdo ampla
entre todas as categorias genotipicas. Os “sinais” visiveis nos mapas de calor derivam
exclusivamente das comparacdes pareadas ajustadas pelo método de Holm em relagdo ao
genoétipo de referéncia previamente definido. Esses contrastes permitem identificar separagdes
metabolicas pontuais, mesmo na auséncia de efeitos omnibus, ao revelar pares especificos de
gendtipos que diferem enquanto a variancia global permanece ndo significativa.

Assim, os mapas de calor devem ser interpretados como ferramentas de mapeamento de
padrdes, e ndo como demonstragdes de significancia global. A intensidade das cores em cada
linha reflete desvios relativos (escores z) das concentracdes médias, € os valores de p
sobrepostos referem-se apenas aos testes pareados ajustados. Esse enquadramento garante
coeréncia com o desenho estatistico e previne superinterpretagdo dos gradientes de cor quando
as comparagdes globais ndo sustentam diferengas multigrupos.

Nesse contexto, 0o mapa de calor do VNTR evidencia distingdes metabolicas localizadas,
enquanto o mapa de calor do T-786C revela uma pegada metabdlica mais restrita e clinicamente

coerente.

83



6.6 Plausibilidade Biolégica e Sintese com Evidéncias Prévias

Meta-analises cardiovasculares implicam consistentemente polimorfismos do NOS3
(Glu298Asp, T-786C, VNTR de 27 pb) no risco aterotrombdtico, com magnitudes de efeito
variaveis conforme a ancestralidade populacional (RAI ef al., 2014). A literatura nefrologica
também sustenta associacdes modestas entre 0 VNTR do intron 4 e fendtipos renais, como a
razdo albumina—creatinina e o risco de doencga renal terminal em DRC hereditaria, embora com
heterogeneidade entre estudos (NATH et al,, 2009; PADHI et al., 2022).

Os dados do presente estudo ampliam essas evidéncias, ao demonstrar que, em pacientes
em hemodialise, a diferenciagdo associada aos genétipos do NOS3 manifesta-se
predominantemente no dominio metabolomico, e ndo em divergéncias clinicas aparentes. Isso
¢ coerente com o contexto da hemodidlise, no qual marcadores rotineiros (ureia, KT/V,
hemoglobina) sdo fortemente padronizados por protocolos terapéuticos, reduzindo a
variabilidade fenotipica observavel (IKIZLER et al., 2020).

Do ponto de vista metodoldgico, a neutralidade dos niveis de NOx apesar das diferencgas
genotipicas era esperada, uma vez que o NOx integra multiplas fontes de produgao (incluindo
iNOS), influéncia dietética e depuracdo dialitica, subestimando sinais especificos da produgao
endotelial de NO (TSIKAS, 2015).

Em conjunto, os resultados desta dissertagdo demonstram que, em pacientes submetidos
a hemodidlise de manutencdo, a variabilidade genética do NOS3 se expressa
predominantemente por meio de assinaturas metabolicas plasmaticas, e ndo por marcadores
clinicos ou laboratoriais tradicionais. O VNTR do intron 4 apresenta um impacto metabdlico
mais amplo e consistente do que a variante promotora —786T>C, destacando o metabolismo de
aminoacidos como um dominio particularmente sensivel para a deteccdo de associagdes
gendtipo-fendtipo.

Esses achados refor¢am o valor da metaboldmica direcionada como ferramenta para
revelar fendtipos intermediarios em doengas complexas e multifatoriais, contribuindo para uma

compreensdo mais refinada da disfungdo endotelial na (DRC).
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8 APENDICES

8.1 APENDICE 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

N~

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CEILANDIA
Programa de Pés Graduacio em
Ciéncias e Tecnologias da Saude

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O (a) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto POLIMORFISMOS
DO NOS3 E ASSINATURAS METABOLICAS DE AMINOACIDOS NA
HEMODIALISE CRONICA: IMPLICACOES PARA A DISFUNCAO ENDOTELIAL,
sob a responsabilidade da pesquisador Alexandre Pereira Batista.

O nosso objetivo ¢ verificar o perfil genético na doencga renal cronica, podendo essa
descoberta ajudar no entendimento da doenca e auxiliar outras pesquisas que procurem
melhorar a qualidade de vida dos pacientes que possuem essa patologia. Sendo assim,
pretendemos avaliar a influéncia de alteragdes genéticas, bioquimicas e imunoldgicas no sangue
em pacientes diagnosticados com doenca renal crdnica, pois outros estudos tém demonstrado
que fatores genéticos, contribuem para o desenvolvimento de doengas.

O (a) senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes ¢ no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome nao sera divulgado, sendo mantido o mais rigoroso
sigilo através da omissdo total de quaisquer informacdes que permitam identifica-lo(a), pois
para nés o enfoque sdo somente os dados, e ndo a identificagdo do participante. Os dados
genéticos resultantes serdo somente acessiveis aos pesquisadores do presente estudo e ndo serdo
dissociados dos individuos. Além disso, os resultados da pesquisa serdo compartilhados entre
a comunidade através de publicagdo de artigos sobre o assunto. Caso o(a) senhor (a) queira
saber o resultado individual da andlise genética, poderd solicitar este ao pesquisador
responsavel.

Vale lembrar que o (a) senhor (a) pode se recusar a responder, ou participar de qualquer

procedimento e de qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de
88



participar da pesquisa em qualquer momento, sem nenhum prejuizo para o (a) senhor (a). Se o
(a) senhor (a) aceitar participar, estara contribuindo para o entendimento da doencga, além de
contribuir com outras pesquisas que procurem formas de melhorar o entendimento do paciente
com doenga renal cronica.

A sua participacdo se iniciard por meio da assinatura deste termo. Apds a
realizacdo desta fase, o (a) senhor(a) serd encaminhado para uma entrevista, composta por
algumas perguntas, que serdo feitas por um Enf’(a). Nefrologista. Com essa fase concluida, sera
coletada do(a) senhor(a) 10mL de sangue venoso com um material de coleta adequado, novo e
descartavel. Essa coleta serd feita por um profissional devidamente treinado. Este encontro
durard um tempo estimado de 20 minutos e serd realizado somente uma vez na Clinica
Politécnica Saude Ultramed em Santa maria - DF durante o seu tratamento de hemodialise, a
ser previamente agendado.

Os riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa sdo formacdes de hematomas
(manchas roxas) ou dor no local da coleta de sangue. Para evitar e minimizar estes riscos ou
incomodo, medidas serdo tomadas, como: utilizacdo de materiais novos e descartaveis que
sejam adequados ao procedimento; a sala de coleta sera unica e exclusiva para essa finalidade,
além de estar totalmente higienizada, permanecendo no local somente o paciente e o
profissional devidamente treinado que ird coletar, com exce¢des em situagdes em que
participantes necessitam da presenca de algum acompanhante. Caso ocorra alguma
contaminagdo, o local serd imediatamente desinfetado/limpo, comunicando ao superior
imediato do acidente ocorrido. Um outro possivel risco que pode acontecer ¢ em relagdo ao
constrangimento que as perguntas da entrevista podem gerar. Para essa situac¢do, o(a) senhor
(a) estard em um local que contara somente com a presenga do Enfermeiro Nefrologista,
profissional devidamente treinado, com excec¢do de casos no qual o participante necessita da
presenca de um acompanhante.

Nao hé despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo a
coleta da amostra do sangue venoso, a realizagdo das técnicas genéticos e a realizacdo dos
exames bioquimicos, como hemograma. Para tanto, serd oferecido, ao participante da pesquisa,
os resultados do hemograma e de alguns exames bioquimicos. Também nao ha compensagao
financeira relacionada a sua participagdo, que sera voluntaria.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados pela Universidade de Brasilia
(UnB)/Faculdade de Ceilandia (FCE) podendo ser publicados posteriormente. Os dados e

materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda do pesquisador.
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Se o(a) senhor(a) tiver qualquer duvida em relagdo a pesquisa, por favor telefone para:
Alexandre Pereira Batista ((61)98303-6898 e Izabel Cristina Rodrigues da Silva ((61)98221-
1974), Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ceilandia (CEP/FCE) no telefone (61)
3107-8434, disponivel inclusive para ligacdo a cobrar, ou por e-mail cep.fce@gmail.com .

Caso concorde em participar, pedimos que o (a) senhor (a) assine este documento que
foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com o (a)

senhor (a).

Nome do participante de pesquisa: ---

Assinatura do participante de pesquisa:

Alexandre Pereira Batista

Pesquisador Responsavel

Brasilia, de de
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8.2 APENDICE 2 - Termo de Guarda de Material Biologico

N~

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CEILANDIA
Programa de Pés Graduag¢do em
Ciéncias e Tecnologias da Saude

Termo de Guarda de Material Biologico

Eu Alexandre Pereira Batista e Prof*. Izabel Cristina Rodrigues da Silva,
pesquisador(es), envolvidos no projeto intitulado POLIMORFISMOS DO NOS3 E
ASSINATURAS METABOLICAS DE AMINOACIDOS NA HEMODIALISE
CRONICA: IMPLICACOES PARA A DISFUNCAO ENDOTELIAL, nos
comprometemos a zelar pela guarda do material bioldgico coletado para este estudo, apds
obtenc¢ao do consentimento informado dos participantes da casuistica da pesquisa, conforme o
disposto na resolugdo do CNS N° 441, de 12 de maio de 2011.

Este termo ¢ chamado de Termo de Guarda de Material Biologico. Ele contém
explicagcdes sobre a guarda do material bioldgico que foi coletado para a execucdo desta
pesquisa. Vocé podera ou nao autorizar a guarda do seu material biologico.

Toda nova pesquisa a ser feita com material bioldgico guardado sera submetida para
aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituigdo e, quando for o caso, da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Declaramos que, havendo necessidade de uso das amostras coletadas em um outro
projeto, ele sera submetido & apreciagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituigdo e,
quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP. Uma vez aprovado o
projeto, os participantes da casuistica serdo novamente contatados para assinar o novo TCLE,
consentindo assim com o uso das amostras de sangue para a nova pesquisa. Para os dados
associados, quando for o caso, serd adotado o mesmo procedimento.

Os responsaveis pela guarda e autorizacdo de uso do material biologico, devem estar
comprometidos com a garantia do sigilo e respeito a confidencialidade dos dados obtidos, e

também devem informar o local onde sera armazenado o material biologico e por quanto tempo,
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respeitando a Resolugcdo CNS 441/2011. Aos participantes da casuista da pesquisa, fica
assegurado o fornecimento de informacdes de seu interesse, a respeito do material dele
originado, como, por exemplo, resultados de exames bioquimicos e andlise do perfil genético
(polimorfismos).

A qualquer momento vocé terd acesso aos dados genéticos e os demais dados coletados
durante a pesquisa. Sendo assim, vocé terd o direito de retirar o material bioldgico do banco,
no qual se encontra armazenado. Todas as informacdes estardo sempre a sua disposicao,
bastando apenas entrar em contato com um dos pesquisadores.

Os trabalhos resultantes destas pesquisas mostrardo apenas os resultados e nunca o
nome do paciente ou qualquer outra informacao que ponha em risco sua privacidade.

As amostras de sangue serdo identificadas com um niimero e ndo com o nome do
participante de pesquisa. Somente os pesquisadores saberdo a quem pertence cada ntimero. O
sangue serd utilizado somente em pesquisas que tenham como objetivo verificar se
determinadas sequéncias de DNA (material genético que informa como nosso corpo ¢ formado)
e se as concentracdes de algumas proteinas séricas podem estar relacionados com o progndstico,
tratamento, estadiamento e acompanhamento da doenga, em um estudo descritivo e de caso
controle.

O sangue coletado neste estudo sera estocado no Laboratério de Andlises Clinicas da
Universidade de Brasilia/ Faculdade de Ceilandia (UnB/FCE), no banco de amostras “Doenga
Renal Cronica”, sob a responsabilidade e guarda dos pesquisadoras Alexandre Pereira Batista
e Izabel Cristina Rodrigues da Silva.

Eu, , RG

, apos ter recebido uma explicagdo completa sobre os procedimentos

envolvidos na guarda de material bioldgico, venho através deste termo consentir a guarda do
meu material bioldgico (sangue) ao pesquisador responsavel, esse que guardara a minha
amostra no Laboratorio de Analises Clinicas da Universidade de Brasilia/Faculdade de

Ceilandia (UnB/FCE).

Brasilia, de de

Assinatura do participante de pesquisa
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8.3 APENDICE 3 - Ficha clinica do participante

N~

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CEILANDIA
Programa de Pés Graduag¢do em
Ciéncias e Tecnologias da Saude

FICHA CLINICA DO PARTICIPANTE
PERFIL SOCIAL

Local de encontro:

Data e horério do encontro: ~ /  /
Ha quanto tempo realiza hemodialise?
Acesso vascular: ( )CDT ( )CDL ( )FAV
DADOS PESSOAIS

Nome do paciente:

Data de nascimento:  /  /
Idade: Sexo: ( ) Masculino ( ) Feminino ( ) Outro:
Escolaridade: ( ) Analfabeto ( ) Ens. Fund. Completo ( ) Ens. Fund. Incompleto

( ) Ens. Médio Completo

( ) Ens. Médio Incompleto ( ) Ens. Superior Completo ( ) Ens. Superior Incompleto ( )
Pos-graduagao

Telefone para contato:

E-mail:

Enderego:

( )DF ( )GO

Estado civil: ( ) Solteiro(a) ( ) Casado(a) ( ) Divorciado(a) ( ) Viavo(a) ( ) Outro:

Religido: () Catdlico(a) ( ) Evangélico(a) ( ) Espirita ( ) Sem religido (ateu/ateia)
() Outro(a):
Residéncia: () Propria ( ) Alugada () Mora de favor

Trabalha? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Aposentado(a) Se ndo, hd quanto tempo?

Renda: ( ) Formal ( ) Informal ( ) Beneficio

HISTORICO SOCIAL
Bebidas alcoolicas: ( ) Nao () Sim () Bebia, mas parou ha
Quantidade/dia: Frequéncia do uso:

Tabaco (cigarro, charuto, narguilé): ( ) Nao ( ) Sim ( ) Fumava, mas parou ha

Qual(is) usava? Quantidade/dia:
Substancias ilicitas: ( ) Nao ( ) Sim () Usava, mas parou ha
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Qual(is) usava)?

Quantidade/dia:

Exercicio Fisico: ( ) Nao ( )Sim ( ) Fazia, mas parou ha

Tipo de atividade: Frequéncia:

HISTORICO CLINICO

Peso seco (Kg): Altura (cm): IMC:

Histdrico de Doengas Cardiacas: ( ) Nao ( ) Sim  Se sim, hd quanto tempo?

Histérico de Diabetes: ( ) Nao () Sim. Tipo? Se sim, ha quanto tempo?

Histérico de Hipertensdo Arterial Sist€émica: ( ) Nao ( ) Sim  Se sim, ha quanto tempo?

HISTORICO FAMILIAR

Algum parente tem:

() Diabetes ( ) Hipertensdo Arterial ( ) Doenca Cardiaca ( ) Doenca Renal ()
Outro:

Outras anotacoes:
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9 ANEXOS
9.1 ANEXO 1 - Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

FACULDADE DE CEILANDIA
DA UNIVERSIDADE DE W
BRASILIA - UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: POLIMORFISMO GENETICO ASSOCIADO A DOENGA RENAL CRONICA DE
PACIENTES EM HEMODIALISE

Pesquisador: ALEXANDRE PEREIRA BATISTA

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nfo necessita de anélise
é&tica por parte da CONEP;);

Versdo: 4

CAAE: 82068124.9.0000.8093

Instituigcao Proponente: Universidade de Brasilia Faculdade de Ceilandia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 7.205.672

Apresentacgao do Projeto:

Segundo a pesquisadora, "a doenga renal crénica (DRC) € considerada um problema de salide plblica em
todo o mundo. E caracterizada como um processo fisiopatolégico multifatorial e irreversivel, que
frequentemente leva para um estado terminal da doenga no qual o paciente tende a necessitar de
tratamento continuo.Muitos genes t&m sido citados como candidatos participantes da doenga renal
crénica.Mas para que se comprove essa participacdo efetiva s&o necessarios novos estudos em diferentes
populagdes. Estes estudos contribuem para o melhor entendimento da doenga, novas formas de diagnéstico
precoce e tratamento antes mesmo do paciente entrar em terapia renal substitutiva, elevando assim a
qualidade de vida do paciente. "

O presente projeto trata de um estudo transversal, descritivo e caso controle tem como objetivo analisar a
influéncia genética dos polimorfismos dos seguintes Genes: NOS3, MMP9, SLC19A3, SP1, B2M, PKD1,
KIM1, NLRP3, TXN, TNF, interleucinas, e apolipoproteinas, em pacientes portadores da DRC em tratamento
dialfitico por meio de um estudo de caso controle. Para isto, sero analisados 150 pacientes portadores de
DRC, oriundos de uma clinica de hemodiélise privada localizada no Distrito Federal (Brasil), e 150 pacientes
controles sem histérico de DRC preexistente. Amostras de sangue total serfio coletadas para as andlises

: UNE - Pradio da Unidade de Ensino @ Docencia (UED), Centro Metropoitano, con;. A, lote 01, Sala AT07/68

Balrro: CEILANDIA SUL (CEILANDIA) CEP: 72.220-800
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (61)3107-8434 E-mall: cap.ice@gmall.com

Pigine 01de 08

95



FACULDADE DE CEILANDIA
DA UNIVERSIDADE DE W
BRASILIA - UNB

Continuagio do Parecer: 7.205.672

genéticas; para a andlise das caracteristicas clinicas, serdo registrados dados do prontuario dos
participantes; e sera aplicado também um instrumento WHOQOL-brefparaavaliar a qualidade de vida dos
pacientes em diélise. Com isso, espera-seestabelecer relagdes entre os polimorfismos estudados,as
caracteristicas avaliadas no instrumento utilizado e a patologia DoengaRenal crbnica, com uma andlise
estatistica de associagfo, adotando-se o nivel de significAncia de 5%.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral & jDeterminar a prevaléncia de polimorfismos genéticos, dosar a concentragdo sérica de
proteinas de pacientes renais crénicos em tratamento de hemodialise. Além disso, comparar esse grupo de
participantes de pesquisa com um grupo sadio no diagnéstico e tratamento em um estudo transversal,
descritivo e de caso-controle. j

Objetivos especificos: "Avaliar a influéncia entre o polimorfismo dos genes NOS3, MMP9, SLC19A3, SP1,
B2M, PKD1, KIM1, NLRP3, TXN, TNF, interleucinas, apolipoproteinas na Doenga Renal Crbnica; Verificar a
qualidade de vida e bem estar-social dos pacientes portadores da Doenga Renal Cronica".

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Durante a aplicagéo do instrumento de coleta de dados, o risco € entendido como a possibilidade de
que o participante experimente sentimento de tristeza ou pesar, ou até mesmo sofra danos psicolégicos,
morais, espirituais e sociais, seja devido ao préprio questionario ou a possivel detecgéio de uma doenga ou
reconhecimento de uma condigfo pessoal. E importante ressaltar, que devido & natureza da populagio
estudada, as entrevistas e demais procedimentos seréo realizados conforme o conforto do(a) participante e
a privacidade sera garantida, sendo todos os dados coletados ficando sob responsabilidade (nica do
pesquisador responsavel. Se surgirem quaisquer sinais de adversidade durante o processo de pesquisa, 0
pesquisador responsavel e a equipe, estaréo preparados para fornecer os recursos necessarios para lidar
com qualquer eventualidade que possa surgir durante as entrevistas. Durante a realizagdo das entrevistas a
equipe sera composta por Enfermeiros especialista em Nefrologia e Psicblogos. Os participantes teréo a
opcao de interromper imediatamente a resposta a entrevista semiestruturada, aos instrumentos de coleta de
dados se desejarem, para garantir seu conforto e bem-estar emocional durante todo o procedimento. E, &
claro, teréio o direito de desistir da participagéio na pesquisa a qualquer momento. Para realizag&o da coleta
de sangue a recomendacgéo da sequéncia dos tubos & baseada na (CLSI H3-A6, Procedures for the
Collection of Diagnostic Blood Specimens by Venipunctures; Approved
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Standart, 6thed) e deve ser respeitada, para que n&o ocorra contaminagdo por aditivos nos tubos
subsequentes. As medidas de seguranga visam evitar injurias tanto aos participantes como aos profissionais
que fardo o procedimento de coleta. Os critérios de avaliagdes de riscos e beneficios foram privados das
Recomendacgdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML - 2014):
coleta e preparo da amostra biolégica para Coleta de sangue venoso, descritos a seguir:; Formagéo de
hematoma No momento da antes e apds a coleta, existem alguns riscos e possiveis complicagdes, que
poder&o vir acontecer.; Pungéio acidental arterial A pungéo acidental de uma anéria € outro risco. Porém, &
um fato considerado raro, sabendo que a escolha do local e habilidade do profissional € preponderante para
que isso seja evitado. Infecgdo: Embora raro, existe a possibilidade da pung¢édo venosa de gerar alguma
infecgéio no paciente, por isso, n&o deve ser desprezada. Por isso, € importante que antes da pungéo, haja a
assepsia no ponto de aplicag&o. Lesédo: nervosa Caso n&o ocorra sucesso na primeira tentativa de pungéo,
a agulha devera ser retirada, para que assim, uma segunda tentativa seja realizada.; DorGeralmente, a dor
gerada pela pung@o e retirada da agulha, € de fraca intensidade e suportavel. Seguranga

do profissional de satde: Os equipamentos de protegéio individual (EPIs) devem estar de acordo visando a
protegéo do profissional e do paciente.

Cuidados na sala de coleta: A sala de coleta devera ser (nico e exclusivamente para coleta, permanecendo
no local somente o paciente e o flebotomista, com excegdes para participantes que necessitam a presenga
de algum acompanhante, além da sala estar prontamente higienizada.

Descarte seguro de residuos: De acordo com a RDC/Anvisa n. 306/2004, os residuos gerados pelo
procedimento, deverfdo ser descartados em local devido.

Beneficios:

A participagéo nesta pesquisa oferece beneficios significatives, incluindo a anélise dos hébitos de vida dos
participantes. Além de possibilitar a identificagéo de alteragdes genéticas de pacientes em hemodidlise. Os
beneficios deste estudo séo a obtengéo de maior conhecimento sobre os aspectos fisiopatolégicos,
diagnéstico e tratamento da doenga renal cronica. Sera oferecida a possibilidade de retorno das
informagdes obtidas, bem como a descrigdo dos achados referentes aos polimorfismos genéticos de cada
individuo analisado. Os participantes de pesquisa ou representantes legais terdo acesso aos resultados da
pesquisa e dos exames laboratoriais mediante a sua solicitagéio ao pesquisador responsével, a qualquer
momento, desde que as amostras ja tenham sido processadas e analisadas. Esta solicitag&o podera ser

Enderego: UNE - Prédio da Unidade de Ensino @ Docéncia (UED), Centro Metropolitano, conj. A, lote 01, Sala AT07/68

Balrro: CEILANDIA SUL (CEILANDIA) CEP: 72 220-800
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (61)3107-8434 E-mall: cap.ice@gmall.com

Pigne 03 de 08

97



FACULDADE DE CEILANDIA
DA UNIVERSIDADE DE W
BRASILIA - UNB

Continuagfio do Parecer. 7.205.672

feita durante a assinatura do TCLE, por email ou telefone, presentes no TCLE, e a pesquisadora agendara
uma reuni&o para a entrega do resultado. Os beneficios do uso de dados genéticos humanos coletados no
ambito da pesquisa serdo compartilhados entre a comunidade envolvida sob forma de publicacgéio de artigos
cientifico sobre o assunto. Sera oferecida a possibilidade de contato eletrénico (e-mail) a todos os
participantes que desejarem, para que as possiveis descobertas de informagdes sejam repassadas, em
forma de artigos cientificos (modo como seréo divulgados os resultados da presente pesquisa). Os
resultados do presente estudo ficarfio disponiveis aos participantes de pesquisa e aos profissionais de
salde dos locais de estudo selecionado: Clinica Politécnica Salde Ultramed CL 416 lote G, Santa Maria -
DF. Apesar do estudo n&o gerar um beneficio direto ao participante, esse podera contribuir no entendimento
de pesquisas publicadas que apresentaram como limitag&o a pouca representatividade da populagéo. Além
disso, pesquisas nessa temética proporcionam um melhor entendimento da Doenga Renal Crénica, e a sua
associagédo com variantes genéticas, além de contribuir no prognéstico, diagnéstico e tratamento da doenga.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto esta sendo desenvolvido por ALEXANDRE PEREIRA BATISTA, discente do curso de Mestrado
Profissional do Programa de Ciéncias e Tecnologias em Salde da Universidade de Braslilia/ Faculdade de
Ceilandia, na area de concentrag&o: Mecanismos Basicos e Tecnologias em Salide; sob a orientagéo da
professora Dra. IZABEL CRISTINA RODRIGUES DA SILVA. A pesquisa contard com 300 participantes,
sendo 150 do grupo caso e 150 do grupo controle.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Pesquisador cumpriu as determinagdes das Res. 466/2012 e 510/2016.

Recomendacoes:

Né&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

As recomendac¢des e pendéncias é&ticas foram atendidas. Portanto, consideramos parece APROVADO,
tendo a/o pesquisadora/a cumprido as determinagdes das Res. 466/2012 e 510/2016.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP, de acordo com as atribuigdes definidas na
Resolugdo CNS n.® 466, de 2012, e na Norma Operacional n.° 001, de 2013, do CNS, manifesta-se pela
aprovacgéo do protocolo de pesquisa.
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