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rasgar, e tempo de coser; lempo de estar calado, e lempo de falar;

tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo de paz.”

Fclesiastes 3 (1-8)



RESUMO

Castro, JH. Influéncia do disturbio mineral e ésseo na ocorréncia e progressao da
calcificacdo vascular em pacientes em dialise crénica. 2015. Tese (Doutorado) —
Botucatu: FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE PAULISTA “JULIO DE
MESQUITA FILHO”, BOTUCATU, 2015.

A doencga cardiovascular € a principal causa de mortalidade nos pacientes com
doenca renal crénica (DRC) em programa de hemodialise e a calcificagao vascular
(CV) é comum nesta populagdo. O principal objetivo deste estudo foi avaliar a
associacido de marcadores do metabolismo mineral e 6sseo com a presenca e
progressdo da CV em uma coorte de pacientes em didlise; secundariamente,
objetivou identificar as associagdes clinicas, laboratoriais e da composigao corporal
sobre a presenga e progressdo da CV. Foram incluidos maiores de 18 anos em
dialise cronica ha mais de 90 dias. Os pacientes foram submetidos a biépsia 6ssea
no inicio do seguimento e analisados dados de histomorfometria. Para investigar CV
foi utilizada a somatéria dos indices radiolégicos de Kauppila e Adragdo em dois
momentos, no inicio, coincidindo com a realizagdo da bidpsia 6ssea e apds 12
meses. Além da investigacdo para CV foram realizadas avaliagdes clinicas,
hormonais, inflamatérias, bioquimicas e nutricionais. Resultados: 60 pacientes
completaram o estudo, 41,7 % do sexo feminino, 43,4% diabéticos, média de idade
de 56 anos, variacdo de 25 a 89 anos. No seguimento, 75% dos pacientes
apresentavam CV e a progressao ocorreu em 56,86%. Na analise multivariada, a
idade > 60 anos (Odds ratio=50.2, 95%Cl= 4.1-618,4, p=0.002), FGF23 > 3000
Ru/ml (Odds ratio=5.7, 95%IC= 1,00-329, p=0.05), e fetuina A >673 p/I (Odds
ratio=7.34, 95%CIl= 1,26-43,7, p=0.03) estiveram associados com a CV. Para
progressao da CV, a associacao foi mostrada para idade > 60 anos (Odds ratio=4.3,
95%Cl= 1.003-18.5, p=0.049), fetuina A >673 p/l (Odds ratio=6.4, 95%CI= 1.47-27.9,
p=0.01), e 0 ndo uso de estatinas (Odds ratio=5.6, 95%CIl= 1.13-28.1, p=0.03). Nao
foi possivel mostrar associagdes com os marcadores da remodelacdo 6ssea ou com
os parametros achados de histomorfometria tanto no diagnostico como na
progressao da CV. Conclusao: O presente estudo reforca o papel do envelhecimento
e do FGF 23 no processo de CV e a protecao associada ao uso de estatinas sobre a
sua progressao. Altos niveis de Fetuina A apresentaram associagcao
paradoxalmente negativa tanto com a presenca e progressao da CV, o que pode
estar relacionada a alteracbes metabdlicas potencialmente presentes em pacientes
com DRC.

Descritores: calcificacdo vascular; dialise crénica; disturbio do metabolismo mineral
e 6sseo; doenca renal crénica.



ABSTRACT

Castro, JH. Influence of mineral and bone disorder in the occurrence and progression
of vascular calcification in chronic dialysis patients. Thesis (PhD) — Botucatu:
Faculdade de Medicina da Universidade Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu,
2015.

Cardiovascular disease is the main cause of death in patients with chronic kidney
disease (CKD) in hemodialysis and vascular calcification (VC) is common in this
population. The main objective of this study was to evaluate the association of
markers of mineral and disorder on the presence and progression of VC in a cohort
of dialysis patients. Secondarily, it was intended to identify associations between
clinical, laboratory and body composition markers with the presence and progression
of VC. There were included patients aged over 18 years on chronic dialysis for more
than 90 days. The patients were submitted to bone biopsy at the beginning of the
follow-up and histomorphometric data analyzed. To investigate VC a sum of
radiological scores of Kauppila and Adragao were obtained in two occasions: at the
beginning of the follow-up and after 12 months. In addition, clinical, hormonal,
inflammatory, biochemical and nutritional evaluation were performed. Results: Sixty
patients completed the study; 41.7% were female, 43.4% diabetics, and the average
age was 56.7 years (range 25 to 89 years). At the beginning of the follow-up, 75% of
the patients showed VC and its progression was observed in 56.8%. At multivariate
analysis, age > 60 years (Odds ratio = 50.2, 95% CI=4.1-618.4, p=0.002),
FGF23>3000 Ru/mL (Odds ratio = 5.7, 95% CI=1.00-329, p=0.05), and fetuin A>673
g/l (Odds ratio = 7.34, 95% CI=1.26-43.7, p=0.03) were associated with VC. As for
the VC progression, the association was shown to age>60 years old (Odds ratio =
4.3, 95% CI=1.003-18.5, p=0.049), fetuin A> 673 g/l (Odds ratio = 6.4, 95% CI =
1.47-27.9, p=0.01), and the non-use of statins (Odds ratio = 5.6, 95% CI=1.13-28.1,
p=0.03). It was not possible to show the association with bone turnover markers and
the histomorphometric findings both in diagnosis and progression of VC.

In conclusion, the present study reinforces the role of aging, the FGF23 level and the
statin protection in the process of progression of VC, whereas high levels of fetuin A
presented a paradoxically negative association both in the presence and progression
of VC; metabolic changes may be involved in the genesis of these finding.

Keywords: Vascular calcification; chronic dialysis; disorder of bone and mineral
metabolism; chronic kidney disease.



LISTA DE ABREVIATURAS

BFR/BS (um”’pm?/dia): Taxa de formacdo 6ssea
BPN: Peptideo Natriurético Tipo B

BV/TV (%) - Volume Trabecular

CV: Calcificagao Vascular

DCV: Doenca Cardiovascular

DMO: Disturbios do Metabolismo Osseo
DMO-DRC: Disturbios do Metabolismo Osseo Associado a Doenca Renal Crénica
DRC: Doenga Renal Cronica

ES/BS (%): Superficie de Reabsorgao

FGF23: Fator de Crescimento de Fibroblastos 23
HVE: Hipertrofia Ventricular Esquerda

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de Massa Corpérea

K/DOQI: Kidney Dialisis Outcomes Quality Initiative
KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes
LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade

MAR (um/dia): Taxa de Aposi¢cao Mineral

MGP: Proteina de Matrix gla

MLT (dia): Intervalo de Mineralizagao

MS/BS (%): Superficie de Mineralizagao

O.Th (um): Espessura Ostedide

Ob.S/BS (%): Superficie Osteoblastica

0Oc.S/BS (%): Superficie Osteoclastica

OPG: Osteoprotegerina

OS/BS (%): Superficie Ostedide

OV/BV (%): Volume Ostedide

PCR: Proteina C Reativa

PTH: Paratorménio

PTHi: Paratormdnio Intacto

Tb.N (mm): Numero Trabecular

Tb.Sp (um): Separagao Trabecular

Tb.Th (um): Espessura Trabecular

VDR: Receptores de Vitamina D

VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade
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1. INTRODUCAO
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A doencga renal crbénica (DRC) consiste mundialmente em problema crescente
de saude publica. Nos Estados Unidos (EUA), a incidéncia de tratamento para
faléncia renal aumentou 57% de 1991 a 2000, e, no estudo conduzido pela National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) entre 1999 a 2004 a analise
revelou que 13% da populagdo adulta dos EUA apresentava DRC estadio 1a 4 .

No Brasil, na década de 90, os pacientes em programa de dialise apresentaram
um crescimento de 24 para 59 mil e, a incidéncia de novos pacientes tem mostrado
um crescimento de 8% ao ano 2. De acordo com o Censo da Sociedade Brasileira de
Nefrologia (SBN) , em 2013 o nimero de pacientes em programa de terapia dialitica
atingiu 100.397 e, a hemodialise destaca-se por ser a modalidade de terapia dialitica
mais amplamente utilizada correspondendo a 90,6%, sendo a mortalidade de 17,9%
ao ano.

Fatores de riscos tradicionais presentes nos pacientes com DRC sao idade
avancgada, hipertensdo arterial, Diabetes Mellitus, dislipidemia, antecedentes
familiares e sedentarismo, entretanto nao sao suficientes para explicar a alta taxa de
letalidade dos pacientes em dialise* °. Outros fatores de riscos estdo presentes e
conhecidos como nao tradicionais, destacam-se a hipertrofia ventricular esquerda
(HVE), inflamac&o, o disturbio mineral e 6sseo, incluindo um conjunto de alteracdes
do paratorménio (PTH), calcio, fésforo, fator de crescimento fibroblasto 23 (FGF 23),
e vitamina D, dentre outros marcadores relacionados com anormalidades 6sseas
presentes principalmente nos estadios avancados da DRC e frequentemente
associadas as calcificagdes extras esqueléticas e, condigcdes que contribuem para o

prognostico desfavoravel dessa populagéo®.
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1.1 Distarbios Mineral e Osseo na Doenga Renal Crénica (DMO-DRC)

Em 2009, o comité internacional KDIGO® (Kidney Disease: Improving Global
Outcomes) com a missao de trazer iniciativas para implementar diretrizes para a
pratica clinica da DRC estabeleceu duas definicdes: Disturbios do Mineral e Osseo
na DRC e, Osteodistrofia Renal. A primeira interpretada como enfermidade sistémica
com complicagdes resultantes de anormalidades do metabolismo do calcio, fésforo,
PTH ou vitamina D; anormalidades no osso, calcificacdo vascular (CV) ou de outros
tecidos. O segundo termo esta relacionado as alteragdes da morfologia Ossea,
caracterizada especificamente pelos disturbios do remodelamento, da mineralizagao
e do volume d&sseo pela bidpsia Ossea, padrao ouro para o diagnostico,
classificagdes que consideram remodelamento, mineralizagdo e volume ésseo.

Entende-se por remodelamento a taxa de formacéo 6ssea e, medidas como a
superficie de reabsor¢cdo, a quantidade de osteoclastos, fibrose e volume podem
ajudar a definir esse conceito. A mineralizagao reflete a quantidade de ostedide nao
mineralizado, é medida pelo tempo de mineralizagcdo do ostedide ou pelo retardo no
tempo de mineralizacdo, vista pela distancia entre a marcacdo da tetraciclina.
Enquanto volume 6sseo € o resultado final das taxas de formacado e reabsorgao
0ssea, caso a taxa de formagao for maior que a taxa de reabsorgéo, o 0sso tera um
balanco positivo e aumentara o volume®. As doencas de alto remodelamento incluem
Osteite Fibrosa e Doenca Mista. E, as doencas de baixo remodelamento incluem
Doenca Adinamica e Osteomalécia’.

Osteite Fibrosa é a doenca oOssea de alto remodelamento e
predominantemente encontrada no hiperparatireoidismo secundario, caracterizada
pelo aumento da quantidade de osteoclastos e osteoblastos, com o volume ostedide
dentro ou acima da taxa normal e, presenca de fibrose na medula éssea” 8.

Doenga Ossea Adinamica é definida como baixa taxa de formacéo dssea e o
volume ostedide abaixo do normal. O 0sso apresenta-se com poucos osteoblastos e
poucos osteoclastos, ou seja, € uma doenga de baixo remodelamento 6sseo” 8,

Osteomalacia é definida pela taxa de formacdo 6ssea abaixo do normal
associado ao volume ostedide acima do normal e, se caracteriza por um grave
defeito de mineralizacao 78

Doenca Mista é definida como volume ostedide e superficie osteoblastica

by

acima do normal, associada a mineralizacdo 6ssea comprometida e apresenta
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caracteristicas de osteite fibrosa .

A associagdo de DRC com doenga cardiovascular (DCV) e DMO tem sido
relatada por varios autores. Barreto et al’, encontraram associacdo positiva entre
calcificagcdo coronariana e alteragbes no metabolismo mineral e Gsseo
principalmente com volume trabecular 6sseo reduzido em pacientes em hemodialise.
Outros estudos como Guérin et al®, em 2000, avaliaram pacientes em hemodialise e
mostraram associagdo de calcificagdo vascular com tempo de didlise e uso de

quelantes de fésforo a base de calcio e, Raggi et al™

, em 2002, também avaliaram
pacientes em hemodidlise e, encontraram associagdo significante das
concentragdes de calcio e fosforo com calcificagdo coronariana.

London et al ™

, analisando pacientes com DRC em hemodialise, nao
diabéticos, encontrou uma relagao inversa entre calcificagao arterial e valores de
histomorfometria sugestivos de doenga de baixa atividade &éssea ou doenga
adinamica.

A hiperfosfatemia é condicdo frequente na DRC em estadio 5 e em terapia
renal substitutiva. A homeostase do fésforo é controlada por multiplos fatores, PTH,
calcitriol e doencga 6ssea. Bricker e Slatopolsky, em 1972 com a teoria de “trade off”,
mostraram que a perda da funcdo renal levaria a retencdo do fosforo e, foi por
muitos anos a explicagcdo encontrada para a relagdo entre hipocalcemia,
hiperparatiroidismo e hiperfosfatemia na DRC'%; a menor expressdo da enzima 1a
hidroxilase responsavel pela conversdo em 1,25 (OH) vitamina D nos tubulos renais
tido como evento principal, pela redu¢cao de massa ou funcionamento renal. Porém,
a elevagao do PTH antecede a hiperfosfatemia e, portanto, ndo se justifica que esse
fendmeno fosse desencadeado somente devido a elevacao do fosforo.

Estudos experimentais sugerem claramente que a hiperfosfatemia induz a
transformacao fenotipica da musculatura lisa dos vasos, levando a CV na parede
média e intima dos vasos'>'*. Nos ultimos anos, estudos clinicos tém mostrado que
a elevacao do fosforo esta fortemente associada ao desenvolvimento do DMO-DRC,
hiperplasia de paratireoide, resisténcia ao PTH, CV e mortalidade cardiovascular em

pacientes didlise cronica %17,

A resisténcia 6ssea a agao do PTH é identificada
nos estadios iniciais da DRC com necessidade de niveis mais altos de PTH para
manter a calcemia e a remodelacdo Ossea normal. A retengdo de fosforo,

hipovitaminose D, menor expressdo de receptores de PTH, uremia e acidose
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metabdlica’ estdo envolvidas nesse processo, como elementos potencialmente
deletérios ao organismo, associado ao aumento das taxas de mortalidade. Block et
al em 1998, mostraram que pacientes em dialise crénica, com fésforo maior que
6,5mg/dl apresentavam 27% maior risco de morte 2.

Palmer et al. '°, em 2015, em estudo de meta-analise que avaliou associacdo
dos efeitos de drogas com acdo sobre PTH, fésforo e niveis de calcio com
mortalidade na DRC, analisaram quelantes de fésforo, compostos de vitamina D,
agentes calcimiméticos, bifosfonados, calcitonina e, avaliadas algumas associag¢des
entre os efeitos das drogas com os desfechos (PTH, fésforo e calcio). Embora
muitos estudos mostram o efeito sobre o PTH, fosforo e calcio, o resultado das
drogas sobre a mortalidade foi pequeno, sem significancia estatistica.

No entendimento do DMO o PTH é parametro classico e o reconhecimento do
seu papel esta fortemente presente nos estudos, € um peptideo composto por 84
aminoacidos clivados na glandula paratireoide, € armazenado como fragmentos
além da molécula inteira para liberagdo. Uma vez liberado, ele tem uma meia vida
de 2 a 4 minutos e a agao biolégica do PTH no receptor PTH1R depende da
presenca da fragdo amino terminal 1-34. O aumento da sintese/secre¢édo do PTH
ocorre em resposta a hipocalcemia, hiperfosfatemia e, ou a diminuicido sérica da
1,25-dihidroxivitamina D, enquanto o aumento sérico do calcio ou calcitriol suprime a
sintese de PTH. E um horménio fundamental para o controle da homeostase do
calcio que € alcangada pela estimulacdo da liberagdo do calcio do osso e
reabsor¢cado no tubulo distal. No tubulo proximal, o PTH também estimula a sintese
do calcitriol no qual aumenta absorgdo de calcio intestinal 82%21,

Mais recentemente, surgiu a terceira geragdao de PTH “Whole PTH” que tornou
viavel a deteccdo apenas do horménio biologicamente ativo com possibilidade de
melhoria no controle do hiperparatireoidismo. Entretanto, ndo existem avaliagdes
que mostram vantagens efetivas no controle da doenga 6ssea quando comparados
com o PTH intacto que é o frequentemente utilizado na pratica clinica®.

O Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI) em 2003 22
recomendou que o PTH sérico dos pacientes com DRC deveria ser mantido dentro
da faixa de 150 a 300 pg/mL no estadio 5. Barreto et al 23 avaliando pacientes em
hemodialise com biopsias 6sseas e PTH intacto detectaram uma alta prevaléncia de
doencga adinamica na faixa de PTH recomendada pelo K/DOQI.
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Em 2009, o KIDGO ®recomendou a manutencdo dos niveis de PTH entre 2 a 9
vezes o limite superior do método, considerando a tendéncia dos valores e,
recentemente em 2015 publicou a revisao dos dados sugeridos em 2009. Porém, os
niveis de PTH para pacientes em dialise a recomendacgao foi mantida®*.

Souberbielle et al %'

, afirmam que o PTH sérico nos pacientes em hemodialise
esta longe de ser um marcador de remodelamento 6sseo. A associagdo de medidas
de PTH com outros marcadores tais como fosfatase alcalina poderia melhorar o
diagnostico.

Por sua vez a vitamina D é bem conhecida pelos efeitos na promoc¢ao da
mineralizagcdo 6ssea como caracteristica primaria no raquitismo e, a osteomalacia
esta associada a diminuicdo da mineralizacdo da matrix 6ssea®. A formacdo da
vitamina D se faz por duas vias, a principal é a exposi¢cao da pele aos raios solares
ultravioleta que pode ocorrer influéncia de fatores como o clima, a estagdo do ano,
os habitos sociais, o0 uso de protetores solares e a outra via € a alimentacéo,
principalmente peixes gordurosos como atum, salméo, e alimentos vegetais, em
especial fungos. O ergocalciferol e o colecalciferol sdo transportados no sangue até
o figado, onde sofrem uma hidroxilagdo dando origem a 25-hidroxivitamina D ou
calcidiol (25(0OH)D3 e 25(0H)D2) %°.

O rim é o principal local que ocorre a conversao de 25-hidroxivitamina D em
calcitriol, que é a forma ativa da vitamina D, através da acdo da 1a-hidroxilase
presente no tubulo proximal. Na DRC, além da diminuicdo da massa renal, a
retencdo do fosforo inibe a acdo dessa enzima com consequente reducdo da
capacidade de conversao do calcitriol"’.

Nas células endoteliais do intestino, a vitamina D estimula a absorgao ativa de
calcio e fésforo e, nos rins atua nos tubulos distais promovendo a reabsor¢ao do
calcio filtrado. A agéao classica da vitamina D é esta regulagdo de calcio, fosforo e
PTH, entretanto, devido a distribuigdo em varios 6rgaos de receptores de vitamina D
(VDR), ela esta envolvida na homeostase sistémica?’.

Na DRC, a hiperestimulacdo crénica do PTH é seguida de proliferacao das
células das paratireoides levando a hiperplasia difusa, fator importante para iniciar o
disturbio mineral e 6sseo. A vitamina D ndo esta envolvida somente na saude do
0ss0, mas, é fator associado a doengas crdnicas e cardiovasculares 2",

A patogénese dos DMO-DRC, antes relacionada apenas PTH e vitamina D,
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tem sido redesenhada com a introducdo de novas moléculas, como os peptideos da
familia dos fatores de crescimento derivados de fibroblastos e seus receptores,
expressos em varios tecidos e com diversas fungdes bioldgicas, porém ainda pouco
entendidos ?. Em humanos, foram descritos até o momento 22 FGFs e quatro
diferentes receptores especificos, além de dois cofatores (Klotho e B Klotho) 282%3°,
O FGF 23 foi descoberto em meados do ano 2000, com funcéo de fosfaturia e,
inibicdo da 1a-hidroxilase, enzima responsavel pela sintese de calcitriol, possibilitou
um melhor entendimento do DMO-DRC, inclusive esclarecendo pontos criticos da
teoria de “trade off’222%3
papel do FGF 23 na fisiopatologia do DMO e CV. O FGF 23 é produzido pelos

ostedcitos e osteoblastos e, age nos rins nas células tubulares proximais

. Recentes estudos experimentais e clinicos confirmam o

aumentando a excrecgao renal de fésforo e diminuindo da 1,25-dihydroxivitamina D
[1,25(OH)D] particularmente em resposta ao aumento dos niveis séricos de calcitriol
por diminuicdo da expressdo da 1a-hidroxilase. A elevacdo do FGF 23 é observada
apos ingestao alimentar por consequente aumento da absorcéao intestinal de fosforo,
ap6s administracdo de PTH em trabalhos experimentais com DRC>2.

A elevacdo do FGF 23 associado a consequente reducdo da absorgcao
intestinal de fésforo, mediada pela redugao do calcitriol, contribui para a manutencao
da fosfatemia adequada nas fases iniciais da doenga renal. Na DRC, estédo
presentes, concomitantemente, elevagao de fésforo, PTH e FGF23, que possui
producao aumentada e degradacao reduzida, favorecendo seu acumulo a niveis
muitas vezes superiores a populagao geral.

A acdo mais potente do FGF23 é obtida apenas com a ligagédo ao receptor
FGFR1c, associada ao cofator Klotho. A proteina Klotho é expressa especificamente
no tubulo distal do rim normal, mas também descrito no plexo coroide cerebral, na
pituitaria, timo, linfonodos, vasos na medula éssea, musculo esquelético, esqueleto,
bexiga urinaria, aorta, pancreas, colo, testiculos, ovarios e paratireoides de humanos
com funcdo renal preservada 223, Os principais alvos do FGF23 s3o definidos pela
expressdao do complexo FGFR1c-Klotho, entretanto, agdes importantes do FGF23
sobre cardiomidcitos ocorrem mesmo na auséncia de Klotho, por via intracelular
ainda nao esclarecida.

A descoberta do Klotho vem inspirando estudos sobre a relagédo entre algumas
doencas e a senilidade, e ainda sobre qual o papel dos habitos que levam a
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longevidade. A DRC, em meio a tudo isso, surge como condigdo impar em que a
faléncia organica e os disturbios associados poderiam ser interpretados como
consequéncia da insuficiéncia/deficiéncia de Klotho, que culminaria com
repercussodes fatais.

Scialla et al**
com meédia de idade de 58+11 anos, com valores de FGF23 de 145,4 RU/ml [96,0-

238,8 RU/ml], encontraram uma forte associagao entre a elevagao do FGF23 com o

, avaliaram uma coorte de pacientes com DRC estadios de 2 a 4,

risco de insuficiéncia cardiaca congestiva mais do que com eventos
arteriosclerdticos, talvez um efeito direto do FGF23 no miocardio. Gutiérrrez e
colaboradores® mostraram que o FGF23 elevado é marcador de mortalidade,
principalmente cardiovascular no paciente com DRC.

No tocante a osteodistrofia renal, pouco se conhece de outras interacdes
metabdlicas, dentre elas a regulagcdo O6ssea que possa estar sendo mediada pela
leptina, um horménio produzido principalmente pelo tecido adiposo, mas também em
outros tecidos como estdbmago, placenta, mastécitos e osteoblastos. O principal
papel da leptina é estimular a saciedade, agindo em receptores hipotalamicos e,
inibindo a ingestdo alimentar quando os estoques energéticos estao repletos. Ao
contrario, quando o tecido adiposo diminui, ha queda de leptinemia, que estimula o
apetite. Existe um equilibrio entre a massa gorda e leptina, pela capacidade de
atravessar a barreira hemato-encefalica atua nos nucleos hipotalamicos e regula a
ingestao alimentar. A ingestao alimentar-energética € controlada pela leptina através
da interacdo com varios neuropeptidios no hipotalamo. Recentemente, foi
identificado neuropeptideo hipotalamico envolvendo também a regulagdo do apetite
e atividade locomotora. Da mesma forma do metabolismo energético, a leptina
mostra efeitos pleiotréficos na hematopoiese, pressdo sanguinea, funcdo dos
linfocitos T, osteogénese e remodelagdo 6ssea *°.

Pacientes obesos tem um maior risco de doenca coronariana, mas um menor
risco de osteoporose. Inversamente, uma moderada perda de peso devido a dieta,
em mulheres obesas leva a uma perda 6ssea. Em humanos, o estado de privagéao
energética com baixos niveis de sérico de leptina tem sido associado com baixa
massa 6ssea®. A leptina representa uma das mais importantes conexdes funcionais
entre a gordura e o 0sso. Existe uma correlagcédo entre PTH e leptina, em analise de
regressao logistica, foi mostrado que a leptina sérica foi o maior fator preditivo para
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PTH e calcio®’. Estudos mostram que pacientes obesos com hiperparatireoidismo
tem maior nivel de PTH e, remodelagdo maior do que em pacientes ndo obesos,
indicando que a leptina poderia estimular o PTH,

A remodelacdo éssea é regulada por multiplos horménios. Em mamiferos, a
obesidade protege da osteoporose, isto, leva a propor que a remodelagao éssea e o
metabolismo energético poderiam ser regulados pelo mesmo horménio. Verificando
esta hipotese, foi mostrado que a leptina € um grande regulador da remodelagao
dssea pela ativacdo de osteoblastos através de dois diferentes caminhos neurais >°.

A leptina regula a formacdo 6ssea pela ligagdo de receptores localizados no
hipotalamo ativando o simpatico, interage com varios neuropeptideos hipotalamicos,
particularmente a neuromedin U, que € um anorexigeno e, inibe a secregao de
insulina em parte pela acdo direta nas células beta. Os osteoblastos secretam
osteocalcina molécula que estimula a proliferacdo de células beta e a expressao de
insulina, aumentam a expressao nos adipdocitos de adiponectina, que melhora a
sensibilidade a insulina. A auséncia de leptina afeta a circulacdo dos niveis de
insulina primariamente pela regulacdo, expressdo e secregao de insulina em ratos
jovens, devido ao aumento significativo da proliferagao de células beta®. A leptina, o
tbnus simpatico, a osteocalcina e a cascata da insulina, estabelecem a conexao
metabdlica adipécitos e osteoblastos. Enquanto a leptina € o mensageiro do
adipocito para a conexao entre tecido adiposo e 0sso, a osteocalcina é a molécula
que comunica sinais do 0sso para o tecido adiposo®’.

A leptinemia dos pacientes com DRC €& maior que na populagdo normal,
atingindo valores até trés vezes superiores e, € considerada toxina urémica por estar
envolvida em condigdes clinicas desfavoraveis nessa populagdo, como perda de
peso, imunodeficiéncia, caimbras musculares e resisténcia a eritropoietina. Em
renais crbnicos, tem sido relatada uma relacdo inversa entre os parametros de
histomorfometria 6ssea e o nivel da leptina sérica e, entre leptina e PTH e, a

densidade mineral e 6ssea tende a ser diminuida e, as fraturas mais prevalentes®.

1.2 Hipertrofia Ventricular Esquerda (HVE)
O ventriculo cardiaco produz o peptideo natriurético tipo B (BPN), horménio
que causa vasodilatagdo, natriurese e, inibicdo do sistema renina-angiotensina.

Antes da secrecao, o BNP é dividido em um C terminal inativo, pro BNP-32 e, no N
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terminal inativo, pr6 BNP. Existem diferengas importantes entre os dois, quanto a
meia vida, o pré BNP tem uma meia vida bem maior, de 120 minutos e o clearance
entre os dois diferem. A funcdo renal tem uma importante influéncia entre o nivel de
ambos e, pacientes com insuficiéncia cardiaca com taxa de filtracdo glomerular
menor que 60 mL/min tem maior BNP-32*".

Existe uma correlagéo positiva entre o BNP-32 e o indice de massa ventricular
esquerda e uma correlagado negativa com fracdo de ejecdo em pacientes em didlise.
Terapias que diminuem a massa ventricular esquerda como a redug¢ao do volume
em pacientes em terapia dialitica, inibidor da enzima conversora de angiotensina
(IECA) ou beta bloqueadores sdo potencialmente mais importantes em pacientes
com niveis de BNP elevados 2.

Fatores de riscos tradicionais e nao tradicionais estdo envolvidos na
patogénese da hipertrofia ventricular esquerda na DRC. Pressao arterial sistolica e
anemia parecem ser importantes determinantes de remodelacdo ventricular
esquerda em pacientes renais cronicos®. Stack et al**, avaliaram uma coorte de
pacientes com DRC, do Dialysis Morbidity and Mortality Study Wave 2 (DMMS),
avaliados com ecocardiograma, assim correlacionaram com dados clinicos e o
impacto de HVE na mortalidade em pacientes novos com DRC em didlise. No
estudo, fatores de risco coronarianos conhecidos e marcadores de uremia como,
hipertensdo, Diabetes Mellitus, tabagismo, hipercalcemia e pacientes com PTH
menor que 157 ng/dL foram correlacionados como fatores de riscos independentes,
na presenca de HVE.

A presenca de anemia na DRC foi associada a deterioragao da fungao cardiaca
e ao aumento da morbimortalidade devido a doenga cardiaca e acidentes vasculares
cerebrais®. Levin*® correlacionou a anemia com a presenca de alteragdes
cardiovasculares tais como: insuficiéncia cardiaca congestiva, sintomas de angina,
desenvolvimento de HVE e faléncia cardiaca crénica. E, associou a diminuigao de
0,1 g/dL de hemoglobina com o aumento da HVE.

Moysés et al*’ em 2013 descreveram que além de hipertensao e hipervolemia
relacionados a HVE, o fésforo, o calcio, o PTH, o FGF 23 e vitamina D, estao

1*® na Ultima década

envolvidos na fisiopatologia da hipertrofia ventricular. Neves et a
mostraram que o fosforo poderia desenvolver hipertrofia miocardica em ratos com

DRC independentemente do nivel do PTH ou a presenca de CV. A partir destes
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estudos, varios estudos clinicos e experimentais tém mostrado a associacdo de

1*°  usando um modelo

fésforo e FGF23 com hipertrofia ventricular. Maizel et a
experimental de animais sem hipertensao arterial ou CV, testaram o uso de quelante
de fésforo, sevelamer, na disfungdo endotelial e diastélica assim como na HVE.
Iniciaram o uso de sevelamer apds seis semanas do inicio da DRC, foram avaliados
com ecocardiograma em trés momentos, apds seis semanas do inicio da DRC, 8
semanas do uso do quelante e, 14 semanas do inicio do uso do sevelamer. Os
autores encontraram uma inibicdo do desenvolvimento da HVE no modelo pelo uso
do sevelamer e, concluiram que a redugao do fésforo mais que a reducédo do FGF
23 estava envolvida neste resultado. Eles descreveram também um efeito positivo
do sevelamer na expressao de proteinas relacionadas para hipertrofia miocardica,
tais com a ciclina D2 e PCNA*"4°,

A hipertrofia ventricular € um fator de risco para doenga cardiovascular e,
influencia na morbidade e mortalidade principalmente em pacientes com DRC
dialitico e, como relatado, sao varios os fatores que interferem para o
desenvolvimento desta hipertrofia e, os estudos recentes mostram o envolvimento
do DMO na fisiopatogenia da HVE.

1.3 Inflamagao

A inflamacao é parte importante na patogénese da aterosclerose*’. Pacientes
com DRC se caracterizam por estado inflamatério que parece estar associado com
estresse oxidativo, disfuncdo endotelial e CV. Os biomarcadores cardiovasculares
inflamatorios que estdo envolvidos sdo, a proteina C reativa (PCR), Interleucina 6
(IL-6) e contagem de glébulos brancos.

A PCR é biomarcador cardiovascular inflamatério mais bem estudado, um
marcador de fase aguda, produzida predominantemente pelos hepatdcitos sob o
controle da IL-6. E pré aterogénico, ativa o sistema de complemento para ligar na
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e de muito baixa densidade (VLDL), estimula
o fator tecidual e a adesédo das moléculas na parede endotelial. Fontes celulares da
IL-6 incluem mondcitos, fibroblastos, células endoteliais e adipdcitos. A producdo
pelos adipdcitos explica a associagao de obesidade abdominal e nivel elevado de
PCR. A IL-6 aumenta com a diminuigdo do clearance de creatinina *'°.

No estudo Modification of Diet in Renal Disease (MDRD), o PCR foi preditor
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independente de todas as causas de doenga cardiovascular (DCV) e mortalidade.
No estudo Nurses Health Study, maiores niveis de PCR, IL-6 e, fator de necrose
tumoral (TNF) foram associados com aumento de eventos coronarianos em
mulheres com clearance de creatinina menor que 74 mL/min *®. Outras citocinas pro
e anti-inflamatodrias, incluindo a IL-10, e o TNF-a podem ter um papel no

desenvolvimento da DCV na DRC '3,
1.4 Calcificagao Vascular

Caicificagao vascular (CV) € um fendmeno claramente descrito, ndo sendo
exclusivo da DRC, com maior prevaléncia em pacientes com Diabetes Mellitus e
idosos. Nos pacientes com DRC a CV é altamente prevalente e severa, com taxas
que variam de 47 a 93%°",

London et al'', investigaram o valor prognostico da CV em relagdo a todas as
causas de mortalidade cardiovascular em 202 pacientes em hemodialise. Os autores
relataram que a calcificacdo da camada intima se associou a lesdes
aterosclerdticas, usualmente observadas em pacientes idosos, com fatores de riscos
tradicionais para aterosclerose e historia clinica prévia ao inicio da hemodialise.
Enquanto a calcificacdo da camada média foi fortemente associada com pacientes
jovens e de meia idade sem fatores de riscos para doenca aterosclerética e,
relacionados intimamente com duracdo de hemodialise, principalmente
hiperfosfatemia e hipercalcemia, dose oral de quelantes de fésforo a base de calcio,

hipoalbuminemia, elevagao de PCR e diabetes mellitus.

Existem quatro tipos de CV que tem sido descritas na uremia: 1 — A classica
que sao as placas ateroscleréticas calcificadas; 2 — Calcificagao arterial da camada
média ou doenga de Monckeberg; 3 — Calcificagdo de valvulas cardiacas; 4 —
calcifilaxia °'.

A CV resulta do acumulo de substancias similares aos minerais 0sseos
depositados na camada intima ou média dos vasos arteriais. As calcificacbes da
meédia s&o principalmente de hidroxiapatita com alto grau de cristalizacdo®. O exato
mecanismo molecular de CV ainda nao esta claro, parece que o insulto inicial
depende de multiplas desordens metabdlicas e do desequilibrio entre os fatores que

promovem e aceleram a calcificacdo vascular e, os inibidores dos processos de
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calcificacdes. Nesse contexto, o envelhecimento, o disturbio de vitamina D,

hiperfosfatemia, hipercalcemia, relacionados as altera¢gées minerais, inflamagéo e, a

reducao de fatores protetores de calcificagdo conforme mostrado na tabela 15183
associa-se ao processo de CV nos pacientes com DRC em programa de dialise.
Tabela 1 — Indutores e inibidores conhecidos de CV
Indutores Inibidores
BMP- 2/4 (Proteina Morfogenética) Adiponectina
Calcio ANK (Proteina transmembrana)
Hiperparatireoidismo BMP-7
Citocinas inflamatérias Fetuina A
LDL (Lipoproteina de baixo peso) HDL
Leptina IGF-1 (Fator de crescimento de insulina)
MSX2 Insulina
Oncostatina Klotho
Osteocalcina Magnésio
Fésforo Proteina Matriz Gla
Pit-1 NPP-1
RUNX 2 (Pirofosfatase/Pirofosfatodiesterase)
TGF-p1 Acido graxo Omega 3
TNAP Osteopontina
Toxinas urémicas Osteoprotegerina
Vitamina D PTH
PTH rp

Pirofosfato

Em pacientes com DRC avangada, a extensdo da calcificagdao arterial foi
associada com baixa atividade dssea e doenca 6ssea adinamica '"**. Disturbios do
metabolismo do calcio e fosforo estdo associados com doencga dssea urémica e, 0s
resultados de varios estudos indicam que a sobrecarga de calcio esta associada
com a presenca e progressao da calcificagdo arterial >°.

Adeney et. al. °°, em 2009, avaliaram a associagdo do nivel sérico de fosforo
com CV, valvular em 439 pacientes com DRC moderada, sem DCV. Mais de 95%
destes pacientes apresentavam fosforo dentro dos limites da normalidade (2,5 a 4,5
mg/dl) e, o aumento de 1 mg/dl de fésforo foi responsavel pelo aumento de 21% de
calcificagdo coronariana, 33% de calcificagdo na aorta, 25% na valvula aodrtica e
62% na valvula mitral.

Outro marcador relevante é a Osteoprotegerina (OPG), membro da subfamilia
do receptor TNF, é expressa por varios tecidos, mas, predominantemente nos

osteoblastos e no endotélio vascular. Dentro do osso, a OPG liga e neutraliza
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receptor ativador de NF kappa B ligando o RANKL, um potente promotor de
diferenciacado de osteoclastos, entretanto inibe a reabsor¢cdo 6ssea. Para regulagao
da remodelagao 6ssea, a OPG pode inibir a CV, inibindo a apoptose e modulando a
inflamacgao na parede vascular '%°¢

A OPG e o RANKL tém efeitos opostos na reabsorcéo 6ssea e, a relacdo OPG/
RANKL pode ser considerada a maior determinante da massa Ossea e da
remodelagdo. A alta relacdo entre OPG/RANKL pode representar um estado de
baixa remodelacdo. Em pacientes em hemodialise crénica com doenca Ossea
adindmica, uma inibicdo adicional da reabsorgcéo éssea, pode significar alto nivel
sérico de OPG, resultando na inabilidade de acumular calcio e fésforo no osso,
seguido de calcificacdo metastatica da arvore vascular e progressdo da CV °’.
Varios estudos epidemiologicos sugerem que a elevagao do nivel de OPG, esta
associada com maior risco cardiovascular e mortalidade, tanto em pacientes
urémicos quanto ndo urémicos °¢°.

Ozkok et al °’, em estudo prospectivo realizado em pacientes em hemodialise,
analisaram a relagao entre OPG, RANKL, inflamacgéo, densidade mineral e 6ssea e
progressao da calcificagdo. Encontraram que a calcificagdo coronariana e os niveis
de OPG foram associados significativamente com progresséo da CV.

A fetuina A, é uma glicoproteina de peso molecular de 60kDa, sintetizada pelos
hepatécitos e, secretada no sangue e acumulada no esqueleto durante a
mineralizagao 6ssea devido a sua alta afinidade com hidroxiapatita, sendo, portanto,
considerada inibidora da CV e representa o mais importante inibidor de formacgao de
hidroxiapatita circulante®®. A fetuina A reage como uma proteina negativa de fase
aguda, varios estudos tém mostrado que pacientes em dialise apresentam uma
diminuicdo relativa dos niveis circulantes de Fetuina A, e, varias citoquinas,
particularmente a interleucina-1B8, diminui a sintese desta glicoproteina e,
principalmente o estado inflamatério associado com uremia € um importante motivo
para diminuigdo de fetuina A®'.

Em humanos, os niveis de fetuina A tem sido associado com resisténcia a
insulina e acumulo de gordura no figadoez, assim como a regulacéo do ganho de
peso através da modulagdo da funcdo do adreno receptor B2 dos adipocitos®®. Em
pacientes com doencga arterial coronariana e n&o diabéticos, altas concentragdes de
fetuina A tem uma forte e independente associacdo com sindrome metabdlica, perfil
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lipidico aterogénico, hipertensdo arterial, indice de massa corporea (IMC) e
inflamagao®. Estudos prévios em animais associaram a fetuina A com resisténcia
insulinica nos tecidos periféricos devido a interagdo com os receptores de insulina
isto aumenta a possibilidade de que a fetuina A pode promover diretamente o
fendtipo de sindrome metabdlica em humanos. Apesar da maioria dos estudos da
literatura mostrar que a fetuina A € um marcador protetor de CV, existem situagdes
clinicas que justificam a elevagao deste marcador em pacientes com calcificagdes®.

Estudos recentes indicam uma relagdo muito intima entre a atividade ossea e
CV nos pacientes com DRC com o eixo neuro endocrino, com a leptina, com a
osteocalcina e com a resisténcia insulinica. Substancias que participam na
regulacédo do processo de formacao éssea estdo envolvidas também no processo de
CV, no DMO e na DRC, atuando como promotores e inibidores fisiolégicos da
calcificagdo de tecidos moles ®°. O fésforo é o mais estudado promotor de CV, mas,
o FGF23 ja esta sendo associado com graves calcificagdes aorticas e coronarianas,
sendo considerado marcador de CV em pacientes com DRC %>%. A fetuina A, a
osteopontina, OPG e a proteina de matrix gla (MGP) sao substancias com
propriedades fisiologicas de inibigao de calcificagbes de tecidos moles. Apesar de
fisiologicamente ser um inibidor de CV, niveis elevados de osteopontina estédo
associados com risco cardiovascular especialmente em pacientes com DRC %7,

Diante do exposto, podemos afirmar que pacientes com DRC apresentam
maior risco de eventos relacionados com CV e varios fatores estdo envolvidos e
podem influenciar tanto no aparecimento como na progressédo da CV. Pacientes com
DRC tem um risco de 6bito de dez a trinta vezes maior que a populagéo geral, sendo
a DCV a principal causa de mortalidade nesta populagao®.

Investigar os mediadores da remodelagao 6éssea e conhecer suas relagées com
o perfil metabdlico e com CV em portadores de DRC em dialise tem sido frente de
pesquisa de extrema importancia. A avaliagao nao invasiva da remodelacido 6ssea &
sempre desejavel, poréem o método padrdo ouro para a avaliagdo da remodelagao
Ossea ainda € a bidépsia com dupla marcagao pela tetraciclina.

Este estudo foi idealizado para buscar esclarecimentos para a inter-relagao
existente entre os mediadores neuroenddcrinos e doenca Ossea na presenca e

progressao da CV em pacientes renais crénicos em dialise.
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2,0BTETIVOS
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Primario

° Avaliar associagoes existentes entre classificacdo da doencga 6ssea e

presenca de CV.

Secundarios

o Avaliar a frequéncia de calcificacdo e de progressao

o Avaliar a habilidade dos indices em detectar a CV e a progresséo.

o Avaliar a associagdao de marcadores hormonais, inflamatérios e
composi¢cdo corporal sobre presenga e progressdao da CV apdés 12 meses de

seguimento, nos pacientes com DRC em dialise.
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3. METODOLOGIA
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3.1 Delineamento

Trata-se de estudo prospectivo e observacional, no qual os pacientes com DRC
em tratamento dialitico foram sequencialmente analisados em dois momentos com
intervalo minimo de 12 meses quanto ao desfecho presenca e progressao da CV por
avaliagao radioldgica.

As avaliagcbes de composigao corporal, bioimpedancia, dados bioquimicos,
hormonais, classificacdo do tecido 6sseo (obtido por bidpsia), foram realizados

apenas no momento inicial do seguimento.

3.2 Pacientes

Foram incluidos pacientes com idade maior que 18 anos em tratamento regular
por didlise ha mais de seis meses, excluindo-se os portadores de neoplasias,
sorologia positiva para o virus HIV, assim como, os pacientes em uso de
imunossupressores e corticosteroides no periodo de junho de 2011 a junho de 2014
acompanhados no servigco de Nefrologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu. Os dados demograficos (idade e raga), condigdes
comoérbidas, doenga renal de base, diagnéstico de diabetes mellitus, tempo de
dialise (meses) e uso de medicamentos (estatinas, carbonato e calcio, sevelamer,
inibidores da enzima de conversao da angiotensina e analogos da vitamina D) foram
obtidos a partir dos prontuarios médicos e registros do centro de Didlise e, através
do Ambulatério de Disturbio Mineral e Osseo do referido Hospital. O uso de
medicamentos foi expresso como presente (uso regular por pelo menos trés meses
consecutivos durante o seguimento) ou ausente.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu em 04 de abril de 2011, protocolo CEP: 3828-2011(ANEXO
1), de acordo com as normas que regulamentam as pesquisas em seres humanos 69
. Os individuos incluidos no estudo foram informados sobre a pesquisa e apos
aceitagéo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. (Anexo2)
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3.3 Avaliagoes de Calcificagoes Vasculares

A avaliagao da presenca e progressao da CV, seguiu as recomendagdes atuais
do KDIGO®, realizada de modo n3o invasivo utilizando o escore descrito por
Kauppila et al ° (tabela 2), utilizando-se para tal o calculo do “indice de calcificagdo”
que compreende a avaliagao de calcificagdo de aorta abdominal através de analise
radiolégica da aorta inferior, nas regides correspondentes a primeira, segunda,
terceira e quarta vértebras lombares (anterior e posterior), com pontuacédo de 0 a 3

por seguimento, sendo a variagao de 0 a 24 pontos.

Tabela 2: Esquema de identificacdo de calcificacdo de aorta lombar

Nivel de Parede Anterior  Parede Posterior Composicdao  do Escore por
vertebras Seguimento

lombares

L1 0-3 0-3 0-6

L2 0-3 0-3 0-6

L3 0-3 0-3 0-6

L4 0-3 0-3 0-6

Total 04 0-12 0-12 24

Grau de Calcificagdo:

0 - sem calcificacdo

1- Pequena calcificagdo menor que 1/3 da parede da aorta
2 -1/3 -2/3 da parede calcificada

3 - 2/3 ou mais da parede calcificada

Escore por segmento — Segundo Kauppila”

Em adigdo ao método de Kauppila’, foi utilizado o método de Adrago et al ",
avaliado por radiografias simples das maos e pelve, divididas em quadrantes e, a
presenca de CV em cada quadrante é contada como um ponto, portanto, o escore
de calcificagdo para este método varia de 0 a 8 (tabela 3). Todos os exames

radiolégicos foram analisados pelo mesmo examinador.
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Tabela 3: Esquema de identificacdo de calcificagdo em maos e pelve segundo o
escore de Adragdo "'

REGIAO DE CALCIFICAGAO VARIAGAO
QUADRANTES - PELVE 0-4
QUADRANTES - MAO 0-4
TOTAL ESCORE 0-8

Grau de escore de calcificagdo de Adragéo’

0- Auséncia 1- Presenca

Portanto, para avaliagdo da CV foi considerado a soma dos dois métodos

totalizando um escore maximo de 32.
3.3.1 Progressao da Calcificagao Vascular

A progressao da CV foi analisada pela variagdo (delta) do escore dos dois
métodos, no momento inicial e o realizado ao final do seguimento. Foi considerada
progressao para CV o aumento do escore a partir de um, sendo que, isso pode

significar o aparecimento de calcificagdo em uma nova area (quadrante).
3.3.2 Avaliagdes Bioquimicas e Hormonais
As avaliagdes sanguineas foram realizadas pela manha, em jejum de 6 horas,

coletadas amostras de sangue no dia de realizagdo da bidpsia Ossea, para a

dosagem dos parametros laboratoriais conforme quadro abaixo de acordo com os



seus respectivos métodos:
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Tabela 4: Investigagao laboratorial, metodologias e valores de normalidade.

Marcador Método Valor normalidade
Albumina sérica Colorimétrico, quimica seca - verde de 3,5-5g/dL
bromocresol. Vitros 950
Hemoglobina Citometria de fluxo H: 14 — 18 g/dL
M: 12 — 16 g/dL

Glicemia de jejum *

Fosfatase alcalina total
Colesterol total

Colorimétrico, enzimatico, quimica seca. Vitros
950

Termo inativagéo

Calorimétrico enzimatico, quimica seca. Vitros
950

H: 49 - 181pg/dL
M: 37 — 170 pg/dL
36— 126 U/L

Desejado:< 200mg/dL
Limite: 200-239 mg/dL

Aumentado:>239 mg/dL

Magnésio sérico Colorimétrico 1.8-2,4 mg/dL
Fésforo sérico Colorimétrico 3,5-5,5mg/dL
Calcio sérico Colorimétrico 8,4 — 10,2 mg/dL
Osteocalcina sérica ELISA, QUID-8002 QUIDEL, San Diego, CA Homens: 14 — 46 ng/mL
92121, USA Mulheres Pré Menop.: 24 — 70 ng/mL

P6s Menop.: 15 — 46 ng/mL
Mulher: 3,7 — 11,1 ng/mL
Homens: 2,0 — 5,6 ng/mL

Leptina sérica ELISA, CHEMICON / Linco

Osteoprotegerina DuoSet ELISA/ TNFRSF11B, USA ng/mL

Fetuina A Quantikine ELISA p/L

PCR Imuno quimico de ponto fixo. Vitros 950 <1 mg/DI

TSH Quimioluminescéncia 0,35 — 4,94 pUl/mL
T4L Quimioluminescéncia 0,7 — 1,48 ng/dL

Quimioluminescéncia 15— 70 pg/mL

Desejavel: 30 — 60 ng/mL

PTH intacto
25 hidroxivitamina D

FGF 23

Quimioluminescéncia

Elisa(Immutopics-San Clemente CA92673) Limite inferior de detecgdo: 1,5 RU/mL

Foram estocadas amostras de soro e plasma em freezer — 80°C, para a

realizacdo de dosagens de Osteocalcina, Fetuina A, OPG e FGF 23.

3.3.3 Biopsia Ossea e Histomorfometria

A bidpsia éssea foi realizada na crista iliaca com tefrina elétrica, sob anestesia
local com lidocaina a 2% e sedagcdo com midazolan de 5 a 15 mg intravenoso e
citrato de fentanila 2 a 4 ml via intravenoso. Foi realizado a marcacdo do osso com 2
ciclos de tetraciclina, na dose de 500 mg 12/12 horas durante 3 dias, com intervalo
de 10 dias sem medicagao e, em seguida o segundo ciclo. A biopsia foi realizada de
2 a 5 dias apods o término da tetraciclina.

O ponto na borda da crista iliaca, dois centimetros posterior a espinha antero-
superior e perpendicularmente a borda da crista iliaca, tragando-se uma linha de
quatro centimetros, define o local de incisdo da bidpsia. Para uma adequada analise
histomorfométrica, o cilindro a ser retirado devera ter pelo menos 6 mm de didmetro

e ser composto por osso trabecular e as duas corticais e fixado em etanol 70%. A
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inclusdo do fragmento em material plastico (metilmetacrilato) possibilita o estudo do
tecido sem descalcificagcdo prévia. Dessa forma, com o uso de micrétomo de alto
impacto, é possivel a obtencdo de cortes histolégicos finos que, por meio das
coloragoes histoloégicas: Azul de Toluidina, Solucromo de Azurine pH 5.0 (aluminio) e
coloragcéo de Perls (ferro), que permitem diferenciar o tecido mineralizado do néo-
mineralizado (matriz osteoide), além da analise de seus elementos celulares e
possiveis depdsitos. Essa metodologia possibilita ainda o estudo da formagéao e da
mineralizacdo 6sseas pelo uso de marcadores como a tetraciclina’, que se deposita
na interface osso mineralizado/matriz ostedide, regido conhecida como frente de
Mineralizagdo. A tetraciclina tem a propriedade de se tornar fluorescente quando
exposta a luz ultravioleta. A mineralizacdo ocorre a medida que a frente de
mineralizagdo avanga sobre a matriz ostedide. Assim, a tetraciclina em dois periodos
separados por um intervalo de tempo conhecido, registra dois momentos distintos da
frente de mineralizacdo, caracterizados por duas linhas fluorescentes. Entre elas
encontra-se o 0sso neo formado, cuja velocidade de mineralizagdo por unidade de
tempo pode ser quantificada.

A histomorfometria 6ssea é a técnica que permite quantificar a remodelacao e
as estruturas Osseas. Essa técnica desenvolveu-se a partir da década de 60,
atualmente é aceita como método ouro para interpretagao do tecido ésseo.

Foram realizadas as analises histomorfométricas do tecido 6sseo no
Laboratorio 16 (FMUSP), que forneceu suporte técnico e assessoria. Para a analise
histomorfométrica utilizou-se o0 método semi-automatico com microscépio conectado
a um computador e a uma camera clara, dessa forma as imagens das estruturas
histolégicas sao desenhadas sobre uma placa digitalizadora, com o auxilio de um
cursor luminoso que percorre toda a estrutura 6ssea a ser analisada. Esse método é
preciso, reprodutivel e reduz o tempo gasto na leitura histolégica, além de
possibilitar ao operador a eliminacao de artefatos histolégicos.

As medidas histomorfométricas expressam a quantidade de tecido 6sseo e as
taxas de formagdo e reabsorcdo, além de fornecerem dados acerca da sua
microarquitetura e da conectividade da malha trabecular. Para tal, foram utilizados
os indices histomorfométricos descritos pela American Society of Bone and Mineral
Research’.

A histomorfometria foi analisada quanto a classificacado de TMV (T= turnover =
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remodelamento; M = Mineralizagdo e V = volume)®. Foram avaliados parametros

estruturais, formacao que inclui mineralizagao e reabsorg¢ao 0ssea.

Parametros estruturais:

* BV/TV (%) - Volume trabecular: € o volume ocupado pelo osso trabecular,
mineralizado ou ndo, expresso como porcentagem do volume ocupado pela medula
e trabéculas.

* Tb.Th(um): Espessura trabecular (ou espessura das traves): é a espessura
meédia das traves 6sseas expressa em micra.

* Tb.Sp(um): Separacédo trabecular (ou separagao de traves): € a distancia
entre as trabéculas dsseas expressa em micra.

* Tb.N(mm): Numero trabecular (ou numero de traves): € o numero de
trabéculas 0sseas, por milimetro de tecido, sendo também um indice que expressa a

densidade trabecular.

Parametros de formacéo:

* O.Th(um): Espessura ostedide — O.Th (um): € a espessura da matriz
ostedide depositada nas trabéculas expressa em micra.

* OS/BS(%): Superficie Ostedide: é a porcentagem da superficie trabecular
recoberta por matriz ostedide em relagcéo a superficie trabecular total.

* Ob.S/BS(%): Superficie osteoblastica: € a porcentagem da superficie
trabecular, que apresenta osteoblastos em relacao a superficie trabecular total.

*OV/BV (%): Volume Ostedide: € o volume ocupado pelo osso nao
mineralizado (ostedide), expresso como porcentagem do volume ocupado pelo 0sso
trabecular (mineralizado e ndo mineralizado).

« BFR/BS (um”’pm?/dia): Taxa de formacdo dssea: o produto entre a taxa de
aposicao mineral e a superficie mineralizante.

* MS/BS (%): Superficie de mineralizagdo: percentual de superficie
trabecular recoberta por duplas marcacdes de tetraciclina em relagdo a superficie

trabecular total.
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* MAR (um/dia): Taxa de aposi¢ao mineral: a distancia entre as bordas de
duas marcacdes pela tetraciclina dividida pelo intervalo de dias entre as duas
marcagoes.

* MLT (dia): Intervalo de Mineralizac¢ao.

Parametros de reabsorcio;

* ES/BS (%): Superficie de Reabsorgéo: é a porcentagem da superficie que
apresenta lacunas de reabsorgcdo dssea com a presenca ou nao de osteoclastos.
* Oc.S/BS(%): Superficie osteoclastica: € a porcentagem da superficie

trabecular, que apresenta osteoclastos em relagcao a superficie trabecular total.

3.3.4 Avaliagao de Composicao Corporal

As avaliagbes da composicao corporal foram realizadas cerca de 30 minutos
ap6s a sessao de dialise. Para efetuar as medidas foram utilizadas fita métrica
inextensivel da marca TBW e balancga digital Filizola Personal com estadidmetro. De
acordo com férmulas antropométricas’®, foram calculados: IMC e percentual de
gordura (%MG). Para determinagédo do volume de agua corporal foi utilizada a
férmula de WATSON™.

Foram realizadas bioimpedancias (BIA) com o aparelho da marca
Biodynamics, modelo 450, monofrequencial, e considerados os valores: resisténcia,
reactancia, angulo de fase, agua corporal total (ACT), agua intra (AIC) e extracelular
(AEC), massa adiposa (MG) e muscular (MM). Estes exames foram realizados pela
equipe de nutricdo da Unidade de Hemodiadlise do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Botucatu.



37

4. ANALISE ESTATISTICA
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O teste de normalidade utilizado para analise da amostra foi o de Shapiro
Wilks. Os dados foram expressos como média + desvio-padrao, mediana (variagao
interquartilica) ou porcentagem, quando apropriado.

Para comparar as variaveis categéricas foi utilizado o teste do qui-quadrado ou
o teste exato de Fisher.

Para comparar as variaveis quantitativas que apresentaram distribuicdo normal,
foi utilizado o teste t de Student ou analise de variancia seguida do teste de Tukey
para comparagdes multiplas entre as médias e, para as que nao apresentaram
distribuicao normal foi utilizado o teste de Wilcoxon ou o teste de Kruskall-Wallis
seguido do teste de Dunn para comparagdes multiplas.

Para a analise multipla visando avaliar a associag&o entre variaveis e presenga
de calcificagao e progressao da doenca, foi utilizada a regressao logistica. Entraram
no modelo, as variaveis que apresentaram valores de p iguais ou inferiores a 0,25 na
analise univariada. O poder do teste na realizacdo das analises foi de 90%.

O critério de significancia estatistica para analise do modelo de regressao
logistica foi um valor de p< 0,05.

As analises foram feitas por intermédio do programa computacional SAS

versio 9.3.
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5. RESULTADOS
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5.1 Dados Demograficos e Clinicos.

Entre abril de 2011 e fevereiro de 2014, 110 pacientes provenientes do centro
de hemodidlise e do ambulatério de Disttrbios Minerais e Osseos do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu foram convidados a participar desta
coorte transversal. Vinte e um pacientes recusaram a participar ao serem informados
da bidpsia 6ssea, 89 pacientes assinaram o termo de consentimento informado. Dois
pacientes foram excluidos, devido perda de qualidade dos fragmentos 6sseos para
analise de histomorfometria. Sessenta pacientes realizaram o delineamento
completo, entretanto para a segunda avaliagado radiolégica houve a perda de 9
pacientes sendo quatro por o6bitos, um por transplante e quatro pacientes se

recusaram a completar a segunda avaliagdo radioldgica.

l

Convidados 110 pacientes para

o estudo
Bidpsias 6sseas = 89 Perda de seguimento do
: ambulatério de DMO, ébito e
l transplante renal e ou material
inadequado.

Incluidos 60 pacientes com
Bidpsia dssea, avaliagdes de
presencga de CV e marcadores.

9 pacientes perderam por

Obito, transplante renal e

l :> desisténcia

Avaliacdo quanto a
progressao em 51 pacientes

Fluxograma de incluséo.
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Foram analisados 60 pacientes prevalentes em dialise cronica com tempo de
dialise superior a seis meses do inicio da terapia dialitica, acompanhados no servigo
entre junho de 2011 a junho de 2014. A amostra estudada esta caracterizada na
tabela 5, 35 pacientes foram do sexo feminino (58,33%), com predominio da raca
branca (80%), a média de idade foi de 56,7+13,8. As doengas que causaram a
faléncia renal foram: diabetes mellitus (43,34%), hipertensdo arterial (23,33%),
glomerulopatias (16,67%), causa indeterminada (10%) e outras causas (6,66%). A
mediana do tempo em dialise foi de 41 meses [24,0;82,5] variando de 6 a 304 meses
e a mediana do Kt/V foi de 1,4[1,2;1,6].

Os quelantes de fosforo estavam sendo usados por 90% dos pacientes sendo
sevelamer em 88,34% dos casos, carbonato de calcio em 3,7% e em associacao de
quelantes em 5,55%. O uso de analogos de vitamina D foi revelado em 28 pacientes
(46,67%), uso de Inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina (IECA) em 25
pacientes (41,67%) e, estatinas em 39 pacientes (65%). A média do indice de massa
corporea (IMC) foi de 27,1+5,7, os valores de medianas para o angulo de fase foi de
5,8[4,9;6,7] e para o PNA de 1,0[0,9;1,2].

A presenca de CV foi constatada em 75% da amostra analisada pelos dois
métodos anteriormente citados e, 48,3% dos 51 pacientes avaliados no segundo
momento apresentaram progressdo da CV, com a mediana do intervalo entre os

dois momentos de 14 meses [12,0;24,0].
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Tabela 5 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes (n=60)

Variavel Valores
Idade (anos) 56,7+13,8
Sexo masculino n(%) 25(41,67)
Raca branca n(%) 48(80,0)
Fumo n(%) 3(5,0)
Calcificagao n(%) 45(75,0)
Progresséao CV n(%) 29(56,86)
PNA (g/kg/d) 1,0[0,9;1,2]
Remodelacao, alto n (%) 37(61,7)
Medicacoes

Sevelamer n (%) 53(88,3)
CaCO3 n(%) 5(8,3)
Calcitrol n(%) 28(46,7)
IECA n(%) 25(41,7)
Sinvastatina n (%) 39(65,0)
KT/ 1,4[1,2;1,6]

Tempo de dialise (meses)
Intervalo de RX (meses)
Doenca de Base

41,0[24,0;82,5]
14,0[12,0;24,0]

Diabettes n(%) 26(43,3)

HAS n (%) 14(23,3)
Glomerulopatiasn (%) 10(16,7)
Indeterminadasn (%) 6(10,0)

Outras n(%) 4(6,7)
Composicao corporal

IMC 27,1+5,7
Porcentagem de gordura 32,3+8,6
Reactéancia (ohms) 58,0+16,8
Resisténcia (ohms) 550,4[507,8;654,1]
Angulo de fase 5,8[4,9:6,7]
Agua intracelular(l) 16,9[14,8;21,7]
Agua intracelular (%) 52,245,2

Agua extracelular(]) 16,6+4,3

Agua extracelular (%) 47,852

Nota: foram apresentadas a frequéncia absoluta e relativa, média e desvio-padrao e mediana e os
quartis, de acordo com o tipo de variavel e sua distribuicdo. CaCO3 — carbonato de calcio; IECA —
inibidor de enzima conversora de angiotensina; KT/V — dose de dialise; RX — raios X; HAS —
hipertensao arterial sistémica; IMC — indice de massa corpérea; PNA — Equivalente Proteico do
Aparecimento do Nitrogénio Urémico.
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5.2 Avaliagao Laboratorial

Na tabela 6 apresenta-se o perfil laboratorial dos pacientes. Os valores médios
de hormoénios tireoidianos, bicarbonato, albumina, calcio e perfil lipidico encontram-
se em intervalos normais. A média da hemoglobina foi de 11,7 + 1,7 g/dl com
21,66% da amostra abaixo de 11 g/dl. A mediana do PCR foi de 0,6 [0,5;1,4] porém,
30% dos pacientes apresentavam PCR = 1,0, observa-se o aumento de fosfatase
alcalina de 156,5 U/L [96,0;210,5] e PTH, 742,0 pg/mL [310,2;1465,2], sendo que
80% dos pacientes apresentavam PTH maior que 300 pg/mL e 5% abaixo de 100
pg/mL. A média da vitamina D foi de 26,1+11,9 sendo 63,33% abaixo de 30 ng/mL e,
a média do fosforo foi de 6,1 £+ 1,6 mg/dl. As medianas da Leptina foi de 15,4
[6,5;88,5] ng/mL, da osteocalcina foi de 127,3 [49,8;265,3] ng/mL, da Fetuina A foi
de 673,0 [499,4;812,2] /L e da OPG foi de 400,4 [318,3;595,7] ng/mL, todos estes

valores com alteragdes evidentes.



Tabela 6 - Dados Laboratoriais Gerais e Hormonais.

Variavel Valores
Fosfatase Alcalina (U/L) 156,5[96,0;210,5]
TSH (ulU/mL) 2,2[1,4;3,9]

T4 livre (ng/mL) 1,0[0,9;1,2]
Vitamina D (ng/mL) 26,1+11,9
Creatinina (mg/dl) 9,3+2,6
Uréia(mg/dl) 110,8+35,7
Fosforo (mg/dl) 6,1£1,6
Bicarbonato (mEq/L) 22,6+2,6
Hemoglobina (g/dl) 11,7817

Ferritina sérica (ng/mL)
Sat trans(%)

Glicose (mg/dl)

PCR (mg/dl)

Albumina sérica (mg/dl)
HDL (mg/dl)

Colesterol Total (mg/dl)
LDL (mg/dl)

TGL (mg/dl)

Insulina (pU/mL)
Calcio (mg/dl)
Magnésio (mg/dl)

PTH (pg/mL)
FGF23(Ru/mL)

Leptina (ng/mL)
Leptina/IMC
Osteocalcina (ng/mL)
Fetuina A (p/L)

713,4[466,8;1140,4]
28,9[22,3:41,4]
96,5[80,0;165,5]
0,6[0,5:1,4]

3,8 0,5

41,8+14,0
141,2435,3
71,3334
128,0[94,5;204,0]
7,8[5,6:16,3]
9,3+1,0

2,3[2,0:2,5]
742,0[310,2;1465,2]

3083,2[977,4;,10320,6]

15,4[6,5;88,5]
0,57[0,25:3,27
127,3[49,8;265,3]
673,0[499,4:812,2]
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Osteoprotegerina (ng/mL) 400,4[318,3;595,7]
Nota: Foram apresentadas, média e desvio-padrdo e mediana e os quartis, de acordo com os tipos
de variaveis.

5.3. Avaliagdo de Doencga Ossea

Foram analisadas 60 bidpsias ésseas. Histologicamente, 65% apresentaram
doencas de alto remanejamento sendo 38,34% de osteite fibrosa e 26,66% de
doenca mista. A doenca adinamica ocorreu em 30% e 5% de osteomalacia.
Complicagdes relacionadas a bidpsia o6ssea foram raras, dois casos com
sangramento local moderado necessitaram de hospitalizagdo, mas com boa

evolugéo.
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Tipos de doengas dssea

Figura 1- Distribuicdo de pacientes segundo tipo de doenca

ossea.

A tabela 7 mostra os marcadores de histomorfometria de acordo com os

parametros estaticos e dindmicos de formagao e reabsorg¢ao dsseas.

Tabela 7- Caracterizacdo de 60 pacientes segundo

marcadores de histomorfometria 6ssea

Marcadores Valores
Formacao
OV/BV (%) 3,2[1,3;5,1]
O.Th (um) 13,3+3,3
OS/BS (%) 22,4[10,1;30,6]
Ob.S/BS (%) 2,1[1,3;5,1]
BFR/BS ym3/um?/d 0,0020[0,0192;0,0645]
MS/BS (%) 5,7t4 .4
MAR (um/dia) 0,8+0,6
Mit (d) 43,8[100,0;102,6]
Reabsorcao
ES/BS (%) 6,3+4,0
0c.S/BS (%) 1,1[0,4;2,2]
Estruturais
Tb.Th (um) 102,2[85,6;113,8]
Tb.Sp (um) 491,6[386,5;612,4]
Tb.N (mm) 1,8[1,4;2,2]
BVITV (%) 17,4+6,6

Nota: Foram apresentadas média e desvio-padrdo e mediana e os quartis, de acordo
com o tipo de variavel.
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5.4 Calcificagao Vascular

Foram avaliados 60 pacientes e comparados quanto a presenca de CV, que
ocorreu em 45 pacientes (75%). Analisadas as associagdes com caracteristicas
clinicas, nutricionais, laboratoriais e histomorfometricas. A comparacdo das
caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes segundo a CV estéo
mostradas na tabela 8, observa-se que pacientes com CV apresentavam maior

idade (p<0,006) e, menor angulo de fase (p<0,015).

Tabela 8 — Comparagao dos pacientes quanto a calcificagdo segundo caracteristicas

clinicas, demograficas e nutricionais.

Calcificagao Vascular

Presenca (45) Auséncia (15) Valor de
p

Idade (anos) 60,2+11,9 46,514 1 0,0006
Racas
Branca 38(84,4) 10(66,7)
Negra 4(8,9) 3(20,0)
Parda 3(6,7) 2(13,3) 0,25
Sexo masculino 21(46,7) 4(26,7) 0,17
Tabagismo 3(6,7) -(0,0) 0,57
Tempo de dialise (meses) 39,0[24,0;81,0] 49,0[17,0;84,0] 0,77
Composicéo Corporal
Angulo de Fase 5,4[4,5,6,6] 6,7[6,1,6,9] 0,015
PNA (g/kg/d) 1,0[0,9;1,2] 1,0[0,9;1,1] 0,40
Diabetes Mellitus 22(48,9) 3(20,0) 0,07
Doenca dssea
AD 15(33,3) 3(20)
DM 13(28,9) 3(20)
OF 15(33,3) 8(53,3)
Osteomalacia 2(4,5) 1(6,7) 0,52
Medicacdes
Sevelamer - Uso 40(88,9) 13(86,7) 0,75
CaCO03 - Uso 02(4,4) 03(20) 0,09
Calcitriol 20(44,4) 8(53,3) 0,76
IECA 21(46,7) 4(26,7) 0,29
Sinvastatina 30(66,7) 9(60) 0,88

Valores expressos em porcentagens (Teste do qui-quadrado ou Exato de Fisher), médias e desvios-padrado
(teste t de Student), medianas e quartis (teste de Wilcoxon);
AD — Adinamica; DM — Doenga Mista; OF — Osteite fibrosa.
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Nao houve diferenga entre pacientes com e sem CV quanto as variaveis

laboratoriais e histomorfométricas (tabela 9).

Tabela 9 — Comparagao dos pacientes quanto a calcificacdo e segundo variaveis
laboratoriais e histomorfométricas

Presenca de Calcificacdo Vascular

Variavel Sim (45) Nao (15) Valor p
Laboratoriais

Albumina (mg/dl) 3,8+0,4 3,9+0,6 0,67
Fésforo (mg/dl) 6,0+1,5 6,4+1,8 0,42
Magnésio (mg/dl) 2,25+2 14 2,24+1,99 0,93
PCR (mg/dl) 0,6[0,5;1,2] 0,5[0,5;2,4] 0,95
PTH (pg/mL) 737,0[316,4;1574,0] 747,5[191,0;1306,0] 0,53
FGF23(Ru/mL) 4065,8[996,9;10838,7] 2061,9[488,0;5766,7] 0,24
Leptina (ng/mL) 13,1[6,5;42,0] 15,5[3,0;106,5] 0,74
Leptina/IMC 0,54[0,26;1,66] 0,69[0,12;4,69] 0,56
Osteocalcina (ng/mL) 128,2[70,9;240,6] 114,8[34,4;297 4] 0,65
FetuinaA (u/L) 694,35[537,38;844,40] 595,56[469,41;700,60] 0,11
Osteoprotegerina (ng/mL) 465,7[334,5;580,2] 335,7[275,3;595,7] 0,14
Fosfatase Alcalina (U/L) 156,0[99,0;226,0] 157,0[88,0;195,0] 0,60
TSH (pIU/mL) 2,2[1,5;3,8] 2,2[1,4;4,2] 0,92
T4 livre (ng/mL) 1,0[0,9;1,2] 1,0[0,9;1,3] 0,51
Vitamina D(ng/mL) 23,4[15,8;32,0] 29,5[21,0;37,3] 0,13

Histomorfometria
Remodelacao

BFR/BS pm?3/um?/d 0,0098[0,0020;0,0609] 0,0296[0,0020;0,0928] 0,51
Mineralizacao

OV/BV (%) 3,2[1,1;5,1] 3,4[2,6;5,1] 0,42
Mit(d) 100,0[50,0;105,5] 63,9[41,9;100,0] 0,32
Volume

BVITV (%) 18,0+6,7 15,646,0 0,27

Teste t de Student (dados expressos em média) e teste de Wilcoxon (dados expressos em mediana)

5.5 Doenca Ossea e Progressao da Calcificagiao Vascular

A avaliacdo quanto a progressdo da CV ocorreu em 51 pacientes, 29
pacientes (56,86%) apresentaram progressao da calcificagdo e, na avaliagéo
segundo a remodelacdo 6ssea, mostrou-se que a progressdao da CV ocorreu
independentemente do tipo de doenga dssea. Observou-se um aumento significativo
dos indices de Kaupilla/Adragdo para ambos os tipos de remodelamento. Para o
baixo remodelamento, o grupo que progrediu apresentou um acréscimo de 100% no
escore de calcificagdo (p<0,001), para o alto remanejamento os pacientes

apresentaram um aumento de 80% (p<0,001), conforme tabela 10.
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Tabela 10 — Progressao da calcificacdo vascular (indices Kaupilla/Adragao) segundo
a doenca Ossea

Calcificagao Vascular Valor p
Classificagdo  da Basal Seguimento
doenca 6ssea
Baixo 6,0[4,0;13,0] 12,0[9,0;17,0] <0,001
remodelamento
(n=13)
Alto 7,5[3,0;14] 13,5[8,5;21] <0,001
remodelamento
(n=16)

Testes de Wilcoxon

Foram comparadas caracteristicas clinicas, laboratoriais da composi¢cao
corporal e histomorfométricas, conforme mostram as tabelas 11 e 12.

Pacientes com progressao da CV apresentaram a idade média 61,6 13,6
anos (p=0,004), ja aqueles que ndo apresentaram progressao da CV, a idade média
foi 50,1+13,2 anos.

Nao houve diferencga entre os grupos com e sem progressao da CV quanto as

demais variaveis clinicas e demograficas.
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Tabela 11- Comparagdo das caracteristicas demograficas, clinicas e
laboratoriais dos pacientes segundo progressao da CV.
Progressao da CV

Sim (29) Nao (22) Valor p
Idade (anos) 61,6£13,6 50,1£13,2 0,004
Raca
Branca n(%) 23(79,4) 18(81,8)
Negra n(%) 3(10,3) 3(13,6)
Parda n(%) 3(10,3) 1(4,6) 0,77
Sexo masculino n (%) 16(55,2) 6(27,3) 0,08
Tabagismo n (%) 3(10,3) -(0,0) 0,25
Obito n (%) 9(31,0) 5(22,7) 0,73
Diabetes Mellitus n(%) 11(37,9) 10(45,4) 0,80
Tempo de didlise(meses) 39,0[24,0;90,0] 48,5[33,0;84,0] 0,83
Intervalo de RX (meses) 19,0[12,0;26,0] 13,5[12,0;24,0] 0,50
Composicéao Corporal
Angulo de fase 5,6+1,4 6,0+1,2 0,34
PNA (g/kg/d) 1,0[0,9;1,2] 1,0[0,9;1,1] 0,69
Medicacdes
Sevelamer n (%) 26(89,6) 19(86,4) 0,72
CaCO3 n (%) 2(6,9) 3(13,6) 0,40
Calcitriol n (%) 12(41,4) 12(54,6) 0,52
Sinvastatina n (%) 18(62,1) 18(81,8) 0,22

Valores expressos em porcentagens (Teste do qui-quadrado ou Exato de Fisher),
médias e desvios-padrao ( teste t de Student), medianas e quartis(teste de Wilcoxon)

Para a analise da leptinemia observou-se uma grande variagdo de valores e,
por esse motivo optou-se por realizar a corre¢cao pelo IMC, tornando-se os dados
homogéneos e crescentes conforme aumenta a leptina sérica. Péde-se observar que
no grupo de pacientes que nao apresentaram progressao da CV a leptina foi maior,
0,88[0,31;4,69] p<0,04.

Na avaliagdo univariada de parametros que se associam a progressao da
calcificacao, observou-se que 62 % daqueles que progrediram tinham maior Fetuina
A > 673 /L, p=0,02; maior OPG, 493,7 [352,0;648,7], p=0,04. Outros parametros
mostram diferengas, apesar de ndo serem estatisticamente significantes como o
FGF23 de 3.954,3Ru/mL[1001,7;11099,3] com p=0,24; vitamina D insuficiente no
grupo que progrediu a CV, 23,0[9,4;36,1], p=0,18 e com mineralizagdo Ossea,
OV/BV, menores valores na progressao da CV 2,9[1,0;4,4]p=0,14.

Tabela 12 — Comparacgao de variaveis para a progressao ou nao da CV.
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Progressao da CV

Variavel Sim Nao Valor p
Tempo de dialise 39,0[24,0;90,0] 48,5[33,0;84,0] 0,83
(meses)

Intervalo de RX 19,0[12,0;26,0] 13,5[12,0;24,0] 0,50
(meses)

Laboratoriais

PCR (mg/dl) 0,5[0,5;0,9] 0,8[0,5;2,4] 0,02
PTH (pg/mL) 720,0[273,5;1574,0] 684,9[320,8;1163,8] 0,63
FGF23 (Ru/mL) 3954,3[1001,7;11099,3] 2290,0[577,8;5720,2] 0,24
Leptina (ng/mL) 10,2[3,9;30,4] 19,9[7,5;126,4] 0,09
Leptina/IMC 0,41[0,17;0,99] 0,88[0,31;4,69] 0,04
Osteocalcina (ng/mL) 164,3[68,8;252,9] 125,4[47,3;297 ,4] 0,90
Fetuina A (p/L) 726,7[545,8;844,4] 579,97[488,1;697,5] 0,11
<673 n(%) 11(37,9) 14(70,0)

>673 n(%) 18(62,1) 6(30,0) 0,02
Osteoprotegerina 493,7[352,0;648,7] 359,0[288,2;484,7] 0,04
(ng/mL)

Fosfatase  Alcalina 140,0[92,0;194,0] 163,5[105,0;195,0] 0,47
(U/L)

TSH (pIU/mL) 1,9[1,2;2,8] 2,3[1,6;4,3] 0,23
T4 livre (ng/mL) 1,0[0,9;1,2] 1,0[0,9;1,2] 0,62
Vitamina D(ng/mL) 23,0[9,4;36,1] 28,9[21,0;34,5] 0,18
Albumina (mg/dl) 3,840,3 3,81£0,5 0,93
Fdésforo (mg/dl) 6,0+1,5 6,0+1,6 0,98
Magnésio (mg/dl) 2,2812,14 2,15+1,99 0,24
Remodelacao

BFR/BS ym3/um?/d 0,0067[0,0020;0,0604] 0,0251[0,0020;0,0645] 0,71
Mineralizacao

OV/BV (%) 2,9[1,0;4,4] 4,6[2,0;6,0] 0,14
MLT (dias) 100,0[40,1;100,0] 99,9[54,5;728,2] 0,32
Volume

BVITV (%) 17,76,5 16,0+5,9 0,40

Teste t de Student (dados expressos em média) ou Teste de Wilcoxon (dados expressos em medianas).

Na analise multipla foram identificados como fatores associados para a
presenca de CV, idade acima de 60 anos, o FGF23>3.000Ru/mL e a Fetuina A >

673u/L conforme mostra a tabela 13. A chance de CV é 50,2 vezes se o0 paciente

tiver mais que 60 anos, de 5,7 vezes se o FGF23 estiver acima de 3.000 RU/mL e

7,4 vezes se a Fetuina A for maior que 673 /L.
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Tabela 13 - Regressao logistica referente a fatores associados a presenca de
calcificagao vascular.

Fatores Razao delntervalo de 95%Coeficiente Valor p
chances de confianga

Idade (anos)

<60 (31 casos) 1.0 (Referéncia)

>=60 (25 casos) 50,118 4,062-618,394 3,914 0,002

FGF23 (Ru/mL)

<3000(28 casos) 1.0(Referéncia)

>=3000(28 casos) 5,674 1,000-32,946 1,736 0,05

Fetuina A (p/L)

<=673(29 casos) 1.0(Referéncia)

>673(27 casos) 7,440 1,266-43,715 2,007 0,026

Considerando a progressado da calcificagdo vascular, identificou-se como
fatores associados, a idade acima de 60 anos, a Fetuina A> 673p/L e, o uso de
estatina. A chance de progressao da CV é de 4,3 vezes se o paciente tiver mais de
60 anos, 6,4 vezes se a Fetuina A estiver acima de 673 e 5,6 vezes se ndo usar a

sinvastatina (tabela 14).

Tabela 14 - Regressao logistica referente a fatores associados para a progressao de
calcificagao vascular

Fatores Razao deintervalo de 95%Coeficiente Valor p
chances de confianga
Idade (anos)
<60 (27 casos) 1.0 (Referéncia)
>=60 (23 casos) 4,313 1,003-18,548 1,462 0,049
Fetuina A (p/L)
<673(26 casos) 1.0(Referéncia)
>=673(24casos) 6,424 1,476-27,962 1,860 0,013
Sexo
Masculino (22 casos) 1.0(Referéncia)
Feminino (28 casos) 0,383 0,097-1,509 -0,960 0,17
Uso de Sinvastatina
Sim (35 casos) 1.0(Referéncia)

Nao (15 casos) 5,645 1,134-28,109 1,731 0,035
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6. DISCUSSAQ
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Os disturbios do metabolismo ésseo e mineral presentes precocemente na
DRC associam-se com a doencga 6ssea e cardiovascular. Os mecanismos comuns
entre essas doengas se apoiam nas crescentes evidéncias de que alteragcdes na
remodelagdo Ossea participam do desenvolvimento de calcificagbes extra dsseas,
particularmente vasculares.

A CV tem sido identificada como um preditor de mortalidade cardiovascular na
populacdo com DRC em terapia dialitica®® Esta pesquisa observou associacdes de
variaveis clinicas e laboratoriais naqueles com presenga e progressdao de CV.
Entretanto, este estudo ndo evidenciou associacbes diretas da CV com o
diagnostico ou com os parametros estruturais, de formagdo que incluiu
mineralizagao e reabsorgao ossea.

Foram biopsiados 60 pacientes, cujas caracteristicas demograficas nao
diferiram da populagdo em hemodidlise no Brasil.Na bidpsia 6ssea houve
predominio de doencga de alto remodelamento em ambos 0s grupos com e sem
calcificacdo, nao havendo diferengca estatistica entre eles (p=0,10). Isto
provavelmente dependeu de outros fatores e até de critérios de selegao deste
estudo.

Em 2003, Araujo et al "®, mostraram, o perfil de osteodistrofia renal de 2507
pacientes dialiticos do Brasil e Uruguai, em andlise retrospectiva de pacientes
submetidos a bidpsia éssea nas décadas de 1980 e 1990. A grande maioria (93,5%)
fazia hemodialise e os demais, dialise peritoneal ambulatorial continua. Ao longo do
periodo avaliado houve notdria mudanca no perfil das doengas dsseas, com reducao
na prevaléncia de intoxicacao por aluminio e o aumento de osteite fibrosa.

Mais recentemente, segundo dois estudos nacionais, Barreto et al’, avaliaram
uma amostra de 101 sujeitos, com média de idade de 48+13 anos (21 -81), em
hemodidlise ha mais de 3 meses, cujos critérios de exclusdo foram o
hiperparatireoidismo severo (caracterizado com PTH>1000pg/mL), a insuficiéncia
coronariana, hipertensao e ou diabetes mellitus descompensados. A biopsia éssea
revelou uma predominancia de doenga adinamica, ou de baixo remodelamento

(56%). Outra série de Oliveira et al,”’

analisaram 41 pacientes em dialise peritoneal,
com idade média de 50,3 + 10,2 anos, 43,9% de diabéticos e, encontraram uma
incidéncia de 48,9% com alto remodelamento e 51,1% com baixo remodelamento.

Como o osso € um tecido dinamico, influenciado por inumeros fatores, desde a
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causa, o tempo da doenca renal, dieta, medicacdes, sedentarismo, acdo hormonal,
tempo e modalidade dialitica, justificam-se que a distribuicdo dos padrdes de
osteodistrofia nas populag¢des ndo seja semelhante.

Nesta série, diversos dos parametros estudados foram considerados
adequados como a dose de dialise, PNA, hemoglobina, bicarbonato sérico,
albumina, calcio, todos dentro do alvo segundo as diversas diretrizes de DRC
78.7980.8182 ncluindo o angulo de fase (A), considerado parametro prognostico em
pacientes em hemodialise, mostrou-se adequado nesta amostra em valores
esperados para normalidade, segundo Chertow et al®®. Enquanto fésforo, PTH, FGF
23, OPG, Leptina/IMC e osteocalcina, com valores variavelmente elevados, mas
consistentes com populagdes que avaliaram relagdbes com CV em pacientes em
dialise cronica 70848

Nesta amostra (n=60), a calcificagédo foi detectada em 75% dos casos. A CV foi
avaliada usando dois métodos, Adragao’' e Kauppila’™. A associacdo dos métodos
foi praticada para aumentar a sensibilidade da avaliagcdo e da severidade das
calcificacoes e, por se tratarem de métodos eficazes e com baixo custo em relagao
ao padrao ouro, tomografia multislice, a qual é utilizada para a realizagéo de outras
definigdes diagndsticas, estando pouco disponivel para avaliar a CV, devido o alto
custo.

A prevaléncia encontrada foi semelhante & encontrada por Adragéo etal ', que
observaram CV em 74,7% de 123 pacientes dialiticos. Goodman et al 8 a0 avaliar a
presencga de calcificagdo coronariana através de tomografia computadorizada em 66
pacientes submetidos a terapia dialitica cronica, observaram que no subgrupo com
faixa etaria entre 20 e 30 anos a CV ocorreu em 87,5%, o que é incomum na
populacdo de mesma faixa etaria com fungao renal normal.

O estudo CORD Calcification Outcome in Renal Disease®’, trata da avaliacao
epidemiologica em 47 centros europeus de didlise que avaliou calcificagéo arterial e
fatores de riscos envolvidos neste processo, progressao da CV, eventos
cardiovasculares e mortalidade em seguimento de 24 meses. No CORD 933
pacientes em dialise cronica foram avaliados pelo método de Kauppila, com média
de idade de 61,4anos, com média de tempo de tratamento de 38,2 meses, mostrou
que o principal achado foram calcificagdes severas na aorta abdominal que estavam

relacionados com a idade, duracéo de dialise e histéria de DCV.
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Em nossos resultados, houve predominéncia do sexo masculino no grupo com
calcificacdo, porém sem significancia estatistica (p=0,08). Em analise de outros

| 8 encontraram

estudos que avaliaram a progressao da calcificagdo, Honkanen et a
maior prevaléncia do sexo masculino. Kiel et al ®, em 2001 no Framingham Heart
Study encontraram maior prevaléncia em mulheres na progressao da CV e, Scialla
et al % e, Jean et al * ndo encontraram diferenca no sexo relacionado com a
presenca de calcificagao.

No seguimento desta populagdo, 56,86% apresentaram progressdo das
calcificacdes. Kiel et al® utilizando o método de Kauppila publicaram em 2000, o
estudo de Framingham, com 554 sujeitos, sem histéria de doenca renal, e, apds 25
anos de seguimento, mostrou associagao entre que a perda de massa 0ssea nas
mulheres e a progressao da CV.

Nesta pesquisa, a regressao logistica identificou como fatores associados a
presenca de CV, idade acima de 60 anos, FGF 23 >3.000Ru/mL e fetuina A >
673mcg/L. A chance de apresentar calcificagdo foi de 50,2 vezes se idade estiver
acima de 60 anos, de 5,7 vezes se o FGF 23 acima de 3.000 RU/mL e de 7,4 vezes
se a fetuina A maior que 673 mcg/L.

A idade superior a 60 anos associada a presenga e progressao da CV ja foi
relatada por outros autores °""%% Eles relatam que a senilidade induz a um aumento
progressivo de depodsito de calcio na maioria das artérias. No envelhecimento, a
calcificacdo da média pode desenvolver por multiplos processos que incluem DRC,
deplecdo hormonal, degradagdo da elastina que aparece em muitas formas de
calcificagdo da média, mostrado por varios pesquisadores *%. Embora a CV esteja
associada a arteriosclerose, estudos mostram que independente da regulagao, a
calcificagdo dos vasos tem caracteristicas com osteogéneses®, através da
expressao de proteinas usualmente encontradas no osso incluindo a matrix Gla™.

Qin et al ™, relatam que os metabolitos da elastina podem ativar células
dependentes de calcio, e a matrix metaloproteinase, uma elastase que causa uma
degradagao da elastina liberando citoquinas tais como TGF-31, que atraem varias
células e induz a reacao inflamatéria na parede vascular. Esta liberacdo de
citoquinas também pode induzir a diferenciacdo de células musculares lisas ou
fibroblastos que produzem proteinas especificas do osso e ajudam no processo de
calcificacdo. Uma ou mais combinacbes destes fatores, contribuem para a
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calcificacdo da meédia no envelhecimento.

No modelo de regressdo logistica para a progressao das -calcificagdes,
mostrou-se que individuos com idade maior que 60 anos tem 4,3 vezes mais chance
de progredir a calcificagao.

Nesta série, o FGF23 >3.000 Ru/mL, foi identificado como fator associado a
presenca de calcificagao e, com valores de maior chance na ordem de 5,7 vezes. O
reconhecimento do FGF23 como regulador de fésforo, calcio e PTH, durante a fase
de perda da funcédo renal, e de forma muito intensa na fase de dialise, revelou a
importancia do controle 6sseo sobre as alteragdes metabdlicas da DRC, ja que o
0sso € o principal tecido produtor de FGF23. O nivel de fésforo € mantido
relativamente normal até o ultimo estadio da DRC, através de combinacdo de
mecanismos reguladores: aumento direto do PTH, inibicdo renal da 1a hidroxilase
com consequente diminuicdo da secrecao de calcitriol e aumento da secrecdo do
FGF23, e com reducéo da expressao dos receptores de vitamina D (VDR) no osso e
nas células das paratiredidescontra regulando a elevagdo do PTH %'

A DRC surge como condicao impar em que a faléncia organica e os disturbios
associados, poderiam ser interpretados como consequéncia da
insuficiéncia/deficiéncia de Klotho, que culminaria com repercussdes fatais.
Gutiérrrez et al mostraram que o FGF23 elevado é marcador de mortalidade,
principalmente cardiovascular no paciente com DRC*>% .

No presente estudo houve associacdo entre a elevacdo do FGF23 com a
presenca de calcificacdo. Scialla et al **, em uma recente coorte prospectiva de
3.860 pacientes, Chronic Renal Insufficieny Cohort (CRIC), com DRC estadio de 2 a
4, durante seguimento médio de 3,7 anos, 360 pacientes foram hospitalizados por
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva e 287 eventos arterioscleréticos e, encontraram
que a elevacdo do FGF23 foi fator independentemente associado a maior risco
nessa condicdo e eventos cardiovasculares. Brown et al %, avaliaram uma coorte de
3.241 pacientes idosos com média de idade de 78 = 5 anos, Cardiovascular Health
Study, com seguimento médio de 10 anos e, os maiores quartis de FGF23 foram
associados a maior incidéncia de eventos cardiovasculares e os pacientes que
internaram com injuria renal aguda (119 internados), esses também apresentavam

dentro do quartil com FGF23 maior.
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Em outro estudo com a mesma coorte do CRIC, Scialla et al *°, avaliaram 1501
pacientes, com idade de 57 + 12 anos, com taxa de filtragdo glomerular de 47 + 17
ml/min./ 1,73 m?, associando FGF23, fosforo e calcificagdo coronariana e em aorta,
observada na tomografia computadorizada, a mediana de FGF23 foi de 134,5
RU/ml, permitindo observar os maiores niveis de FGF23 estiveram associados a
menor nivel de fungdo renal e, ndo houve associagcdo entre maiores niveis de
FGF23 e calcificacdo coronariana e em aorta toracica nessa coorte. Ketteler et al ®
cita que Hsu et al, indiretamente enfatizaram que o FGF23 parece ser mais uma
toxina miocardica do que vascular.

Porém, vale ressaltar que nos estudos citados foram avaliados a associagao
de FGF23 com eventos cardiovasculares e calcificagdes em coortes de pacientes
nao dialiticos e em populacdo idosa com funcdo renal normal para a idade,
diferentemente da populacdo do presente estudo que avaliou pacientes em
hemodialise e, com altos valores de FGF23 (>3.000Ru/mL) dados expressivamente
maiores do que os estudos citados, justificando a associagao encontrada.

Oliveira et al %

, avaliaram uma coorte de 42 pacientes com DRC em
tratamento conservador, estadios Il e IV, normofosfatémicos randomizados em dois
grupos para receber durante 6 semanas doses de acetato de calcio ou hidrocloreto
de sevelamer. No inicio da avaliagdo, a maioria dos pacientes apresentava PTH e
FGF23 elevados, com niveis normais de calcio e fésforo. Apds seis semanas do
tratamento, observaram a reducao dos niveis de PTH e na fragdo de excrecao de
fésforo, sem alteracdo nos niveis séricos de calcio e fosforo. No grupo do sevelamer
houve uma reducao dos niveis de FGF23. Este resultado mostrou que o uso de
quelantes de fosforo em pacientes com DRC com niveis normais de fésforo foi
associado com melhora do controle do hiperparatireoidismo secundario e, o
sevelamer foi capaz de diminuir o FGF23 sérico. Esse estudo tem importante
implicagao clinica sobre o desfecho de mortalidade e doenga cardiovascular com o
controle precoce do PTH e FGF23.

Estudos indicam que o grau de calcificagdo provavelmente reflete balanco

entre fatores promotores e inibidores de calcificagdo 5%°

. A DRC parece estar
associada com ambos, aumentando os promotores, incluindo a hiperfosfatemia,
hipercalcemia, LDL colesterol, hiperleptinemia e, diminuindo a quantidade de

inibidores como a matrix Gla, a fetuina A, isto explica a alta prevaléncia e a
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severidade de calcificagdes em pacientes em dialise®.

Na analise multipla, observou-se que a fetuina A apresentou associacao
significante para valores acima da mediana, tanto na presenga (p<0,026) quanto na
progressao da CV (p<0,035), sendo 7,4 vezes a chance para a presenca de CV com
valores de fetuina A >673g/L e, 6,4 vezes para a progresséo da CV.

Ix et al®* em 2006, dados do “Heart and Soul Study”, encontraram associagdo
entre altos indices de Fetuina A em pacientes coronarianos, néo diabéticos, com
sindrome metabdlica, perfil lipidico aterogénico, hipertensao arterial, IMC e
inflamacédo. Posteriormente, o0os mesmos autores em estudo experimental,
encontraram associacao entre Fetuina A com resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica e, fizeram a hipétese que a Fetuina A poderia ser um preditor de doenca
coronariana. Na populacdo estudada, sindrome metabdlica foi diagnosticada em
64,9% dos casos.

Na analise univariada houve associagao negativa entre angulo de fase e CV,
ou seja, o grupo de pacientes com calcificagées vasculares apresentaram valores de
angulo de fase menores. Dittmar® encontrou valores de angulo de fase e resisténcia
menores na populagédo idosa em relagdo a adultos jovens, independente do género,
justificado por uma possivel alteragdo no balangco de fluidos entre os
compartimentos intra e extravascular nesses pacientes, assim como, na DRC,
desnutricdo e em pacientes com edema, possivelmente sendo mais uma variavel
colinear que confirma a associagao com a idade.

Em relagcdo a anadlise univariada, foi encontrado uma associagdo entre niveis
mais elevados de OPG e progressao da CV com p=0,04.

Sigrist et al**, mostraram além de CV, elevacdo da OPG em associagdo com
todas as causas de mortalidade em pacientes estadio 4 e 5 da DRC. Kim RH et al
191" relataram significativa ligagdo entre niveis elevados de OPG e espessamento
vascular e, outros estudos como o de Kiechl S, et al '® e Othmane TH et al'®,
encontraram altos niveis de OPG associados com progressao de calcificagao
coronariana e em cardtidas na populagdo geral. Em contraste, Bucay N et al’®, em
1998, mostraram em ratos deficientes do gene de OPG o desenvolvimento precoce
de osteoporose e CV em aorta e artéria renal. Deste modo, mudancas nos niveis de
OPG podem ser tanto a causa como a consequéncia de calcificagdo. Kim Rh et al'"!
apontaram que a OPG e a OPG/Fetuina A sao fatores correlacionadas com o
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aumento de calcificagdo em pacientes em hemodialise.

Dentre os parametros de histomorfometria, ndo houve associac¢éo significativa
com a progressao da calcificagdo. Quanto a classificagdo da dinamica do osso,
observou-se aumento significativo dos indices de Adragdo e Kauppila tanto para
pacientes com baixo quanto para alto remodelamento (p<0,001). Barreto et al’,
avaliaram calcificagdo coronariana em pacientes em hemodialise, analisaram dados
de histomorfometria sem a comparacdo em dois momentos da progressao e,
concluiram que a calcificagcdo € comum, severa e associado com a idade, disturbios
minerais e inflamacéao cronica.

Neste estudo, a progressao de calcificagdo esteve associada com idade acima
de 60 anos, Fetuina A> 673mcg/L, conforme discutido anteriormente, € com o néo
uso de sinvastatina (OR:5,6).

Hutcheson et al'® em 2014 publicaram revisdo que apresenta dados
controversos com o uso de estatinas para o tratamento de calcificagdo da valvula
aortica, Aronow et al'® Moura et al'”, Novaro et al'® e, Bellamy et al'®, em
estudos retrospectivos e prospectivos mostraram algum grau de melhora com o uso
de estatinas na progressao da doencga de calcificagdo da valvula adrtica e, Rossebo
et al'" Gerdts et al'"" e, Chan'" nao encontraram redugdo em eventos
cardiovasculares ou na progressao da calcificagdo da valvula adrtica com o uso de

estatina. Guillaume et al "3

, avaliaram 161 pacientes em hemodiadlise através de
escore de CV por Raios X similar ao do presente estudo, com tempo médio de
tratamento de 45 meses, (1 a 486 meses), com uma prevaléncia de calcificagdo de
83%, porém, o uso de estatina ndo apresentou efeito sobre o escore de calcificagao.
Apesar, dos dados controversos na literatura a populagdo analisada neste estudo
mostrou um beneficio no uso de sinvastatina quanto a ndo progressao da CV.

Este estudo apresenta limitagbes quanto ao tamanho amostral, o que em parte
pode ser justificado por incluir uma avaliagdo invasiva (bidpsia 6ssea) na a qual ao
ser esclarecido, em parte dos pacientes promove resisténcia a realizagdo. Além
disto, a auséncia de métodos mais acurados para a dosagem de mediadores
inflamatdrios, hormonais, cofatores como o Klotho e, por ter avaliado as dosagens
séricas dos marcadores apenas no momento inicial.

Acredita-se como ponto relevante deste estudo, o delineamento prospectivo;

avaliacdo radiologica em dois momentos interpretados pelo mesmo examinador;
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avaliacdo por histomorfometria na bidpsia 6ssea e dosagens de marcadores que

estdo envolvidos no processo das calcificagdes.
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7 - CONCLUSOES
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Concluindo, nesta série observou-se a alta prevaléncia de pacientes com
calcificagbes vasculares assim como quanto a progressao.

A presenca e a progressao da CV estiveram associadas com a idade maior que
60 anos, com o alto nivel de FGF23 e com o efeito aparentemente paradoxal da
fetuina A, que concentraram forte evidencia na CV.

A associagcdo dos métodos de Adragdo e Kauppila mostrou ser efetivo para o
diagndstico da presencga e progressao da CV, ressaltando o baixo custo e a facil
aplicabilidade.

A busca do entendimento dos mecanismos ativos e predominantes nos varios
estados de CV demanda estudos no sentido de desenvolver estratégias terapéuticas

que possam impedir ou potencialmente reverter essa complicagao.
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Anexo 1

'A - - -
un p “% _ Universidade Estadual Paulista
es Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n°- Botucatu — S.P.
CEP: 18.618-970

Fone/Fax: (0xx14) 3811-6143 9 Registrado no Ministério da Saude

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br em 30 de abril de 1997
e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 04 de Abril de 2011. Of. 126/11-CEP

Ilustrissima Senhora

Prof®. Dr®. Jacqueline Socorro Costa Teixeira Caramori
Departamento de Clinica Médica da

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Prof® Jacqueline,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 3828-2011) “Influéncia do distirbio mineral e
0sseo na ocorréncia e progressdo da calcificagdo vascular em pacientes
em didlise cronica”, a ser conduzido pelo Dr. Jodo Henrique Castro,
orientado por Vossa Senhoria, co-orientado pelo Prof. Dr. Pasqual Barretti,
com a colaboragdo de Janaina da Silva Martins e Rosa Maria Affonso

Moysés, recebeu do relator parecer favordvel aprovado em reunido de 04
de abril de 2.011.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo deste Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP.
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), da pesquisa —
‘“Influéncia do disturbio mineral e 6sseo na ocorréncia e progressao da
calcificagdao vascular em pacientes em dialise crénica” — no caso de vocé
concordar em participar, favor assinar ao final do documento. Sua participagéo nao é
obrigatoria, e a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa ou desisténcia ndo trara nenhum prejuizo em seu
tratamento, em sua relacdo com a equipe de saude, ou com a instituicao.

Vocé recebera uma cépia deste termo onde consta o telefone e o endereco do
pesquisador responsavel, e dos demais pesquisadores que poderao tirar suas

duvidas a qualquer momento em relagao ao projeto, ou de sua participagéo.

JUSTIFICATIVA:

A realizagcdo desse trabalho se justifica no sentido de tentar esclarecer se
existe alguma relacdo entre as alteracbes Osseas especificas e a calcificagao
vascular associado a outros fatores de riscos como Diabetes Mellitus, hipertensao,

alteragdes dos niveis de colesterol e triglicérides e outros fatores.
OBJETIVOS:

O objetivo principal desse estudo é tentar esclarecer se a doenga éssea esta
associada a doenga dos vasos sanguineos dos pacientes em didlise, uma vez que
essas doencgas podem dificultar o tratamento dos renais cronicos e aumentar as
chances de acidente vascular encefalico (derrame) e infarto do miocardio.

Para isso, sera necessario primeiro descobrir quais pacientes possuem

calcificacdo vascular e analisaremos 0s 0ssos desses pacientes. Ndo ha previsao de

tratamento _durante esse estudo, portanto os pacientes ndo serdo divididos em

grupos. Entretanto, no caso de ser evidenciado qualquer tipo de condigdo que
merecga tratamento, sera comunicado imediatamente ao paciente, bem como a

equipe médica responsavel por seu acompanhamento.
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PROCEDIMENTOS DO ESTUDO:

Se vocé concordar em participar desse estudo, vocé sera entrevistado pela

equipe da pesquisa, suas medidas de peso, altura e circunferéncia abdominal sera
anotada, e juntamente com exames de sangue.
Os pacientes com mais de 18 anos, e que estejam em hemodialise ha mais de 03
meses poderdo, se quiserem se submeter a avaliagdo dos vasos sanguineos
através de RX simples do abdome; e dos o0ssos, através de uma bidpsia do osso da
bacia.

A bidpsia do osso da bacia é feita na sala propria para esse fim, localizada
dentro da dialise, por médico nefrologista e sob anestesia local e sedacéo. Essa
bidpsia ja € feita quando necessario, ndo para pesquisa, mas para ajudar no
tratamento dos pacientes renais cronicos e transplantados. Nesse caso a bidpsia
sera utilizada para pesquisa, mas também para o diagndstico da sua doenca Ossea.
Caso vocé nao queira participar da pesquisa, mas seja indicada uma bidpsia 6ssea
durante seu tratamento, a realizagdo sera exatamente igual a da pesquisa.

O procedimento sera agendado com antecedéncia minima de 20 dias e no dia
agendado vocé devera comparecer em jejum para ser encaminhado a sala de
bidpsias, com aparelhos de monitorizagdo de pressdo, pulso e oximetria. Vocé
devera vestir roupas adequadas e sera puncionada uma veia no braco que nao
contenha fistula para a administracdo de uma medicacido que causa sonoléncia,
porém nao anestesia geral. Sera realizada anestesia na borda lateral do osso da
bacia, onde realizaremos uma pequena incisdo de aproximadamente 3 cm, que dara
passagem a um trefina (agulha especial para osso), e com o auxilio de uma
furadeira apropriada sera retirado um fragmento de osso de aproximadamente
0,5cm de largura por 1 cm de espessura. Posteriormente a pele é suturada (pontos)
e feito curativo. O procedimento todo ndo deve exceder 20 minutos, e devido a
medicacao, vocé nao se lembrara de qualquer desconforto. Essa pequena amostra
de osso servira para o diagnostico da doenga 6ssea, para avaliar intoxicagbes por
Aluminio e Ferro, além de identificar o tipo de doencga dssea.

RISCOS E DESCONFORTOS:

A coleta dos exames de sangue de veia do brago, e avaliagdo dos vasos pelo
RX de abdome trazem riscos despreziveis a sua saude.
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A bidpsia do osso da bacia requer um preparo prévio com o uso do antibiético
“tetraciclina” por 2 ciclos de 3 dias com intervalo de 10 dias entre os ciclos, o que
pode causar alguma dor de estbmago e nauseas. Para esse procedimento nao é
necessario internagcéo e poucas complicagdes sdo esperadas, normalmente ocorrem
dor no local do corte da pele e hematomas (roxo). O uso da furadeira possibilita um
procedimento rapido e sem a necessidade de “forgar” o o0sso. Sao raras
complicagbes importantes, como lesdes de nervo ou sangramento, ocorrendo em
menos de 1% dos casos. Os pontos serao retirados na propria unidade em 7 dias.

Em todos procedimentos sera respeitada a privacidade dos pacientes, e ndo serao
expostas partes intimas. As afericbes de peso, altura e circunferéncia de abdome

sera realizada em consultério individual pela equipe de pesquisadores.

BENEFICIOS:

A sua participagao trara beneficios a sua saude, bem como ajudara a
compreender melhor a relagdo entre a doenga dos 0ssos € a calcificagdo dos vasos
nos renais cronicos.

A avaliagdo bioquimica realizada com o sangue coletado sera capaz de
identificar os pacientes com diabetes por falta de insulina, ou por dificuldade de agao
desse horménio, além de avaliar alteragdes de outros hormdnios, tais como os da
tireoide e paratireoide.

O RX de abdome para avaliagdo de calcificagdo de vaso (aorta) é capaz de
indicar de forma indireta, mas com boa correlagao quais pacientes estdo sob maior
risco de sofrerem um infarto ou derrame, dando chance de tratamento antes que
esse evento ocorra.

A avaliagao dos ossos através da bidpsia é a maneira mais confidvel de saber
sobre a condicdo de seu esqueleto, possibilitando o tratamento adequado e
reduzindo o risco de fraturas, além de ser a unica forma de diagnosticar com certeza

a presenca de intoxicagao por aluminio e ferro.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE:

Os pacientes que concordarem em participar desse estudo nao arcarao com

nenhum gasto decorrente de sua participagdo. As consultas, exames e
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procedimentos serdo totalmente gratuitos. Por outro lado, os participantes nao

receberdo qualquer tipo de reembolso ou gratificacdo devido a sua participagao.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA, FORMA DE ACOMPANHAMENTO E
ASSISTENCIA AOS PACIENTES:

Sera garantido o sigilo e a privacidade dos participantes envolvidos nessa

pesquisa, serao divulgados apenas os dados diretamente relacionados aos objetivos
da pesquisa, sem porem revelar a identidade dos pacientes envolvidos.
Todos os participantes dessa pesquisa permanecerdo em seguimento no
ambulatdrio de disturbios minerais e metabolismo 6sseo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, bem como todos os pacientes que por ventura
se recusar em participar, ou retirarem sua autorizagao no decorrer do estudo.

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, NOME DO ENTREVISTADO(A), RG/CPE, declaro que li as informacgdes
contidas nesse documento, fui devidamente informado(a) pelo pesquisador(a) —
(NOME DO PESQUISADOR(A)) — dos procedimentos que serao utilizados, riscos e

desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos participantes, confidencialidade da

pesquisa, concordando ainda em participar da pesquisa. Foi-me garantido que
posso retirar o consentimento a qualquer momento, sem que isso leve a qualquer

penalidade. Declaro ainda que recebi uma copia desse Termo de Consentimento.

Assinatura do Paciente:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:




