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RESUMO

INTRODUGAO: A elevada ingestdo proteica e de fosforo, em doentes renais
relacionam-se com a diminuicdo da fungcdo endotelial e com o0 aumento do risco
cardiovascular. Este estudo pretendeu avaliar os efeitos da restricdo proteica e de
fésforo em biomarcadores de risco cardiovascular e na fungdo endotelial em
doentes renais. METODOLOGIA: Neste estudo intervencional prospetivo foram
avaliados 15 doentes renais antes e depois da implementagdo de uma dieta com
restricdo proteica (0,8g/kg pRef) e de fosforo (700mg). Os valores do fator de
crescimento fibroblastico 23 (FGF-23), parathormona-1 (PTH), o indice de
hiperémia reativa (RHI), assim como o fésforo excretado na urina (uPi) foram
avaliados. Posteriormente, a amostra foi dividida em dois grupos de acordo com a
depuragédo da creatinina (CrCl), CrCI>45ml/min (n=7) e CrCl<45ml/min (n=8), e
avaliada separadamente. RESULTADOS: ApoOs a dieta, observou-se um
decréscimo meédio, sem significado estatistico, do FGF-23, da PTH, do uPi e da
CrCl, e um aumento médio do RHI (p=0,05). Verificaram-se diferengas entre os dois
grupos relativamente a CrCl (p=0,001), a PTH (p=0,033), ao FGF-23 (p=0,035) e
ao uPi (p=0,001). Observou-se ainda diminuigdo do uPi (p=0,030) e do CrCl
(p=0,006) no grupo de doentes com melhor fungdo renal, nomeadamente nos
doentes obesos hiperfiltardores, e um aumento do RHI (p=0,014) no grupo de
doentes com pior funcdo. CONCLUSOES: A dieta instituida conduziu a melhorias
a nivel da fungcao endotelial, e a diminuicdo da concentragdo de biomarcadores de
risco cardiovascular em estadios mais avangcados de insuficiéncia renal. Levou
ainda a diminuicdo do estado de hiperfiltragdo glomerular em alguns doentes
renais.
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ABSTRACT
INTRODUCTION: High protein and phosphate intake, in renal patients is related to
decreased endothelial function and increased cardiovascular diseases risk. The aim
of this study is to evaluate the effects of protein restriction and phosphorous on
cardiovascular risk biomarkers and endothelial function in renal patients.
METHODS: In this prospective interventional study, 15 kidney patients were
evaluated before and after the implementation of a diet with protein and phosphorus
restriction (0,8 g/kg pRef and 700 mg, respectively). The values of fibroblast growth
factor 23 (FGF-23), parathormone-1 (PTH), reactive hyperemia index (RHI) as well
as phosphorus excreted in the urine (uPi) were evaluated. Then, the sample was
divided into two groups, according to the creatinine clearance (CrCl), CrCI>45
mL/min (n=7) and CrCIl<45 mL/min (n=8), and were evaluated separately.
RESULTS: After the diet, we observed a non-statistical decrease in FGF-23, PTH,
uPi and CrCl, and a mean increase in RHI (p=0,05). We found differences between
the two groups regarding CrClI (p=0,001), PTH (p=0,033), FGF-23 (p=0,035) and
uPi (p=0.001). There was also a decrease in uPi (p=0,030) and CrClI (p=0,006) in
patients with better renal function, and an increase in RHI (p=0,014) in the group of
patients with worse renal function. CONCLUSIONS: The established diet led to
improvements in endothelial function, through the increase of RHI, and a decrease
in the CVD biomarkers concentration in advanced stages of renal failure. It also led

to a decrease in the status of glomerular hyperfiltration in some renal patients.
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INTRODUGCAO

A doenca renal cronica (DRC) € um problema crescente de saude publica com
implicagdes clinicas, sociais e psicossociais significativas!’-2). Estima-se que cerca
de 8% a 16% da populagdo mundial em idade adulta apresente esta patologia, com
potencial crescimento nas préximas décadas, possivelmente devido ao aumento da
esperanca media de vida e ainda do aumento da obesidade e do numero de casos
de Diabetes Mellitus®®. A nivel global, Portugal apresenta-se como um dos paises
com maiores taxas de incidéncia e prevaléncia de insuficiéncia renal terminal(®.

Comumente, define-se a DRC como uma anomalia estrutural ou funcional do
rim que persista por um periodo igual ou superior a 3 meses. O diagnostico é feito
através da Taxa de Filtragcdo Glomerular (TFG) quando esta € inferior a
60mL/min/1,73m?, e/ou quando existe excrecdo urinaria de albumina de forma
persistente (albuminuria > 30mg/24h ou razdo albuminuria/creatinuria de 30mg/g),
ou ainda pela presenca de lesdes renais & 4. Tendo em consideracdo esta
classificagdo, a abordagem nutricional devera tornar-se mais cuidada quando a
TFG é inferior a 45ml/min/1,73m?2®),

A intervencido nutricional tem como finalidade preservar a fungao renal e
prevenir complicagdes associadas a progressao da doenga renal, aumentando o
numero de anos de vida e melhorando a qualidade de vida destes doentes (V). As
recomendacgdes nutricionais atuais baseiam-se essencialmente no ajuste do valor
energético total (VET), no controlo e restrigdo da ingestdo de proteina, fésforo,
potassio e sodio, e ainda no controlo da ingestao de liquidos. Estas sdo adaptadas
ao estadio da doenga(® 3 8 e a outras situagdes clinicas, como a obesidade®).

Com a diminuigdo da TFG, e consequente progressado da DRC, aumenta a

probabilidade de ocorrerem eventos cardiovasculares”- 8, sendo estes uma das



principais causas de morbilidade e mortalidade nestes doentes®. No entanto, as
estratégias para diminuir o risco de eventos cardiovasculares na populagdo em
geral tém-se mostrado insuficientes quando aplicadas nesta populagao®.

Os componentes capazes de provocar alteragées no metabolismo mineral
0sseo, como o fosforo, a parathormona-1 (PTH), o fator de crescimento
fibroblastico-23 (FGF-23), tém vindo a ser associados como fatores independentes
para o risco de surgirem doengas cardiovasculares (DCV) em doentes renais(’- 19).
A manutencao do nivel de fésforo sérico é dependente da absorcao intestinal do
fésforo ingerido (~65%, no intestino proximal), da reabsor¢do e excregao renal, e
do fluxo entre o meio extracelular e intracelular 6sseo(''). A absorgéo intestinal é
feita por difusdo paracelular e por transporte celular mediado (via cotransporte
NaPi-2b). A taxa de absorgao intestinal aumenta com o aumento da ingestao de
fosforo e é estimulada pelo 1,25-dihidroxicholecalciferol (1,25(0OH)2D) ('2). O fésforo
é livremente filtrado a nivel glomerular, sendo reabsorvido por cotransporte
dependente de sddio (NaPi-2a e NaPi-2c) na fragédo tubular proximal do nefrénio.
Esta reabsorcdo é diminuida pela PTH e pelo FGF-23, em resposta a
hiperfosfatemia, através da alteragdo da intensidade e do numero de
transportadores nas células epiteliais da fragdo tubular proximal('* 13, assim como
pela capacidade do FGF-23 inibir a formagdo renal do 1,25(0OH)2D (4 19 A
elevagao plasmatica do fosforo é reconhecida como fator para a DCV, em doentes
com IRC e na populagdo em geral('®), e aumenta a progressao da doenga renal(’).

A PTH é secretada pelas glandulas paratireoides e atua sobre o osso para
estimular a reabsor¢do Ossea, e assim libertar calcio e fésforo para o sangue,
estimulando simultaneamente a libertagdo de FGF-23 nos ostedcitos (8. O FGF-

23 é uma hormona fosfaturica e é regulada por diversos fatores, nomeadamente



pelo aumento da ingestdo de fésforo('). As agbes do FGF-23 sobre o metabolismo
mineral 6sseo s&do mediadas obrigatoriamente por cofatores especificos, Klotho,
sendo este complexo o responsavel pelas agbes descritas anteriormente(),
Diversos estudos tém demostrado que um aumento sérico de FGF-23 é um bom
biomarcador de calcificacdo vascular e de disfuncado endotelial (DE) em doentes
com IRC, mesmo com niveis séricos de fosforo normais('® 19, estando implicado na
hipertrofia ventricular esquerda®. Alguns estudos tém vindo a reportar que a
restricdo dietética de fosforo pode diminuir os niveis de FGF-23 (12.20-24),

A disfuncéo endotelial (DE) é descrita como um dos principais mecanismos
fisiopatoldgicos que mais precocemente contribuem para a associagédo entre DCV
e DRC. % Estudos mostram que a calcificagdo vascular em pacientes com DRC é
mais prevalente, extensa e grave em comparagao com outras populagdes, sendo
uma consequéncia das alteragdes do metabolismo mineral ésseo e de ativagao de
processos de osteogénese nas células musculares lisas?®). O aumento do stress
oxidativo e a diminuicdo da producao de oxido nitrico nas células endoteliais, via
fosforilag&do inibitoria da sintetase do oxido nitrico, aparentam ser um possivel
mecanismo envolvido na disfungdo endotelial provocado pelo fésforo ingerido®”).

Outro fator que esta intimamente associado com a DE é a obesidade. A sua
prevaléncia triplicou em todo mundo entre 1973 e 2016(®), e paralelamente ocorreu
o aumento da prevaléncia da DRC®9. Evidéncias emergentes indicam que a
obesidade contribui significativamente para o desenvolvimento e progressédo de
DRC, mesmo na auséncia de diabetes % 30 A nhiperfiltragdo glomerular
(TFG>140ml/min/1,73m? 31. 32)) associada a processos inflamatorios, € apontada
por muitos autores como um dos mecanismos fisiopatologicos pela qual a

obesidade se associa com a insuficiéncia renal® 3 e com o risco de desenvolver



DCV®3). Esta doencga renal resulta de um aumento da pressao intraglomerular
causada pela vasodilatacdo da arteriola aferente, ou pela vasoconstricdo da
arteriola eferente mediada pela ativagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, tendo como consequéncia o aumento da TFG®", sendo este um dos
mecanismos que leva a insuficiéncia renal®?). Estudos tem vindo a sugerir que uma
diminuicdo na dieta de sodio e de proteina, assim como restricdo energética na
obesidade, diminuem a pressao intraglomerular, podendo modificar esta condigéo
renal®!.34),

A restricdo da ingestao de fosforo tem vindo a ser sugerida como forma de
atenuar a calcificagdo arterial, diminuindo a disfungdo endotelial, e a hipertrofia
ventricular esquerda em doentes com DRC ©% 36). No entanto, sdo escassos os
estudos em que avaliam prospectivamente o efeito da restricdo dietética de
proteina e de fosforo na fungédo endotelial e nos biomarcadores referidos.

Este estudo surge da colaboragdo num projeto de doutoramento em medicina,
na Faculdade de Medicina da Universidade do Porto, tendo como investigadora
principal a Dr®. Ana Cerqueira. Pretende-se avaliar as alteragbes da fungao
endotelial, através de Tecnologia Nao-invasiva da Tonometria Arterial Periférica e
de biomarcadores (PTH e FGF-23), em doentes renais, apds a implementagao de

uma dieta com restricdo proteica e de fosforo.

METODOLOGIA
O presente estudo € um estudo intervencional prospetivo e foi aprovado pela
Comisséo de Etica para a Saude do Centro Hospitalar de Sdo Jodo, E.P.E (CHSJ),
do Porto, Portugal, (Anexo A), e foram respeitados os principios da Declaragéo de

Helsinquia. O consentimento informado escrito foi obtido de todos os doentes.



PARTICIPANTES

Foram recrutados e avaliados doentes com diagndstico clinico de doenca
renal, seguidos em consulta de nefrologia no CHSJ, no periodo de Setembro a
Dezembro de 2017. Doentes com hipofosfatemia, infecées agudas, necrose tubular
aguda, hospitalizacdes recentes, em tratamento substitutivo ou em uso de

quelantes de fosforo, foram excluidos aquando da selecéo.

PROCEDIMENTO

Numa consulta inicial foram recolhidas informag¢des demograficas, clinicas e
dados relativos aos habitos alimentares (histéria alimentar, alergias e intolerancias
alimentares) por entrevista, e foi avaliada a antropometria, nomeadamente o peso
(kg) e a estatura (cm), que foram utilizados para o calculo do peso teorico de
referéncia (pRef), realizado com base na média aritmética das formulas da
Metropolitan Life Insurance ©7) e Butheau. Procedeu-se também a entrega de um
protocolo para registo alimentar, diario de 3 dias, no qual o doente registou nesse
periodo tudo o que ingeriu, quantificando através de pesagem com balanca
fornecida. Do terceiro para o quarto dia, o doente iniciou a recolha de urina durante
24h para posterior quantificagdo de fosforo, creatinina e calcio, efetuada no
laboratdrio local usando procedimentos padrdo. Nesta primeira fase, procedeu-se
ainda a avaliagao da fungéao endotelial, recorrendo-se a Tecnologia N&o-invasiva
da Tonometria Arterial Periférica (Endo-PAT 2000®, Itamar-Medical, Caesarea,
Israel 4®), através da medicdo do indice de Hiperemia Reativa (RHI) e da rigidez
arterial, apos oclusao arterial, durante 5 minutos, seguida pelo estado de hiperemia
reativa. Sendo que, valores de RHI superiores a 1,67 correspondem a funcao

endotelial normal. Com o doente em jejum, foi ainda recolhido sangue para



posterior quantificagcao plasmatica do FGF-23 intacto (Immutopics Human FGF-23
(intact) ELISA kit, Quidel ®) e para analises bioquimicas de hemoglobina, albumina,
colesterol total, cHDL e cLDL, triglicerideos, glicose, creatinina, ureia, calcio,
fésforo, 25(OH)vit. D, PTH, ferro, ferritina, sodio, potassio, e cloretos, realizadas no
laboratorio local usando procedimentos padrdo. Os intervalos de referéncia
encontram-se no Anexo B. Nesta fase do estudo foi instituida uma dieta com
restricdo proteica e de fosforo durante 14 dias. Ao 14.° dia, o doente procedeu
novamente a recolha da urina durante 24h para nova avaliagdo bioquimica de
fésforo, creatinina e calcio. No dia consecutivo ao término da dieta, o doente
regressou ao centro hospitalar, em jejum, onde voltou a recolher sangue para
analises dos mesmos parametros bioquimicos avaliados no estudo. Repetiu-se
ainda o exame de avaliacédo da funcao endotelial, ENDO-PAT 2000®.

A depuragéao da creatinina (CrCl) foi calculada usando a creatinina sérica e a

creatinina excretada na urina de 24h nos dois momentos de avaliagao.

CARACTERIZAGAO DA DIETA INSTITUIDA

A dieta instituida foi entregue e explicada em ambiente de ambulatorio. As
necessidades energéticas foram ajustadas ao pRef de cada doente, assim como
ao fator de atividade de ~30kcal/kg do pRef (quando idade =60 anos) ou de
~35kcal’lkg do pRef (quando idade <60 anos). Estas foram distribuidas por
macronutrientes, sendo que 0,8g/kg do pRef correspondeu ao conteudo proteico,
com 50% de proteinas de alto valor biologico, e fixou-se a componente lipidica em
35% do VET, sendo a restante percentagem correspondente ao conteudo em
hidratos de carbono. No que diz respeito ao sédio, o valor estabelecido foi <2000
mg/dia. Esta distribuicdo foi elaborada de acordo com as recomendagdes

nutricionais internacionais para doentes com Insuficiéncia Renal Cronica,



provenientes do Kidney Disease Improving Global Outcomes 2012 (KDIGO)®).
Relativamente ao fosforo e ao potassio, o objetivo foi um aporte de 700mg e de

2500mg, respetivamente, com uma tolerancia de 100mg.

ANALISE DO REGISTO ALIMENTAR - DIARIO DE 3 DIAS

Para a conversao dos alimentos em nutrientes usou-se o programa Food
Processor Plus® (ESHA Research, Salem, Oregon), utilizando-se a codificagéo
adaptada pelo Servigo de Higiene e Epidemiologia da Faculdade de Medicina da
Universidade do Porto, com informacédo nutricional proveniente de tabelas de
composicéo de alimentos do United States Department of Agriculture (USDA) e da
Tabela de Composi¢cao de Alimentos Portuguesa (TCAP). Foram analisadas as
meédias dos 3 dias relativas ao VET (kcal), proteina (g), hidratos de carbono (g),

gordura (g), potassio (mg), fosforo (mg) e sddio (mg).

ANALISE ESTATISTICA

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com recurso ao programa
IBM® SPSS™ Statistics versao 24 para MacOS. A analise da estatistica descritiva
consistiu no calculo de médias e desvios-padréo (dp) das variaveis cardinais e as
frequéncias absolutas e relativas das variaveis nominais. A distribuicdo da
normalidade das variaveis cardinais foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk.
Para comparar as médias de pares de variaveis cardinais realizou-se o teste t-
Student para amostras emparelhadas com distribuicdo préxima da normal, e o teste
de Wilcoxon para comparar ordens médias de variaveis cardinais emparelhadas
com distribuicdo diferente da normal. Para avaliar as correlagdes entre variaveis
cardinais com distribuicdo préxima da normal usou-se o coeficiente de correlacéo
de Pearson (r), e o coeficiente de correlagdo de Spearman (p) para avaliar a

correlagdes entre variaveis cardinais com distribui¢cao diferente da normal.



Rejeitou-se a hipotese nula quando o nivel de significancia critico para a sua

rejeicao (p) foi inferior a 0,05.
RESULTADOS

A amostra total foi constituida por 15 doentes, dos quais 10 eram do sexo
masculino e 5 do sexo feminino, com uma média de idades de 59 anos (dp=14,9).
O IMC médio foi de 33,0 kg/m? (dp=7,0), com um minimo de 25,0 kg/m? e um
maximo de 51,3 Kg/m?. Todos apresentavam pelo menos um fator de risco para
DRC, sendo a hipertenséao arterial, a diabetes Mellitus e a dislipidemia os fatores
com maior predominancia. A caracterizagao clinica inicial da amostra encontra-se

descrita no Anexo C, tabela 1. Apenas foi possivel obter o RHI em 12 doentes.

CARACTERIZAGAO DA DIETA DA AMOSTRA

Na Tabela 1 encontra-se descrita a quantificacdo nutricional média efetuada
através da analise dos registos alimentares de trés dias assim como da dieta
instituida. Verifica-se um consumo energético médio diario de 1989 kcal (dp=359),
e no que se refere a macronutrientes e a micronutrientes existe um consumo
proteico de 81g/dia (dp=25) e de fosforo e potassio de 1122mg (dp=256) e 2706mg
(dp=781) por dia, respetivamente.

Tabela 1. Comparagé&o entre o registo alimentar (pré-intervengao) e a dieta
instituida.

Registo Alimentar Dieta Implementada p
(dp) (dp)
Energia (kcal) 1989 (359) 1986 (264) 0,952
Hidratos de Carbono (g) 204 (67) 253 (56) 0,022
Proteina (g) 81 (25) 51 (6) <0,001
Proteina (g/kg) 0,94 (0,32) 0,80 (0,03) 0,221
Gordura (g) 84 (24) 94 (70) 0,683
Fosforo (mg) 1122 (256) 750 (37) <0,001
Potassio (mg) 2706 (781) 2549 (36) 0,462
Saédio (mg) 1558 (439) 1830 (217) 0,073

Os resultados estao apresentados da seguinte forma: média (desvio-padréo).

Como consequéncia da intervencgéo alimentar nestes doentes, as médias do
consumo de proteina e de fésforo, quantificadas através do registo alimentar,

apresentam diferengas estatisticamente significativas quando comparadas com as



medias de proteina e de fosforo da dieta instituida (p<0,001). Observa-se ainda
diferencas estatisticamente significativas relativamente aos hidratos de carbono

(p=0,022).

EFEITOS DA DIETA IMPLEMENTADA

Apoés a implementagao da dieta verifica-se um decréscimo médio do peso e
do indice de massa corporal (IMC) com significado estatistico (p=0,023). Observa-
se ainda mudancgas a nivel da CrCl, ureia, PTH, FGF-23, creatina excretada na
urina e fésforo excretado na urina, existindo uma diminuicdo média de todos estes
parametros embora sem significado estatistico. A duragdo da dieta instituida ndo
provocou alteragdes séricas no fosforo, na creatinina, no sédio e no potassio. No
que se refere a fungcao endotelial, verifica-se um aumento do RHI relativamente ao
basal (p=0,05) e uma diminuicdo da Rigidez Arterial (p=0,199), embora sem
significado estatistico. Observa-se que maiores valores de fosforo ingerido estéo
associados a maiores valores de fésforo excretado na urina de 24h (r=0,555;
p=0,04), e ndo estdo associados com o valor de fosforo sérico (r=-0,370; p=0,19).
Na Tabela 2 encontram-se os efeitos da dieta na amostra total.

Tabela 2. Efeitos da dieta implementada na antropometria, nos paréametros
bioquimicos e na fun¢ao endotelial da amostra total.

Basal (dp) Apods Intervengao (dp) p
Antropometria
Peso (kg) 88,4 (23,1) 86,8 (23,8) 0,023
IMC (kg/m?) 33,0 (7,1) 32,4 (7,2) 0,023
CrCI (mL/min) 75,2 (70,1) 64,7 (54,0) 0,100
Bioquimica
Hemoglobina (g/dL) 13,4 (1,9) 13,3 (2,1) 0,787
Albumina (g/L) 40,9 (3,8) 41,4 (3,4) 0,340
Ureia (mg/dL) 86,8 (60,8) 78,7 (43,9) 0,442
Creatinina (mg/dL) 2,05 (1,31) 2,05 (1,32) 0,932
Calcio (meg/dL) 4,73 (0,24) 4,62 (0,65) 0,812
Fosforo (mg/dL) 3,57 (0,63) 3,48 (0,57) 0,520
Saédio (meqg/dL) 141,5 (3,0) 141,6 (2,4) 0,927
Potassio (meg/dL) 4,27 (0,33) 4,14 (0,45) 0,153
25(OH)Vit. D (ng/mL) 25,1 (12,9)
PTH (pg/mL) 92,5 (59,6) 86,8 (39,8) 0,910
FGF-23 (pg/mL) 294,5 (582,8) 213,5(339,1) 0,730
Urina — Creatinina (mg/L) 669,1 (301,2) 638,7 (343,7) 0,495
Urina — Fosforo (mg/24h) 701,0 (296,1) 593,8 (247,7) 0,098
RHI 1,71 (0,41) 2,09 (0,60) 0,050
_Rigidez Arterial 22,7 (20,5) 20,8 (21,7) 0,199

A andlise bioquimica completa encontra-se na tabela do Anexo C, tabela 2. Os resultados estéo apresentados
da seguinte forma: média (desvio-padrao).
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Na analise basal verifica-se que maiores valores de CrCl estdo associados a
maiores valores de excregao urinaria de fosforo (p=0,814; p<0,001) e a menores
valores de fésforo sérico (p=-0,730; p=0,002). Observou-se também que maiores
valores de FGF-23 estdo associados a menores valores de excre¢ao urinaria de
calcio (p=-0,748; p=0,020), de CrCl (p=-0,657; p=0,011), de excrec¢do urinaria de
fésforo (p=-0,635; p=0,015) e de fosforo sérico (p=-0,628; p=0,016). Verifica-se
ainda que para maiores valores de PTH estao associados menores valores de CrCl
(0=-0,661; p=0,007), e de excregao urinaria de calcio (p=-0,640; p=0,046), e a
maiores valores de fésforo sérico (0=0,590; p=0,021). Por ultimo, maiores valores
de Rigidez Arterial estdo associados a maiores valores de calcio sérico (p=0,683;
p=0,005).

Apos a intervencgao dietética verifica-se, em geral, associagbes semelhantes
as descritas anteriormente. Maiores valores de CrCl estdo associados a maiores
valores de excregao urinaria de fosforo (p=0,727; p=0,003), e a menores valores
séricos de FGF-23 (p=-0,587; p=0,027). Observa-se ainda que maiores valores de
FGF-23 estdo associados a menores valores de excregéo urinaria de fésforo (p=-
0,646; p=0,017). Por fim, verifica-se que maiores valores de PTH estado associados
a menores valores de CrCl (p=-0,596; p=0,019), e de rigidez arterial (r=-0,526;
p=0,044), e a maiores valores de fosforo sérico (r=0,565; p=0,028). N&o foram
encontradas correlagdes com significado estatistico entre o RHI e os demais
biomarcadores nas duas avaliagdes.

Como verificam-se CrCl muito distintas na avaliagao inicial, compreendidas
entre 13,1 mL/min e 232,8 mL/min, criaram-se dois grupos: o grupo | (n=7) (CrCI>45
mL/min) e o grupo Il (n=8) (CrCl<45 mL/min). Encontram-se ainda diferencas

estatisticamente significativos entre os grupos relativamente a idade (p=0,047), a
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ureia (p=0,005), a creatinina sérica (p=0,001), ao fésforo sérico (p=0,003), a PTH
(p=0,033), ao FGF-23 (p=0,035) e ao fosforo excretado na urina (p=0,001). Na
Tabela 3 apresentam-se os efeitos da dieta nos dois grupos.

Os niveis séricos de PTH e FGF-23 diminuiram no grupo Il, e aumentaram no
grupo |, embora sem significado estatistico. Em relacdo a excregéo urinaria de
fésforo existiu um decréscimo significativo no grupo | (p=0,030) e um aumento sem
significado estatistico no grupo Il (p=0,499). Infere-se ainda um aumento do RHI
nos dois grupos, sendo este aumento significativamente maior no grupo Il
(p=0,014). Em relacdo a CrCl, esta aumentou no grupo Il e diminuiu
significativamente no grupo | (p=0,006) (Anexo D, grafico E).

Por fim, ndo se verifica altera¢des significativas na ureia, creatinina e fosforo

plasmaticos nos dois grupos.

Tabela 3. Efeitos da Dieta nos dois grupos.

Grupo |
>45 mL/min (n=7)

Grupo I
<45 mL/min (n=8)

Basal Pos-Dieta p Basal Pos-Dieta p
Idade 51,3 (12,4) 66,3 (13,9)
IMC (kg/m?) 35,4 (7,4) 34,8 (8,0) 0,310 30,9 (6,5) 30,2 (6,0) 0,039
Plasma
Ureia (mg/dL) 50,9 (21,8) 51,7 (31,8) 0,915 118,3 (67,5) 102,4 (40,2) 0,263
Creatinina (mg/dL) 1,13 (0,47) 1,20 (0,52) 0,310 2,85 (1,30) 2,79 (1,38) 0,484
Fosforo (mg/dL) 3,11 (0,38) 3,23 (0,53) 0,535 3,96 (0,53) 3,70 (0,53) 0,207
PTH (pg/mL) 58,6 (21,3) 74,0 (33,1) 0,101 122,3 (67,4) 97,9 (43,8) 0,182
FGF-23 (pg/mL) 35,2 (25,8) 55,4 (54,0) 0,091 553,7 (760,6) 371,6 (433,6) 0,499
Urina
Creatinina (mg/L) 793,7 (275,0) 756,0 (445,8) 0,310 560,1 (295,8) 536,0 (200,1) 0,484
Fosforo (mg/24h) 941,3 (210,7) 724.,8 (159,4) 0,030 490,8 (170,3) 495,5 (264,6) 0,499
CrCI (mL/min) 129,4 (64,5) 103,4 (57,4) 0,006 27,7 (12,7) 30,9 (14,2) 0,263
RHI 1,74 (0,22) 1,77 (0,30) 0,902 1,86 (0,20) 2,52 (0,27) 0,014
_Rigidez Arterial 14,7 (10,8) 17,3 (20,8) 0,812 29,6 (24,9) 23,9 (23,4) 0,598

Os resultados estédo apresentados da seguinte forma: média (desvio-padréo).

As alteragdes na concentracdo plasmatica do FGF-23 e da PTH, na excregao

urinaria de fésforo, na CrCl e no RHI encontram-se representadas graficamente no

Anexo D.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Sao escassos os estudos que avaliam a implementacdo de uma dieta com
restricdo proteica e de fosforo, em humanos, com a associacdo entre a funcao
endotelial e os principais biomarcadores do metabolismo 6sseo (PTH, FGF-23 e
fosforo). Goto et al ?9), avaliaram o impacto da restricdo dietética de fosforo (10-
15mg/kg/dia), através de uma dieta de baixo valor proteico (0,6-0,8 g/kg/dia), em
doentes com insuficiéncia renal cronica, durante 4 a 6 dias, divididos em dois
grupos de acordo com a taxa de filtragdo glomerular estimada (eTFG), estando 15
doentes em estadios iniciais e 20 em estadios avangados. Em ambos os grupos o
valor sérico de FGF-23 diminuiu significativamente, ao contrario da PTH em que o
valor apenas diminuiu significativamente nos doentes em estadios avangados. No
nosso estudo a PTH e o FGF-23 diminuiram apenas no grupo com menor CrCl,
embora ambas as diminuigbes sem significado estatistico. Isakova et al.'?), num
estudo sobre os efeitos da restricdo de fosforo com e sem o uso de quelantes de
fésforo, verificou que niveis basais mais altos de FGF-23 estdo associados a um
maior decréscimo apos a dieta, o mesmo foi verificado no nosso estudo, sugerindo
que a intervencao feita € mais suscetivel de reduzir os valores de FGF-23 em
pacientes que apresentem maiores valores basais.

Relativamente ao fosforo excretado na urina, Goto et al ?° verificou uma
diminuicdo significativa em ambos os grupos, tendo sido esta diminuigdo maior no
grupo com doentes em estadios iniciais, ndo existindo alteragdes significativas na
eTFG em ambos os grupos apos a dieta. No nosso estudo, observamos uma
diminuicdo significativa da excre¢cdo urinaria de fésforo nos doentes que
apresentavam melhor funcdo renal, assim como uma diminui¢do significativa da

CrCl neste mesmo grupo. O mesmo nao se verificou no outro grupo.
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Contrariamente ao estudo de Goto et al.?%) e a semelhanca do estudo de
Yoda et al.("® ndo observamos diminuigdo do fosforo sérico na amostra total. Uma
hipétese para nao verificar-se qualquer variagado sérica no nosso estudo, e no de
Yoda et al., podera ser o facto de todos os doentes apresentarem valores
semelhantes, e dentro dos intervalos de referéncia, de fésforo sérico. No estudo de
Goto et al. os doentes apresentavam valores iniciais de fosforo sérico superiores.

Relativamente a CrCl, encontramos diferengas estatisticamente significativas
no grupo |. Neste grupo encontram-se doentes obesos com CrCl, na avaliagédo
inicial, correspondentes a estados de hiperfiltragdo glomerular, descrito na literatura
como o primeiro fenotipo de desenvolvimento de DRC em individuos com IMC=30
kg/m? GV Apds a implementagdo da dieta, o valor da CrCl diminuiu
significativamente. Este resultado € corroborado por outros estudos, em que a
restricdo energética, proteica e de so6dio®® diminuiram significativamente a TFG.
Esta diminuicdo também foi observada em doentes submetidos a cirurgia
bariatrica®). Ezequiel et al.*"), apds a implementag&o de uma dieta hipoenergética
em doentes obesos durante doze semanas verificou que os que perderam pelo
menos 5% de peso corporal diminuiram significativamente a CrCl. Esta melhoria
podera ser explicada através da diminuicdo da pressao intraglomerular,
consequente da diminuigdo da ingestdo proteica e de sédio "), ou em parte, pela
diminuicdo de adipocitocinas capazes de desenvolver disfuncdo e dano
glomerular®3 42 A perda de peso nos restantes doentes também podera ter
contribuido para a melhoria da fungédo endotelial, uma vez que o0 excesso de peso
esta classicamente associado a um maior risco de aterosclerose e de eventos

cardiovasculares®3. 44
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Di loiro et al.?") através de um estudo de crossover com 32 pacientes com
diagnostico de DRC, alocados aleatoriamente em 2 grupos, compararam o efeito
na reducdo do FGF-23 de uma dieta pobre em proteinas (LPD) (0,6g/kg/dia) com
uma dieta muito pobre em proteinas (VLPD) (0,3g/kg/dia) suplementada com a-
cetoacidos, e consequentemente pobre em fésforo (350-420mg/dia). Foi avaliado o
FGF-23, o fésforo sérico e urinario no inicio do estudo e no final de cada periodo, e
verificaram uma reducéo superior destes parametros na VLPD. Quando examinada
a metodologia deste estudo, verifica-se que a VLPD apresenta exclusivamente
proteina de origem vegetal. Sabe-se que, dietas vegetarianas per si estdo
associadas a niveis mais baixos de fésforo sérico e urinario e com a diminuigao
significativa dos niveis de FGF-23, mesmo com concentragdes equivalentes de
proteina e fosforo de uma dieta omnivora('”-4%). Dois dos problemas que afastam o
uso das VLPD na pratica clinica sdo a viabilidade e seguranga da baixa ingestéo
de proteinas, normalmente associadas a menor adesao a terapéutica e a um maior
risco de desnutricdo proteico-energética® 46 47) A dieta implementada no nosso
estudo teve um aporte proteico de 0,8g/kg/dia® %, de acordo com as
recomendacoes, e demonstrou resultados sobreponiveis aos do estudo de Di loiro
et al, embora sem significado estatistico. Deste modo, o aporte proteico de
0,8g/kg/dia na pratica clinica podera ser suficiente para originar diminui¢do dos
niveis séricos de FGF-23.

Yamamoto et al.®®), mostrou que uma elevada ingestdo de fésforo através da
dieta (1017 mg/dia nas mulheres, 1167mg/dia nos homens) esta associado ao risco
de desenvolver hipertrofia ventricular esquerda em mulheres, mas ndo em homens.
Também na nossa amostra se verificou uma ingestdo de fosforo superior as

recomendagdes®).
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Embora os marcadores estudados estejam associados com a disfungéo
endotelial, e consequentemente com o desenvolvimento de DCV em doentes
renais, ndo foi encontrada qualquer associacéo significativa com o RHI. No entanto,
a dieta implementada neste estudo trouxe melhorias significativas da fungéo
endotelial nos doentes com CrCl<45mL/min.

Reconhecemos algumas limitagbes neste estudo. Primeiro, as dificuldades
inerentes ao registo alimentar, como a tendéncia para mudangas nos habitos
alimentares (sub registo), as sobras serem consideradas como alimento ingerido, e
ainda erros nas pesagens poderao ter influenciado os resultados da quantificagéo
do mesmo. No entanto, o registo com pesagem € considerado o método de
referéncia para avaliagdo da ingest&o alimentar“®). Em segundo, a auséncia, neste
estudo, de alguns resultados significativos, como os encontrados noutros estudos,
podera dever-se ao baixo tamanho amostral.

Este estudo demonstra que a dieta instituida conduziu a melhorias da fungéo
endotelial, através do aumento do RHI, e a diminuicdo da concentragdo de
biomarcadores de DCV em doentes em estadios mais avangados de DRC. Esta
intervenc&do também trouxe melhoria do estado de hiperfiltragdo glomerular a trés
doentes.

No entanto, serdo necessarios mais estudos, com maior numero de doentes,
para ser possivel clarificar as vantagens do uso de uma dieta com restricao proteica

e de fésforo na melhoria da fungédo endotelial nesta populagéo.
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Exmo. Senhor
Presidente da Comissdo de Etica para a Saude do

Centro Hospitalar de S. Jodao — EPE

Assunto: Pedido de autorizagdo a participagdo de 2 novos investigadores em Projeto

de Investigagao em curso.
Nome do Investigador Principal: Ana Alexandra Briga Cerqueira

Titulo do Projeto de investigagdo: “Pesquisa de novos biomarcadores de disfungdo

endotelial com importancia clinica na doenga renal cronica”

Venho por este meio solicitar a Vossa Ex2 a autorizagdo participagdo de 2 novos
investigadores no projeto de investigagdo supracitado, que foi autorizado pela
Comissdo de Ftica para a Saude do CHS) a 24 de Novembro de 2014. Os
investigadores convidados sdo:

- Professora Doutora Maria Flora Carvalho Correia, Faculdade de Ciéncias da

Nutri¢do e Alimentagdo da Universidade do Porto;
- Dr. Luis Filipe Cristino, Faculdade de Ciéncias da Nutri¢do e Alimentagdo da

Universidade do Porto; ) N
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Anexo B - Intervalos de Referéncia




Parametro (unidade)

Intervalo de Referéncia

Sangue
Hemoglobina (g/dL)
Albumina (g/L)
Colesterol Total (mg/dL)
Colesterol HDL (mg/dL)
Colesterol LDL (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)
Glicose (mg/Dl)
Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Calcio (meq/L)

Fosforo Inorganico (mg/dL)

Ferro (ug/dL)
Ferritina (ng/mL)
Sadio (meq/L)
Potassio (meq/L)
Cloretos (meq/L)
25(0OH)Vit. D (ng/mL)
Parathormona-1 (pg/mL)
FGF-23 (pg/mL)
Urina de 24h
Calcio (meq/24h)
Fosforo (mg/24h)
Sadio (meqg/24h)
Creatinina (mg/24h)

Funcgao Endotelial

indice de Hiperemia Reativa

[13,0;18,0]
[38,0;51,0]
<200

>60

<130
<150
[75;110]
[10;50]
[0,67;1,17]
[4,05;5,20]
[2,7:4,5]
[63;167]
[20;250]
[135;147]
[3,5;5,1]
[101;109]
>30
[10;65]

NA

[5,0;15,0]
[300;1300]
[40:220]
[800;2000]

> 1,67 Fungao normal

< 1,67 Disfuncao

NA: N3o Aplicavel; FGF-23: Fator de Crescimento Fibroblastico 23;

24
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Anexo C - Caracterizacao Clinica e Bioquimica da Amostra




TABELA 1. Caracterizagao Clinica da Amostra

Valor
Idade (anos) 59 (dp=14,9)
Sexo (n=15)
Masculino 10
Feminino 5
Antropometria
Peso (kg) 88,4 (dp=23,1)
Estatura (cm) 163 (dp=9,0)
IMC (kg/m?)* 33,0 (dp=7,0)
Etiologia da Doen¢a
Nefropatia Diabética 4
Glomerulopatia 4
Doencga Tubulo-intersticial 1
Doencga Vascular 2
Outra 3
Fatores de Risco
Diabetes Mellitus 7
Hipertensdo Arterial 10
Dislipidemia 9
Tabagismo 2
Pressao Arterial
Sistdlica 136 (dp=15)
Diastdlica 76 (dp=12)

TABELA 2. Efeitos da dieta com restrigao proteica e de fésforo na antropometria, nos
parametros bioquimicos e na fungéo endotelial da amostra total (completa).

Basal (dp) Apos Intervengao (dp) p
Antropometria
Peso (kg) 88,4 (23,1) 86,8 (23,8) 0,023
IMC (kg/m?) 33,0 (7,1) 32,4 (7,2) 0,023
CrCl (mL/min) 75,2 (70,1) 64,7 (54,0) 0,100
Bioquimica
Hemoglobina (g/dL) 13,4 (1,9) 13,3 (2,1) 0,787
Albumina (g/L) 40,9 (3,8) 41,4 (3,4) 0,340
Glicose (mg/dL) 103,5 (31,5) 96,1 (15,5) 0,236
cTotal (mg/dL) 171,8 (40,2) 159,1 (40,5) 0,078
cHDL (mg/dL) 47,9 (14,3) 43,6 (13,8) 0,024
cLDL (mg/dL) 98,5 (33,7) 94 (28,7) 0,477
Triglicerideos (mg/dL) 138,7 (62,6) 126,9 (64,9) 0,443
Ureia (mg/dL) 86,8 (60,8) 78,7 (43,9) 0,442
Creatinina (mg/dL) 2,05 (1,31) 2,05 (1,32) 0,932
Calcio (mEg/dL) 4,73 (0,24) 4,62 (0,65) 0,812
Fosforo (mg/dL) 3,57 (0,63) 3,48 (0,57) 0,520
Ferro (ug/dL) 68,0 (26,4) 79,5 (34,7) 0,294
Ferritina (ng/mL) 179,5 (129,2) 193,7 (125,6) 0,078
Sédio (mEg/dL) 141,5 (3,0) 141,6 (2,4) 0,927
Potassio (mEq/dL) 4,27 (0,33) 4,14 (0,45) 0,153
Cloretos (mEq/dL) 104,7 (3,0) 104,5 (3,7) 0,698
25(0OH)Vit. D (ng/mL) 25,1 (12,9)
PTH (pg/mL) 92,5 (59,6) 86,8 (39,8) 0,910
FGF-23 (pg/mL) 294.5 (582,8) 213,5 (339,1) 0,730
Urina — Calcio (mEg/24h) 5,45 (3,10) 5,55 (5,43) 0,959
Urina — Creatinina (mg/L) 669,1 (301,2) 638,7 (343,7) 0,495
Urina — Fésforo (mg/24h) 701,0 (296,1) 593,8 (247,7) 0,098
RHI 1,71 (0,41) 2,09 (0,60) 0,050
Rigidez Arterial 22,7 (20,5) 20,8 (21,7) 0,199
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Anexo D - Efeitos da dieta no FGF-23, na PTH, no RHI, no fésforo
excretado na urina e na TFG, na amostra total e nos dois

grupos.




pg/mL
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<45 mL/min
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D Fésforo Excretado (urina de 24h)

Total >45 mL/min <45 mL/min
1200+ p=0.098 1200+ p=0030 1200+ p=0499
1000 1000~ 10004 A

/”’
800 8004 8004 T
= < < e
g g § '/
S 600+ S 600+ S 600+
£ £ I -
400+ 400- 400-
200 200- 200 s
0 T T 0 ‘| T 0 'I T
& <° & < ® L
E CrCl

Total >45 mL/min <45 mL/min

p=0,100 p=0,006 p=0,263
240 240 240
200 200- :\ 200-

o 1601 = 1604 < 1601
£ = E
2 1201 E 1204 £ 1204
M
80- 80+ 80+
40 40- \ 401
0 0 T T 0 T T
< Qbe < &

Nota: as linhas sélidas indicam casos em que existiu um decréscimo nos parametros do pré-dieta para

o pos-dieta, e as linhas a tracejado indicam um aumento.



