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Resumo

Introdugao: A terapia de substitui¢do renal
continua associada a altas taxas de hospita-
lizacdo e baixa qualidade de vida. A morbi-
mortalidade por todas as causas na terapia de
substitui¢do renal é superior a 20% ao ano,
sendo 44 vezes maior quando a diabetes estd
presente e mais de 10 vezes a da populagido
em geral. Independentemente do tratamento,
a sobrevida em 5 anos é de 40%, superando
muitos tipos de cancer. A irisina é um hormo-
nio que converte tecido adiposo branco em te-
cido adiposo bege, agregando efeitos positivos
como o controle de massa gorda, tolerancia
a glicose, resisténcia a insulina, prevengio de
perda muscular e reducio da inflamagao sisté-
mica. Objetivos: Determinar os niveis séricos
de troponina I em pacientes em hemodidlise
submetidos ao pré-condicionamento isquémi-
co remoto (PCIR) associado a expressdo da
irisina. Métodos: Estudo clinico prospectivo,
randomizado, duplo-cego, com pacientes com
doenca renal cronica submetidos a hemodid-
lise por um periodo de 6 meses. Os niveis de
troponina I, IL-6, uréia, TNF-o e creatinina
foram determinados a partir de amostras de
sangue. As expressoes de irisina, tioredoxina,
Nf-kb, GPX4, selenoproteina e GADPH fo-
ram também avaliadas por RT-PCR. Resul-
tados: Foram analisadas amostras de 14 pa-
cientes hipertensos, 9 (64,3%) dos quais eram
diabéticos tipo 2, com idades entre 44 e 64
anos e 50% de cada género. A diferenca entre
os niveis pré e pos-interven¢do de troponina
I ndo foi significativa. Nao houve diferengas
entre os grupos PCIR e controle, exceto pela
IL-6, embora tenha sido observada correlacio
significativa entre irisina e troponina I. Con-
clusao: O pré-condicionamento isquémico
remoto ndo modificou a expressio de irisina
ou troponina I, independentemente do tempo
de coleta.

Palavras-chave: Dialise Renal; Hiperten-
sao; Diabetes Mellitus; Analise Quimica
do Sangue; Troponina I.

ABSTRACT

Background: Renal replacement
therapy continues to be related to high
hospitalization rates and poor quality of life.
All-cause morbidity and mortality in renal
replacement therapy in greater than 20% per
year, being 44 times greater when diabetes
is present, and over 10 times that of the
general population. Regardless of treatment,
the 5-year survival is 40%, surpassing many
types of cancers. Irisin is a hormone that
converts white adipose tissue into beige
adipose tissue, aggregating positive effects
like fat mass control, glucose tolerance,
insulin resistance, prevention of muscle loss,
and reduction in systemic inflammation.
Objectives: To determine the serum levels of
troponin I in hemodialysis patients submitted
to remote ischemic preconditioning (RIPC)
associated with irisin expression. Methods:
This was a prospective, randomized, double-
blind clinical trial with patients with chronic
kidney disease submitted to hemodialysis
for a 6-month period. Troponin I, IL-6,
urea, TNF-a, and creatinine levels were
determined from blood samples. The
expressions of irisin, thioredoxin, Nf-
kb, GPX4, selenoprotein and GADPH
were also evaluated by RT-PCR. Results:
Samples from 14 hypertensive patients were
analyzed, 9 (64.3%) of whom were type 2
diabetics, aged 44-64 years, and 50% of
each sex. The difference between pre- and
post-intervention levels of troponin I was
not significant. No differences were verified
between the RIPC and control groups,
except for IL-6, although a significant
correlation was observed between irisin and
troponin 1. Conclusion: Remote ischemic
preconditioning did not modify irisin or
troponin I expression, independent of the
time of collection.

Keywords: Renal Dialysis; Hypertension;
Diabetes Mellitus; Blood Chemical Analy-
sis; Troponin 1.
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INTRODUCGAO

Apesar das recentes melhorias no processo de didlise, a te-
rapia renal substitutiva continua apresentando altas taxas
de hospitaliza¢do, o que esta relacionado a ma qualidade
de vida. A morbimortalidade por todas as causas na tera-
pia renal substitutiva é superior a 20% ao ano, sendo 44
vezes maior na presenca de diabetes esta presente e mais de
10 vezes a da populagio em geral'?. Independentemente
do tratamento, a sobrevida em 5 anos é de 40%, super-
ando a de vdrios tipos de cancer>*. Nos pacientes em he-
modidlise, a mortalidade cardiovascular é responsavel por
40% de todas as mortes, principalmente devido a insu-
ficiéncia cardiaca, infarto agudo do miocardio e arritmia
cardiaca fatal’’. Durante o tratamento prolongado, esses
pacientes sdo suscetiveis a alteragdes morfofuncionais. A
quantificacdo do fluxo sanguineo do miocardio (FSM) por
tomografia por emissdo de positrons (PET-TC) durante a
hemodiélise de pacientes sem lesdo coronariana angiogra-
fica significativa evidencia alteragdes na contragao segmen-
tar do ventriculo esquerdo (VE) que foram correlacionadas
com a reducdo global e segmentar do FSM, promovendo
disfuncdo contratil’. A redugdo segmentar do FSMF estd
associada a dreas circunscritas de necrose, permeabilidade
alterada, niveis circulantes elevados de troponina cardiaca
(cTnT), juntamente com regides hipocinéticas do VE de-
tectadas pela ecocardiografia. Episddios isquémicos recor-
rentes durante a hemodialise promovem lesio miocardica
com irreversibilidade funcional®.

A isquemia miocardica pode ser desencadeada por
varios fatores: alta prevaléncia de ateroma coronariano,
hipertrofia ventricular esquerda, hipotensdo intradialiti-
ca e fluxo coronariano de reserva reduzido (FRR), mes-
mo na auséncia de estenose”®. A hipertrofia ventricular
esquerda (HVE), que geralmente ocorre na insuficiéncia
renal, aumenta a pressdo diastdlica final no ventriculo,
o estresse parietal que compromete o FSM, principal-
mente no subendocirdio’. O atordoamento miocardico
da disfungdo do VE devido a isquemia transitdria asso-
ciada a hemodialise é frequentemente prolongado, mas
reversivel®'?, Os episddios isquémicos decorrentes da
hemodialise desempenham papel importante no desen-
volvimento de insuficiéncia cardiaca e arritmias cardia-
cas!™2, Assim, reduzir a isquemia apds a hemodialise
parece ser uma meta terapéutica desejvel’.

A irisina é um hormoénio identificado nas células
musculares de camundongos transgénicos, expresso por
Ppargcla, que codifica o co-ativador-1a do receptor y
ativado pelo proliferador de peroxissomo (PGC-1«). Por
sua vez, PGC-1« estimula a expressio génica da proteina
transmembrana fibronectina tipo III contendo a proteina
5 (Fndc5). Quando o Fndc5 sofre clivagem proteolitica,
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é liberado na corrente sanguinea com um fragmento con-
tendo 112 aminodcidos residuais. Liga-se a receptores
nao identificados na superficie celular do tecido adipo-
so'. A irisina converte tecido adiposo branco em tecido
adiposo bege, que agrega efeitos positivos como controle
da massa gorda, tolerancia a glicose, resisténcia a insulina,
preven¢do de perda muscular e reducio da inflamagio
sistémica'>!¢, A irisina tem potencial terapéutico para pre-
venir e tratar obesidade e diabetes'”. Nos seres humanos,
0 FNDCS ¢é fortemente expresso no musculo esquelético,
coracio, lingua e reto. A expressio do FNDCS diminui
no pancreas, figado e 6rgdos envolvidos na homeostase
glicolitica'®. Em humanos, a expressio de FNDCS no
tecido adiposo € até 200 vezes menor do que no musculo
esquelético'®". Os niveis circulantes sio modulados por
fatores que incluem dieta, obesidade, exercicio, agentes
farmacoldgicos e diferentes condigdes patologicas. O
pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR) é uma
interven¢do ndo invasiva e nido farmacoldgica da pro-
tecao miocardica induzida pela interrup¢io transitoria do
fluxo sanguineo em um membro por um manguito de
pressdo arterial, que demonstra um efeito protetor contra
isquemia miocardica (lesdo por reperfusdo).!®2%* O PCIR
estd associado a uma redugdo na liberagdo de troponina I,
menor elevagdo no segmento ST do ECG e menos even-
tos cardiovasculares adversos ap6s intervenc¢ao corondria
percutanea (ICP)"?2. Na cirurgia de revasculariza¢io
do miocéardio, o PCIR demonstrou reduzir significativa-
mente a libera¢o de troponina cardiaca (cTnT) 6, 12, 24
e 48 h apds o procedimento cirturgico'?. Este estudo teve
como objetivo determinar o comportamento dos niveis
séricos de troponina I em pacientes em hemodidlise sub-
metidos ao PCIR associado a expressdo da irisina.

IMIATERIAIS E METODOS

Um estudo clinico prospectivo, randomizado,
duplo-cego foi conduzido pelo Laboratério de
Analises Clinicas da Faculdade de Medicina do ABC
(FMABC), em pacientes com doenga renal cronica em
hemodialise por um periodo de seis meses. Os pro-
cedimentos seguiram os principios da Declaragdo de
Helsinque e foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Paulista (UNIP), sob o
protocolo no. 2.424.258. A elegibilidade consistiu
em pacientes submetidos a terapia ambulatorial em
hemodialise, com idade igual ou superior a 18 anos,
e diagnosticados com insuficiéncia renal cronica de
acordo com a Iniciativa para Doencas Renais para
Resultados Globais (KDIGO). Os pacientes que apre-
sentaram neoplasia, infec¢io e eram HIV + foram
excluidos. Amostras de sangue foram coletadas para



determinar os niveis de troponina I usando métodos
quantitativos de imunocromatografia (Human Quit).
A TL-6 e 0 TNF-« foram analisados usando um mé-
todo imunoenzimatico quimioluminescente (Simens).
As quantificagdes de uréia e creatinina foram realiza-
das utilizando um método enzimdtico colorimétrico
em um espectrofotometro totalmente automatizado
(COBAS 6000 Roche). Boas praticas em analises
clinicas foram seguidas em todas as andlises real-
izadas neste estudo. Para analise da expressio géni-
ca, o RNA foi extraido usando a técnica Trizol®.
Um micrograma de cDNA foi convertido usando o
kit Invitrogen Reverse Transcriptase Superscript II
RNAse, segundo as recomendacoes do fabricante.

A técnica de gqRT-PCR foi aplicada a sequéncia de cD-
NA obtida para que a irisina GADPH, tioredoxina, Nf-kb,
GPX4 e selenoproteina pudessem ser analisadas da seguinte
forma: 1X do tampdo 2X SYBR Green PCR Master Mix
tampao, 2,0 uL. de cDNA e 0,4 mM do RT-PCR Primer
Assay resultando em 15 pL do volume final da reagio. O
volume foi completado com dgua deionizada. A reacio foi
realizada em um Cycler 7500 (Applied Biosystems) usando
o seguinte programa: 95° C por 10 min; 40 ciclos de 95° C
por 15s e 60° C por 60s. A sequéncia de iniciadores utiliza-
dos estd apresentada na Tabela 1.

O grupo intervencao foi submetido ao PCIR no brago
direito, utilizando um esfigmomandmetro a 200 mmHg
por § minutos, seguido de 5 minutos de desinsuflacio,
repetidos trés vezes por um total de 30 minutos, durante
trés sessOes consecutivas de hemodidlise. O grupo con-
trole ndo foi submetido a nenhuma intervencio adicio-
nal. As amostras de sangue foram coletadas antes do ini-
cio da primeira e terceira sessdes semanais. O nitrogénio
da uréia no sangue (BUN) foi medido para calcular o

TABELA 1 SEQUENCIA DE PRIMERS
Gene Sequéncia
FOW 5'CTACGGACCCATGGAGGAG 3’
GSH REV 5AGGCCATGGGACCTTCCT 3’
FOW 5'GGTTTGCCTTTTTCCTTCCT 3’
SEF REV 5'GCTCCTGGTTGCTGATTCTC 3'
FOW 5" GCCATTGGCGATATATTGGA 3’
TR REV 5" CTCTTGACGGAATCGTCCAT 3’
FOW 5" CTCTGTCATTCGTGCTTCC 3
NFB Rev s caTceeaTaGTGGACTACE 3
o REV 5" GATCCAGCCATCAAGGACAT 3’
risina REV 5'TTGTCCAAGCTAGCATTTCTGA 3’
FOW 5'CTGTGAGGTAGGTGCAAATGC 3’
GAPDH

REV 5'GCCCACTTCACCGTACTAACCA 3
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pool unico Kt/v, e irisina e troponina I para avaliar o
comprometimento cardiaco devido a hemodilise. O des-
fecho primdrio foi mortalidade, enquanto os desfechos
secundarios foram infarto agudo do miocardio, acidente
vascular cerebral e evento tromboembdlico. Os niveis
séricos de TNF-«, selenoproteina, tioredoxina e NFxB
indicaram um perfil inflamatério. Amostras de urina
foram coletadas para determinar a propor¢ao de albu-
mina/creatinina e proteina beta-traco (BTP) da primeira
micgdo. A taxa de filtragio glomerular estimada (TFGe)
foi calculada usando a equacgdo do estudo Modification
of Diet in Renal Disease Study para adultos.

ANALISE ESTATISTICA

As variaveis qualitativas sdo apresentadas em frequéncia
absoluta e relativa. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado
para determinar varidveis quantitativas mostrando dis-
tribui¢do ndao normal dos dados (p < 0,05), e sdo apre-
sentadas como valores medianos, percentis 25 € 75 e
intervalo de confianca de 95%. O teste-t de Student e
o teste de Wilcoxon foram utilizados para analisar a ex-
pressdo intergrupos e intragrupo dos biomarcadores pré
e pos-intervengdo. O teste de Spearman foi utilizado para
analisar a correlagdo entre os biomarcadores. O Stata
versao 11.0 foi utilizado para todas as analises.

ResuLtAaDOS

Este estudo incluiu 14 pacientes hipertensos de igual
namero de cada género, 9 (64,3%) dos quais eram di-
abéticos tipo 2 (DM2), com idades entre 44 e 64 anos.
Houve trés 6bitos por eventos nao cardiovasculares, um
no grupo intervengao e dois no grupo controle (Tabela 2).
A diferenca entre os niveis de troponina I pré e pds-in-
tervengdo (PCIR) nio foi significativa (p = 0,28). Nao foi
observada diferenca significativa entre os pontos pré e
pds-coleta para biomarcadores individuais. Além disso,
nao foi observada diferenca entre os grupos PCIR e con-
trole, exceto para IL-6 (p = 0,039), ao analisar os pontos
de coleta e a presenga ou auséncia de PCIR (Tabela 3). O
teste de correlagdo de Spearman indicou associagdo sig-
nificativa (p = 0,56) entre irisina e troponina I (tabela 4).

TABELA 2 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS
PACIENTES

Variaveis Pacientes (n = 14)
Género (masculino) 7 (50%)
Hipertensao 14 (100%)
Obito 3(21,4%)
Diabetes 9 (64,3%)
Idade* 52 (44 - 64)

*Valores expressos como media e 95% IC.
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TABELA3  ASSOCIAGAO ENTRE OS BIOMARCADORES DO GRUPO COM E SEM PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO REMOTO
(PCIR)
. HD sem PCIR HD com PCIR p*
Biomarcadores
Média (95%IC)
A Uréia 64,00 (43,00; 107,80) 61,00 (21,90; 115,80) 0,051
ATroponina | -0,01 (-0,03; 0,05) 0,00 (-0,01; 0,01) 0,361
ATNF-a -0,30 (-3,51; 2,76) 0,55 (-2,69; 9,61) 0,606
AIL6 -0,05 (-12,11; 2,54) 5,50 (-1,15; 9,39) 0,039
A lIrisina 2,29 (-9,90; 14,47) -1,40 (-14,61; 38,72) 0,698
ATioredoxina -1,53 (-23,80; 42,14) -0,08; (-3,86; 7.53) 0,439
A NFKg -0,66 (-31,81; 42,99) 0,15 (-4,53; 6,95) 0,796
A GPX4 1,06 (-2,52; 6,76) 1,26 (-2,55; 12,86) 0,796
A Selenoproteina 5,14 (-10,29; 39,05) 0,61 (-12,89; 14,90) 0,439
*Mann-Whitney's; 95%I1C: 95% intervalo de confianca.
TaABELA 4 CORRELACAO ENTRE BIOMARCADORES SERICOS
Irisina Tioredoxina NF-K3 GPX4 Selenoproteina
Biomarcadores  Spearman's Spearman’s Spearman’s Spearman’s Spearman’s
rho rho rho rho P rho
Uréia 0,147 0,615 -0,007 0,982 0,323 0,260 0,213 0,464 0,222 0,446
Troponina | 0,171 0,558 0,082 0,780 0,284 0,325 0,246 0,396 0,242 0,405
TNF-« 0,123 0,674 0,247 0,395 0,163 0,578 0,223 0,445 0,478 0,084
IL6 0,393 0,164 0,108 0,714 0,090 0,759 -0,503 0,067 0,125 0,670
DiscussAo o diabetes aumenta o limiar de pré-condicionamen-

Este estudo teve como objetivo estabelecer a relagio
entre a expressdo da irisina e os niveis de troponina
I em pacientes em hemodidlise submetidos ao PCIR.
A correlacdo negativa entre essas variaveis estd em
desacordo com a literatura atual. Cdes hiperglicémi-
cos submetidos a dextrose intravenosa ou diabetes
induzido quimicamente apresentaram aumento na
extensdo do infarto do miocardio, além de anular a
protecdo resultante do pré-condicionamento’!. Esses
achados confirmam evidéncias pré-clinicas e clinicas
que elucidam a interagiao adversa entre hiperglicemia
e vias cardioprotetoras. Pesquisas realizadas em ratos,
coelhos, cies, ovelhas e humanos tiveram resultados
muito semelhantes?*28. Essas informacoes podem ex-
plicar a falta de correlacdo encontrada, pois nossa
amostra foi composta por diabéticos (64,3%) e hip-
ertensos (100%), em contraste com a literatura, que
consiste em 40% de diabéticos?’ e 32% de individuos
hipertensos®®. Dados separados provavelmente ocor-
reram devido ao pequeno tamanho da amostra.

Em ratos diabéticos, o efeito cardioprotetor do
PCIR foi restaurado, aumentando o numero de ci-
clos para obter o efeito desejado, o que indica que
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to’. Em um modelo murino de isquemia e reper-
fusdo, foi o niamero e a duraciao dos ciclos, e ndo o
numero de membros expostos ao PCIR que deter-
minou sua eficicia. A janela de prote¢do precoce
desapareceu entre 1,5 e 2 horas apds o término do
estimulo®. Em um estudo de 2018, pacientes em
hemodidlise submetidos ao PCIR por trés sessdes
sucessivas ndo obtiveram prote¢ao miocdrdica em
comparagdo ao grupo controle’’; no entanto, Park
et al. alcangou tal protecao apds doze sessdes*. A
inconsisténcia nesses achados pode ser devida ao
numero e/ou duracido das sessoes.

Foi sugerido que a cardioprotecdo deficiente em
diabéticos se deve a fun¢do alterada do canal de
potdssio dependente de ATP (canal KATP) ou a di-
minuicdo da fosforilagio de importantes quinases
sinalizadoras, incluindo Akt (proteina serina/tre-
onina quinase) e glicogénio sintase (GSK -3)3%3¢,
Atualmente, dados prospectivos corroboram o
possivel papel da inflama¢ao na diabetogénese, o
que € consistente com hipdteses anteriores de que
o diabetes mellitus tipo 2 pode ser uma manifesta-
¢do da resposta aguda mediada por citocinas do
sistema imunoldgico inato’’. Nesse cendrio, foram



observadas associagdes positivas entre IL-6 ¢ PCR,
que permaneceram ap0s o ajuste do indice de mas-
sa corporal, histérico familiar de diabetes, tabagis-
mo, exercicio, uso de alcool e terapia de reposi¢ao
hormonal. Os riscos relativos multivariados para
os quartis mais alto e mais baixo foram 2,3 para
IL-6 (IC95%, 0,9-5,6, tendendo para = 0,07) e
4,2 para PCR (IC95% 1,5-12,0, tendendo para =
0,001)38%,

Em relacdo a mortalidade no periodo de seis
meses proposto, ocorreram trés (21,4%) Obitos
ndo cardiovasculares, um no grupo intervengio e
dois no grupo controle. Isso corrobora os dados
referentes a duracdo da hemodidlise que determi-
naram a relagdo entre a duragdo da terapia de he-
modidlise e a mortalidade como desfecho primario
em 11 paises; a taxa de mortalidade (6bitos/100
pacientes-ano) foi de 16,9% (1C95%, 16,2-17,6)
por um periodo de 121-365 dias*. Em todos os
paises, a mortalidade foi maior no inicio do estudo
em compara¢do com o periodo intermedidrio, mas
os periodos intermedidrio e tardio foram semel-
hantes. Dentro de cada periodo, uma mortalidade
mais alta ocorreu nos Estados Unidos em compa-
ragdo com a maioria dos outros paises. Assim, in-
ternacionalmente, o periodo inicial de hemodidlise
constitui o periodo de alto risco nos paises estu-
dados, e diferengas substanciais na mortalidade
foram relatadas entre eles. Concluindo, indepen-
dentemente do tempo de coleta, o PCIR nao modi-
ficou os niveis de irisina e troponina I, embora am-
bos sejam biomarcadores conhecidos.
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