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Revisdo de literatura

Perspectiva historica da vitamina D na doenga
renal cronica: reconhecimento das fungoes

cldssicas ao papel extra dsseo



Resumo

A vitamina D foi reconhecida a partir da revolucéo industrial na Europa, quando
a sua deficiéncia ficou evidente com o aumento de casos de raquitismo em criancas
de paises em que a radiacdo solar é baixa. A partir desse fato, o metabolismo dessa
vitamina foi elucidado, e a sintese cutanea e posterior ativacdo enzimatica hepéatica e
renal foram esclarecidas. Atualmente, com a identificacdo do gene e proteina Klotho e
FGF-23, novos mecanismos fisiologicos tém sido estudados e descritos. Apesar de
todos esses esforgos, cerca de um bilhdo de pessoas séo deficientes em vitamina D
no mundo. A deficiéncia de vitamina D é conhecida por trazer consequéncias para a
saude 6ssea, porém, novas condi¢cdes vém sendo associadas, como cancer, doencas
cardiovasculares, desordens do metabolismo de glicose e diabetes, doencas
autoimunes, alergias, fragilidade, depressdo, doencas nheurodegenerativas,
complicacdes na gravidez, e mortalidade. A partir de estudos que avaliaram o efeito da
suplementacdo de vitamina D sobre a diminuicdo do risco de quedas, houve um
aumento no interesse sobre os efeitos dessa vitamina sobre o musculo. Concentracao
sérica de vitamina D foi associada com melhor massa e fungdo muscular em
diferentes populacdes, e alguns ensaios clinicos tem resultados positivos em relagao
ao efeito da vitamina D sobre a forca muscular e mecanismos celulares e moleculares.
Pacientes com doenca renal cronica apresentam maior risco de deficiéncia de vitamina
D principalmente devido a diminuicAo da ativacdo renal e ao mesmo tempo
apresentam reducdo de massa e funcdo musculares, que, por sua vez afetam
significativamente o risco de mortalidade dessa populacdo. Portanto, a suplementacéo
com vitamina D é uma terapia promissora para a salde muscular e deve ser

profundamente estudada em pacientes com doenca renal e em terapia dialitica.

Palavras chave: colecalciferol, doenga renal crénica, hemodidlise, musculo, vitamina

D.



Abstract

Vitamin D has been recognized during industrial revolution in Europe, when its
deficiency becomes evident with the increase of rickets in children in countries where
solar radiation is low. From this fact, the metabolism of this vitamin has been elucidated
and its cutaneous synthesis and subsequent liver and kidney enzyme activation were
clarified. Currently, after the identification of Klotho gene and protein and FGF-23, new
physiological mechanisms have been studied and described. Despite all these efforts,
thereabout 1 billion people worldwide are vitamin D deficient. Vitamin D deficiency is
known to have consequences for bone health. Nevertheless, new conditions have been
associated, such as cancer, cardiovascular diseases, glucose metabolism disorders
and diabetes, autoimmune diseases, allergies, frailty, depression, neurodegenerative
diseases, complications in pregnancy, and mortality. Since studies evaluating the effect
of vitamin D supplementation on reducing the risk of falls, there was an increased
concern about the effects of this vitamin on muscle. Vitamin D serum levels were
associated with improved muscle mass and function in different populations, and some
clinical trials have positive results regarding the effect of vitamin D on muscle strength
and cellular and molecular mechanisms. Patients with chronic kidney disease are at
increased risk for vitamin D deficiency due to decrease in kidney activation. At the
same time, they have reduced muscle mass and function, which affect significantly the
risk of mortality in this population. Therefore, vitamin D supplementation is a promising

therapy for muscle health and can be further studied in CKD and dialysis.

Keywords: cholecalciferol, chronic kidney disease, hemodialysis, muscle, vitamin D.



A perda de massa e fungcdo muscular na doenca renal crénica (DRC) é um
aspecto importante na qualidade de vida e sobrevida desses pacientes. Varios estudos
abordam intervencdes com o objetivo de manutencdo ou ganho de massa e funcéo
muscular, porém nenhum deles explorou a relagdo dos resultados obtidos com o
status de vitamina D dos participantes. Visto que a vitamina D é um importante fator na
saude muscular e que esse grupo de pacientes tem alto risco de deficiéncia de
vitamina D, essa revisdo tem por objetivo unir os conhecimentos acerca da fisiologia

da vitamina D na DRC e influéncia da vitamina D no metabolismo muscular,

Contexto histdrico da descoberta da vitamina D

A partir da metade do século 17, o raquitismo passou a ser endémico no Reino
Unido, tendo sido explicado pela urbanizacdo concomitante a poluicdo atmosférica
resultante da revolugdo industrial que diminuiu a exposi¢cdo solar da populagédo e a
tornou vulneravel a doenca (1,2). JA4 haviam referéncias de raquitismo desde os
séculos | e Il em que Soranus de Efesus e Claudius Galeno de Pergamus, ambos
médicos de origem grega, observaram deformacdes Osseas sugestivas dessa
condicdo em criangcas de Roma (3,4). Porém, mesmo com diversas descri¢cdes e
hipoteses sobre a causa do raquitismo desde entéo, a verdadeira etiologia da doenca
ainda nao havia sido descoberta (3). Somente no século 20, experimentos comegaram
a explorar as causas do raquitismo (4).

O primeiro estudo experimental sobre o assunto foi realizado por Edward
Mellanby, que sugeriu que o raquitismo seria decorrente de deficiéncia vitaminica da
dieta da Escécia, onde a incidéncia era ainda maior. Ele realizou um experimento com
cdes, que foram alimentados com dieta semelhante a escocesa, e mais tarde
desenvolveram raquitismo, idéntico a doenca humana. Porém, durante o experimento,
os caes nao foram expostos a luz solar. Apos o desenvolvimento da doenca, foi dado
Oleo de figado de bacalhau aos cées, que foram curados (1). Edward Mellanby

assumiu entdo, que a vitamina A, j& conhecida naquela época, era responsavel pela
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prevencdo do raquitismo (3,5). Mais tarde, Elmer V. McCollum decidiu testar essa
hipétese. Ele destruiu a vitamina A do 6leo de figado de bacalhau e percebeu que
essa preparacdo nao prevenia xeroftalmia, mas ainda era capaz de prevenir
raquitismo. Entdo, concluiu corretamente que havia outro fator que curava o
raquitismo, e o chamou de vitamina D, porque foi o quarto fator na sequéncia de
vitaminas descobertas (3,5,6).

Enquanto isso, Kurt Huldshinsky na Alemanha e Dame H. Chick na Inglaterra
descobriram que criancas que apresentavam raquitismo mostraram melhora
radiolégica com exposicao a luz solar ou luz ultravioleta artificial (1,5,7,8). Alfred F.
Hess e Lester J. Unger expuseram criangas raquiticas a luz do sol na cobertura de um
hospital em Nova York, e também mostraram melhora significante nas radiografias
dessas criancas (8). Nos Estados Unidos, Harry Steenbock trabalhava com cabras e
percebeu que durante o verdo, quando elas eram mantidas expostas ao sol, o balango
de célcio era positivo, e durante o inverno, quando elas eram mantidas sem sol, o
balanco de calcio era negativo. Foi entdo que se conseguiu estabelecer relacdo entre

exposicao solar e retencdo de calcio (5).

Funcdes e metabolismo classicos da vitamina D

Vitamina D é uma vitamina lipossoluvel que na sua forma ativa age como um
hormdnio esterdide. Para os humanos, ela é proveniente da exposi¢céo solar aos raios
ultravioleta B (UVB) e da dieta. Porém, poucos alimentos s&o naturalmente ricos nessa
vitamina (2,9). Peixes gordos e 6leo de figado de peixes sdo as melhores fontes de
origem animal, e menores quantidades de vitamina D também podem ser encontradas
em figado bovino, derivados de leite e gema de ovo. Alguns cogumelos e leveduras
expostos & luz solar também fornecem vitamina D, entretanto mais de 90% da
necessidade de vitamina D da maioria das pessoas é fornecida pela producao
enddgena por meio da exposi¢do da pele a radiacdo solar (9,10). A vitamina D gerada
na pele (vitamina D3 ou colecalciferol) ou ingerida por meio da dieta (vitamina D3, de
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origem animal, ou vitamina D2 - ergocalciferol, de origem vegetal) é biologicamente
inativa (11), e passa por uma série de processos até sua ativagao final nos rins.

Primeiramente, ocorre a conversao fotoquimica do precursor 7-
dehidrocolesterol presente na membrana plasméatica das células da epiderme (65%) e
derme e sua isomerizacao térmica para vitamina D3, por meio da energia dos menores
comprimentos de onda de luz solar ultravioleta (11). Esse processo é sujeito a uma
série de fatores que podem limita-lo: cor da pele, idade, quantidade de radiacao UVB,
latitude, altitude, estacdo do ano, poluicdo do ar com quantidades aumentadas de
0zonio e diéxido de nitrogénio, uso de protetor ou bloqueador solar e de roupas (8,11—
13). O uso de protetor solar aplicado corretamente com fator de protecdo 30 reduz a
habilidade da pele em produzir vitamina D em 95 a 99%. Pessoas com a pele mais
escura tem eficiéncia 90% menor na producédo de vitamina D na pele comparados a
individuos com pele clara (13). Idosos estdo em risco aumentado de desenvolver
insuficiéncia de vitamina D porque a concentracdo de 7-dehidrocolesterol na sua pele
€ reduzida, e, portanto, a sintese de vitamina D nao é tao eficiente, além do estilo de
vida que propicia mais tempo em ambientes fechados e ingestdo inadequada da
vitamina (8,14). A sintese de vitamina D é reduzida em cerca de 75% em um individuo
de 70 anos de idade (15).

Exposicéo excessiva a luz do sol degrada a pré vitamina D3 e a vitamina D3
em fotoprodutos inativos. Portanto, a exposi¢do excessiva a luz solar também é um
fator que limita a producéo de vitamina D na pele. Exposicéo dos bragos e pernas por
5 a 30 minutos, duas vezes por semana, entre as 10 horas da manha e 3 horas da
tarde, parece ser suficiente para manter a concentragéo sérica de 25(OH)D adequada,
mas ainda depende dos fatores estacédo do ano, latitude e pigmentacdo da pele (15).

Uma vez gerada, a vitamina D3 € ejetada para fora da membrana plasmética
dos queratindcitos e é puxada para o leito capilar da derme pela proteina carreadora
de vitamina D, que a transportard até o figado. A vitamina D proveniente da dieta é
incorporada aos quilomicrons, que sdo lancados no sistema linfatico, e entram na
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circulagdo venosa, onde se ligam a proteina carreadora de vitamina D e lipoproteinas
e também serdo transportados até o figado. No figado, um grupo hidroxila sera
adicionado ao carbono 25, gerando a 25-hidroxivitamina D (ou calcidiol — 25(OH)D), o
principal metabolito circulante da vitamina D (13,15,16).

Para finalmente se tornar ativa, o calcidiol recebe uma nova hidroxilacdo nos
rins pela acdo da enzima 1-a hidroxilase e passa a ser o metabolito ativo da vitamina
D, o horménio calcitriol (1,25 diidroxivitamina D — 1,25(0OH)2D) (2,10). A atividade da
1-a hidroxilase é aumentada pela diminuicdo da concentragdo sérica de calcio e de
fésforo e aumento da concentragdo sérica de hormonio da paratireoide (PTH) (17).

Além dos rins, outros tecidos e células possuem a enzima 1- a hidroxilase. A
producao local de 1,25(0OH)2D pode ser responsavel pela regulacdo de mais de 200
genes, que podem justificar muitos dos beneficios pleiotrépicos na saude que estdo
associados a vitamina D3 (12,14).

Por fim, para exercer seus efeitos biol6gicos, o calcitriol age por meio da
ligagdo com um receptor nuclear, o receptor de vitamina D (VDR) (10). VDR esta
presente na maioria dos tecidos e células do corpo, e regula a expressao de diversos
genes, incluindo aqueles envolvidos na homeostase de célcio e fosforo e proliferagéo
e diferenciagdo celular, além de efeitos ndo genémicos na sinalizagdo intracelular e
fluxo de célcio (16). Muitos desses 6rgaos e células onde o VDR esta presente
também tem a capacidade de produzir 1,25(0OH)2D (13). O metabolismo da vitamina D
desde a conversao cutanea e ingestdo de vitamina D até ligacdo do metabdlito ativo

aos receptores esta resumido na figura 1.
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Figura 1: representacdo do metabolismo classico da vitamina D. Primeiramente,
ocorre a conversao fotoquimica do precursor 7-dehidrocolesterol presente na pele a
vitamina D3. A vitamina D3 e vitamina D2 s&o transportadas pela proteina carreadora
de vitamina D até o figado, onde um grupo hidroxila serd adicionado ao carbono 25,
gerando a 25-hidroxivitamina D, que por sua vez, recebe uma nova hidroxilagdo nos
rins pela acdo da enzima 1-a hidroxilase e passa a ser o metabolito ativo da vitamina
D, a 1,25 diidroxivitamina D. A 1,25 diidroxivitamina D age por meio da ligagdo com um

receptor nuclear, o receptor de vitamina D (VDR).

A funcao classicamente conhecida da 1,25(0OH)2D é a manutencdo do calcio
sérico por meio de série de efeitos diretos na absorcdo e excrecdo do célcio e de
inter-relacdes com o fosfato e PTH (10). A 1,25(0OH)2D age no intestino, aumentando

a absorcao de célcio e fosfato, e paralelamente, nos rins, estimulando a reabsorcéo



destes ions do filtrado glomerular. No osso, a 1,25(0OH)2D age sinergicamente com o
PTH, estimulando a atividade dos osteoclastos e a reabsor¢do 6ssea (17).

A acédo da 1,25(0OH)2D na regulacdo do metabolismo ésseo acontece pela sua
interacdo com o VDR nos osteoblastos e assim, liberacdo de sinais bioquimicos,
levando a formacédo de osteoclastos maduros. Osteoclastos removem calcio dos
0ss0s, mantendo assim a concentracao sérica de calcio e fornecendo substratos para
a mineralizacao 6ssea (10).

As concentracfes séricas de calcio e fosfato sdo determinadas pelo balanco
entre a absorcao intestinal da ingestao dietética, mobilizacdo dos 0ssos e excrecao
renal pela urina. Todo esse metabolismo é regulado por fatores endécrinos, os
sabidamente reconhecidos sdo PTH e vitamina D. 1,25(0OH)2D aumenta a absorcdo
intestinal de fosforo. Junto com o céalcio mobilizado dos ossos pelos osteoclastos,
fosfato também é mobilizado e removido, aumentando o nivel sérico de ambos (18).

A 1,25(0OH)2D ainda pode estimular sua prépria destruicdo nos rins e nas
células que tem VDR em resposta a 1,25(0H)2D aumentada. Ocorre um aumento na
expressao da enzima 25(OH)D-24-hidroxilase, que metaboliza tanto 25(OH)D quanto
1,25(0OH)2D em forma inativas e hidrossollveis, para que possam ser excretadas na
bile (13,15).

PTH e vitamina D sdo intimamente relacionados. A principal funcdo do PTH é
regular a concentragdo de célcio no plasma, o que também é responséavel por
controlar a sua sintese (17). Alteracdes nos niveis extracelulares de célcio sao
sentidas pelos receptores sensiveis a calcio da glandula paratiredide para regular a
sintese e secrecdo de PTH (19). O PTH exerce suas fungBes nos 0ssos, rins e
intestino. Nos ossos, o0 PTH provoca aumento de formacado éssea, por meio de agcéao
direta sobre os osteoblastos, e aumento da reabsor¢do por acdo indireta sobre os
osteoclastos. Portanto, o efeito global do PTH no osso é o de promover a reabsorcao
0ssea, para fornecer célcio e fosfato. No intestino, as fun¢des do PTH néo sao diretas:
o PTH estimula a absorcao intestinal de célcio por meio da estimulacdo da atividade
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renal da 1-hidroxilase e consequente ativacdo da vitamina D. Ja nos rins, promove a
sintese de calcitriol, estimula a reabsor¢éo de célcio e promove fosfatiria pela inibicao
da reabsorcdo de fosfato (17). 1,25(0OH)2D, por sua vez, suprime a producdo e
secregéo de PTH, fechando entdo a volta do feedback negativo (19). Diferentemente
da vitamina D, o PTH n&o induz um balanco positivo de fésforo, porque
simultaneamente, induz a fosfaturia (18). A absorcao intestinal de calcio mediada pelo
calcitriol reduz a atividade da paratireoide (9).

Até recentemente, foi pensado que o metabolismo de fosfato era regulado
somente pelos horménios reguladores do célcio, vitamina D e PTH. (19). A
identificacdo do fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF-23) como um horménio
fosfaturico e do seu co-receptor Klotho transformou a visao classica da regulacdo da

homeostase de fésforo (19).

Recentes protagonistas na fisiologia da vitamina D — FGF 23 e Klotho

A relativamente recente identificagdo do gene Klotho por Kuro-o et al (20) e das
interacdes enddcrinas envolvendo Klotho e FGF-23 transformou a viséo classica do
metabolismo de calcio, fosfato, PTH e vitamina D.

Klotho foi identificado acidentalmente durante a producdo de um modelo de
ratos hipertensos. A interrupcdo do lécus do gene resultou em fenétipo de morte
prematura com multiplos distarbios que se assemelham a sindromes de
envelhecimento prematuro como hipogonadismo, calcificacdo ectépica, involucao
prematura do timo, diminuicdo da mineralizagdo Ossea, atrofia da pele, enfisema
pulmonar, neurodegeneracgéo, perda de pelos e sarcopenia (18,20).

O nome Kiotho se refere uma deusa da mitologia grega que tece o fio da vida.
De fato, o gene Klotho, que codifica a proteina Klotho, € responséavel pela regulagéo
do envelhecimento. Esse gene é expresso primariamente em células renais (21), mas

ja foi identificado em células do cérebro, placenta, masculo esquelético, pituitaria,
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aorta, pancreas, testiculos, ovario, bexiga, colén, glandula tirebide, mama, e ouvido de
ratos (20).

O FGF-23 foi recentemente identificado como um novo fator endocrino
regulador de fosfato. FGF-23 é secretado por ostedcitos e osteoblastos e age nos rins,
induzindo a fosfaturia pela diminuicdo da reabsorcado tubular renal, e contra regulando
a sintese de vitamina D ao diminuir a codificacdo de 1a-hidroxilase e aumentar a
codificacdo da 25(OH)D-24-hidroxilase, a enzima que inativa a 1,25(0OH)2D. Como
resultado, FGF-23 reduz 1,25(0OH)2D sérica, 0 que, por sua vez, diminui a absorcéo
intestinal de fosfato (18,22). Portanto, FGF-23 induz um balan¢o negativo de fosfato
por funcionar como um horménio fosfatirico bem como um hormbnio contra
regulatério da vitamina D (18). Por ser um mecanismo contra regulatério, aumento da
ingestdo de fosforo dietético e aumento da 1,25-dihidroxivitamina D aumentam
concentracdo de FGF-23, enquanto restricdo dietética de fosforo tem o efeito contrario
(22).

Ratos deficientes em FGF-23 desenvolvem ndao somente hiperfosfatemia, mas
também o fenétipo de envelhecimento semelhantemente ao fenétipo observado nos
ratos deficientes em Klotho, no qual hiperfosfatemia associada a calcificacdo vascular
também se manifesta (23). Portanto, ratos deficientes em FGF-23 e em Klotho séo
fenotipicamente idénticos. Essas observacdes revelaram a relacdo entre FGF-23 e
Klotho: Klotho forma um complexo binario com receptores de FGF-23 e funciona como
um co-receptor obrigatorio para o FGF-23. Portanto, FGF-23 e Klotho séo fatores
fundamentais na recente identificacdo do eixo enddocrino osso-rim responsavel pela

homeostase de fosfato (19).

Status de vitamina D

Dosagem da concentracdo sérica de 25(0OH)D é o método aceito para
determinar o status de vitamina D. Apesar da forma biologicamente ativa ser a
1,25(0OH)2D, sua quantificagdo n&o fornece informag&o sobre o status de vitamina D,
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porque € geralmente normal ou até mesmo elevada mesmo em criancas e adultos
deficientes (13), e a producéo de 1,25(0OH)2D continua normal quando a concentracao
do substrato 250HD é de pelo menos 15 ng/mL (24). Além disso, a meia vida da
25(0OH)D (2 a 3 semanas) é maior do que da 1,25(0OH)2D (4 a 6 horas) (25).

Deficiéncia de vitamina D resulta em anormalidades no metabolismo de calcio,
fésforo e 6sseo. Especificamente, a deficiéncia de vitamina D causa diminuicdo na
eficiéncia da absorcéo intestinal de calcio e fésforo, resultando no aumento dos niveis
de PTH (26). As consequéncias enddcrino-esqueléticas da insuficiéncia de 25(0OH)D
incluem hiperparatireoidismo secundéario, aumento da remodelagdo, perda Ossea e
aumento do risco de fraturas (13).

A alta prevaléncia de insuficiéncia de vitamina D é particularmente uma
questdo importante de salde publica, além de estar associada com uma série de
doencas, a hipovitaminose D € um fator de risco independente para mortalidade na
populagdo geral (27).

Apesar de muitos beneficios da vitamina D para a salde, ainda existem
controvérsias sobre a definicdo de concentracédo sérica que definem a deficiéncia de
vitamina D. De acordo com as diretrizes da Sociedade de Endocrinologia, deficiéncia
de vitamina D é definida como nivel sérico de 25(0OH)D abaixo de 20 ng/ml (50 nmol/l),
e insuficiéncia como 25(OH)D de 21 a 29 ng/ml (52.5-72.5 nmol/l) e o limite superior
de até 100 ng/mL é seguro (26).

Porém, o valor de corte para a concentracdo sérica de 25(OH)D3 de 30 ng/ml
néo foi estabelecido em relag&o a incidéncia ou prevaléncia de problemas de saude de
grupos populacionais. Ele foi sugerido por ser o nivel associado com a supressao
maxima do PTH sérico (27). Em outras palavras, niveis de 25(0OH)D3 abaixo de 20
ng/mL (limite entre insuficiéncia e deficiéncia de vitamina D, conforme a maioria dos
critérios adotados) desencadeiam elevacdo dos niveis de PTH acima do estabelecido
como normal, mas ndo representam, necessariamente, aumento no risco de
aparecimento de doengas ndo 0sseas (28).
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Acredita-se que os ancestrais humanos na Africa tinham alta exposicdo aos
raios UVB, e, portanto apresentavam niveis adequados de vitamina D. Os valores
séricos de 25(OH)D de individuos de tribos africanas, cujo estilo de vida é semelhante
aos antepassados, varia entre 30 e 45 ng/ml. Devido a intensidade de radiagcdo UVB
na Africa, mecanismos adaptativos para protecdo contra o excesso de vitamina D
provavelmente foram desenvolvidos durante a evolucdo humana. Isso explicaria a
raridade de toxicidade de vitamina D em humanos. Em contraste, a evolucdo humana
fora da Africa expds os seres humanos a menores quantidades de radiacio UVB,
selecionando assim a despigmentacao da pele, favorecendo a pele branca, e a sintese
de melanina adaptativa, que é expressa com a exposi¢ao solar, no lugar da expressao
de melanina constitutiva (24).

Nesse sentido, ainda é necessario identificar os valores séricos de referéncia
levando em consideracdo ndo somente os beneficios da vitamina D sobre o

metabolismo mineral e 6sseo, mas também em outros sistemas e condices.

Deficiéncia de vitamina D na doencga renal crénica

Com a progressao da doenga renal crénica (DRC) e diminuicdo da enzima 1a-
hidroxilase devido ao comprometimento da estrutura renal, a conversao final da
vitamina D em calcitriol é prejudicada. A deficiéncia de vitamina D pode estar presente
em guaisquer estadios da DRC, e é um dos fatores que contribui com a patogénese da
doenca mineral 6ssea da DRC. Nessa condicdo a concentracdo sérica de fosfato e
PTH tendem a ser aumentados e concentragdo seérica de célcio diminuida, culminado
no hiperparatireoidismo secundario e doenga mineral O0ssea (25). Além disso, a
doenca mineral 6ssea promove a calcificagdo vascular, aumenta a incidéncia de
fraturas 6sseas e aumenta o risco de morbidade e mortalidade cardiovascular nesse
grupo de pacientes.

Hiperfosfatemia é mais evidente em estadios avancados da DRC. Nos estagios
mais precoces, aumento do FGF-23 precede aumento do PTH sérico, que por sua vez,
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precede hiperfosfatemia, indicando que a desregulacédo do metabolismo de fosfato ja
acontece em estagios precoces da DRC, mesmo sem aumento da concentracao
sérica de fosfato. A injdria renal inicial € um estimulo para a secre¢do de FGF-23. Mas
com a diminuicdo importante da fungdo renal na DRC avangada, FGF-23 n&o
consegue exercer sua acao fosfatlrica, resultando em hiperfosfatemia (29).

Além da influéncia sobre o metabolismo mineral ésseo, baixa concentracdo
sérica de 25(OH)D e 1,25(0OH)2D per se foram associados com maior risco de
mortalidade em pacientes com DRC nao dialitica (30) e pacientes incidentes em
hemodidlise (31). A prevaléncia de suficiéncia de vitamina D (25(OH)D > 30 ng/ml)
nesses pacientes incidentes em hemodialise foi de apenas 22% (31).

Ensaios clinicos mostram que a suplementacdo de colecalciferol ou mesmo
ergocalciferol em pacientes em hemodialise € capaz de normalizar a concentragao
sérica de 25(OH)D (32,33), e aumentar concentracdo sérica de 1,25(OH)D (34). N&o
houve altera¢gBes significativas no fosfato e calcio séricos (32-34), mostrando que a
suplementacdo da vitamina D ndo ativa € segura. O efeito da suplementacdo de
colecalciferol sobre a concentracédo de PTH ainda é controverso em DRC (35) e dialise
(36,37).

Alguns autores defendem que o FGF-23 é o primeiro marcador do metabolismo
mineral alterado na DRC, mesmo nos estagios mais precoces (22). Essa elevagédo do
FGF-23 é uma resposta inicial adaptativa a DRC para preven¢do da retengdo de
fosfato. Como consequéncia a elevagdo do FGF-23, ocorre diminuicdo da ativacdo
renal de vitamina D pela inibicdo da enzima 1a-hidroxilase. Isso indica que nos
estagios precoces da DRC, o nivel sérico de fosfato € mantido normal pelo aumento
do FGF-23 para compensar a habilidade reduzida dos rins em excretar fosfato, e isso
resulta na reducdo da ativacdo renal de 1,25(0OH)2D (21,22). Porém, ha indicios de
que a diminuicao da expressao da proteina Klotho e de 1a-hidroxilase ocorrem ja com
0s danos iniciais aos rins, resultando em aumento do FGF-23 e consequentemente do
PTH (38-40). Além disso, com a producdo insuficiente de Klotho, aconteceria
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resisténcia ao FGF-23, que precisa de seu cofator para exercer suas funcdes, como a
supressédo do PTH (41). Sendo assim, é dificil determinar qual dos dois marcadores é
o primeiro a ser alterado pela DRC.

A diminuicdo da concentragcdo sérica de 1,25(0OH)2D também é responsavel
pelo aumento do PTH devido a diminuicdo da absorcdo intestinal de calcio. PTH
mantem a calcemia a custa de estimulacdo da remodelacdo Ossea, reducdo da
excrecao renal de calcio e aumento da atividade de 1a-hidroxilase. 1,25(0OH)2D
também age como regulador do Klotho, e com sua diminui¢do, expressao de Klotho
também é reduzida (21,22).

Em resumo, na DRC todos esses mecanismos resultam em alto PTH, baixo
calcitriol e baixo Klotho que, por sua vez, promovem aumento do fosfato sérico, e
consequentemente, mais estimulo ao aumento do FGF-23. Apesar de ja ocorrerem
alteracbes nos marcadores nos estagios iniciais da DRC, ainda ndo ha déficit
significativo na eliminag&o renal de fosfato. Porém, nos estagios mais avancados da
doenca, fosfato sérico permanece cronicamente elevado, mantendo esse ciclo (21,22).

Além dos efeitos deletérios ja conhecidos causados pelo aumento da
concentracao sérica de fosfato, a elevacao do FGF-23 e diminuigdo de Klotho também
tém sido associadas com desfechos adversos (42). O aumento do FGF-23 na DRC
nao dialitica esta associado positivamente com hipertrofia ventricular esquerda (43),
progressao da DRC (44) e maiores risco de atingir o estagio final da DRC e de
mortalidade (45). Enquanto menores concentracdes séricas de Klotho foram
associadas com progressdo mais rapida da DRC e maior risco de mortalidade em
DRC néo dialitica (46), doenga arterial coronariana e hipertrofia ventricular esquerda
em pacientes em dialise (47), e maior risco de mortalidade por todas as causas e
cardiovascular em pacientes em hemodialise (48).

A partir dos resultados obtidos em estudos observacionais, € necessario
investigar a real implicacdo de FGF-23 e Klotho na saude dos individuos com DRC,
bem como os mecanismos que promovem complicacbes, para assim, propor novas
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intervencBes com objetivo de atenua-las. Além disso, a suplementacdo de vitamina D
tem se mostrado uma intervencdo em potencial na regulagéo do metabolismo mineral

0sseo da populagdo com DRC.

Reconhecimento das fun¢des extra ésseas da vitamina D

Recentemente, o interesse da comunidade cientifica voltou-se para a possivel
associacdo da vitamina D com manifestagbes clinicas ndo Osseas, cujas
consequéncias para a saude publica podem ser significativas (28), jA que se estima
gue um bilhdo de pessoas sejam deficientes em vitamina D no mundo (15). Baixa
concentracéo sérica de 25(OH)D j& foi associada com aumento do risco de patologias
ndo Osseas como alguns tipos de cancer, doencas cardiovasculares, quedas,
desordens do metabolismo de glicose e diabetes, doencas autoimunes, alergias,
fragilidade, depressdo, doencas neurodegenerativas, complicagbes na gravidez e
mortalidade (13,15,27,49).

Doencas cronicas podem levar a reclusdo dos pacientes, baixa exposi¢éo
solar, sedentarismo, anorexia, piora da alimentacdo e do estado nutricional, que os
predispbem a queda dos niveis circulantes de 25(OH)D (28,50). Também existem
algumas evidéncias de que condi¢cbes inflamatorias reduzem a concentragdo da
proteina ligante de vitamina D, e isso pode contribuir para algumas associacdes com
essas doengas (50).

Apesar da associacdo de baixa concentracdo sérica de vitamina D com
diversas doengas ndo 0sseas, a relagdo de causa-efeito entre elas precisa ser mais
explorada com estudos epidemiolégicos de grande porte e ensaios clinicos

randomizados e controlados (28).

Prevencédo de quedas
Estudos relacionaram a suplementacdo de vitamina D com diminuicdo de
fraturas, ndo somente pelos efeitos na salde 0ssea que essa vitamina exerce, mas
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possivelmente pela diminuicdo no risco de quedas. Bischoff-Ferrari et al. (51)
mostraram em metanalise com oito ensaios randomizados controlados (2426
individuos) que a suplementacdo de vitamina D (colecalciferol ou ergocalciferol) em
idosos diminuiu o risco de quedas em 13%. Ao analisar somente os estudos em que
foi administrada suplementacdo com doses de vitamina D entre 700-1000 IU, o risco
de quedas foi reduzido em 19%. Atingir a concentracdo sérica de pelo menos 60
nmol/l (24 ng/ml) resulta em 23% de reducéo do risco de queda.

A partir dessas evidéncias da vitamina D na prevencdo de quedas, nao
somente de fraturas Osseas, estudos comecaram a verificar o efeito da vitamina D

sobre o musculo.

Forca e funcdo muscular

Apesar da existéncia de VDR em células musculares ter sido questionada (52),
estudos mais recentes mostram dados convincentes confirmando a presenca desses
receptores no musculo (53,54).

Para exercer seus efeitos biol6gicos, o calcitriol age por meio da ligagdo com o
VDR e induzindo efeitos gendmicos, levando a sintese de novas proteinas que afetam
a contratilidade da célula muscular, sua proliferacdo e diferenciacdo. O calcitriol
também esta ligado a regulacdo do transporte de calcio no reticulo sarcoplasmatico
(55).

Manifestacbes musculares como fraqueza muscular proximal, dor muscular
difusa e prejuizo de marcha sdo sintomas clinicos bem conhecidos da deficiéncia de
vitamina D (56). De fato, analises transversais mostraram resultados que associam
positivamente concentracdo sérica de vitamina D com maior massa muscular (57-61),
forca muscular (58,61-64) e capacidade fisica (58,59,65).

Ensaios clinicos controlados, duplo-cegos, em diversas populacées mostram o
efeito benéfico da suplementacdo de vitamina D sobre a fungdo e forga muscular
(66,67) e conservagdo da massa muscular (66). Porém outros ensaios mostraram
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resultados contrarios, sem efeitos sobre a forca e funcdo (68,69). Estudos avaliaram
com bidpsia muscular os efeitos da vitamina D nas células musculares, e mostraram
que a suplementacdo com vitamina D promoveu aumento da é&rea das fibras
musculares (53,70), principalmente do tipo Il (67,70). As fibras musculares do tipo Il
sao as fibras de contracéo rapida e forte, recrutadas em prevencdo de quedas. Isso
explica o efeito da vitamina D nesta situacdo, jA mostrado por metanalises (51,71,72).
Sabe-se que a concentragdo de 25(0OH)D depende de uma série de fatores
ambientais e comportamentais. Porém, mais recentemente, constituicdo genética tem
sido associada com status de vitamina D (73), bem como polimorfismos de genoétipos
com fendtipos musculoesqueléticos. Polimorfismos do VDR foram associados com
quedas (74), forca muscular (75,76) e massa muscular (77). Portanto, padrdes
genéticos individuais podem explicar inconsisténcias nos resultados de alguns estudos

gue relacionam status de vitamina D com funcéo, forga e massa muscular.

Terapias em potencial para perda de massa e funcdo muscular —foco nos
efeitos da vitamina D sobre o musculo

Ensaios clinicos com suplementacdo de vitamina D mostram resultados
positivos no musculo: em mulheres na menopausa, houve aumento significativo na
quantidade de VDR intramionucleares no grupo suplementado com colecalciferol por
guatro meses (53). A suplementacdo com colecalciferol em homens jovens e
deficientes em vitamina D ap6s um dano muscular promoveu aumento significativo na
recuperacao de torque (78). Agergaard et al (70) verificaram diminuicdo na expressao
de mRNA de miostatina em adultos jovens, ensaio cuja intervencdo contou com
treinamento de resisténcia além da suplementacdo de vitamina D. Sinha et al (79)
mostraram que a terapia com colecalciferol em individuos com deficiéncia severa de
vitamina D e sintomaticos resultou em aumento da funcdo mitocondrial, além da

melhora dos sintomas de miopatia e fadiga em todos os pacientes.
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No ensaio clinico que avaliou o efeito da suplementacdo com colecalciferol
sobre a forca muscular e capacidade fisica de pacientes em hemodiélise, ndo houve
resultados favoraveis para a suplementacdo (33). Enquanto, em pacientes com
diabetes e DRC, Mager et al (80) verificaram aumento da funcéo fisica avaliada pelo
gquestionario SF-36 em pacientes suplementados diariamente com colecalciferol
durante seis meses.

Em estudo transversal, Gordon et al (61) verificaram que pacientes com DRC
em hemodidlise que recebiam calcitriol ou paracalcitol apresentaram melhores
resultados em testes de desempenho fisico, maior forca e massa muscular do que
agueles que nao recebiam.

Ensaios clinicos em pacientes em hemodialise mostram que a suplementagéo
com vitamina D apresentou efeitos positivos sobre o perfil inflamatério (36,37,81), o
gue poderia indiretamente influenciar o estado nutricional, ja que a desnutricdo na
DRC est4 intimamente relacionada com inflamacéo.

Estudos experimentais mostram uma série de efeitos moleculares e celulares
da vitamina D sobre o muasculo. Girgis et al (54) verificaram que ratos com auséncia de
VDR apresentaram menor for¢a e tamanho muscular e maior expressao de miostatina,
independente da concentrac@o sérica de calcio e fosforo. Também foi verificado que
tanto os animais sem VDR quanto os animais com VDR e deficientes em vitamina D
apresentaram regulacdo negativa dos genes responsaveis pelo fluxo de calcio,
confirmando o papel da vitamina D no fluxo de célcio para o meio intramuscular
também via mecanismos gendmicos.

Domingues-Faria et al (82) mostraram que ratos idosos deficientes em vitamina
D apresentaram diminuicdo da expressdo de VDR muscular, além da diminuicdo de
expressdo de mRNA de genes que regulam apoptose, metabolismo, anabolismo,
miogénese, proliferacdo celular e estrutura da célula muscular. Em relacdo a
composicdo corporal, houve aumento da gordura corporal e diminuicdo da massa
magra, particularmente nas fibras musculares do tipo II.
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Owens et al (78) verificaram experimentalmente que a vitamina D teve efeito
melhorando a velocidade e distancia de migracéo de células derivadas do masculo de
tecido humano de bibpsias, submetido a injaria mecanica; a migracdo de células
musculares progenitoras para o sitio onde ocorreu 0 dano é o evento inicial para a
reparacao e remodelacdo muscular.

Em estudo in vitro, Garcia et al (83) mostraram que calcitriol aumentou a
expressdo de VDR, diminuiu a proliferacdo e promoveu diferenciacdo miogénica em
células musculares de ratos, incluindo inibicdo da miostatina e estimulacdo da
folistatina. A miostatina é a principal miocina que inibe o crescimento da massa
muscular esquelética. Sua expressao pode induzir um balanco negativo entre sintese
e quebra proteica do musculo esquelético. A folistatina, por sua vez, € uma miocina
inibidora da atividade da miostatina e promove crescimento muscular.

Nivel sérico de miostatina foi associado negativamente com forga de preenséo
manual em pacientes em hemodidlise, e ndo foi associado com massa muscular (84).
Em pacientes em dialise peritoneal, miostatina foi associada negativamente com uso
de calcitriol e alfacalcidiol, bem como com sua dose (85).

Uma das caracteristicas do fenétipo de envelhecimento expresso pela redugéo
da concentracdo circulante de Klotho em modelos animais € a sarcopenia. De fato,
concentracdo plasmatica de Klotho foi associada positivamente com forgca muscular
em idosos (86,87) e o declinio da forca muscular foi menor em individuos idosos com
nivel plasmatico de Klotho mais alto (87). O papel de Klotho na forca muscular ainda
ndo é bem compreendido. A avaliacdo de Klotho em ensaios que suplementem
vitamina D pode colaborar na explicagdo dos mecanismos de influéncia de ambos
sobre 0 musculo e em novas estratégias terapéuticas para prevencdo da perda de
massa e forga muscular.

Portanto, efeitos morfolégicos, moleculares e fisiolégicos da vitamina D sobre o
musculo, tanto em estudos em animais quanto em humanos, ja foram descritos. Os
resultados indicam que a vitamina D pode ser um terapéutico em potencial para
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aumentar massa e funcdo muscular. Ja é bem estabelecida a presenca de VDR em
células musculares e o efeito da vitamina D sobre o musculo é importante, embora

ainda haja a necessidade de evidéncias mais consistentes sobre o tema.

Perda de massa e funcdo muscular na doenca renal crénica — desnutricdo e
sobrevida

Além dos disturbios no metabolismo mineral 6sseo, pacientes com DRC estdo
em risco aumentado de protein energy wasting (PEW), caracterizado principalmente
pela perda de estoques corporais de proteina e de energia, frequentemente induzida
pela inflamacéo (88).

Varios fatores estéo relacionados com o desenvolvimento do PEW: diminuicdo
da ingestdo alimentar, processo inflamatério, perda de nutrientes para o dialisato,
acidose metabdlica, e desordens enddcrinas, dentre elas o hiperparatireoidismo (88).
A DRC parece afetar mecanismos moleculares e celulares que regulam o crescimento
e degradacdo muscular, como diminuir a fungdo das células satélites do musculo,
diminuicdo dos marcadores de sintese muscular (mammalian target of rapamycin -
mTor e quinase s6), aumento da atividade do sistema de degradacdo muscular
ubiquitina proteosoma e estimulacdo da quebra muscular pela acidose metabdlica
(89).

Marcadores de massa e forga muscular sdo importantes preditores de piores
desfechos em populacdo em hemodialise (90-95), bem como métodos compostos
para avaliagdo do estado nutricional (96,97). Portanto, PEW é um importante fator na
predicdo de morbidade e mortalidade nessa populacédo (88).

A perda de massa muscular esta associada com diminuicdo da qualidade de
vida (95) e da capacidade funcional (88) em pacientes em hemodialise, que por sua
vez, leva a perpetuacdo do estilo de vida sedentario, favorecendo um circulo vicioso
de perda de massa muscular. Ja foi verificado que o0 ganho de peso em pacientes em
hemodialise a custa de ganho de massa muscular diminui o risco de mortalidade, esse

21



risco ndo aumenta quando ocorre perda de peso corporal acompanhado de ganho de
massa muscular, mas aumenta quando ocorre ganho de peso corporal acompanhado
de diminuicdo de massa muscular (98). Esses resultados mostram a importancia do
aumento da massa magra em pacientes em hemodidlise.

Por isso, ensaios clinicos com intervencbes que tenham como objetivo
promover o ganho de massa muscular, bem como o aumento da capacidade fisica e
funcdo muscular precisam ser investigadas, para assim, verificar se também
promovem maior qualidade de vida e menor risco de mortalidade em pacientes com

DRC e em terapia dialitica.

Consideragdes finais

Desde o reconhecimento da vitamina D, h& cerca de um século, até os estudos
mais atuais, novos mecanismos de acao e fungdes foram identificados e atribuidos a
vitamina D. Porém, devido as diversas associacfes encontradas em condicbes
clinicas diversas, é necessario maior nivel de evidéncias, e acurada interpretacdo
fisiopatoldgica partindo de delineamentos que verifiquem o real efeito da vitamina D.
Muito tem se falado sobre seus efeitos no muasculo, mas parece haver grande
importancia da vitamina D no sistema cardiovascular, imunidade, prevencédo de cancer
e diversas outras condi¢des clinicas. Para pacientes com doenca renal crdnica, cujo
metabolismo da vitamina D é reconhecidamente prejudicado, e que apresentam altas
taxas de doenga cardiovascular, envelhecimento precoce e risco de mortalidade
aumentado, essa importancia é ainda maior. Por isso, estudos longitudinais sdo
necessarios para verificar o efeito do status de vitamina D em desfechos, bem como
ensaios randomizados e controlados a fim de verificar os efeitos da suplementacéo de

vitamina D.
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Ensaio clinico

Efeitos da suplementacdo de vitamina D e
treinamento aerdbio sobre perfil lipidico, fungdo
muscular e composigdo corporal de pacientes em

hemodidlise cronica: ensaio randomizado controlado
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Resumo

Introducdo: Deplecdo de massa e de fungdo muscular € comum em pacientes
em hemodiélise, bem como a deficiéncia de vitamina D. A suplementagéo de vitamina
D tem efeitos positivos no musculo e ensaios clinicos que combinaram suplementacao
de vitamina D e treinamento fisico promoveram melhora em testes de capacidade

funcional e qualidade do musculo em idosos.

Objetivo: Avaliar os efeitos da suplementacdo de vitamina D e treinamento
aerdbico intradialitico (TAID) sobre parametros bioquimicos, composi¢do corporal e

funcdo muscular de pacientes em hemodialise.

Metodologia: ensaio clinico com dois bracos: randomizado, controlado e duplo
cego para vitamina D, e randomizado, controlado e aberto para TAID em individuos
em hemodidlise. Os pacientes foram randomizados em um dos quatro grupos:
suplementacdo com vitamina D + TAID, placebo + TAID, suplementa¢do com vitamina
D, e placebo. Massa muscular foi avaliada por DEXA e funcdo muscular foi avaliada
pela forca de preensdo manual. A intervencdo teve duragdo de 16 semanas. O
programa de exercicio aerébico foi realizado em bicicleta ergométrica, trés vezes por
semana, durante a sessdo de hemodialise. A suplementacdo de vitamina D foi de
50.000 Ul/semana de colecalciferol e status de vitamina D foi avaliado pela

concentracéo sérica de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D).

Resultados: vinte e nove pacientes foram incluidos no ensaio. Nove foram
excluidos durante a intervencdo. Vitamina D sérica aumentou em ambos 0S grupos
suplementados com colecalciferol (pré-intervencao: 30.1 * 6.26 ng/ml; pos-
intervengcdo: 41.3 £ 9.85 ng/ml; p<0.001). Houve interagdo significativa entre as
interven¢des melhorando triglicerideos e HDL-colesterol. Foi encontrada correlagédo
negativa entre alteracdo de 25(OH)D sérica e do PCR e positiva entre alteracdo de

25(OH)D sérica e da forca de preensdo manual. Suplementacdo de vitamina D
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apresentou efeito significante no aumento da for¢ca de preensdo manual e do IMC. N&o
foi possivel identificar se o ganho de peso correspondeu a massa magra ou gordura

corporal, porque néo houve diferenca significativa entre os grupos.

Conclusao: suplementacao de colecalciferol e TAID interagiram na melhora do
perfil lipidico em pacientes em hemodiélise cronica. Suplementagdo de colecalciferol

promoveu melhora da fungéo muscular e aumento de peso corporal.

Palavras-chave: colecalciferol, composicdo corporal, forca de preensao

manual, hemodialise, treinamento fisico.

Introducéo

A principal causa de mortalidade em pacientes com doencga renal cronica
(DRC) é cardiovascular, devido a presenca de inUmeros fatores de risco tradicionais e
ndo tradicionais. Dentre os tradicionais, idade avancada, hipertensdo arterial,
dislipidemia e diabetes mellitus. E dentre os ndo tradicionais, inflamag&o cronica,
aumento do estresse oxidativo, hipertrofia ventricular esquerda, sobrecarga de volume,
anemia, calcificacdo vascular e presenca de desnutricdo energético proteica. Essa

ltima é caracterizada principalmente pela deplecao de massa muscular. (1)

Deplecdo de massa muscular tem alta prevaléncia entre 0s pacientes com
DRC e est4 associada com morbidade e mortalidade em pacientes em hemodiélise (2-
4). Intervencbes com objetivo de aumentar a massa muscular desses pacientes tém
sido exploradas (5). Ndo somente a diminuicdo de massa, mas forca e funcdo
muscular diminuidas tem associagcdo com maior risco de mortalidade (6-8),

independente da massa muscular (8). Por isso, intervencdes que busquem o
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incremento da funcdo muscular também podem ser significativas para a melhora da

gqualidade de vida e diminuicdo do risco de mortalidade.

Com a progressédo da DRC, a ativacdo da vitamina D torna-se prejudicada.
Concentracdo sérica do estoque de vitamina D, avaliada pelo metabdlito 25-
hidroxivitamina D [25(OH)D], tem sido associada positivamente com massa (9-12),
forca e funcdo muscular (10-16) na populacao geral e em diferentes situacdes clinicas,
como obesidade, idosos, fratura de quadril e DRC. Gordon et al (17) verificaram em
estudo transversal de pacientes com DRC em hemodialise que recebiam calcitriol ou
paricalcitol apresentaram melhores resultados em testes de desempenho fisico, for¢a

e massa muscular do que aqueles que néo recebiam.

Alguns ensaios, em mulheres menopausadas, homens jovens e uma revisao
sistemética que incluiu estudos em populagbes diversas, verificaram que a
suplementacdo de vitamina D tem efeitos positivos no musculo (18-20). Porém, isso
ainda ndao foi verificado em ensaios clinicos randomizados e controlados em pacientes
em hemodidlise. Recentemente, verificou-se que a suplementacao de vitamina D
associada ao treinamento fisico promoveu melhora em testes de capacidade funcional

(21) e qualidade do musculo (22) em idosos.

Suplementacdo de vitamina D e treinamento fisico afetam massa e funcéo
muscular. Portanto, a hipotese apresentada € que agiriam sinergicamente no
incremento muscular de pacientes em hemodidlise. Portanto, o objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos da suplementacdo de vitamina D e treinamento aerdbico
intradialitico, sozinhos ou associados, sobre parametros bioquimicos, composi¢ao

corporal e fungcao muscular global de pacientes em hemodialise.

33



Métodos
Pacientes

Foram incluidos individuos maiores de 18 anos, de ambos 0s sexos, com
diagnoéstico de DRC independente da etiologia que realizam hemodidlise por pelo
menos trés meses no Hospital das cinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(HC-FMB), Universidade Estadual Paulista - UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.
Foram excluidos individuos incapazes de compreender os procedimentos realizados,
diagnostico prévio de doencga arterial coronariana, teste ergométrico positivo para
isquemia cardiaca, pacientes que sofreram acidente vascular encefalico, portadores
de neoplasia, insuficiéncia hepatica, infeccdo aguda ou crénica em atividade,
hipertenséo arterial estagios Il ou lll (sistdlica = 160 mm Hg ou diastdlica = 100 mm
Hg), amputados, que foram suplementados com colecalciferol ou ergocalciferol no
ultimo ano e em uso de medicamentos que influenciam a composi¢éo corporal, como

corticosteroides e terapia antirretroviral.

O periodo de inclusdo no estudo foi de marco de 2013 a margco de 2015.
Durante esse periodo, 0s prontuarios eletrénicos de todos os pacientes prevalentes
em hemodialise no servico foram revisados, para selecionar os pacientes aptos a

serem convidados a participar da pesquisa.

Pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicio (4441-
2012) (anexo 1), e foi obtido termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes.
O ensaio clinico foi registrado e aprovado pelo Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos

(RBR - 8ykyws)

Avaliagéo cardiaca
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Os resultados do teste ergométrico foram utilizados para exclusdo no caso de
identificacdo de isquemia miocéardica. O exame foi realizado segundo as Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Cardiologia de 2010 com protocolo de Bruce (23). O teste foi
realizado em esteira ergométrica com monitorizacdo eletrocardiogréfica, da pressao
arterial e da sensacdo subjetiva de cansaco. Todos os pacientes foram orientados a
utilizar sua medicacdo como de costume, para que a frequéncia cardiaca maxima
obtida no teste representasse a realidade de cada paciente durante a realizacédo das
atividades fisicas. O teste foi interrompido em casos de alteracfes atipicas da pressao
arterial e da frequéncia cardiaca, manifestacdes clinicas de desconforto toracico,

dispneia desproporcional a intensidade do esforco e alteragdo importante no

eletrocardiograma (23).

Delineamento

Ensaio clinico em hemodialise, com dois bracos: randomizado, duplo cego e
controlado com placebo para vitamina D e randomizado e aberto para treinamento

fisico divididos em quatro grupos:

*Grupo VD+TAID: submetidos a suplementagdo com vitamina D e treinamento

aerdbico intradialitico;

*Grupo PL+TAID: submetidos a placebo e treinamento aerdbico intradialitico;

*Grupo VD: submetidos a suplementacdo com vitamina D e

*Grupo PL: submetidos a placebo de vitamina D.

Os individuos foram avaliados antes e apds o periodo de intervencao.

Randomizag&o e cegamento
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A alocacao do paciente em um dos quatro grupos foi definida ap6s a inclusédo
do participante no estudo e apOs o teste ergométrico. Os participantes foram
continuamente randomizados por listas previamente impressas geradas por um site de
randomizacgéo. Essa lista estava em poder de uma pessoa que ndo era membro do
estudo. Primeiro, a alocacéo foi sorteada quanto ao grupo de treinamento fisico (treino
ou controle), a partir de uma lista. Posteriormente, foi definida a alocacdo quanto a
suplementacgéo de vitamina D ou placebo por outra lista. Taxa de alocagéo era de 1:1
para 0S grupos com ou sem treinamento aerdbico e para vitamina D e placebo. A
equipe responsavel pelo treinamento fisico e avaliacdo nutricional desconhecia a

alocacéo da suplementacédo de vitamina D.

Treinamento aerobico intradialitico

O programa de exercicios foi realizado trés vezes por semana, durante as duas
primeiras horas da sessdo de hemodialise. O treino aerdbico consistiu na realizagéo
de exercicio em bicicleta ergométrica (Foot Hand Bike — Polimet®) adaptada a cadeira
de hemodialise, durante 30 minutos e aumentado progressivamente até atingir 45
minutos. A faixa de treinamento foi mantida entre 65 e 75% da frequéncia cardiaca
maxima obtida no teste ergométrico, controlada por monitor cardiaco Polar FS3C®. A

duracéo o protocolo de treinamento foi de 16 semanas.

Suplementacédo de vitamina D

Uma capsula contendo 50000 Ul de colecalciferol (vitamina D3) (Farmécia Cruz
Vermelha, Botucatu, Brasil) foi administrado na primeira sessdo de hemodidlise da
semana, durante as 16 semanas de intervencdo. O placebo era comprimido idéntico
ao de colecalciferol, porém contendo talco farmacéutico (Farmécia Cruz Vermelha,

Botucatu, Brasil).
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Avaliacao nutricional

A avaliacdo nutricional consistiu de avaliagdo antropométrica, avaliacdo
subjetiva global, teste de forca de preensdo manual, e avaliacdo da composicao

corporal.

A avaliacdo antropomeétrica foi realizada cerca de trinta minutos apds a sessao
de hemodidlise. Peso corporal e estatura foram mensurados e indice de massa
corporal (IMC) foi calculado dividindo o peso corporal pelo quadrado da estatura.
Avaliacdo subjetiva global de 7 pontos adaptada para DRC (24) foi aplicada para

avaliar o estado nutricional.

Avaliagdo da funcdo muscular global foi realizada pela medida de forca de
preensdo manual, utilizando dinamémetro hidraulico Jamar®. O paciente foi orientado
a premir o aparelho com os bragos entendidos ao lado do corpo e o dinamdmetro
voltado para a frente. Com forga méxima e com a méo dominante ou sem fistula
implantada, a preensédo foi realizada trés vezes com intervalos de cerca de 30

segundos. O maior valor obtido foi considerado.

Composicao corporal foi quantificada por absortometria de raio-X de dupla
energia (DEXA), realizada apos a sessdo de hemodidlise. Foi realizada varredura do
corpo total com obtencdo de imagens de todas as areas em aparelho Hologic® QDR-
2000 (Waltham,MA, USA). Densidade 6ssea, massa magra total e massa gorda total
foram calculadas pelo software integrado, bem como de compartimentos (membros
inferiores direito e esquerdo, membros superiores direito e esquerdo, tronco, cabeca).
indice de massa muscular apendicular foi calculado dividindo a soma da massa magra

de membros superiores e inferiores pelo quadrado da altura.
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Formulario para registro alimentar de 72 horas foi entregue aos participantes,
qgue receberam instrucbes de como preenché-lo. Orientagbes nutricionais foram
continuamente realizadas pela equipe de nutricAo, de acordo com guidelines

internacionais de nutricdo em hemodialise (25,26).

Parametros laboratoriais

Concentracfes séricas de creatinina, ureia, albumina, bicarbonato, colesterol
total e fragbes, triglicerideos, calcio, fésforo, fosfatase alcalina (calorimétrico
enzimatico, quimica seca Vitros 950, Johnson & Johnson®), PTH
(quimioluminescéncia, Architect i2000, Abbott), hemoglobina sérica (Pentra 120, ABX
Horiba), proteina C-reativa (imunoquimico de ponto fixo, Vitros 950, Johnson &
Johnson), 25-hidroxivitamina-D [25(OH)D] sérica (imunoensaio quimioluminescéncia;
Architect i2000, Abbott) foram determinadas. A coleta de sangue foi realizada antes da
sessao de didlise. Todas as medidas foram realizadas no laboratério especializado do

HC-FMB. Kt/V foi calculado pela férmula de Daugirdas (27).

Andlise estatistica

Calculo amostral foi feito baseado no trabalho de Cangussu et al (18). Com
poder de 95%, nivel de significancia de 5% e assumindo uma perda de 25%, o
tamanho amostral foi estimado em 14 pacientes por grupo para detector aumento da

forca muscular apés suplementagéo de colecalciferol.

Dados foram expressos em média + desvio padrao, frequéncias e alteractes
nos parametros apos as intervengdes foram expressos em porcentagem. Foi calculada
a porcentagem das variaveis no momento pés-intervencao equivalente aos valores do

momento pré-intervengdo (% = valor pés-intervencao *100 / valor pré-intervencao).
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Normalidade foi testada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Variaveis com distribuicdo
ndo paramétrica passaram por transformacdo logaritmica para normalizar sua
distribuicdo. Teste qui-quadrado foi utilizado para comparacdo de proporgdes.
Correlacdo de Pearson ou Spearman foi utilizada para verificar se houve correlacéo
entre a alteracdo da concentracdo sérica de 25(OH)D com alteracdo das demais
variaveis bioquimicas e nutricionais. Essas andlises foram realizadas com o software

SPSS for Windows (Version 22.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

ANOVA de duas vias foi utilizado para comparacdo das caracteristicas dos
pacientes dos quatro grupos e para comparar as porcentagens das variaveis no
momento pés-intervencao equivalente aos valores do momento pré-intervencao. Este
teste fornece trés p-valores: um relativo a intervencdo suplementacdo, um relativo a
treinamento aerdbico intradialitico e por udltimo, relativo a interacdo entre estas
intervengdes. Quando um dos p-valores foi significativo, os grupos foram comparados
usando post-hoc Tukey. Essa andlise foi realizada com o software SigmaStat for

Windows (Version 3.5, Systat Software Inc., CA, USA). SignificAncia estatistica foi

considerada quando p<0.05

Resultados

Sele¢do e inclusdo de pacientes estd resumida na Figura 1. Havia 248
pacientes prevalentes em hemodialise, destes 62 foram considerados elegiveis para o
estudo. Trinta pacientes se recusaram a participar, e trés foram excluidos apés o teste
ergométrico, devido ao aumento importante da pressao arterial. Portanto, 29 pacientes
foram apresentados para randomizagdo. Destes, nove foram excluidos durante a
intervencdo, seis por serem submetidos a transplante renal, um infarto agudo do

miocardio, um diagnostico de neoplasia e uma desisténcia.
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Nao houve diferenca significativa na comparacdo das caracteristicas iniciais
dos pacientes que foram incluidos (n=29) e os pacientes que completaram a
intervencdo (n=20). Caracteristicas demogréficas e clinicas iniciais dos pacientes que
completaram a intervencdo e comparacoes entre 0os quatro grupos estdo detalhadas
na tabela 1. As principais causas de doenca renal em estagio final foram nefropatia
diabética (30%), seguida por glomerulonefrites (25%) e nefroesclerose hipertensiva

(20%).
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Figura 1. fluxograma das inclusdes,

exclusbes e

randomizacdo dos

participantes do ensaio clinico (Grupos: suplementacdo de vitamina D e treinamento

aerobico intradialitico (VD+TAID) n=5; placebo e treinamento aerdbico intradialitico

(PL+TAID) n=4; suplementacdo de vitamina D (VD) n=5; e placebo (PL) n=6;

Abreviagdes: Transplante renal: Tx)
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Tabela 1: caracteristicas demograficas e clinicas iniciais da populagéo estudada e comparacao entre 0s quatro grupos

Caracteristica Todos pacientes (n=20) VD + TAID (n=5) PL + TAID (n=4) VD (n=5) PL (n=6)
Sexo [masculino (%)] 11 (55) 4 (80) 2 (50) 1(20) 4 (66.7)
Idade (anos) 60.1 + 14.2 58.3+9.4 63.2 £9.0 455 +141 719 +9.8°
Diabetes n (%) 7 (35) 2 (40) 2 (50) 0 (0) 3 (50)
Uso de calcitriol n (%) 11 (55) 4 (80) 2 (50) 3 (60) 2 (33.3)
Tempo em dialise (meses) 34 +£28.9 12+9.4 28+ 17.5 54+42.4 39 +23.7
Ureia sérica (mg/dl) 111 £29.2 119 +29.3 109 + 44.5 110 +18.7 106 + 31.3
Creatinina sérica (mg/dl) 9.8+2.6 106+1.6 79+1.2 10.4+3.9 9.7+26
Albumina sérica (g/dl) 40+04 41+04 41+0.1 3.9+£05 3.8+£0.2
Hemoglobina (g/dl) 11.7+15 12.0+1.7 12.0+ 0.6 11.2+15 11.7+1.9
25-hidroxivitamina D sérica (ng/ml) 34.6 £10.1 31.7+3.8 35.3+13.9 28.5+8.2 33.2+12.2
indice de massa corporal (kg/m?) 27.6+4.7 25.7+4.8 29.3+6.8 28.4+£4.5 27.4 £ 3.7
Forca de preensdo manual (kg) 224+7.8 20.6 £8.0 21.5+9.1 24.8 £ 10.3 225+5.9

Suplementac¢éo de vitamina D e treinamento aerdbico intradialitico (VD+TAID) n=5; placebo e treinamento aerdbico intradialitico (PL+TAID) n=4;

suplementacéo de vitamina D (VD) n=5; e placebo (PL) n=6.

#p<0.05 comparado ao grupo VD
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Todos os pacientes apresentavam pontuacdo de 6 ou 7 na avaliacdo subjetiva
global, o que corresponde a bom estado nutricional. A média geral de 25(OH)D sérica
foi 34.6 £ 10.1 ng/ml e ap6s a intervencdo aumentou 37.4% nos pacientes
suplementados com colecalciferol (pré-intervencdo: 30.1 * 6.26 ng/ml; pos-
intervencdo: 41.3 + 9.85 ng/ml; p<0.001), enquanto diminuiu 2.6% nos que receberam

placebo.

Concentracdo sérica 25(OH)D aumentou significativamente em ambos os
grupos que foram suplementados, independente do treinamento. Nao houve diferenca
significativa nos grupos que receberam placebo. Pardmetros bioquimicos relacionados
ao metabolismo mineral 6sseo ( fésforo, calcio, PTH e fosfatase alcalina séricos) néo
foram alterados significativamente pela suplementacdo de vitamina D ou pelo
treinamento aerdbico e ndo houve interacdo significativa (Tabela 2). Nao foi possivel
avaliar a ingestéo alimentar dos participantes, devido a baixa adesao na entrega do
registro alimentar de 72 horas (25% dos pacientes ndo entregaram o registro alimentar

no momento pré-intervencao e 50% nao entregaram pas-intervencao).

Variagdo do HDL-colesterol foi significantemente maior no grupo VD+TAID
comparado com o grupo PL+TAID (p=0.010) e no grupo VD comparado com PL
(p=0.043). Variacao de triglicerideos do grupo VD+TAID foi menor comparado com VD
(p=0.011) (Tabela 3). Houve interacdo significativa entre as intervencbes nos
triglicerideos e HDL-colesterol. Os demais parametros bioquimicos ndo foram
diferentes entre os momentos e entre 0s grupos e nao foram alterados pelas

intervencgodes.

Apesar das intervengfes ndo apresentarem efeito sobre o estado inflamatério,
avaliado pela PCR (Tabela 3), foi encontrada correlacdo negativa significante entre
alteracdo da concentragdo sérica de 25(OH)D e alteragcdo no PCR (Figura 2B). Foi

encontrada correlacdo positiva entre alteracdo da concentracao sérica de 25(0OH)D e
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alteracao da forgca de preensdo manual (Figura 2A). Nao houve correlagéo significante

entre a alteracdo da concentracdo sérica de 25(OH)D e os outros parametros

bioquimicos e nutricionais.
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-1.5 4
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Variag¢do da 25-hidroxivitamina D sérica (ng/ml) Variagdo da 25-hidroxivitamina D sérica (ng/ml)

Figura 2: correlagdo entre variagdo da concentragdo seérica de

25-

hidroxivitamina D e variacdo da forca de preensdo manual (A) e entre variagdo da

concentracdo sérica de 25-hidroxivitamina D variagdo da proteina C-reativa (B).
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Tabela 2: variagdo das caracteristicas bioquimicas relacionadas ao metabolismo mineral 6sseo dos 4 grupos (n=20)

. Momento C p valor
Caracteristica Grupo — p- — po % de variacéo po - p
Pré intervencdo  POs intervencao Suplementacdo Treinamento Interagdo
VD+TAID 31.7+£3.80 40.1+7.49 126.4 +15.2
25-hidroxivitamina PL+TAID 35.3£13.92 33.0+£11.87 959+ 14.6
D sérica (ng/mL) VD 28.5+8.21 42.5+12.58 152.4 + 41.1 0.003 0.139 0.462
PL 33.2+12.21 33.3+7.90 1049+ 175
o VD+TAID 8.8+0.4 8.6+0.8 98.8+12.5
Célcio (mg/d) - p 4 TAID 9.9+1.49 9.7+1.0 97.8+7.9 0.699 0.777 0.855
VD 9.0+0.9 9.0+0.4 101 +11.2 ' ' '
PL 9.1+0.4 9.0+0.7 98.3 +8.5
VD+TAID 5.2+0.9 4.6+1.8 91.6 + 38.3
. PL+TAID 5.5+1.18 4.8+1.5 86.1+ 14.9
Fasforo (mg/dl) VD 5 7409 6.9+ 2 1231 +515 0.446 0.155 0.652
PL 5.2+1.3 5.1+0.7 102.9 + 26.8
VD+TAID 431 + 251 414.4+304.6 130.4 +113.0
PL+TAID 495 + 409 676.0+755.7 133.4 +59.6
PTH (pg/mi) VD 537 + 264 473.4+285.1 105.8 + 78.6 0.963 0.456 0.902
PL 202 +143 154.4+98.6 99.1+78.3
VD+TAID 134.2+62.3 157.4+101.3 115.7 + 19.50
Fosfatase Alcalina PL+TAID 109.7+47.46 132.0+69.1 117.2 +7.27
un VD 139.8+£82.7 115.6+£25.4 98.3x17.6 0.760 0.123 0.685
PL 113.7+42.4 98.2+40.4 87.9+7.49

Suplementacao de vitamina D e treinamento aerdbico intradialitico (VD+TAID) n=5; placebo e treinamento aerdbico intradialitico (PL+TAID) n=4;

suplementacéo de vitamina D (VD) n=5; e placebo (PL) n=6.



Tabela 3: variagdo das caracteristicas bioquimicas relacionadas ao perfil lipidico e inflamagé&o dos 4 grupos (n=20)

. Momento L p valor
Caracteristica Grupo - = - ” % de variacao ” ; =
Pré intervencdo  POs intervencao Suplementacdo Treinamento Interagdo
VD+TAID 158 + 39 149 + 42 97.8+33.3
CO'eStejz'l total - p| 4TAID 157 +32 157 + 20 101.1£9.5 0,605 0676 0552
(mgfdl) VD 145 + 54 154 + 57 107.4 £ 10.6 ' ' '
PL 116 £ 19 113+ 12 99.4 £ 18.3
VD+TAID 38=x7 44 + 16 114.4 £ 20.1
HD'-(ﬁ‘;'/%T)tero' PL+TAID 42+6 35+ 13 81.1+ 19.3* 0142 0720 0013
VD 40+ 11 377 95.8+12.0 ' ' '
PL 27+£5.1 28+4 105.3 £ 16.2#
VD+TAID 185 £ 53 127 + 49 69.2 £18.2
Triglicerideos PL+TAID 182 + 46 253 £43 145.1 + 39.4
(mg/dl) VD 168 + 85 195+ 113 118.8 £ 57.9* 0.169 0.971 0.012
PL 186 £ 91 165 + 80 94.1+32.3
VD+TAID 1.32+0.78 1.34 £ 0.52 126.3+71.9
Proteina C reativa PL+TAID 0.6 £0.20 1.25+£0.90 238.9+193.2
(mg/dl) VD 1.48 £ 0.69 0.92 £ 0.50 70.2 £ 34.3 0.108 0.318 0.661
PL 0.83 £ 0.40 1.27+£0.75 194.1 £ 156.7

Suplementacao de vitamina D e treinamento aerébico intradialitico (VD+TAID) n=5; placebo e treinamento aerdbico intradialitico (PL+TAID) n=4;
suplementacéo de vitamina D (VD) n=5; e placebo (PL) n=6.

* P<0.05 quando comparado com VD+TAID; #p<0.05 comparado ao grupo VD.
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Forca de preensdo manual aumentou significantemente no grupo VD+TAID
comparado com o grupo PL+TAID (p=0.05), e a intervencdo suplementacdo de
vitamina D apresentou efeito significante no aumento da forca de preensdo manual
(Tabela 4). A alteracdo dos valores brutos da forca de preensdo manual foi
marginalmente significante no grupo VD+TAID (p=0.057). Alteracdo das médias da
forca de preensdo manual dos grupos nos momentos pré e pos intervengdo esta na
figura 3. Suplementacao de vitamina D ainda apresentou efeito no aumento do IMC,
porem nédo foi possivel identificar se esse aumento de peso correspondeu a massa
magra ou gordura corporal, ja que ambos ndo apresentaram diferencas entre 0s

grupos (Tabela 4).

30 -

enipew\/D+TAID
@@=PL+TAID
VD

20 - apmmP |

Forga de preensao manual (kg)

15 . .
pré intervencao pos intervengdo

Figura 3: evolucdo da média da for¢ca de preensdo manual dos quatro grupos
(Suplementacéo de vitamina D e treinamento aerdbico intradialitico (VD+TAID) n=5;
placebo e treinamento aerébico intradialitico (PL+TAID) n=4; suplementacédo de
vitamina D (VD) n=5; e placebo (PL) n=6.).
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Tabela 4: variagdo das caracteristicas da avaliagéo nutricional dos 4 grupos (n=20)

- Momento o p valor
Caracteristica Grupo L ~ . ~ % de variacdo ~ . ~
Pré intervencdo  POs intervencao Suplementacdo  Treinamento Interacdo
VD+TAID 20.6+8.0 26.2+9.5 130.5 + 33.6
Forca de preensdo  PL+TAID 21.5+9.1 20.7£9.1 97.9+ 15.1*
manual (kg) VD 24.8+10.3 27.6+8.0 118.9 + 34.1 0.023 0.622 0.553
PL 22.51£5.9 22.246.4 98.1+7.6
) VD+TAID 25.7£4.8 27 £5.2 105.1+4.8
Indice de massa PL+TAID 29.3+6.8 29.8+£7.7 101.3+£3.5
corporal (kg/m2) VD 28.5+4.6 29.2+4.1 102.7 £1.9 0.043 0214 0.824
PL 27.4+£3.7 27.444.2 99.7+£2.8
VD+TAID 50.3+9.7 48.5+£8.5 96.8 £ 3.8
PL+TAID 47.8+£10.2 47.8+£9.8 100.1 +£6.3
Massa magra (k) —~ “y/p 47.6+5.3 48.0+6.1 100.9+ 5.8 0.172 0.090 0.906
PL 45.7+4.3 47.3+5.3 1034+ 3.8
indice de massa VD+TAID 7917 7716 97.2+3.8
muscular PL+TAID 7.7+13 74+1.0 96.1£8.0 0.952 0.237 0.560
apendicular (kg/m2) VD 79106 7.8+0.8 98.6 + 3.8
PL 7.7+£0.9 7.7+£0.9 100 £ 3.2
VD+TAID 21.4+8.0 23.9+9.5 109.9+10.1
Gordura corporal PL+TAID 24.5+12.9 25.6+£13.5 102.8 £+ 5.7
total (kg) VD 25.917.0 26.746.2 1025+ 7.3 0.167 0.190 0.608
PL 22.149.5 22.149.7 98.7+£5.9

Suplementacao de vitamina D e treinamento aerdbico intradialitico (VD+TAID) n=5; placebo e treinamento aerdbico intradialitico (PL+TAID) n=4;

suplementacéo de vitamina D (VD) n=5; e placebo (PL) n=6.

* P<0.05 quando comparado com VD+TAID
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Discussao

O presente estudo avaliou a influéncia de dois tipos de intervencéo,
treinamento aerobico intradialitico e suplementagdo de vitamina D, isoladas ou
associadas, sobre parametros bioquimicos, funcdo muscular e composi¢ao corporal de
pacientes em hemodidlise. As intervenc¢des agiram sinergicamente no incremento do
perfil lipidico, e suplementacao de vitamina D agiu na melhora da fun¢cdo muscular e
no aumento de peso corporal, sem alteracdo da composicédo corporal. Pelo nosso
conhecimento, esse € o0 primeiro ensaio realizado em pacientes em hemodialise que

avaliou o efeito dessas duas intervencdes sobre esses desfechos.

Os efeitos anti-inflamatérios do exercicio fisico (28) e da vitamina D (29-31) ja
foram descritos previamente em pacientes em hemodialise, e podemos associar uma
melhora no perfil inflamatério dos pacientes com melhora do apetite e
consequentemente aumento da ingestdo alimentar, promovendo assim o aumento do
peso corporal. De fato, houve uma correlagéo negativa significativa entre a variacdo na
concentracdo sérica de 25(OH)D e variacao da PCR. Dados de avaliagdo de ingestédo
alimentar e marcadores inflamatorios especificos seriam Gteis para interpretar melhor
alguns resultados. Nao se confirmou nessa série o aumento da ingestédo alimentar dos
participantes, devido a baixa adesao na entrega do registro alimentar de 72 horas.
Frey et al (32) notaram aumento da ingestdo cal6rica e proteica de pacientes em

hemodialise submetidos a exercicio aerébico intradialitico.

Apesar do aumento de peso corporal associado a suplementacédo de vitamina
D, perfil lipidico melhorou no grupo VD+TAID (aumento do HDL-colesterol e
diminuicdo de triglicerideos). No grupo PL+ TAID houve piora do HDL-colesterol,
mostrando o efeito benéfico da interacao entre as intervencfes. Estudos transversais
mostram associagdo negativa entre 25(OH)D e triglicerideos séricos, e associacao

positiva entre 25(0OH)D e HDL-colesterol (33). Efeito da suplementacéo de vitamina D
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sobre o perfil lipidico ja foi verificado em ensaios, mas os resultados ainda sao
controversos (34). Em pacientes em hemodialise, dois ensaios verificaram o efeito da
suplementacdo de calcitriol sobre o perfil lipidico (35,36), e em ambos houve
diminuicdo da concentracéo sérica de triglicerideos. Porém, em nosso estudo o efeito
da vitamina D sobre o perfil lipidico foi significativo somente em conjunto com o

treinamento aerdbico.

Os efeitos da vitamina D sobre o musculo esquelético ainda nao sao
completamente esclarecidos. Apesar da existéncia de receptores de vitamina D (VDR)
em células musculares ter sido questionada (37), estudos mais recentes em ratos e
em humanos mostram a presenca desses receptores em amostras de musculo (38,39)
e as consequéncias da delecdo desse receptor (39). Analises transversais mostraram
resultados que associam positivamente concentracdo sérica de 25(OH)D com maior

forgca muscular (11,13,14,16).

Alguns ensaios clinicos controlados, duplo-cegos, mostram o efeito da
suplementacédo de vitamina D sobre o musculo (18,19,38,40), enquanto outros ensaios
revelam resultados contrarios (41,42). Contudo, a maioria dos estudos considera
satisfatério o nivel sérico de 25(OH)D entre 20 e 30 ng/ml (50 e 75 nmol/L,
respectivamente). Esse valor de referéncia foi definido baseado na manutencdo de
concentracdo sérica normal de PTH e célcio (43), e ndo h& ponto de corte especifico
baseado na saude muscular. A sociedade de endocrinologia (The Endocrine Society)
sugere que a concentracao sérica deve ser mantida acima de 30 ng/ml para maximizar
o efeito da vitamina D no metabolismo muscular (43). Bataille et al (44) verificaram
que pacientes em hemodidlise com niveis séricos de 25(0H)D < 30 ng/mL
apresentavam menor forga muscular avaliada pela forca de preensdo manual.
Pacientes com 25(OH)D >40 ng/mL nédo foram mais fortes do que pacientes com
niveis de 25(0OH)D entre 30 e 40 ng/mL, mostrando que pode haver um efeito platd

(44). Estudos epidemiolégicos sugerem nivel sérico entre 30 e 40 ng/ml para a
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prevencdo de quedas devido a melhor fungdo dos membros inferiores (45). Os
pacientes do grupo VD+ TAID atingiram concentragcdo sérica que variou de 32 ng/ml
até 51.7 ng/ml, enquanto no grupo VD apenas um paciente finalizou a intervencédo com
concentracdo seérica < 30 ng/ml (24.7 ng/ml). Os outros apresentaram concentracao

sérica que variou de 36 a 55.6 ng/ml.

A suplementacdo com vitamina D é capaz de aumentar a concentracdo de
VDR intramionucleares, principalmente nas fibras tipo Il (38), aumentando assim, o
efeito da vitamina D sobre o musculo. A forca de preensdo manual foi o método
utilizado para avaliagdo da fungdo muscular. E uma medida simples e confiavel da
funcdo muscular, frequentemente utilizado em situagdes clinicas para avaliar o estado
nutricional (46). A forca muscular ainda tem a vantagem de ser um marcador que

precede a perda de massa muscular, possibilitando intervengdes mais precoces.

Além da influéncia da suplementacao de vitamina D sobre a expresséo de VDR
em células musculares, existem indicios de que o exercicio fisico também pode
aumentar expressdo desses receptores no musculo. Em um estudo realizado em
ratos, Makanae et al (47) verificaram que ap0s uma sessao aguda de contracdes
musculares houve aumento da expressao dos VDR no mesmo musculo e de proteinas
relacionadas com sua expressdo. Contudo, esse efeito ndo foi verificado apos uma
sessdo de treinamento aerdbico. Mais estudos ainda sdo necessarios para aprofundar
a contribuicdo do exercicio fisico na expressdao de VDR, mas hipotetizamos que o
exercicio de resisténcia poderia apresentar interacdo com a suplementacao de
vitamina D no incremento da funcdo muscular. O exercicio de resisténcia é a
estratégia mais consistente para o ganho de massa e forca muscular (48), enquanto
exercicio aerobico promove melhora da capacidade fisica e funcional (28,49,50),
mesmo que ndo haja aumento da massa muscular. Alguns estudos cuja intervencao

foi o treinamento aerdbico, mostram aumento da &rea transversal das fibras
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musculares (51,52), enquanto outros mostram manutencdo da massa magra (49,53), o

que aconteceu em nosso trabalho.

Alguns estudos encontraram associacdo de concentracao sérica de 25(OH)D
com for¢ca muscular, mas ndo com massa muscular (15,20). De fato, a forca muscular
néo € dependente somente da quantidade de massa muscular e a taxa de declinio da
forca é desassociada da perda de massa muscular (54). A importancia do ganho de
forca muscular com essa intervencao relativamente simples e de baixo custo é que,
além de maior forga ser associada menor risco de declinio da capacidade funcional,
dependéncia para atividades da vida diaria e desabilidade (55), ela também esta

associada com menor risco de mortalidade em pacientes em hemodialise (6-8).

As principais limitacbes desse trabalho s&o o pequeno tamanho amostral, o
fato dos pacientes serem prevalentes e nao incidentes em hemodidlise e as perdas em
todos o0s grupos. Apesar disso, com uma intervencdo relativamente simples
mostramos resultados positivos em relacdo ao aumento de forga muscular e melhora

do perfil lipidico.

O fato de que alguns pacientes ja faziam uso do calcitriol previamente pode ser
0 viés mais importante deste ensaio. Porem, considerando que o uso de calcitriol foi
homogéneo entre os grupos e que, durante a intervencdo, somente um paciente do
grupo PL deixou de usar calcitriol e calcitriol foi prescrito a outro paciente desse
mesmo grupo, consideramos que esse viés poderia somente atenuar os resultados
encontrados. Apesar do uso de calcitriol por alguns pacientes, os resultados foram
significativos. Ainda, o calcitriol € uma medicacdo comumente usada em hemodialise
devido as consequéncias da deficiéncia na ativagdo da vitamina D, e um ponto forte
desse ensaio é que se trata de um “real world clinical trial”, ou seja, a eficacia das

intervengBes implementadas foram avaliadas nas condigBes usuais de assisténcia
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clinica. Ainda, os resultados correspondem a realidade do tratamento dos pacientes

em hemodidlise e sdo facilmente traduziveis para a prética clinica (56).

Por outro lado, esse estudo envolve uma amostra criteriosamente selecionada,
pois 0s pacientes incluidos apresentavam bom estado de salde geral e nédo
apresentavam doenca cardiovascular prévia. Assim, a maioria das perdas de
pacientes durante o periodo de intervencdo ocorreu devido a transplante renal, visto

estarem em adequadas condic@es clinicas.

Em conclusdo, a suplementacdo de colecalciferol e treinamento aerdbico
intradialitico interagiram na melhora do perfil lipidico em pacientes em hemodidlise
cronica. Suplementacdo de colecalciferol promoveu melhora da funcdo muscular,

avaliada pela for¢a de preens@o manual, e aumento de peso corporal.

Mais estudos sédo necessarios para verificar o efeito de outras modalidades de
treinamento fisico em conjunto com a suplementacdo de colecalciferol sobre a
composigao corporal e fungdo muscular, bem como maior tempo de intervencgdes e o

impacto delas sobre os desfechos duros.
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Abstract

Background: function and muscle mass depletion is frequent in hemodialysis
patients, as well as vitamin D deficiency. Vitamin D supplementation exerts positive
effects on muscles, and clinical trials combining vitamin D supplementation and
physical training have promoted improvements on functional capacity and muscle

quality in elderly.

Objective: to assess the effects of vitamin D supplementation and intradialytic
aerobic training (IDAT) on biochemical parameters, body composition, and muscle

function in patients on maintenance hemodialysis.

Methods: clinical trial with two arms: randomized, controlled, and double-blind
for vitamin D, and randomized, controlled and open-label for IDAT. Patients were
randomized in one of the four groups: vitamin D supplementation and IDAT, placebo
and IDAT, vitamin D supplementation, and placebo. Muscle mass was assessed by
dual-energy X-ray absorptiometry and muscle function was assessed by handgrip
strength. Intervention lasted 16 weeks. IDAT program was performed using cycle
ergometer, three times a week during hemodialysis session. Vitamin D
supplementation was cholecalciferol 50,000 IU per week and vitamin D status was

evaluated by serum 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) levels.

Results: twenty-nine patients were enrolled in this trial. Nine were excluded

during the intervention, six of them due to kidney transplant. Serum vitamin D
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significantly rose in both groups supplemented with cholecalciferol (baseline: 30.1 +
6.26 ng/ml; post-intervention: 41.3 = 9.85 ng/ml; p<0.001). There was a significant
interaction between interventions improving triglycerides and HDL-cholesterol. There
was significant correlation between variation of serum 25(OH)D and CRP, and variation
of serum 25(OH)D and handgrip strength. Vitamin D supplementation had a significant
effect on the increase of handgrip strength and BMI. It was not possible to identify
whether this weight gain corresponded to lean mass or body fat, since both presented

no differences among groups.

Conclusion: cholecalciferol supplementation and IDAT interacted improving lipid
profile in maintenance hemodialysis patients. Cholecalciferol supplementation

promoted muscle function improvement and body weight gain.

Keywords: body composition, cholecalciferol, handgrip strength, hemodialysis,

physical training.

Introduction

The main cause of mortality in patients with chronic kidney disease (CKD) is
cardiovascular, due to the presence of several traditional and non-traditional risk
factors. The traditional risk factors are ageing, hypertension, dyslipidemia and diabetes.
The non-traditional are: chronic systemic inflammation, oxidative stress, left ventricular
hypertrophy, volume overload, anemia, vascular calcification and protein energy

wasting. The latter is mainly characterized by skeletal muscle mass depletion (1).

Muscle mass depletion is highly prevalent among CKD patients and it is
associated with morbidity and mortality in hemodialysis patients (2-4). Interventions

aiming the improvement of muscle mass in these patients have been explored (5).
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However, not only muscle mass decrease, but also low muscle strength and function
are associated with greater mortality risk (6-8), independent of muscle mass (8).
Therefore, interventions exploring the increase of muscle function may also be

significant for improving quality of life and reducing the mortality risk.

With CKD progression, vitamin D activation becomes impaired. Serum levels of
vitamin D, which are assessed by the metabolite 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D], has
been positively associated with muscle mass (9-12), muscle strength and function (10-
16) in general population and different clinical conditions, such as obesity, ageing, hip
fracture, and CKD. Gordon et al (17) verified in a cross-sectional study that patients on
maintenance hemodialysis who were receiving calcitriol or paricalcitol had better
results in tests evaluating physical performance, muscle strength, and muscle mass

than those patients that were not.

Some trials with postmenopausal women, young men and a metanalysis, which
included trials with different populations, verified that vitamin D supplementation exerts
positive effects on skeletal muscle (18-20). However, this issue was not investigated in
randomized controlled clinical trials in hemodialysis patients. Recently, it was verified
that vitamin D supplementation associated with physical training promoted

improvements on functional capacity tests (21) and muscle quality (22) in elderly.

Vitamin D supplementation and physical training affect muscle function and
mass. Therefore, our hypothesis is that both interventions act synergistically on muscle
increment of patients on hemodialysis. Thus, the objective of this trial was to evaluate
the effects of vitamin D supplementation and intradialytic aerobic training, alone or
combined, on biochemical parameters, body composition and muscle function of

maintenance hemodialysis patients.

Methods
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Participants

Patients older than 18 years, diagnosed with CKD, on maintenance
hemodialysis for at least three months in the Clinics Hospital of the Botucatu Medical
School, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Botucatu, Sao Paulo, Brazil
(22°53'09" S, 48°26'42" W) were included. Individuals were excluded if they met at
least one of the following criteria: inability to understand the performed procedures
(assessments and interventions), previous diagnosis of coronary artery disease,
positive stress test for cardiac ischemia, stroke, cancer, hepatic insufficiency, chronic
or active infection, uncontrolled hypertension (systolic blood pressure = 160 mm Hg or
diastolic blood pressure = 100 mm Hg), limb amputation, who were supplemented with
cholecalciferol or ergocalciferol in the last year, using medicines that may influence

body composition, such as corticosteroids or antiretroviral therapy.

Inclusion occurred from March 2013 to March 2015. During this period,
electronic medical records of all prevalent patients on hemodialysis in the unit were

screened to select those patients likely to be invited to take part in the research.

Informed consent was obtained from all participants, and the study was
approved by the Research Ethics Committee from the institution. This trial was
registered and approved by REBEC (Brazilian Clinical Trials Registry) under the

registration number RBR — 8ykyws

Cardiac assessment

Results from stress test were used as exclusion criteria in case of myocardial
ischemia identification. The assessment was performed according to Brazilian
Cardiology Society guideline of 2010, with Bruce protocol (23). The stress test was

performed on treadmill with electrocardiographic, blood pressure, and subjective
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feeling of fatigue monitoring. All patients were instructed to use their medication as
usual, so the maximum heart rate obtained in the test represented the reality of each
patient during the performance of physical activities. The test was interrupted in cases
of atypical changes in blood pressure and heart rate, clinical manifestations of chest
discomfort, disproportionate dyspnea to the intensity of the exertion, and important

alteration in electrocardiogram (23).

Study design

Clinical trial in hemodialysis patients, with two arms: randomized, double-blind,
and controlled with placebo for vitamin D supplementation, and randomized, opened,
and controlled for intradialytic aerobic training. Patients were randomized in four

groups, as following:

* VD+IDAT: vitamin D supplementation and intradialytic aerobic training;
* PL+IDAT: placebo and intradialytic aerobic training;

e VD: vitamin D;

* PL: placebo.

Individuals were assessed before and after the intervention.

Randomization and blinding

Allocation of patients in one of the four groups was defined after the inclusion in
the study and after the stress test. Participants were continuously randomized through
lists generated by randomization website previously printed. These lists were hold by a
person who did not perform the assessments or intervention. Firstly, training allocation
was randomized from one list (intradialytic aerobic training or control). After, vitamin D

supplementation allocation was defined from another list (vitamin D or placebo).
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Allocation rate was 1:1 for aerobic training groups and vitamin D or placebo. The
investigators responsible by assessments and interventions and the participants were

unaware of the group allocation regarding vitamin D supplementation.

Intradialytic aerobic training

Exercise protocol was performed three times a week, during the first two hours
of hemodialysis session. Aerobic training consisted in exercise on cycle ergometer
(Foot Hand Bike — Polimet®) adapted to hemodialysis chair for 30 minutes, which was
progressively increased up to 45 minutes. Training intensity ranged from 65 to 75% of
maximum heart rate, which was obtained from stress test. Heart rate was controlled by
cardiac monitor Polar FS3C®. Intradialytic aerobic training protocol lasted 16 weeks

and it was supervised by the same researchers.

Vitamin D supplementation

One pill containing 50,000 IU of cholecalciferol (Vitamin D3) (Farmacia Cruz
Vermelha, Botucatu, Brazil) was given at the first hemodialysis session of each week,
during the 16 weeks of intervention. Placebo was a pill identical to cholecalciferol pill,

but containing pharmaceutical talc (Farméacia Cruz Vermelha, Botucatu, Brazil).

Nutritional assessment

Nutritional assessment consists in: anthropometric evaluation, subjective global

assessment, handgrip strength test, and body composition evaluation.

Anthropometric evaluation was performed 30 minutes after hemodialysis

session. Body weight and height were measured and body mass index (BMI) was
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calculated dividing body weight by height squared. Seven-point subjective global

assessment adapted for CKD (24) was applied for nutritional status evaluation.

Global muscle function was evaluated by handgrip strength, using a Jamar®
mechanical dynamometer. Patients were instructed to hold the grip with the arm
extended sideways from the body with the dynamometer facing away from the body.
With maximum force with the dominant hand or in the non-fistula hand if implanted, the
grip was hold three times with intervals of about 30 seconds. The maximum value of

the three measurements was considered.

Body composition was quantified by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA).
Total body images were obtained by Hologic® QDR-2000 (Waltham,MA, USA). Bone
density, total lean mass, and total body fat were estimated by the integrated software,
as well as compartments (left and right inferior limbs and superior limbs, trunk and
head). Appendicular muscle mass index was calculated dividing superior and inferior

limbs lean mass by squared height.

Records for 3-day food register were given to the participants, which were
instructed to fill in them. Nutritional counseling was continuously given by renal
nutritionists team, according to nutrition in hemodialysis international guidelines

(25,26).

Laboratorial parameters

Serum levels of creatinine, urea, albumin, bicarbonate, total and HDL-
cholesterol, triglycerides, calcium, phosphorus, alkaline phosphatase (enzymatic
calorimetric, Vitros 950, Johnson & Johnson®), PTH (chemiluminescence, Architect
i2000, Abbott), hemoglobin (Pentra 120, ABX Horiba), C-reactive protein (immuno

assay, Vitros 950, Johnson & Johnson), 25-hydroxyvitamin-D [25(OH)D]
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(immunochemiluminescence; Architect 2000, Abbott) were determined. Blood was
colected before hemodialysis session. All measurements were performed at the
specialized chemistry laboratory of the Clinics Hospital of Botucatu Medical School.
Dialysis adequacy was measured by Kt/V, and it was calculated using the formula of

Daugirdas (27).

Statistical analysis

Sample size calculation was based on a report by Cangussu et al (18). With a
power of 95%, significance level of 5% and assuming a dropout rate of 25%, the
sample size was estimated in 14 patients per group to detect increase muscle strength

after cholecalciferol supplementation.

Data were expressed in mean + standard deviation. Frequencies and alteration
in parameters after the interventions were expressed in percentage. The percentage of
the variables in the post-intervention moment correspondent to the baseline values was
calculated (% = post-intervention value * 100/ baseline value). Normality was tested by
Kolmogorov-Smirnov test. Variables with non-parametric distribution underwent log
transformation to normalize their distribution. Pearson or Spearman’s correlation was
used to verify the correlation between variation of 25(OH)D serum levels and variation
of biochemical and nutritional variables. These analyses were performed using SPSS

for Windows (Version 22.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Two-way ANOVA was used to compare baseline characteristics among the four
groups and the percentage of the variables in the post-intervention moment
correspondent to the baseline values. When there was a significant p-value, the groups
were compared using Tukey post hoc analysis. This test provides three p-values: one
concerning the supplementation intervention, one concerning intradialytic aerobic
training and, finally, the interaction between these interventions. This last analysis was
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performed with SigmaStat for Windows software (Version 3.5, Systat Software Inc.,

CA, USA). Level of statistical significance was p < 0.05.

Results

Patients’ selection and inclusion are summarized in Figure 1. There were 248
patients prevalent in hemodialysis, 62 were considered eligible for the study. Thirty
patients refused to participate, and three were excluded after exercise testing due to
the significant increase in blood pressure. Therefore, 29 patients were enrolled for
randomization. Nine of these were excluded during the intervention, six due to kidney

transplantation.

There was no significant difference in the comparison of baseline characteristics
of included patients (n=29) and patients who completed the intervention (n=20).
Baseline demographic and clinical characteristics of patients who completed the
intervention and comparisons among all groups are detailed on Table 1. The main
causes of end-stage kidney disease were diabetic nephropathy (30%),

glomerulonephritis (25%), and hypertensive nephrosclerosis (20%).

All patients presented score of 6 or 7 on subjective global assessment, which
corresponds to good nutritional status. Baseline mean serum 25(OH)D was 34.6 + 10.1
ng/ml, which increased 37.4% after the intervention in patients supplemented with

cholecalciferol, and decreased 2.6% in patients who received placebo.

Intradialytic aerobic training was well tolerated by the patients. There were no

hypotension episodes or unexpected events during or after training sessions.

Serum 25(OH)D levels significantly increased in both supplemented groups,
independent of training (baseline: 30.1 £ 6.26 ng/ml; post-intervention: 41.3 + 9.85

ng/ml; p<0.001). There was no significant difference in groups that received placebo.
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Biochemical parameters related to mineral and bone metabolism (serum phosphate,
calcium, PTH, and alkaline phosphatase) were not altered by vitamin D
supplementation or aerobic training, and there was no interaction (Table 2). It was not
possible to assess participants’ food intake, because of low compliance in returning
filled-in 3-day food records (25% of patients did not return the records at the pre

intervention moment, 50% of the patients did not at the post-intervention).

HDL-cholesterol variation was significantly greater in VD+IDAT group compared
to PL+IDAT group (p=0.010) and in group VD compared to PL (p=0.043). Triglycerides
variation was lower in the VD + IDAT group compared to VD (p = 0.011) (Table 3).
There was a significant interaction between interventions on triglycerides and HDL-
cholesterol. Other biochemical parameters were not different between moments and

among groups and they were not altered by both interventions.

Although the interventions had no effect on the inflammatory state, which was
assessed by CRP (Table 3), a significant negative correlation between alteration of
25(OH)D serum levels and alteration of CRP was found (Figure 2B). Positive
correlation between changes in 25(OH)D serum levels and change in handgrip strength
was found (Figure 2A). There was no significant correlation between the change in

25(0OH)D serum levels and other biochemical and nutritional parameters.

Handgrip strength increased significantly in VD+IDAT group compared to the
PL+IDAT group (p=0.05), and vitamin D supplementation intervention had significant
effect on the increase of handgrip strength (Table 4). The change of gross values of
handgrip strength was marginally significant in the VD+IDAT group (p=0.057).
Alteration of mean handgrip strength of the groups at baseline and post-intervention
moments is shown in figure 3. Vitamin D supplementation had an effect on increase of
BMI. However, it was not possible to identify whether this weight gain corresponded to

lean mass or body fat, since both presented no differences among groups (Table 4).
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Discussion

The present study evaluated the effect of two interventions, intradialytic aerobic
training and vitamin D supplementation, alone or associated, on biochemical
parameters, muscle function, and body composition of maintenance hemodialysis
patients. Interventions acted synergistically improving lipid profile, while vitamin D
supplementation acted improving muscle function and increasing body weight, with
body composition preservation. To the best of our knowledge, this is the first trial

evaluating the effects of such interventions on those outcomes in hemodialysis.

Anti-inflammatory effects of exercise (28) and vitamin D (29-31) in hemodialysis
patients have been already described. The improvement of inflammatory profile may be
associated with better appetite and consequently, food intake increase, resulting in
body weight gain. In fact, there was significant correlation between variation of
25(0OH)D serum levels and variation of CRP levels. Food intake data and specific
inflammatory markers would be useful for better understand some results. Increase in
food intake of the participants was not confirmed in this sample, because of the low
compliance in returning the filled-in 3-day food records. Increase in energy and protein
intake of hemodialysis patients submitted to intradialytic aerobic training has been

already verified by Frey et al (32).

Beyond body weight gain associated with vitamin D supplementation, lipid
profile improved in VD+IDAT group (HDL-cholesterol increase and triglycerides
decrease). HDL-cholesterol decreased in PL+IDAT group, showing the interaction
beneficial effect of both interventions. Cross-sectional studies have shown negative
association between serum 25(0OH)D and serum triglycerides, and positive association
between serum 25(OH)D and HDL-cholesterol (33). Vitamin D supplementation effect

on lipid profile has already been verified in clinical trials. However, the results are still
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controversial (34). In hemodialysis patients, two clinical trials evaluated the effect of
calcitriol supplementation on lipid profile (35,36). Serum triglycerides decreased in
both. Though, in our study the effect of vitamin D supplementation on lipid profile was

significant only combined with aerobic training.

Vitamin D effects on skeletal muscle have not been completely elucidated yet.
Although the existence of vitamin D receptors (VDR) in muscle cells had been
guestioned (37), more recent studies in rats and humans have shown the presence of
these receptors in skeletal muscle samples (38,39) and the consequences of VDR
deletion (39). Studies with cross sectional analysis have shown results positively

associating 25(0OH)D serum levels with muscle strength (11,13,14,16).

Some double-blind randomized controlled trials have shown the effect of vitamin
D on muscle (18,19,38,40), while other trials revealed opposite results(41,42).
Nevertheless, the majority of those studies considers 25(OH)D serum levels between
20 and 30 ng/ml (50 and 75 nmol/L, respectively) as satisfactory. These reference
values were defined based on the maintenance of normal serum PTH and calcium
(43), and there is no specific threshold based on skeletal muscle health. The Endocrine
Society suggests to maintain serum levels above 30 ng/ml to maximize the effect of
vitamin D on muscle metabolism (43). Bataille et al (44) verified that hemodialysis
patients with 25(OH)D serum levels below 30 ng/mL had lower muscle strength, which
was assessed by handgrip strength. However, patients with 25(OH)D above 40 ng/mL
were not stronger than patients with 25(OH)D between 30 and 40 ng/mL, showing that,
perhaps, there is a plateau effect (44). Epidemiological studies suggest serum levels
between 30 and 40 ng/ml for fall prevention due to better lower limbs muscle function
(45). In our study, patients of VD+IDAT group reached 25(OH)D serum levels ranging
from 32 ng/ml to 51.7 ng/ml, and in VD group, only one patient concluded the
intervention with 25(OH)D serum level below 30 ng/ml (24.7 ng/ml). The others

participants reached serum levels between 36 and 55.6 ng/ml.
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Vitamin D supplementation is able to increase intramyonuclear VDR
concentration, mainly in type Il fiber (38), thus, improving the effects of vitamin D on
skeletal muscle. Handgrip strength was the method chosen to assess muscle function.
It is a simple and reliable measure of muscle function, often used in clinical situations
to assess nutritional status (46). Furthermore, muscle strength has the advantage of

being a marker that precedes muscular muscle loss, allowing earlier interventions.

Besides the influence of vitamin D supplementation on VDR expression in
skeletal muscle cells, there are studies indicating that exercise may also increase the
expression of these receptors in muscle. In an experimental study, Makanae et al (47)
verified the increase of VDR and related enzymes expression after an acute bout of
skeletal muscle contraction in rats. However, the same effect was not observed after
an aerobic training session. More studies are still necessary to understand more deeply
the exercise contribution on VDR expression. Nevertheless, we hypothesized that
resistance exercise might present interaction with vitamin D supplementation in muscle
function increase. In fact, resistance exercise is the most consistent strategy aiming
muscle mass and strength gain (48), while aerobic exercise promotes improvement on
physical and functional capacity (28,49,50), even there is no skeletal muscle mass
gain. In humans, some trials, in which the intervention was aerobic training, have
shown enlargement of muscle fibers cross sectional area (51,52), while other trials

show skeletal muscle mass conservation (49,53), which also happened in our study.

Some studies have found association of 25(OH)D serum levels with muscle
strength, but not with skeletal muscle mass (15,20). In fact, muscle strength is not
dependent only on muscle mass amount. Moreover, the muscle strength decline rate is
dissociated from muscle mass loss (54). The importance of muscle strength gain with
this relatively simple and low-cost intervention is that, besides greater strength is

associated with lower risk of functional capacity decline, dependence for daily living
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activities, and disability (55); it is also associated with lower mortality risk in

hemodialysis patients (6-8).

The main limitations of this study are the small sample size, the fact that the
patients were prevalent and not incident in hemodialysis, and patients’ follow-up loss in
all groups. Nevertheless, with relatively simple interventions, we could show positive

results regarding muscle strength and lipid profile improvement.

The fact that some of the patients were taking calcitriol previously may be the
most important bias of this trial. However, considering that calcitriol prescription was
homogeneous among the groups, and only one patient stopped using calcitriol and
another one started it, both from PL group, we consider that this bias would only
mitigate the results. The results were significant although calcitriol prescription for
some patients. Moreover, calcitriol is a medication often used by hemodialysis patients
due to the consequences of vitamin D activation deficiency. Strength of this study is
that it is a “real world clinical trial”, in other words, the efficiency of the implemented
interventions was evaluated under the usual conditions of clinical care. Furthermore,
the results correspond to the reality of hemodialysis patients’ care and they are readily

translatable into clinical practice (56).

On the other hand, this study enrolled a thoroughly selected sample, because
all patients included presented good general health status and no previous
cardiovascular disease. Thus, majority of follow-up losses during the intervention
occurred due to kidney transplantation, since the patients were in adequate clinical

conditions.

In conclusion, cholecalciferol supplementation and intradialytic aerobic training
interacted improving lipid profile in maintenance hemodialysis patients. Cholecalciferol
supplementation promoted improvement on muscle function, which was assessed by

handgrip strength, and increase in body weight.
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More studies are still necessary to verify the effect of other physical training

modalities combined with cholecalciferol supplementation on lipid profile, body

composition, and muscle function, as well as longer intervention and its impact on hard

outcomes.

10.
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Figure 1: Flowchart of clinical trial participants inclusion, exclusion and

randomization (Groups: vitamin D supplementation and intradialytic aerobic training
(VD+IDAT) n=5; placebo and intradialytic aerobic training (PL+IDAT) n=4; Vitamin D

supplementation (VD) n=5; and placebo (PL) n=6);

transplantation.

Abbreviation:

Tx: kidney
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Figure 2: correlation graphs of 25-hydroxivitamin D serum level variation (A=
post intervention 25-hydroxivitamin D — baseline 25-hydroxivitamin D) with handgrip
strength variation (A= post intervention handgrip strength — baseline handgrip strength)
(A) and of 25-hydroxivitamin D serum level variation with C-reactive protein variation
(A= post intervention C-reactive protein — baseline C-reactive protein) (B).
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Figure 3: alteration of mean handgrip strength of the four groups (vitamin D
supplementation and intradialytic aerobic training (VD + IDAT) n = 5, placebo and
intradialytic aerobic training (PL + IDAT) n = 4; (VD) n =5 and placebo (PL) n = 6.
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Tables

Table 1: Baseline demographic and clinical characteristics of the patients and comparison among the four groups

o _ VD + IDAT PL + IDAT
Characteristic All patients (n=20) VD (n=5) PL (n=6) p
(n=5) (n=4)

Gender [male (%)] 11 (55) 4 (80) 2 (50) 1(20) 4 (66.7) 0.25
Age (years) 60.1 +14.2 58.3+9.4 63.2 9.0 455 +141 719 +9.8° 0.04
White race n (%) 12 (60) 2 (40) 4 (100) 2 (40) 4 (66.7) 0.31
Diabetes n (%) 7 (35) 2 (40) 2 (50) 0 (0) 3 (50) 0.29
Kt/V 1.38+£0.18 1.46 £0.15 1.34+0.24 1.39+0.14 1.33+0.20 0.72
Calcitriol prescription n (%) 11 (55) 4 (80) 2 (50) 3 (60) 2 (33.3) 0.48
Dialysis vintage (months) 34 +28.9 12+9.4 28+ 175 54 +42.4 39 +23.7 0.21
Serum urea (mg/dl) 111 +£29.2 119 +£29.3 109 £44.5 110 +18.7 106 + 31.3 0.84
Serum creatinine (mg/dl) 9.8+26 106+1.6 79+£1.2 10.4 + 3.9 9.7+26 0.41
Serum albumin (g/dl) 40104 41+04 41+0.1 3.9+05 3.8+0.2 0.9
Serum hemoglobin (g/dl) 11.7+15 12.0+1.7 12.0+ 0.6 11.2+15 11.7+1.9 0.72
Serum 25-hydroxivitamin D (ng/ml) 34.6 £10.1 31.7+3.8 35.3+13.9 28.5+£8.2 33.2+12.2 0.9
Body mass index (kg/m?) 27.6+£4.7 25.7+4.8 29.3+6.8 284+ 45 274+ 3.7 0.31
Handgrip strength (kg) 224+7.8 20.6 £ 8.0 21.5+9.1 24.8 +10.3 225+5.9 0.68

Vitamin D supplementation and intradialytic aerobic training (VD+IDAT) n=5; placebo and intradialytic aerobic training (PL+IDAT) n=4; Vitamin D
supplementation (VD) n=5; and placebo (PL) n=6.

#p<0.05 compared with VD group



Table 2: variation of bone mineral metabolism biochemical parameters of four groups (n=20)

" Moment L p-value
0,
Characteristic Group Baseline Post intervention Variation % Supplementation Training Interaction
Serum 25- VD+IDAT 31.7+£3.80 40.1+£7.49 126.4 + 15.2
. . PL+IDAT 35.3£13.92 33.0+£11.87 959+ 14.6
hyd“z;]‘y‘/’r':ﬁ_r;'” D VD 28.5+8.21 42.5+12.58 152.4+41.1 0.003 0.139 0.462
9 PL 33.2+12.21 33.3+£7.90 1049+ 17.5
Serum calcium VD+IDAT 8.810.4 8.6+£0.8 98.8+12.5
PL+ IDAT 9.9+1.49 9.7£1.0 97.8x7.9
(mg/di) VD 9.0+0.9 9.0+0.4 101 + 11.2 0.699 0.777 0-855
PL 9.1+0.4 9.0+0.7 98.3£8.5
VD+IDAT 5.2+0.9 4.6+£1.8 91.6 +£ 38.3
Serum phosphate PL+ IDAT 5.5+1.18 4.8+1.5 86.1+£149
(mg/dl) VD 5.740.9 6.9+2.2 123.1 +51.5 0.446 0.155 0.652
PL 5.2+1.3 5.1+0.7 102.9 £ 26.8
VD+IDAT 431 =+ 251 414+305 130.4 £113.0
Serum PTH PL+ IDAT 495 + 409 6761756 133.4+£59.6
(pg/mi) VD 537 + 264 473+285 105.8 + 78.6 0.963 0.456 0.902
PL 202 £143 145+99 99.1+78.3
VD+IDAT 134.2+62.3 157.4+101.3 115.7 £19.50
Serum alkaline PL+ IDAT 109.7+£47.46 132.0£69.1 117.2 £7.27
phosphatase (U/l) VD 139.8+82.7 115.6+25.4 98.3+17.6 0.760 0.123 0.685
PL 113.7+42.4 98.2+40.4 87.9+7.49

Vitamin D supplementation and intradialytic aerobic training (VD+IDAT) n=5; placebo and intradialytic aerobic training (PL+IDAT) n=4; Vitamin D
supplementation (VD) n=5; and placebo (PL) n=6.



Table 3: variation of lipid profile and inflammation parameters of four groups (n=20)

_ Moment . p-value
Characteristic Group . . . Variation % : — :
Baseline Post intervention Supplementation Training Interaction
VD+IDAT 158 + 39 149 + 42 97.8+33.3
Total Ch‘;';Stero' PL+IDAT 157 + 32 157 + 20 101.1+9.5 0,605 0676 0552
(mgfd) VD 145 + 54 154 + 57 107.4 + 10.6 ' ' '
PL 116 £ 19 113+12 99.4 + 18.3
VD+IDAT 38+7 44 + 16 114.4 + 20.1
HD'—&%‘O/'gstero' PL+IDAT 4246 35+ 13 81.1 + 19.3* 0142 0720 0013
9 VD 40+ 11 377 95.8+12.0 ' ' '
PL 27 +5.1 28+ 4 105.3 + 16.2#
VD+IDAT 185 + 53 127 £ 49 69.2 + 18.2
Triglicerydes PL+IDAT 182 + 46 253 +43 145.1+ 39.4
(mg/dl) VD 168 + 85 195+ 113 118.8 + 57.9* 0.169 0.971 0.012
PL 186 + 91 165 + 80 94.1+32.3
VD+IDAT 1.32+0.78 1.34 + 0.52 126.3+71.9
C-reactive protein  PL+IDAT 0.6 £0.20 1.25+0.90 238.9 £ 193.2
(mg/dl) VD 1.48 £ 0.69 0.92 £ 0.50 70.2 £ 34.3 0.108 0.318 0.661
PL 0.83+0.40 1.27 +0.75 194.1 + 156.7

Vitamin D supplementation and intradialytic aerobic training (VD+IDAT) n=5; placebo and intradialytic aerobic training (PL+IDAT) n=4; Vitamin D
supplementation (VD) n=5; and placebo (PL) n=6.

"p<0.05 compared with VD+IDAT group; “p<0.05 compared with VD group



Table 4: variation of nutritional assessment parameters of four groups (n=20)

p-value

_ TS
Characteristic Group Baseline Post intervention variation % Supplementation Training Interaction
VD+IDAT 20.6+8.0 26.249.5 130.5+ 33.6
Handgrip strength  PL+ IDAT 21.519.1 20.749.1 97.9 £ 15.1*
(kg) VD 24.8+10.3 27.6+8.0 118.9 + 34.1 0.023 0.622 0.553
PL 22.5+5.9 22.246.4 98.1+7.6
VD+IDAT 25.7+4.8 27 5.2 105.1+4.38
Body mass index  PL+ IDAT 29.316.8 29.8+7.7 101.3+£3.5
(kg/m2) VD 28.5+4.6 29.2+4.1 102.7 £1.9 0.043 0214 0.824
PL 27.4+3.7 27.4+4.2 99.7+ 2.8
VD+IDAT 50.34+9.7 48.5+8.5 96.8 + 3.8
PL+ IDAT 47.8+10.2 47.8+9.8 100.1+6.3
Lean mass (kg) VD 47.6+5.3 48.016.1 100.9 + 5.8 0.172 0.090 0.906
PL 45.7+4.3 47.3+5.3 103.4 + 3.8
VD+IDAT 79+17 7.7+1.6 97.2+3.8
Apendicular muscle PL+ IDAT 7.7+13 7.4+£1.0 96.1+£8.0
mass index (kg/m2) VD 7.9+0.6 7.8+0.8 98.6 + 3.8 0.952 0.237 0.560
PL 7.7+0.9 7.7+0.9 100+ 3.2
VD+IDAT 21.448.0 23.949.5 109.9 +10.1
PL+ IDAT 24.5£12.9 25.6+£13.5 102.8 £+ 5.7
Total body fat (kg) VD 25 947 0 26.746.2 1025+ 73 0.167 0.190 0.608
PL 22.1+9.5 22.1+9.7 98.7 £ 5.9

Vitamin D supplementation and intradialytic aerobic training (VD+IDAT) n=5; placebo and intradialytic aerobic training (PL+IDAT) n=4; Vitamin D
supplementation (VD) n=5; and placebo (PL) n=6.

"p<0.05 compared with VD+IDAT group
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Anexo 1

e Universidade Estadual Paulista '
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Botucaty, 03 de Dezembro de 2012 Of 58472012

Tlustrisoma Serhora
Prof® Dr® Jacquehni Socorm Costa Telxera Caramor

Departamento de Clirica Médica da
Faculdode de Medicina de Botucaty

Prezoda Dr® Jacqueling,

De ordem do Serhor Coordenador. informo gue o Projeto de Pesquso
(Protecolo CEP 4441-2012) “Efeites do  treimomento fisico o
suplamantagde com vitamine D sobre o massa musculor de pacientes em
hamodidlise™, a ser conduzide por Barbara Perez Vogt. orentoda por Vosso
Senhorma, Co-omentoda pelo Prof. De. Luis Cuedrade Martin, com a
colaboragds de Altamwe Santos Teixewn Fernonda Strngueta Belik, Fidwo
Gobbes Shiraishy e Viviana Rugole Oliveire e Silvo, recebeu do relator
parecer favordvel aprovado em rewndo de 03/12/2012,

Situagle do Projeto: APROVADO. Os pesquisodores deverdo apresentar ao
CEP 00 final do execugdo do Projeto o "Relatdrio Final de Atividodes™

.
f 1
J

A?Q»T;fr!_, <

Alberto Santos Copziuppi
Secretdne do CEP |
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